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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、それら生物のもつ遺伝子の全体像が明らかになってきた。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であるとの認識から、本研究が開始された。

　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する遺伝子を選

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て来たが、本プロジェクト研究では、その理論の実証を目指

した研究を実施した。研究対象として、原核生物の代表としての大腸菌、真核生物

の代表としての分裂酵母、及び最も単純な系としてウイルスを選び集中的に解析し

た。過去４年間の研究は、ほぼ当初提案した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、高分解

能二次元電気泳動RFHR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（和田研）。増殖期ではこれまでに

約３００の蛋白質を同定し、１種類の細菌で同定された蛋白の種類では最高に到達し

た。遺伝子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６５

の蛋白質を同定した。その半分以上は、機能未知の新規蛋白であった。

一方、こうした遺伝子発現ヒエラルキーの変化は、転写装置の遺伝子選択特性

の変化によるとした我々の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（石浜研・田中研）。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機能を担うシグマ因子のひとつと結合してホロ酵

素に分化する。

大腸菌シグマ因子７種全ての、コア酵素への結合定数と細胞内濃度を実測し、
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ホロ酵素７成分の存在量を予測できた。その上で、大腸菌各種培養条件での、シ

グマ因子７種の細胞内存在量を測定し、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を示唆した。

しかし、シグマ因子の機能量は、存在量とは必ずしも比例しないことを発見し

た。大腸菌主要シグマ因子（シグマD及びシグマS）に結合しその活性を抑制する

アンチシグマ因子（Rsd＝アンチシグマD、Dps＝アンチシグマS）の存在を発見

した。そこで今回、新にアンチシグマ因子の細胞内量をも測定した。更に、シグ

マ因子の活性が、グルタミン酸濃度、水素イオン濃度、トレハロースなどの貯蔵

炭水化物濃度で顕著に影響を受けることを発見した。定常期遺伝子転写のシグマ

Sは、高グルタミン酸濃度環境で作動することを実証し、さらにグルタミン酸を

感知する蛋白領域を特定した。

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

の機能を制御する。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、系統的・組織的解析を開始した。これまでに、約５０種類の転写因子を単離

し、RNAポリメラーゼ上の接触部位の同定を開始した。その為に、接触不良と

なったRNAポリメラーゼ変異体の単離と解析の遺伝学的解析に加えて、FeBABE

を用いて蛋白質ー蛋白質の接触点切断を同定する生化学的解析を動員した。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１）。

図１．　大腸菌RNAポリメラーゼの集合機構と機能分化

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
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えていることが実証された。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については、個別遺伝子を対象として、シグナル伝達か

ら転写調節に至る過程に関る転写因子の探索研究が盛んである。しかし、全遺伝

子の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。包括転写制御の研究がない理由のひとつに、転写酵素

RNAポリメラーゼの分子的実体の知識の欠如がある。我々は、分裂酵母を素材と

して、RNAポリメラーゼの実体解明を目標として研究を実施してきた（石浜研、禾

研）。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。更に、分裂酵母

細胞の、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。その結果、分裂酵母ゲノム当

たり、RNAポリメラーゼ�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約６，０００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。

RNAポリメラーゼ � の１２種類のサブユニット間相互作用、サブユニット集合

機構を、多くの方法を駆使して解析した。また、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

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

ブユニット集合状態についての解析にも広げた。これらの結果を総合してサブユ

ニット集合順序を予想した（図２）。

図２：　 分裂酵母RNAポリメラーゼ�の集合機構と機能分化
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本年度は更に、分裂酵母のRNAポリメラーゼ I 及び II 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する系統的研究を実施した。各サブユニット遺

伝子に変異を導入して機能異常を解析し、更に、これら変異体の抑圧変異の単離

と分析から、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

研究と、タグを付加したサブユニットを発現し、それを利用してRNAポリメラー

ゼ集合体を単離し含まれる成分を分析する研究を平行して実施した。その結果、

RNAポリメラーゼ II については、RNA合成の開始・伸長・終結に関与する転写

因子、RNAポリメラーゼのリン酸化・脱リン酸化酵素、RNA産物の修飾に関与

する因子など、多数の因子を同定できた。

一方、RNAポリメラーゼ I のサブユニットについても同様の解析を行い、

SpRPA１２, SpRPA２１, SpRPA５１などについて、その機能を推定し、さらに相互作

用因子を同定した。RNAポリメラーゼを中軸として、それに直接接触する因子を

網羅する、新たな研究を開始した。プロジェクトの終結を控えて、この方向の研

究を伸ばし、転写装置を巡る蛋白間ネットワークの全体像の完成を目指したい。

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をモデルとして研究し

た。このウイルスRNAポリメラーゼは、宿主細胞mRNAを切断し、その断片を利

用（石浜研）して転写を開始する特異な転写機構を示し、更に、宿主因子に依存

して複製酵素へ転換するので、極めて宿主依存性が強い。此れまでに、３種類の

サブユニットそれぞれの構造と機能地図の作成に成功した。また、機能制御に関

わる宿主蛋白因子群の同定する目的で、酵母two-hybrid法を利用して、幾つかの

宿主因子候補を単離し、現在は、その機能分析が進んでいる。

３．主な研究成果の発表（論文発表）

石浜研究室

２００１

○Jishage, M., Dasgupta, D. and Ishihama, A.（２００１）Mapping of the Rsd contact site 

on the sigma-７０ subunit of Escherichia coli RNA polymerase.  J. Bacteriol. １８３, 

２９５２-２９５６.

○Kimura, M., Sakurai, H. and Ishihama, A.（２００１）Intracellular contents and 

assembly states of all twelve subunits of the RNA polymerase II in the fission 

yeast Schizosaccharomyces pombe . Eur. J. Biochem. ２６８, ６１２-６１９.
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