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１．研究実施概要

ゲノムプロジェクトによって、各種生物の代表種で、ゲノム全塩基配列の決定が

進み、いずれは、それら生物のもつ遺伝子の全体像が明らかとなることが予想でき

た。全遺伝子のなかから、どれをどの程度に発現し利用するかを決定する機構の解

明が、ポストゲノムプロジェクトの最も重要な研究課題との立場から、本研究が開

始された。

これまでの研究から我々は、転写酵素RNAポリメラーゼが、ゲノム全遺伝子から

発現遺伝子を選択し、またそれぞれの発現水準を決め、遺伝子間の発現水準の順位

を決定していると考えた理論を提唱し、その実証を目指した研究を実施した。研究

対象として、主として原核生物の代表大腸菌と真核生物の代表として分裂酵母を解

析し、またこのモデルを検証するための最も単純なウイルスを解析した。過去３年

間ほぼ当初の計画通りに進行している。本年度での研究実施の概要は次の通りであ

る。

２．研究実施内容

　１）大腸菌における遺伝子発現ヒエラルキー決定機構の研究

大腸菌ゲノムに存在する約4,000の遺伝子の内で発現されているものを、本研究

で開発した新原理に基ずく高分解能二次元電気泳動法を用いて、対数増殖期から

増殖停止定常期１週間まで経時的に、大腸菌全蛋白質を分画して解析した。発現

パターンは増殖相に相関して変動し、定常期だけで発現する約100の新規遺伝子を

同定した。我々は、遺伝子発現ヒエラルキーは転写装置の遺伝子選択段階で決定

されると提唱したが、増殖に応じた遺伝子発現ヒエラルキーの変動は、転写装置

の遺伝子選択の変化によると推定した。推論を実証する目的で、転写装置の機能

構造の変化を解析した。

大腸菌転写酵素は、RNA合成を担当するRNAポリメラーゼコア酵素は、遺伝子

プロモーターを認識する、７種類のシグマ因子のひとつと会合してホロ酵素に分

化する。大腸菌シグマ因子７種のすべてを純化して、コア酵素への結合定数を実

測した。試験管内転写反応で、プロモーター識別特性を解析し、また、識別に関
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わる機能ドメインの分子解剖を実施した。各シグマ因子に対する特異抗体コレク

ションを作製し、全７種のシグマ因子の細胞内濃度の実測に初めて成功した。我々

は先に、大腸菌細胞当たりコア酵素は約2,000分子と実測した。今回実測した７種

シグマ因子の合計は、細胞当たり約1,000分子であった。その結果、シグマ因子を

結合したホロ酵素各成分の量を予測出来た（図１）。各種の細胞培養条件で測定し

た結果、シグマ因子７種の細胞内存在量が変動したので、確かにシグマ因子濃度

変化が、遺伝子発現ヒエラルキー決定のひとつの要因になっていることが推測さ

れた。しかし、存在するシグマ因子が全て機能しているとは限らない。シグマ因

子に結合しその活性を抑制するアンチシグマ因子を発見した。細菌では、シグマ

因子の量の変化と活性調節の両面で、遺伝子転写制御を行っていることが予測さ

れるに至った。

大腸菌は、様々の転写因子を誘導合成し、遺伝子発現パターンの切り換えを行っ

ている。ゲノム全遺伝子の推定から、転写に影響する因子は、約100－150種類存

在すると予想した。これら転写因子は、RNAポリメラーゼホロ酵素に作用し、そ

の機能を制御している。転写装置機能制御の全体像を知るため、転写因子の全て

についての系統的・組織的解析を開始した。これまでに、約30種類の転写因子を

単離したところ、いずれもRNAポリメラーゼと直接接触し、その特異性に影響を

与えていることが判明した。直接接触は、接触不良となったRNAポリメラーゼ変
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図１：　 大腸菌RNAポリメラーゼのホロ酵素への機能分化



異体の単離によって証明するか、また、蛋白質－蛋白質の接触を直接証明する、

新規の化学的方法を開発し、この研究に導入した（図２）。

その結果、転写因子は、RNAポリメラーゼの接触サブユニットに応じて、４群

に分類できることを提唱した（図３）。以上の研究から、RNAポリメラーゼが、

２段階で機能分化し、各機能形態の成分の存在量で、遺伝子発現ヒエラルキーが

決定されると考えた理論が、本質を捉えていると確信できるに至り、転写装置の

機能分化機構の解明が、全ゲノムの発現ヒエラルキーの本質の理解に至ると確信

できるに至った。、

　２）分裂酵母における遺伝子発現ヒエラルキー決定機構の研究

真核生物の遺伝子発現機構の研究は、多くの個別遺伝子を対象として、シグナ
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図３：　 RNAポリメラーゼとの接点による大腸菌転写因子の分類

図２：　 新規に開発した蛋白質－核酸、蛋白質－蛋白質接点同定法



ル伝達から転写調節に関る蛋白因子の探索が盛んである。また、ゲノム全配列が

決定された出芽酵母では、全遺伝子プローブを含むジーンチップが開発され、存

在するmRNA種を広く同定する試みが始まり、やがて発現されている遺伝子と発

現量のスペクトラムが決定されるに違いない。しかし、遺伝子発現ヒエラルキー

が決まる仕組みの解明を目指した研究は、真核生物ではまだ殆ど着手されていな

い。研究が開始できない理由のひとつは、未だに、転写酵素RNAポリメラーゼの

分子的実体が不明であることに依っていた。我々は、分裂酵母を素材として、先

ずRNAポリメラーゼの実体解明を目標として研究を開始した。その結果、今日ま

でに、RNAポリメラーゼ�（mRNA合成酵素）については、12種類のサブユニッ

ト全部の遺伝子を同定単離し、またRNAポリメラーゼ� （rRNA合成酵素）につ

いても、ほぼ全部の遺伝子を単離した。本年度は、分裂酵母細胞内での、RNAポ

リメラーゼ�の12種類サブユニットのmRNA量、サブユニット蛋白含量、RNAポ

リメラーゼへの集合量を測定した（図４）。その結果、分裂酵母のハプロイドゲノ

ム当たり、RNAポリメラーゼIIは、約5,000分子と推定され、現在推定されている

ゲノム上の遺伝子総数6,000－7,000よりは少ないことが判明した。従って、原核生

物同様、少ない転写装置を多くの遺伝子が奪い合う様相が推測された。転写包括

制御は、同じ原理で行われていることが推察された。

次に12種類のサブユニットの集合機構を解析した。ひとつの方向は、純化RNA

ポリメラーゼを蛋白解離変性剤を用いて、徐々にサブユニットに解離し再び集合

させ活性酵素を再構成する実験系の確立である。現在までに、サブユニット解離

の順序を同定したので、集合順序が予想できるようになった。また、単離サブユ

ニット２成分間の相互作用を、多くの方法で観測し、サブユニット相互作用のネッ

トワークの全容を推測することに成功した。一方、各サブユニットcDNAをバキュ

ロウイルス発現ベクターに導入し、各種の組み合わせで、組換体ウイルスを感染
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図４：　 分裂酵母のRNAポリメラーゼ II の細胞内含量



させて細胞内で形成されるサブユニット集合体を分析することで、生体内でのサ

ブユニット集合機構を解析した。結果を統合して、作業仮説として、次のモデル

を想定した（図５）。

次の課題は、分裂酵母のRNAポリメラーゼを構成する多数のサブユニットそれ

ぞれの生理機能を同定し、遺伝子識別を担当する成分を同定することである。各

サブユニット遺伝子が単離できたので、変異を導入し、それぞれのサブユニット

の生体内での役割を解析すると同時に、それら変異体を出発材料として、各サブ

ユニットと相互作用するサブユニットや、転写因子を探索する研究が可能となっ

た。この方向の研究の中から、早速にも本年度、サブユニット６に転写伸長因子

TF-IISが相互作用をすることを発見した。この方向の研究が軌道に乗れば、真核

生物におけるRNAポリメラーゼの機能分化の実体についても、本プロジェクトの

中で解明できる見通しが出来た。

　３）ウイルスにおける遺伝子発現ヒエラルキー決定機構の研究

RNAウイルスのRNAポリメラーゼは、転写も複製も行う多機能酵素である。

RNAポリメラーゼの機能制御による遺伝子転写ヒエラルキー決定機構、転写装

置ー複製装置相互変換の機構を、インフルエンザウイルス及びタバコモザイクウ

イルスをモデルとして研究した。それぞれRNAポリメラーゼ酵素の構造と機能地

図の作成に成功した（図６）。現在、機能制御に関わる宿主蛋白因子群の同定が進

行している。
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図５：　 分裂酵母RNAポリメラーゼ II の集合機構
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図６．　インフルエンザウイルスRNAポリメラーゼの機能地図
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