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研究成果の概要（和文）：基本転写因子TFIIDはTBPと14種類のTAFから構成される巨大な複合体であり、SAGAとともに
コアプロモーター上で働き、TBP-DNA相互作用を制御することによって転写の活性化を行う。最近我々は、同一のプロ
モーターからTFIIDまたはSAGAによって転写されるCLN2 mRNAが機能の異なる二種類のCln2pに翻訳される可能性を示し
た。本研究では、さらに解析を進め、①TFIID内部のTBP制御領域TANDが、CLN2 mRNAの作り分けに関与すること、②CLN
2 mRNA[SAGA]がRAMシグナル経路とSsd1pによる局所翻訳制御を受けることを強く示唆する結果を得たので、以下に報告
する。

研究成果の概要（英文）：TFIID, the largest GTF composed of TBP and 14 TAFs, and its related complex SAGA 
play critical roles in transcriptional activation by regulating TBP-DNA interactions. Previously,we 
suggested an intriguing possibility that CLN2 mRNA generated by TFIID or SAGA (designated as CLN2 
mRNA[TFIID] or [SAGA], respectively) could produce two types of Cln2p that carry distinct functions.
Here we demonstrate that TAND (Taf1p N-terminal domain) of TFIID may determine the production ratio 
between CLN2 mRNA[TFIID] and [SAGA], and also that the latter mRNA may be specifically regulated by Ssd1p 
and RAM (Regulation of Ace2p activity and cellular Morphogenesis) signaling pathway at the translational 
level. These results support the idea that the selection of core transcription factor (e.g. TFIID versus 
SAGA) may affect the fate of mRNA generated even from a single promoter.

研究分野： 分子生物学
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１． 研究開始当初の背景 
 
すべての生命現象は必要な遺伝情報がプログ
ラム通りに正しく発現することにより支えら
れている。それゆえ情報発現を司る基本的な
仕組みである「転写」は、分子生物学の中心
的課題として常に注目を集めてきた。TATAボ
ックス／イニシエーター等のコアプロモータ
ー構造を認識する基本転写因子TFIID（TBP; 
TATA box-binding protein と 14 種類の TAFs; 
TBP-associated factorsから構成されるタンパ
ク質複合体）は、転写開始前複合体（PIC; 
pre-initiation complex）のアッセンブリーに際
して核となる分子であり、転写調節因子から
受け取った信号を転写量の増減へと変換する
上で中心的な役割を果たす。我々はこれまで
主に出芽酵母を用いてTAFsの生体内機能に
ついて解析を進めてきたが、その過程でTaf1
のN末端に存在するTBP機能阻害領域（TAND; 
Taf1p N-terminal domain）が、TFIIDによる転
写活性化の分子スイッチとして機能すること
を見出し、"二段階ハンドオフモデル" と呼ぶ
転写活性化の分子モデルを新たに提案した。
このモデルでは、転写活性化ドメインが
TANDの構造を分子的に擬態することによっ
てTAND-TBP間の負の相互作用を解除し、最
終的にはTBPをTATAボックスに送り込むこ
とにより転写を活性化すると考えているが、
その詳細については未だ不明な点が多い。 
 出芽酵母の SSD1 には、野生型 SSD1-Vとナ
ンセンス変異（Y698stop）をもつ ssd1-d の二
種類のアレルが存在する。これらのアレルの
違いは、細胞周期のみならず、偽菌糸形成・
熱ショック耐性・細胞内輸送・細胞極性・細
胞寿命等、様々な生命現象に関与する遺伝子
の変異の表現型に違いを与えることから、
SSD1 は多機能性因子と呼ばれている。Ssd1p
（全長 1250 aa）は RNA 結合モチーフ（RNB: 
693-911 aa）を有し、実際種々の mRNA と結
合することが明らかにされつつある。また
RNA ポリメラーゼ II（pol II）の最大サブユ
ニットである Rpb1p のＣ末端領域（CTD）と
もリン酸化型 CTD 相互作用ドメイン（PCID: 
1- 240 aa）を介して結合するとされているが、
転写への寄与については長らく不明であっ
た。一方、基本転写因子 TFIID は、コアプロ
モーターに結合し、転写制御を行うとされて
いるが、個々のサブユニットの機能について
はまだよく分かっていない。また類縁複合体
であるSAGAはTFIIDと重複した機能を持つ
とされているが、両者の機能分担については
不明な点が多い。我々は、TAF1 の温度感受
性（TS）アレル（taf1-N568delta）を単離し、
他のグループにより単離された TS アレルと
の比較を行った結果、G1 サイクリンの一種
である CLN2 の転写阻害が後者においてのみ

強く起こることを見出した。またこの違いは
TAF1 アレルの違いではなく、両研究におい
て用いられた酵母株の SSD1 アレルの違い
（SSD1-V vs. ssd1-d）に起因することを明らか
にした。さらに詳細な解析を行った結果、(i) 
TFIID, SAGAは同一のプロモーターから各々
異なる機能を有する CLN2 mRNA を産生する
こと、(ii) CLN2 mRNA[SAGA]は Ssd1p 依存的
に転写され、分解から保護されるとともに、
RAM (Regulation of Ace2p activity and cellular 
Morphogenesis)シグナル経路による局所翻訳
制御を受けることが強く示唆された。上記の
背景のもと、CLN2 mRNA の作り分け（[TFIID] 
or [SAGA]）の分子機構の解明を主たる目的
として本研究を進め、所定の成果を得たので
以下に報告する。 
 
２．研究の目的 
 
基本転写因子TFIIDはTATAボックス結合タ
ンパク質（TBP）と14種類のTBP随伴タンパク
質（TAF）から構成される巨大なタンパク質
複合体であり、その類縁複合体であるSAGA
（16種類のサブユニットのうち、5種類のTAF
をTFIIDと共有する）とともにコアプロモータ
ー上で働き、TBP-DNA相互作用を制御するこ
とによって転写の活性化を行う。最近我々は、
同一のプロモーターからTFIIDまたはSAGA
によって転写されるCLN2 mRNAが、全く同じ
一次構造を有するにもかかわらず、機能の異
なる二種類のCln2pに翻訳される可能性を示
した（Genes Cells, vol.15, p1169, 2010）。従来
の常識では、同一の一次構造を有するmRNA
（5’/3’-UTRを含めて全てが同じ塩基配列か
ら構成されるmRNA）から機能の異なるタン
パク質が産生されることはあり得ない。そこ
で本研究では、上記の可能性をさらに検証す
るとともにTFIIDとSAGAによるmRNAの運命
決定機構を解明し、新規コンセプトの確立さ
らには新研究分野の創成を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（1）出芽酵母株の作製と培養 
PCR 法により増幅した DNA 断片（栄養要求
性を相補する遺伝子もしくは各種薬剤耐性
遺伝子を含む）を直接出芽酵母細胞に形質転
換することにより、目的の出芽酵母株（以下
酵母株）を作製した。必須遺伝子を欠失する
酵母株を作製する場合には、プラスミドシャ
フリング法を用いた。作製した酵母株の培養
は、YPD, SC, SD 液体培地もしくは同寒天培
地を用いて行った。 
 
（2）ノザンブロット解析 
ホットフェノール法により全RNAを抽出し、
アガロースゲル電気泳動により分離後、ニト



ロセルロース膜にトランスファーした。各種
プローブをランダムプライム法により 32P 標
識し、ハイブリダイゼーションを行った。洗
浄後イメージングプレートに感光させ、
BAS2500（富士フィルム）を用いてシグナル
の検出・定量を行った。 
 
（3）プライマー伸長法 
ホットフェノール法により抽出した全 RNA
画分もしくは試験管内で生成した転写反応
産物に対して 32P 標識したプライマーを添加
し、AMV reverse transcriptase XL による逆転
写反応を行った。逆転写産物はポリアクリル
アミドゲル電気泳動により分離後、イメージ
ングプレートに感光させ、BAS2500 を用いて
シグナルの検出・定量を行った。 
 
（4）新規レポーターアッセイ法 
レポーター遺伝子（VTC1）の上流に測定対象
となるプロモーターを組み込み、マルチウエ
ルプレート（96 穴）にて酵母株を終夜培養し
た。80%エタノール処理により細胞を固定し
た後、0.1%トルイジンブルー染色を行った。
蒸留水で洗浄後、OD638nmとOD410nmを測定し、
その比（前者はポリリン酸量、後者は細胞量
と相関する）によりプロモーター活性を評価
した。 
 
４．研究成果 
 
（1）新規レポーターシステムの開発と CLN2
プロモーター解析への応用 
本研究では、VTC1をレポーター遺伝子とし、
酵母株の細胞内に蓄積したポリリン酸をトル
イジンブルー染色することにより、高感度か
つハイスループットにプロモーター活性を測
定する新規レポーターシステムを確立した。 
 CLN2プロモーターのTATAボックスをラン
ダム化し、本法を用いて転写活性を付与する
配列を探索したところ、他のプロモーター（e.g. 
CYC1）の場合とは異なる配列が複数種単離さ
れた。今後はこれらの配列について、CLN2 
mRNAの作り分け（[TFIID] or [SAGA]）が可
能か検証を進める予定である。 
 
（2）CLN2 転写における TAND の機能解析 
TBP制御領域であるTANDのCLN2 転写への
寄与を調べたところ、（i）TAND欠失変異体
（taf1-deltaTAND）株において、Ssd1p依存的
に分解から保護されるCLN2 mRNA[SAGA]量
が有意に増加すること、（ii）RAMシグナル
経路の各種変異はtaf1-deltaTAND変異に対し
て特異的な合成致死性を示すこと、さらに、
（iii）当該合成致死性はSsd1pとは異なる他の
RNA結合タンパク質の変異により抑圧される
ことが明らかとなった。以上の結果は、TAND
が CLN2 mRNA の 作 り 分 け （ [TFIID] or 

[SAGA]）に関与すること、ならびにCLN2 
mRNA[SAGA]は複数のRNA結合タンパク質
によって制御され得ることを示している。 
 
（3）TAND-TBP 複合体の構造解析 
出芽酵母のTANDは、TBPのconcave側に結合
するTAND1 (10-37aa)とconvex側に結合する
TAND2 (46-71aa)という二種類の機能ドメイ
ンから構成される。本研究では、海外の研究
グループとの共同研究により、TAND1- 
TAND2-TBP複合体の構造を決定した。得られ
た構造から、(i) TAND1はTATAボックスの一
部の構造を分子的に擬態すること、 (ii) 
TAND2はTFIIA/Brf1/Mot1と同様にTBP上の
特定部位を認識することが明らかとなった。 
 以上の結果ならびに前項の結果は、TAND 
/TFIIA/Brf1/Mot1に共通する未知のTBP活性
制御機構が、CLN2 mRNAの作り分け（[TFIID] 
or [SAGA]）に関与する可能性を示唆している。 
 
（4）CLN2 転写における RAM の機能解析 
Ssd1pはRAMシグナル経路の下流に位置する
と考えられており、CLN2 mRNA[SAGA]は
RAM-Ssd1pにより局所的な翻訳制御を受けて
いる可能性が高い。そこで、RAMシグナル経
路の最終エフェクターキナーゼであるCbk1p
の活性変動が、CLN2 mRNA[SAGA]量に及ぼ
す効果について調べた。 
 Cbk1pの活性を自在に制御し得るcbk1-as2
株を作製し、1-NA-PP1（Cbk1p[as2]に対する
特異的な阻害剤）存在下における安定化型
CLN2 mRNA[SAGA]の蓄積量を調べたところ、
当該mRNAは顕著に増加することが明らかと
なった。また逆にcbk1-S745F株（構成的活性
化型変異株）では有意に低下していたことか
ら、CLN2 mRNA[SAGA]の産生ならびに当該
mRNAの局所翻訳制御においても、Ssd1pは
RAMシグナル経路の下流に位置するものと
考えられる。 
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