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研究成果の概要（和文）：出芽酵母Tup1-Cyc8複合体は、Tup1４分子とCyc8１分子とが結合した分子量約400kDaの転写
抑制因子である。本研究では、Tup1-Cyc8複合体がどのように標的分子と相互作用し、機能を発揮するのかを解明する
ことを目的とする。具体的には、Tup1-Cyc8複合体の立体構造をＸ線結晶構造解析とＸ線溶液散乱法とを組み合わせた
方法で解明し、さらに立体構造を基盤として酵母を用いた機能解析を行った。さらに、そして、これまで達成すること
ができなかったTup1全長の発現・精製を行って構造機能解析の基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：The yeast Cyc8p-Tup1p protein complex is a general transcriptional corepressor of 
genes involved in many physiological processes. In this study, we analyze the structure and function of 
Cyc8p-Tup1p protein complex using X-ray crystallography and small angle X-ray scattering. Based on the 
three-dimensional structure, we mutated Tup1p and characterized the Cyc8p and Tup1p function. 
Furthermore, we succeeded to express and purify the full-length Tup1p using cold-shock yeast expression 
system.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
出芽酵母 Tup1-Cyc8複合体は、Tup1４分子
と Cyc8１分子とが結合した分子量約 400kDa
の転写抑制因子である。本複合体は、転写因
子の中でも特に医学・生理学的に重要であり
（Nature, 369, 758, 1994）、例えば、ショウジ
ョウバエの Tup1 ホモログ Groucho は発生と
分化の制御に関与し（Gene Dev., 12, 1931, 
1998）、ヒトの Tup1ホモログ TLEの機能を失
った細胞はガン化する（Gene Dev.,14, 1837, 
2000）。さらに、酵母 Tup1-Cyc8は、性分化、
DNA損傷、浸透圧ストレス、グルコース、酸
素により制御される多様な遺伝子の転写抑
制に必須である（EMBO J., 17, 2543, 1998）。
このように Tup1-Cyc8複合体は機能解析が積
極的に進められてきた蛋白質であるが、一方
で Tup1-Cyc8複合体の立体構造情報が不足し
ているため、その分子機構の理解は乏しい。 

2012年、申請者らは Tup1の四量体形成に
必要な Tup1 の N 末端ドメイン（Tup1N）の
立体構造を世界に先駆けて報告し（J. Biol. 
Chem., 287, 26528, 2012）、Tup1の四量体がコ
イルドコイル構造で安定化され、dimer of 
dimersで機能している可能性を示した。ただ
し、これらドメインの解析では「Tup1-Cyc8
の転写抑制機能の分子機構」についての明確
な知見は得られなかった。 

 
２．研究の目的 
上述のような背景を鑑み、本研究では、

Tup1-Cyc8 複合体がどのように標的と相互作
用し、機能を発揮するのかを解明することを
目的とする。具体的には、Tup1-Cyc8 複合体
の立体構造をＸ線結晶構造解析とＸ線溶液
散乱法とを組み合わせた方法での解明、立体
構造情報を元にした機能解析、並びに従来達
成不可能とされていた Tup1 全長の発現・精
製を行った。 

 
３．研究の方法 
 Tup1NとCyc8のN末端領域(Cyc8N)をそれ
ぞれ大腸菌を用いて生産し、カラムクロマト
グラフィーによる精製を行った。その後、
Tup1N四量体と Cyc8を 1:4で混合し、蒸気拡
散法（0.6 M Magnesium sulfate, 0.1 M HEPES 
sodium pH 7.5, 4% (v/v) 
2-Methyl-2,4-pentanediol）によって結晶化を行
ったところ、結晶が得られ、5Å 分解能の回
折強度データを収集した。 
さらに Tup1N, Cyc8N, Tup1N-Cyc8N複合体
の構造の性状解析をＸ線小角散乱法によっ
て行った。Tup1Nの立体構造はＸ線結晶構造
解析で決定済みであるが、溶液中で重合して
いる様子が確認でき、Cyc8Nは Tup1Nを取り
囲むような構造をしていることが分かった。 

Tup1N の構造情報を用いて、74-76 アミノ
酸部位を変異した変異体を作製し、RT-PCR
によって機能解析を行った。 
さらに、Tup1全長の発現と精製に取り組ん
だ。Tup1全長の発現は大腸菌や通常の酵母発

現系では困難であったが、産総研グループが
開発してきた低温発現誘導酵母を用いて発
現したところ、Tup1の発現が確認できた。さ
らに種々のクロマトグラフィーによる精製
に取り組んだ。 

 
４．研究成果 

Tup1の N末端領域（Tup1N）と Cyc8の複
合体の結晶化を行った。しかし、構造解析可
能な良好な回折強度データが得られなかっ
たため、X線小角散乱法を用いて低分解能で
の構造解析に取り組んだ。まず、Cyc8単体で
の構造解析に取り組んだところ、Cyc8は多量
体を形成し、Tup1を取り囲むような構造をし
ていることが示唆された。厳密に何量体を形
成しているかといったストイキオメトリー
を決定するためには更なるデータ収集が必
要であるが、もし Cyc8 が単体のときと同様
な形を保持して Tup1 と結合しているとすれ
ば、私達が以前報告した Tup1 変異体の実験
結果と合致している。 
機能解析について、Tup1 の N 末端領域
（1-92アミノ酸）に含まれる 74-76アミノ酸
位の 3 連続グルタミン酸（EEE）が転写抑制
に重要な機能をもつことをアラニン置換変
異株を用いて示した。さらに、3 連続グルタ
ミン酸をすべてグルタミン（QQQ）あるいは
アスパラギン酸（DDD）に置換した変異株を
作製し、接合型、凝集性および標的遺伝子の
転写抑制能を定量化した。tup1-QQQ 変異株
は野生型 TUP1株と同じ転写抑制能を示した
のに対して、tup1-DDD変異株は tup1-AAA変
異株と同様に tup1 遺伝子破壊株と野生型株
の中間程度の転写抑制能を示した。従って、
Tup1Nの 3連続グルタミン酸はその負電荷で
はなく、その側鎖長が転写抑制に重要である
と結論した。ヒストンと相互作用すると報告
されている中央領域（93-281アミノ酸）を欠
失させた tup1変異株が、意外なことに野生型
株と同様にプロモーター領域をヘテロクロ
マチン状態に維持することを明らかにした。
この結果は、Tup1がヒストンとの相互作用と
介せずに転写抑制するのか、あるいは Tup1
が中央領域以外の領域でヒストンと相互作
用するのかを示唆した。 
さらに、Tup1全長の発現・精製については、
低温発現誘導酵母を用いて発現し、その後、
Niアフィニティークロマトグラフィー、陰イ
オンクロマトグラフィー、ゲル濾過クロマト
グラフィーの精製ステップを経ることによ
って、高純度 Tup1を mgオーダーで得ること
に成功した。 
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