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l｡はじめに

真核生物の転写はプロモータの多様性に対応して、転写活性化因子、基本

開始複合体構成因子及びRNAzi¥1ノメラーゼ(RNAP)のサブユニット構成の多
様性が存在している。転写制御の研究は、エンハンサー結合蛋白の機能と構
造の検討が進められ、次いで開始の転写基本基本因子とエンハンサー結合蛋

白の相互作用と転写過程への役割が明かとなった。最近、転写開始複合体形

成と転写効率に関与するcofactor及びmediatorの存在が明らかになると共に、

RNAPの機能複合体が巨大なHoloenzymeとして存在することが示された。
しかしMAPが10種類を越えるサブユニット構成からなる巨大分子である
ため、RNAPサブユニットの機能分担と転写関連因子との相互作用はRPB1の

carboxyterminaldomain(CTD)の機能解析などに限られている。
我々は、従来からヒト肝細胞がん発症に寄与するB型肝炎ウイルス(IBV)

X蛋白の構造と機能を解析してきた。X遺伝子は上流のエンハンサー1を介

した自己制御系を構成し、X蛋白はウイルス遺伝子及び宿主の増殖・炎症関
連の遺伝子をトランス活性化し、細胞の増殖化傾向をもたらし、がん化への

寄与が報告されている。しかし、冊VX蛋白は極めて多様なDNAシス酉己列
を介して転写のトランス活性化をもたらすことが報告され、トランス活性化

機構を転写活性化因子に帰することは困難であった。

我々は、X蛋白に結合する宿主蛋白の探索からX蛋白の機能を解析する方

法を採り、RNAPI,11,111に共通するサブユニットであるRPBSをX結合蛋白
として単離した。本研究は、両者の相互作用による転写開始機能の修飾を分
子機構として解明するために、RPB5の機能標的を探索し、X蛋白の役割を
検討し、RPBSの構造と機能の解析を行った。
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ﾄhRPB5との結合

－4－



研究成果

本研究の中心となる研究成果は、原著及び印刷中の原著論文及び総説論文

をもって代える。それらの研究の概要と未発表の研究成果は次の通りである。

(1)RNA>j<!ノメラーゼサブユニットR閉Sは､ヒトB型肝炎ウイルス(HBV)
X蛋白と相互作用をするのみならず、転写基本因子THIBと結合することが、

invitroのfar-Western法、pulldown法で示され、Invivoに於ける相互作用は
HpG2細胞の伽nsientexpression系で確認された。TFIIBはRPBSと共にHBVX
蛋白と特異的に相互作用することがinvivo及びinvitroで確認された(No.6,

No.g,No.14,No.23,No.2S)。
（2）この3者間の相互作用を解析した結果、それぞれが異なった結合領域

を介して他の2者と結合することが示され、3者複合体形成の可能性を示唆

した。invitroでpulldown法を用いて、GST癒合型でX蛋白結合部位を欠損し
たRPBSはX蛋白をレジンに回収することはできなかったが、THIBの存在下

でX蛋白を回収可能であった。この結果は3者の複合体形成が可能であるこ

とを示唆した。この3者が強制発現したHW2細胞の抽出蛋白を用いた免疫
沈殿法によって、3者複合体形成が示唆された(No.6,No.14)。
(3)X蛋白のトランス活性化ドメイン内にRPB5結合及びTFIIB結合に寄与

する領域が伽-Western法よって区別してマップされた。両者の結合領域内の
のX蛋白の置換変異を構築し、変異X蛋白のRPB5結合能とTFIIB結合能を検

討した。その結果、TFIIB結合能が正常でRPBS結合能の低下した変異(Xm89,
Xm93)、RPBS結合能が正常でTFIIB結合能の低下した変異(Xml20)が得られ、
X蛋白のトランス活性化ドメイン内にRPBS及びTFII結合の領域が存在するこ

とが示唆された。これらの変異のトランス活性化能への効果を検討した結果、
何れの変異もX蛋白のトランス活性化能が極端に低下させた。これらの結果

はX蛋白のトランス活性化にはRPBSとTFIIBとの結合がｲ可れも必要であるこ

とを示唆した(No.6,No.14)。
（4）3者の複合体形成と3者間結合のXトランス活性化能への効果は、X

蛋白が転写開始複合体形成の段階で剛APとTFIIBの結合を安定化する可能性
を示唆した。この推定を確認するために、invitro転写系の精製X蛋白の添加

効果を検討した。予備的結果は、非融合型X蛋白は遠位エンハンサー(Gal4結
合部位）と転写活性化因子(GalVP16:Gal4のDNA結合領域とVP16の転写活性
化ドメインを結合した蛋白）に依存して転写活性化を冗進させることが示さ
れた(No.17、投稿準備中）。

（5）同様な人工的な系であるGal4xSCATレポータを用いたinvivoの検討を
行った。その結果、X蛋白はGalVP16に依存して、レポータの転写を冗進し

た。しかし、Gal-HBxでは全く促進効果が観察されず、逆にsquelcingと解釈
される負の効果を示した(No.17、投稿準備中）。

これらの結果は、朋xは転写活性化因子存在するactivatedtranscription系で
co-factorとしての機能を保持していることを示唆した。(3)(4)(S)の結果は、
冊xがRNAP及びTFIIBとの相互作用を介して転写効率を上げる能力を持って
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いる仮説と矛盾しない(No.17、投稿準備中）。
Invitro転写再構成系で示されているTHID,TFIIA,TFIIBから構成きれる転

写前複合体と剛APから転写複合体形成の段階にX蛋白が機能しているのか、
又はX蛋白がHolo酵素中の剛APとTFIIBの複合体を安定しているのかについ

ては、今後の検討に残された。

（6）最近幾つかのグループにより示唆されたがん抑制蛋白pS3とx蛋白と
の相互作用を我々 も検討した。その結果、pS3とX蛋白との結合がinvitroの
各種の方法で確認された。両者の結合部位の限定から、X蛋白のトランス活

性化ドメイン内にpS3結合部位が限局し、TFIIB結合部位と重複した。invivo
の系で、X蛋白はpS3依存トランス活性化を抑制し、Xトランス活性化もpS3
により干渉を受けた。しかしpS3欠損の幾つかの細胞株を用いたTransient
征msfection系で、X蛋白によるトランス活性化が観察された。これらの結果

は、pS3とX蛋白の相互干渉があるが、Xトランス活性化はPS3との結合能と
は区別されることが示された(No.S,No.21、一部投稿準備中）。
(7)RPBsがX蛋白と相互作用し転写の効率化をもたらす結果は、X蛋白

がRPBSと内在性の宿主蛋白との相互作用を排除する可能性がある。この可

能性を検討するために、RPBS結合蛋白のcDNA単離をfar-Western法を用いて

行い、1種のcDNA(RPB5-mediating-protein:RMP)を単離した。全長cDNAの
単離を進めた結果、RMPは新規遺伝子であった（投稿準備中）。予備的結果
は、RⅣPがX蛋白によるトランス活性化に拮抗した。この結果はRMPが抗X

遺伝子として機能することを示唆した（棚O、発表準備中)｡RMPが新規の
がん抑制遺伝子である可能性もあり、今後の系統的な解析が必要となった。
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