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パ ン酵母 rlおc cゐ戊r Oプチ砂C g S C e 柁 即ゐ才戊わ の 自律複製領域

A R S l と相互作用するタ ン パ ク質因子 に関する研究

金沢大学医学部生化学第二 講座 く主任 二 久野 滋教授1

久 野 耕 嗣

く平成 1 年 8 月2 9 日受付1

パ ン 酵母 S a c ch a r o n v ，C e S C e r e Vi si a e の 自 律 複製配列 くa u t o n o m o u sl y r e pli c a ti n g s e q u e n c e ，

A R SI を も つ プラ ス ミ ド は ，
S ． c e n visi a e 細胞 を高頻度 に 形質転換で き る た め ，

A R S は 酵母染色体 に お

け る複製開始点と考え ら れ て い る ． 真核生物に お け る染色体複製開始機構 を明 ら か に す る 目的 で ， 5 ．

郎 削紀痕滋陀 第4 染色体の セ ン ト ロ メ ア付近 に 位置す る A R S l 領域 と相 互作用 す る タ ン パ ク質 因子 を検索

した ． 最初に ，
A R S l 領域 の う ち P st I 部位 か ら R s a I 部位 の 6 b p 上 流 ま で の 97 b p を含む D N A 断

片くE 岬 をプ ロ
ー ブ と し て ，

それ と特異 的 に 結合す る タ ン パ ク質因子 を ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で 調 べ た ，

その 結果， 酵母核抽出液中に
一 本鎖 K － 49 D N A 断片 に 特異的 に 結合す る タ ン パ ク質因子 を検出 した ． 合

成オ リゴ ヌ ク レ オ チ ド を用 い た コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験よ り ，
こ の タ ン パ ク 質因子 に よ る 複合体形成に 関

与す る領域が ，
C 6 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ， すな わ ち ， 0 鎖側 で コ ン セ ン サ ス 配列 と そ の 近傍 の コ ン セ

ン サ ス 類似配列 を含 む領域 に あ る こ と が明 ら か と な っ た ． 次 に
，
C 6 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ブ ロ ー

プ に 用 い て ゲル シ フ トア ッ セ イ を行 い ， 特異 的な タ ン パ ク質因子 を検出し た ． ま た ， 同領域の ゆ鎖側を

持 つ C 5 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド に つ い て も 同様に ， 特異的 な タ ン パ ク質因子 を検出し た ■
コ ン セ ン サ

ス 配列 と その 近傍の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を含む領域 は ， 高頻度形質転換活性 に 不 可欠で あ る た め ， 今

回検出 さ れ た タ ン パ ク 質因子 が ，
D N A 複 製開始に 関与 す る可 能性 が考え ら れ た ．

K e y w o r d s S － C e r e Viiia e ， A R S l ， D N A b in di n g f a c t o r ， g el s
hift a s s a y ，

Si n g l e － St r a n d e d D N A

酵母 滋 ごr ぉ れ刀町 ビどぶ C g 柁 ひねゴ戊e に お ける D N A 複製

は
， 他 の 真核細胞 と同様 ，

染色体 D N A 上 の 多数の 部

位 か ら お こ る
11

． その 間始点 の 数 は ，
1 僧体 細胞当 り

約150 個 で平均的 90k il o b a s e くK bl の 間隔 で 存 在 し て

い る ． ま た
，
こ れ らの 開始点の 活性化は S 期に の み起

こ る よう に 制御さ れ て い る ．

こ の よ う な複製開始点 を含む D N A 断片 を ク ロ
ー ン

化す る 試み が ． 酵母 に お い て ，
多数行わ れ てき た

2J
． こ

れ ら の D N A 断片は ， 自律 複製配列くa u t o n o m o u sl y

r e pli c a ti n g s e q u e n c e ， A R S l と 呼 ばれ る も の で ，

A R S をも つ プ ラ ス ミ ド は ， 酵母 菌 に 対 して 高頻度

A b b r e vi a ti o n s ニ A B F I
，
A R S bi n di n g

く1 0
3
へ 1 0

5
コ ロ ニ ー I p g o f D N A I 形質転換活性を有し

て お り
， 染 色体外 で自律的 に 複製 さ れ る ． ま た

，

A R S を含 む プ ラ ス ミ ド の 複製 は ， 染色体 D N A と同

様 に S 期 の 制 御 を 受 け て お り ，
ま た

，
こ の う ち

A R S l に つ い て は
， p h y si c al m a p pi n g に よ っ て ，

iコ

v i v o で 実際 に 複製開始点 と し て働 い て い る こ と が明

ら か に な っ た
封
．

多数の A R S 断片の 塩 基 配列の 比 較よ り ，
コ ンセ ン

サ ス 配列 5
，
－くA I T I T T T A T くA I G I T T T くAI Tl

－3
，

が

見い 出さ れ
4，

， ま た ，
こ の コ ン セ ン サ ス 配列 は高頻度

形質転換活性 に 不 可欠 で あ る こ と が 示 さ れ た
冊

f a c t o r I i A R S ， a u t O n O m O u Sl y r e pli c ati ng

s e q u e n c e 三 b p ， b a s e p ai r s 三 D T T ， d it hi o t h r e it ol i E ． c oli
，
E s c h e ric hi a c o li 三 E D T A ，

et h yl e n e di a m i n et e t r a a c eti c a cid 3 K b ， k il o b a s e 三 P M S F ， p h e n y l m et h a n e s ulf o n y l fl u o
rid e 三S ．

c e Y e uisi a e
，
S a c c h a r o m y c es c e r e v 巌 町 S V 40 ， S

．
i m i a n v ir u s 4 0



酵母 の自律複製領域 A R S l と結合す る タ ン パ ク質

p al z k ill ら
8，
は
，
A R S 断 片に は ， 多く の コ ン セ ン サ ス

類似配列が存在 し
て い る こ と を示 した ．

A R S l は酵母第IV 染色体の T R P l 遺伝子 に 隣接 す

る約 800 b a s e p ai r s tb pl の 領域で あ る が ，
C el n ik e r

ら
5

切 欠損変異の研究 に よ り ，
A ， B ， C ， 3 つ の ドメ

イ ン に 分 けら れ て
い る ． ドメ イ ン A は ，

コ ン セ ン サ ス

配列を含む 1 卜
19 b p の領域 で ， 高頻 度形質転換活性

に必須な領域である ． ドメイ ン B は
，
ドメ イ ン A の 上

流， 50
旬 1 0 0b p の領域 で ，

A R S プ ラ ス ミ ド の安定性 に

関与して お り ，
b e n di n g 領域が存在 す る

朝
． ドメ イ ン C

は， ドメイ ン A の 下 軋 約 200b p の 領域で ，
安定性 に

関与する が ， そ の寄与率 は ドメ イ ン B よ り も小 さ く ．

ドメイ ン B を欠損 した プ ラ ス ミ ド で の み ，
そ の 影響 が

みられ る ． ま た ，
ド メ イ ン C は

，
i n v it r o D N A 複製系

に お い て ， 複製の バ ブ ル の形成が観察 され る場所 で あ

る ．

最近 ，
A R S b i n di n g f a c t o r I くA B F り が ドメイ ン

B の b e n d i n g 領域 と重 複 した A B F I 部位 に 結合 す る

こ とが明 らか に さ れ
10 ト 均

，
ま た A B F 工 部位 の近傍 に ，

A B F II工 が特異的 に 結合 して い る こ と が 明 ら か と な っ

てい る
瑚

． しか し ，
ドメ イ ン A お よ び そ の 近傍 と 相 互

作用す る タ ン パ ク 質因 子 に つ い て は ， 未だ 報告が な

今臥 筆者 はゲ ル シ フ トア ツ セ イ を用 い て ，
A R S l

く1 1 8 I
H l n f エ A B F エ S l t e

H

9 13

領域 と相互 作用 す る タ ン パ ク 質因子 を 調 べ ，
そ の 結

果 ，
ド メイ ン A お よ びそ の 近傍 の

一

本鎖 D N A と 特異

的 に 結合す る タ ン パ ク質因子 を見い 出 した の で そ の紡

果 に つ い ての べ る ．

材料お よ び方法

工 ． 使 用菌株 およ ぴプ ラス ミ ド ．
フ ァ ー ジ

1 ． 使 用菌株

M 1 3 フ ァ
ー ジ組み 換 え体 の増殖お よ び プ ラ ス ミ ド

の 作 成 に は ，
大 腸 菌 り餌 血 涙 兢 H 扉L 且 c 弼

J M l O 5 株 くA l a c p r o ， th i ， St r A ， Sb c B ， h s d R ， F
，

t r a －

D 3 6
， p r O A B ， 1 a cI

q
Z ム M 1 5J を用 い た 一

ま た
，
酵 母 核抽出液 の調製 に は ．

鼠 c 併 跡 混血

D 1 3 －1 A くM A T a ， h i s3
－5 3 2

，
t r p l ， g alll を用 い た ．

2 ． プ ラ ス ミ ド
，
フ ァ

ー

ジ

Y R p 7 は ， p B R 3 22 の E c o
R I 部位 に ，

S ． c e r e ぬ －

i a e の A R S l
．
T R P l の 領域く約 1 ． 4k bl が 挿入 さ れ た

プラ ス ミ ド で あ る
2 冊

． K 49 は
， 村上 に よ っ て 作成さ れ

た M 13 フ ァ
ー ジ の組 み換 え体 で ， A R S l 領域 の う ち

P st I 部位 く2071 か ら R s a I 部位の 6 b p 上 流 く3 031

まで を含ん で お り く図 り ，
A R S 活性 を持っ て い るく村

上 ， 未発表 デ ー タト

II ． 試 薬 類

各種制限酵素 は宝酒造く京恥 あ る い は ，
ニ ッ ポ ン

く2 1 2 I
P ヨ t エ

く3 1 1 I
R s a エ

b e n t D N A

9 ノ1 1

d o m a l n B

二三三三重工三こ二等彗空 電璧垂
20 7

9 ノ1 1 1 1 ノ1 1

d o n a l n A d o m a l n C

R s a 工

C T G T A A A A T A JL C A A G A T G T A A A G A T A A T G C T 人人人T C A 一丁T G G C T T T T T G A T T G A T T G T A C

G A C A T T T T A T T G T T C T A C A m C T A T T A C G A T T T A G T 人人人C C G A A A A JL C T 人人C T 人人CA T

3 0 3

2 2 0 2 5 5

2 2 6 2 5 5

2 3 7 2 5 5

C 5 － く＋1 s t r a n d

く－ I S t r a n d

Kq9

F i g ． 1 ． T h e c o n fi g u r a ti o n o f A R S l r e gi o n a n d m a p s o f K 4 9 d el et e d cl o n e
a n d

s y n th eti c o li g o n u cl e o tid e s ． T h e r e gi o n s o f d o m ai n A ， B ， a n d C a r e th o s e
f r o m

C el n i k e r e t al ．
司 D o m ai n A c o n t a i n s th e l l b p c o n s e n s u s s e q u e n c e i

n di c a t e d w ith

cl o s e d b o x ．
T h e A B F I bi n d i n g sit e a n d b e n t D N A r e g l O n a r e i

n di c a t e d i n th e

m a p ． c o n s e n s u s r el a t e d s e q u e n c e s
a s r e p o r t e d b y P al z k ill a n d N e w l o n

8 1
a r e

i n di c a t e d w ith o p e n b o x e s ． N u
m b e r s a b o v e li n e s a r e th e d i st a n c e i n th e

n u cl e o tid e s f r o m th e H i n d lII sit e th a t i s a t p o siti o n 8 3 7 i n r e f e r e n c e
1 4l

．



9 1 4

ジ ー ン く富LLJン の 製 品 を ．
K l e n o w f r a g m e n t は 宝酒

造
，
ザイ モ リ エ イ ス は キ リ ン ビ

ー

ル く束京1 ．
T 4 ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ は東洋紡 く大阪1 ，

プ ロ テ ア
ー

ゼ

K お よ び リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ A は Si g m a 社 く米国一の 製

品 を用 い た ． D N A 標識 の E a ．

32

P l d C T P ， お よ び

E y －

32
Pコ A T P く旬 3 0 0 0 Cil m m o 11 は ア マ シ ャ ム

． ジ ャ

パ ン く東京1 よ り購入 した ． ヘ パ リ ン
． ア ガ ロ ー ス お よ

び Fi c oll は Si g m a 社 く米 国1 ， D E A E
－ S e ph a c el ，

P e r c oll お よ び D N A 交 互 配 列 ポ リ マ ー ．

p Ol y

くdI ，d Cl は ，
P h a r m a ci a 社く米国1 よ り購入 し た ． こ れ

以外の 試薬で特 に 会社名の 記載 の な い も の は い ずれ も

和光純薬く大阪ナ， あ るい は半井化学く京都1 の 製品 を用

い た ．

m ． 酵母 核抽出液の 調製 お よ び部分 精製

1 ． 酵母核抽出液の 調製

S ． c e r e ui si a e D 1 3 － 1 A を Y E P D 培 地 E l ％

b a ct o － y e a S t e X t r a C t ，
2 ％ b a c t o －

p e pt O n e ， 2 ％ グ ル

コ
ー スコ， 3 0

0

C で ， 対数増殖期 くO D 6 00 ニ 1 ． 引 ま で 培 養

し たの ち ， 遠心 に よ っ て 集薗 しS 緩衝鞭亡1 M ソ ル ビ

ト
ー ル

，
5 0 m M リ ン酸 カ リ ウ ム くp H 7 ．81 ． 0 ． 5 m M 塩

化 か レシ ウ ムコ で 菌体 亡約 10 gコ を洗浄 し た ． 次 に ，

3 0 m M di thi o th r ei t ol くD T Tl を 含む S 緩 衝液 に 菌体 を

懸濁 し． 3 0
0

C で1 0 分間放置 し た後 ，
Z 緩衝液亡1 M ソ

ル ビ ト
ー ル

，
2 5 m M リ ン 酸 カ リ ウ ム くp E 7 ． 8 1 ，

2 5 m M コ ハ ク酸 ナ ト リ ウ ム ，
0 ． 5 m M 塩 化 カ ル シ ウ

ム ， 0 ． 5 m M ph e n yl m e th a n e s u lf o n yl fl u o ri d e

くP M S Fl ， 3 m M D T Tコ に 懸濁 しな お し ，
ザ イ モ リ エ

イ ス60 0 0 0 を加 え て ，
3 0

0

C で 静 か に 振 と う し た ． 約3 0

分後に 遠心 く300 0 r p m ， 5 分いこよ り ス フ ェ ロ プラ ス ト

を集め ，
S 緩 衝液 で 洗浄 し た ． 次 に ス フ ェ ロ プ ラ ス ト

を ，
0 ．4 ％ T rit o n X l O O ．

18 ％ Fi c o ll ，
1 0 JL gノmi ロ イ

ペ プ チ ン
，
1 0メイ gノm l ア ン チ パ イ ン を含 む P C 綬衝 液

E20 m M リ ン 酸カ リ ウ ム くp H 6 ．41 ， 0 ． 5 m M 塩 化 カル

シ ウ ム ， 0 ． 5 m M P M S Fコ に 懸 濁 し て 破 菌 し ，

P o tt e r － E I v e hj e m ホ モ ジ ェ ナイ ザ
ー け フ ロ ン ペ ツ ス

叫 を用 い て 温和 に ホモ ジ ュ ナ イ ズ した － ホ モ ジ ネ
ー

ト はあ らか じめ 調製 して お い た30 ％ P e r c oll 濃 度勾配

E30 ％ P e r c o ll ， 1 M ソ ル ビ ト
ー

ル を含む P C 緩衝 液

を 150 0 0 r p m l 時間遠心 し た も のコ に の せ ，
水 平ロ ー

タ
ー

で 30 0 0 r p m 2 0 分遠心 し た ． こ の 操作 に よ っ て 核

と
，
そ の 他 の 細胞質成分 を 分離 し た ．

つ ぎ に ，

P e r c oll 濃度勾配 よ り核画分 を取 り出し ， P e r c oll を除

去す るた め に 1 M ソ ル ビ ト
ー ル を含 む P C 緩 衝液 を

1 0 倍量加 えて 捜拝 し ， 再び 遠心 で 核 を集 めた 一 核 か ら

の核抽出液の 調製 は ， D i 卯 a m ら
1 司

の 方法 に 従 っ て次

の よ う に 行 な っ た ． 分離 さ れ た 核 を ， C 緩 衝液 L20

野

m M H E P E S くp H 7 ． 51 ，
0 ． 42 M 塩 化ナ ト リ ウム

，
25 ％

グ リセ ロ
ー ル

．
1 ． 5 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ， 0 ．2 m M

e th yl e n e d i a m i n e t e tr a a c e ti c a ci d くE D T A I ， 0 ． 5 m M

D T T
， 0 ． 5 m M P M S F ， 1 0 FL g J

，
m l ロ イ ペ プ チ ン

，
1 0

JL gl m l ア ン チ パ イ ンコ に 懸濁 して ，
Wh e a t o n ホ モ

ジ ュ ナ イ ザ ー くB 型 ペ ッ ス ルー を用 い て ホ モ ジ ェ ナイ

ズ した ． ホ モ ジ ネ
ー

ト は ， さ ら に30 分間 ，
ス タ ー ラ ー

で 攫拝 し た後 ，
2 5

，
0 0 0 x g で3 0 分 遠心 し た ． 得 られた透

明 な上 清を ，
C 綬衝液 で平 衡化 し た D E A E －S e p h a c el

カ ラ ム くカ ラ ム 容量 ， 3 m り を通過 せ し め て 核酸 を除

去 し た ． こ の 除 核 酸画 分 を ，
D 綬 衝 液 仁20 m M

H E P E S くp H 7 ．51 ， 0 ． 1 M 塩化 カ リ ウ ム
，
2 0 ％グリ セ

ロ
ー ル

，
0 ． 2 m M E D T A ，

0 ． 5 m M D T T ， 0 ． 5 m M

P M S Fコ に 対 し て 透析 し た後 ， 再 び遠 心 く25 ，0 0 0 x g ，

2 0 分1 し て沈殿 を除 去 し た ． こ の 上 清 す な わ ち ， 核抽

出液 は ， 液体窒素中 で凍結 し た 後 ．

－

7 0
0

C で 保存し

た ， 核抽出液 の タ ン パ ク 質総量 は通常 20 m g く総容量 ，

5 〆 － 2 0 m り で あ っ た ． な お ， タ ン パ ク 質 濃度 は

B r a d f o rd 試薬
167
を用 い て 測定 した ，

2 ．
ヘ パ リ ン ア ガ ロ

ー ス ． ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ

る タ ン パ ク 質因 子 の 部分精製

核抽出液中の タ ン パ ク 質因 子 の 部分精製に ，
ヘ パ リ

ン ア ガ ロ
ー ス ． ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー

を用 い た ． 酵母核

抽出液く20 m l ， タ ン パ ク 質濃度 1 m g J
I
m ll を D 緩衝液

に 対 し て透析 し ，
あ ら か じ め同緩衝液で平衡化して お

い た ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス カ ラ ム くカ ラ ム 容量 ，

1 ． 5 m l一

に 添加 す る ． カ ラ ム は 3 倍量 の 同緩衝液 で 洗浄したの

ち
，
0 ． 1 M か ら 1 M ま で の 塩 化 カ リ ウ ム 濃 度勾配

く18 m り を用 い て 溶出 を行 っ た ． 溶出 した 各画 分に つ い

て ，

3 2
P で 標識 した D N A 断片と の 結合活性 をゲ ル シ

フ ト ア ッ セ イ で 測定 し た ． 今回 ， 主 に 用 い た N o ．3 2 画

分 は ，
タ ン パ ク 質濃度 ， 0 ． 7 ノノ g ル1 で ，

0 ． 4 5 M E Cl

で 溶 出さ れ た も の で あ る ．

I V ． ゲ ル シ フ トア ッ セ イ に よ る タ ン パ ク 質
． D N A

複 合体 の 検出

1 ．

黒
P 一 標識 D N A プ ロ ー ブ の 作成

K 49 プ ロ ー ブ の 場 合 ，
M 1 3 組 み 換 え 体 の 挿 入

D N A 断片 を ．
H i n d III － S a c I で 切 り出 し ，

ポ リ アクリ

ル ア ミ ド ゲ ル で 精 製 し た 後 ，
K l e n o w f r a g m e n t と

くa － 甲1 －d C T P を開 い て ，
H i n d l工I O1 3

，

末端標識を

行 っ た ． 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー プ の 場合－

T 4 ポ リ ヌ ク レ オチ ド キ ナ
ー

ゼ に よ り ， くy
－
32
Pl ． A T P

を用 い て 5
，

末端標識 を行 っ た ．

2 ． D N A ． タ ン パ ク 質複合体の 同定

プ ロ ー プ お よ び コ ン ペ テ ィ タ
ー D N A の 熱変性は，

1 0 m M T ri s ． H Cl くp H 7 ． 51 －1 m M E D T A 溶液中，



酵母の 自律複製領域 A R S l と結合す る タ ン パ ク質 91 5

90
旬 9 5

0

C ， 5 分 で 行 い ， 迅 速 に 水 槽中 で 冷却 し た の

ち ． す ぐに 測定 に 用 い た 一 ゲル シ フ トア ッ セ イ の 反 応

液は ，
2 0 J L l で 2 0 m M T ri s

． H C l くp H 7 ■ 51 ， 5 0 m M

塩化ナ ト リ ウム ，
1 0 ％グ リ セ ロ ー ル

， 1 m M D T T ，

0 ． 4
旬 1 JJ g p Ol y くdI

－d Cl ， 守 一標識 D N A ，
コ ン ペ テ ィ

タ
ー D N A お よ び 0

旬 5 〆 g の 部分精製核タ ン パ ク質

を含んで い る ■ 反応液 を22
P

C で30 分イ ン キ ュ ベ
ー

卜 し

たのち ， 5 声1 の ゲ ル
ロ ー デ ィ ン グ緩衝液く40 ％ グリ セ

ロ
ー ル お よ びプ ロ モ フ ェ ノ

ー ル ブル ー

を含む T B E 横

衝液 L 9 0 m M T ri s
． H 3 B O 3 くp H 8 ． 0 1 ， 2 m M

E D T A H を加え ， 8 0 V 電圧 下 で 6 ％ポ リ ア ク リ ル ア

ミ ドゲル に の せ た ． 約10 分後 ，
電圧 を 1 60 V に 上 げ

て
，
4
0

C で 1
へ 3 時 間電気泳動 を行 っ た ． 泳動 に は

T B E 緩衝液 を用 い た ． 泳動後 ， ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

を Wh a t m a n 3 M M の フ ィ ル タ
ー に 移 して乾燥 し ， X

線フ イ ル ム X － O m a t A R くK o d a k ， 米 卸 ，
お よ び 増感

スク リ
ー ン を用 い て欄70

0

C で 1 ん 2 日間 オ ー

ト ラ ジオ

グラ フ イ
ー

を行 っ た ．

なお ， ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス 画分の リ ボ ヌ ク レ ア

ー

ゼ

A に よ る前処 理 お よ び プ ロ テ ア
ー ゼ K に よ る 前処理

は， い ずれ も 1 0 0 声 gノm l の 酵素濃度で ，
3 7
0

C
，
3 0 分間

行っ た ．

V ． 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

合成 オリ ゴ ヌ ク リ オ チ ド は ，

D N A シ ン セ サイ ザ
ー

くA B I 社 ， 米 国1 で 合 成 し ，
N E N S O R B

，
P R E P

くN E N ， R e s e a r ch p r o d u c t s ， 米 剛 を 用 い て 精製 し

た ． 本研究で 用 い た合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 省略形

お よ び塩基配列 を以 下 に 示 す ．

C 2

5
，
－ C A G A T T T T A T G T T T A G A T C

－ 3
，

く1 9 m e rl

C 5

5
，
． G A A A A G C A A G C A T A A A A G A T C T A A A

C A T A A A A T C T G －3
，

く36 m e rl

C 6

5
，
． C A G A T T T T A T G T T T A G A T C T T T T A T

G C T T G －3
，

く3 0 m e rl

Y A R S O

5
，

T G A T C C G A A T T C A G A T T T T A T G T T T

A －3
，

く2 5 m e rl

G 6 P D O

5
，
－ G G A G G G C A T C C A T G T G G C T － 3

，

く19 m e rl

H E 5

5
，
－ C G T G G T G T G C A C T G T G T － 3

，

く17 m e rl

H E l 1

5
，
． G C C C C A G C C A G T G G G G G T T G C G T C A G

C A A A C A C A G －3
，

く3 5 m e rI

成 績

I ．
A R S l の ドメ イ ン A 近 辺 と結合す る タ ン パ ク 質

国子

A R S l 領域 の ，
ド メ イ ン A お よ びC と相互作 用 す る

因子 を調 べ るた めに ，
K 4 9 プ ロ ー ブ を用 い てゲ ル シ フ

トア ッ セ イ を行 っ た ． 核抽出液は ，
5 ． c g rg ぬ才戊g の 対

数増殖期 の 細胞 よ り調製 し，
さら に ヘ パ リ ン ア ガ ロ

ー

ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー を用 い て

，
タ ン パ ク 質因子 の 部

分精製 をお こ な っ た ． A R S l 領域の う ち P s t I 部位か

A RS1 1
つB R52 2

門 戸
予
て
干
三千毒

1 2 警 句 5 6 ア

Fi g ． 2 ． G el s hif t a s s a y o f K 4 9 p r o b
e ． E n d ．

1 a b el e d K 4 9 f r a g m e n t く0 ．2 n gI w a s i n c u b a t e d

w ith h e p a ri n a g a r o s e N o
．3 2 f r a c ti o n く1 ．4 JL g

p r o t e i nl i n th e p r e s e n c e o f l JJ g p Ol y くd トd C l

a n d v a ri o u s a m o u n t o f n o n r a di o a c ti v e c o m
－

p e tit o r D N A f r a g
m e n t a s i n d i c a t e d ， f oll o w e d

b y el e c t r o p h o r e ti c a n al y si s － L a n e l ， t
h e p r o b e

al o n e ． L a n e 2 a n d 5 ， b i n di n g r e a cti o n i n t h e

a b s e n c e o f c o m p e ti t o r D N A ．
L a n e 3 a n d 4 ，

b i n di n g r e a c ti o n i n th e p r e s e
n c e of 5 0 a n d l O O

n g o f A R S l
－0 ．8 K b くE c o R I － H i n d IID f r a g m e n t，

r e s p e c ti v el y － L a n e 6 a n d 7 ， b i n di n g r e a ct
i o n

i n th e p r e s e n c e o f 5 0 a n d l O O n g o
f p B R 32 2

－

2 ．1 K b くR s a I － R s a り f r a g m e n t ， r e S p e C ti v el y ．

D S a n d S S i n d i c a t e b a n d s o f d o u b l e st r a n d

a n d si n gl e st r a n d p r ob e s ．



9 1 6 久

ら R s a I 部位 の 6 b p 上 流 ま で の 97 b p く図 1 ，

2 0 7 － 3 0 31 を含む K 49 D N A 断片 を プ ロ
ー ブ に 用 い て ，

こ れ ら の ヘ パ リ ン アガ ロ
ー ス に よ る部分精製画分 とゲ

ル シ フ ト ア ッ セ イ を行 な う と ，
ゲ ル 上 に 3

ノ 1
－ノ 4 個の バ

ン ドが検出さ れ た ． こ の論文で は ，
こ れ ら バ ン ド のう

ち
，
A R S l 特異的と 思わ れ る バ ン ド に つ い て詳 しく調

べ た ． 図2 の レ ー ン 2 に 示 す よ う に ，

ヘ パ リ ン ア ガ

ロ
ー ス N o ．3 2 画分を用 い る と ， 遊 離の D N A プ ロ ー ブ

よ り ， 移動度 の 小さ い バ ン ド が検出さ れ た ． 図3 に 示

す よ う に ，
ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で 移動度の 小 さ い バ ン

ド を示 す タ ン パ ク質分画くN o ．3 0 句 3 2 画分1 は ヘ パ リ

ン ア ガ ロ
ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に お い て 0 ． 3 8
ノ
ー

0 ． 4 5 M K C l で 主 に 溶 出され る も の で あ る ． こ の 複合

体の バ ン ド は ，
A R S l ．0 ． 8 K b くH i n d III ． E c o R り D N A

断片 を 100 n g ま で加 え た場合 ，
減 少 した が く図 2 ，

レ
ー ン 3

，
4 1 ， p B R 3 2 2 －2 ． 1 K b くR s a I ． R s a り D N A

断片 を加 えた 場合 は ， バ ン ド に 変化 は見 られ な か っ た

く図2 ， レ ー ン 6
， り ． また

，
プ ロ テ ア ー ゼ K で ヘ パ

リ ン ア ガ ロ ー ス 画分を前処理 した の ち ゲ ル シ フ ト ア ッ

セ イ を行 っ た 場合 ，
こ の バ ン ド は検 出さ れ な か っ た

が
，
リ ボヌ ク レ ア

ー

ゼ A に よ る前処 理 の場合 で は検出

さ れ た ． こ れ らの 結果 か ら ，
こ の バ ン ド は A R S l 領域

ハ

一

E

忘
巨
こ

亡

芯
一

0

よ

ム
1

3

つ
ー

0

野

に 特異的 に 結合 す る タ ン パ ク 質因子 に よ っ て形 成され

た も の と考 え られ た 一 しか し
，
E 4 9 D N A 断片の 高い

A T 含有量の た めか
．
E 4 9 ブ ロ

ー

プ 中 に は ， わ ずかな

量の 一 本鎖 プ ロ ー

ブ が 含 ま れ て い た く図 2 ， レ ー ン

り ． そ し て こ の
一 本鎖 プ ロ ー プの バ ン ド は

，
タ ンパ ク

質 を加 えた と き効率良 く消失 した た め く図 2 ， レ ー

ン

2 I ，
一

本鎖 D N A プ ロ ー プ に タ ン パ ク質 が 結合 して

い る可能性が考 え られ た ． そ こ で K 4 9 二 本鎖 プ ロ ー

ブ を熱変性 に よ っ て 一 本鎖 と して 急冷 した の ち ， ゲル

シ フ ト ア ツ セ イ を行 っ た と こ ろ
，
ニ つ の 強い バ ン ドが

検出 さ れ た く図 4 ， レ ー ン 4
， 複合体 1 ， 複合体2ナ．

こ の と き
，

一

本鎖 D N A プ ロ ー プ ヘ の結合活性は非常

に 強 く
，
プ ロ

ー

プ は 全 て複合体 を形成 して い た ．

一

方
，
熱変性 し な い ブ ロ ー

プ の 場合 ，
ご く弱い バ ン ドし

か 検出され な か っ た く図4 ， レ
ー

ン 2 ト こ の こと によ

り ， 検 出さ れ た バ ン ドは ，

一 本鎖 D N A プ ロ ー ブとタ

ン パ ク質 と の 複合体 に よ る も の と結論 され た ．

1工 ．

一 本鎖 D N A 一 夕 ン バ ク 質複 合体 の 特異性

つ ぎに 検 出さ れ た バ ン ドが 特異的 な D N A 一夕 ン バ

ク質複合体 に よ る も の か どう か調 べ るた め に
， 合成オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て コ ン ペ テ ィ シ ョ ン実験を

行 っ た ． 上 記の 熱変性 した K 49 プ ロ ー ブ と とも に
， 0

1 0 2 0 3 0 4 0

0

ハ

．

コ
．

ヱ
ト
ニ

ヱ
l

U

巾

ど
石
亡

品

5

ハ

ニ
ー

－

U

丈

5
人

肌

F r a c t i o n n u m b e r

Fi g ． 3 ． P a r ti al p u rifi c a ti o n o f K 4 9 D N A b i n d i n g f a c t o r b y h e p a
ri n a g a r o s e c h r o m a t o g r a ph y －

T h e n u cl e a r e x t r a c t くv ol u m e 2 0 m l ， t O t al p r o t ei n 2 0 m gl w a s di a l y z e d a g a i n s t b u ff e r D an d

l o a d e d o n t o h e p a ri n a g a r o s e c ol u m n くv o l u m e l ．5 m り e q u ilib r a t e d w ith b u ff e r D ． T h e c o l u m n

w a s w a sh e d w i th th r e e c ol u m n v o l u m e o f th e s a m e b u ff e r ， a n d th e n el u t e d w i th a 1 8 m l

li n e a r g r a di e n t f r o m O ．1 M t o I M K C l i n b u ff e r D ． I n d i v i d u al f r a c ti o n s くf r a c ti o n v ol u m e ニ 1 ．5

m l くN o ．1 へ 1 81 ， 0 ．5 m l くN o ．1 9 句 5 51ナ w e r e a s s a y e d b y g el s hift a s s a y w ith d o u b l e s t r a n d e d K 4 9

D N A p r o b e a s d e s c rib ed u n d e r M a t e ri al s a n d M et h o d s ．
I n t e n sit y o f K 4 9 D N A

－

p r O t ei n

c o m pl e x b a n d s o n a u t o r a d i o g r a p h s s h o w n i n Fi g ． 2 w a s m e a s u r e d b y a S i m a d z u C S
－9 0 0 0

d e n si t o m e t e r ． O n e a ． u ． くa r b it r a r y u n itl o f b i n di n g a c ti vi ty c o r r e s p o n d s t o a b s o rb a n c e o f l ．O

a t 6 2 0 n m o f d e sit o m et e r ． 0
－ －

0 ， p r O t ei n c o n c e n tr a ti o n ニ ー
－－－ 一

中 ， b i n di n g a c ti v it y t o K 4 9

p r o b e i
…

… － － －

，
K CI c o n c e n t r a ti o n ．



酵母 の自律複製領域 A R S l と結合す る タ ン パ ク質

鎖側で コ ン セ ン サ ス 配列 と その 近傍
の コ ン セ ン サ ス 類

似配列を含 む 30 m e r の C
6 合成 オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を

コ ン ペ ティ タ
ー

と して 加 える と ， 複合体 2 の バ ン ドは

0 ．5 n g の
コ ン ペ テ ィ タ

ー で ほと ん ど消失 し， 複合体 1

の バ ン ドも 弱 い コ ン ペ テ ィ シ ョ ン を う け た く図 5 ，

レ
ー ン 3

，

4 1 ． こ れ に 対 し ， A R S に 無関係 の 合成 オ

リ ゴ ヌ ク レ オチ ド ，
H E l l く35 m e rl で は ， 1 n g 加 えて

も 2 つ の
バ ン ド に 変化 は見ら れ な か っ た く図 5 ， レ

ー

ン 9
，
1 肛 さら に H E 5 ， G 6 P D ゆ合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チドで も 1 n g で
コ ン ペ テ ィ シ ョ ン は 見 ら れ な か っ た

僻果示さ ず1 ■ こ の 結果か ら ， 複合体 1 お よ び 2 は特

異的な1 本鎖 D N A
一

夕 ン バ ク質複合体であり ，
コ ン

セ ン サ ス配列 と その 近傍 を含む領域 と相互作用 して い

る と考え られ た ． また ，
コ ン セ ン サ ス 配列 と リ ン カ ー

配列 を含 む 25 m e r の 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る

Y A R S O をコ ン ペ テ ィ タ
ー

と して加 え た時 ，
C 6 と同

様に コ ン ペ テ ィ シ ョ ン が 見ら れた が く結果示 さ ず1 ，
コ

ン セ ンサ ス酉己列 の み を含 む1 9 m e r の C 2 合成 オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ドで は ， 複合体 1 ， 2 の バ ン ド の 減少 は見 ら

Fi g ． 4 ． C o m p a ri s o n of b i n di n g a c ti v it y b e t w e e n

d o u bl e st r a n d p r o b e an d si n gl e st r a n d p r o b e

Of K 4 9 f r a g m e n t ． E ith e r u n h e a t e d くI a n e l ， 2l

o r h e a t e d く1 a n e 3 ， 41 K 4 9 p r o b e w a s i n c u b a t e d

W ith o u t く1 a n e l ， 3l o r wi th くI a n e 2 ， 4 H －e p a r i n

a g a r o s e N o ．3 2 f r a c ti o n く0 ．9 JL g p r O t ei nl i n th e

p r e s e n c e o f l FL g p Ol y くdI －d Cl ．

9 17

れ な か っ た く図5 ，
レ ー ン 6 ， 7 1 ． こ れ ら の 結 果か

ら
， 今回 検出さ れ D N A 一 夕 ン パ タ質複合体の形成 に

は
，
C 6 D N A と Y A R S O の 共通部分で ある コ ン セ ン

サ ス 配列が 重 要 で あ る が ，
コ ン セ ンサ ス配列の み で は

不十分で あ り ， その 近傍 の 配列が必 要 で あ る と考 えら

れ た ．

また
， 検 出さ れ る複合体 1 と複合体 2 の 割合 は タ ン

パ ク 質の 濃度 に 依存 して い た ． 測定に 用 い る タ ン パ ク

質濃度が低 い 時に は ， 複合体 1 の バ ン ドが 主に 検 出さ

れ るが ， タ ン パ ク質 濃度の 増加と とも に ， 複合体 2 の

バ ン ドが 増加 し ， 高タ ン パ ク 質濃度で は ほ とん ど複合

体 2 の バ ン ドの み が 検出さ れ た く結果 示 さ ず1 ． こ れ

は
，
タ ン パ ク質濃度 に依存 して ， 複合体1 よ り複合体

2 が形成 され た も の と考 え られ
，
お そ らく

，
複合体 1

の バ ン ド は 1 重 体 － D N A 複合体 ， 複合体2 は 2 量体

－D N A 複合体 に よる も の で あ ろう ． また
， 複合体 1

に さ ら に 親和性 の 低 い 第二 の タ ン パ ク質因子 の結合 に

C 6 C 2 HEユユ

T F l r T T l

ユ 2 5 勾 5 6 7 8 9 10

F i g ． 5 ． G el s hift a s s a y o f K
4 9 si n gl e st r a n d

p r o b e ． H e a t e d K 4 9
f r a g m e n t く0 ．2 n gl w h i c h

w a s e n d －1 a b el e d i n O st r a n d w a s i n c u b a t e d

w ith h e p a ri n a g a r o s e N o ．3 2 f r a cti o n く0 ．7 p g

p r o t ei nl i n th e p r e s e n c e o f l FL g p Ol y くd I
－ d C l

a n d v a ri o u s a m o u n t o f n o n r a di o a c ti v e c o m
q

p e tit o r D N A f r a g m e n t a s i
n d i c a t e d ， f oll o w e d

b y el e c t r o p h o r e ti c a n a
ly si s ■ L a n e l ， th e p r o b e

al o n e ． L a n e 2 ， 5 ， a n d 8 ， b i n d i n g r e a c ti o n i n

th e a b s e n c e o f c o m p e ti t o r D N A ． L a n e 3 a n d

4
，
b i n di n g r e a c ti o n i n t h e p r e s e n c e o f O －

5 a n d

l n g o f C 6 01i g o n u cl e o tid e ， r e S p e C ti v el y ．
L a n e

6 a n d 7 ， bi n d i n g r e a c ti o n i n th e p r e s e n c e o f

O ．
5 a n d l n g of C 2 0 1i g o n u cl e o tid e ，

r e S p e C ti v e
－

1 y ． L a n e 9 a n d l O ， b i n d i n g
r e a c ti o n i n th e

p r e s e n c e o f O T5 a n d
l n g o f H E l l o li g o

．

n u cl e o tid e ．
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よ っ て 複合体 2 が形成さ れ た 可能性 も考 え ら れ る ．

I11 ， 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド ブ ロ
ー プ に よ る 複合体

形成

上 記の 実験結果 に よ り ， 複 合体 の 形 成 に 関与 す る

K 4 9 プ ロ
ー ブの 領域 は ，

C 6 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

に 含ま れ る領域 に あ ると 考 え られ た た め ，
C 6 合 成 オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ
ー

プ と し て D N A
一

夕 ン バ ク

質複合体が 形成 さ れ る か に つ い て調 べ た ． C 6 合 成 オ

リ ゴ ヌ ク レ オチ ド プ ロ
ー ブ と

，
ヘ パ リ ン ア ガ ロ

ー ス

N o ．3 2 画分 を用 い て ゲ ル シ フ トア ツ セ イ を 行 っ た と こ

ろ
，
図6 の よう に ， 移動度の 小さ い 強 い バ ン ド く複合

体 a l と ， 移動度の 大き い 弱い バ ン ド く複合体 い の 二

つ の バ ン ドが 検出さ れ た ． こ れ らの 二 つ の バ ン ド は プ

ロ テ ア
ー ゼ K に よ る ヘ パ リ ン ア ガ ロ

ー ス 画分 の 前処理

に よ っ て 消失 した が ， リ ボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ A に よ る前処

理 で は 影響 を受 け な か っ たの で ， タ ン パ ク質 因子 に よ

るも の と 考 えら れ た ． C 6 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を

コ ン ペ テ ィ タ
ー

と して 加 え た 時 ， 複 合体 a の バ ン ド

は
，
コ ン ペ テ イ ク

ー 0 ． 5 n g で 完全 に 消失 し ， 複合体b

バ ン ド は
t
O ． 5 n g で い っ た ん 増加 し ，

そ の 後 1 n g で ，

完全 に 消失 し た く図 6 ，
レ

ー ン 3
ノ
ー 5 1 ． し か し ，

C G ttE二し1

l
一 － － － －

1 r l

野

H E l l 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を コ ン ペ ティ タ ー

とし

て 用 い たと き ， 1 n g で も 両 バ ン ド は減少 せ ずく図6
，

レ
ー ン 8 ， 9 1 ， 熱 変性 し た p B R 3 2 2 －2 ． 1 k b くR s a I ．

R s a り D N A 断 片を コ ン ペ テ ィ タ ー と し て 用 い たとき

も
，
2 n g で 同様 に バ ン ド は 減少 し な か っ た 個 6

，

レ ー ン 12 へ 1 41 ． ま た ，
H E 5

，
G 6 P D 8 合成 オ リ ゴ ヌ ク

レ オ チ ドで も ， 1 n g で コ ン ペ テ ィ シ ョ ン は 見ら れな

か っ た く結果示 さ ず1 ． こ れ ら の 結果 よ り ， 両バ ン ド

は
， 特異的な タ ン パ ク 質－D N A 複合体 に よ るも の と

考 え ら れ た ■ ま た
， p B R 3 22

．2 ， 1 k b くR s a トR s a II

D N A 断片 に つ い て ，
さ ら に コ ン ペ テ ィ タ

ー

の 量 を増

や し て コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験 を行 っ た結果
．
こ の 検出

さ れ た タ ン パ ク 質因子 は 熱変性 した p B R 3 2 2 D N A 断

片よ り も 約20 倍強く C 6 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドに結

合す る こ と が わ か っ た ． 検出さ れ た 二 つ の バ ン ドが
，

親和性の 異 な る 2 つ の タ ン パ ク 質国子 に よる も の で あ

るの か
，
1 つ の タ ン パ ク 質国 子 の モ ノ マ

ー

と オリ ゴ

マ
ー

の 関係 に よ る も の で あ る の か は ， 現 在の と ころ不

明 で あ る ．

つ ぎに ， 圧鳩自D N A に も同様な タ ン パ ク 質因子 が相

互作 用 す る か どう か を調 べ る た め に ，
くう鎖の コ ン セ ン

P BR52 2

F
ニ

ア
ニ 七

1

醇 藤

1 2 ヨ 句 5 6 7 8 9 10 追 近 道
洪

Fig ． 6 ． G el sh ift a s s a y o f C 6 s y n th e ti c oli g o n u
cl e o tid e p r o b e ． E n d Tl a b el e d C 6

0 1i g o n u cl e o tid e く0 ．0 4 n gl w a s i n c u b a t e d w ith h e p a ri n a g a r o s e N o ■3
2 f r a c ti o n

く0 ．7 JL g p r O t ei nナi n th e p r e s e n c e o f O ．4 JL g p O l y くdI
， d Cl a n d v a ri o u s a m o u n t o f

n o n r a di o a c ti v e c o m p e tit o r D N A f r a g m e n t a s i n di c a t e d ， f o1l o w e d b y

el e c t r o p h o r e ti c a n a l y s I S ． L a n e l ， 6
a n d lO

，
th e p r o b e al o n e － L a n e 2

，
7

1
a n d ll

，

bi n d i n g r e a cti o n i n t h e a b s e
n c e o f c o m p e ti t o r D N A － L a n e 3 ，

4 a n d 5
，
b i n d i n g

r e a cti o n i n th e p r e s e n c e o f O ．2 5 ， 0 －5 a n d l
n g o f C 6 01i g o n u cl e o ti d e ，

r e s p e c ti v el y ． L a n e 8 a n d 9 ， bi n d i n g r e a cti o n i n th e p r e s e
n c e o f O －5 an d l n g of

H E l l oli g o n u cl e otid e ， r e S p e C ti v el y ． L a n e 1 2 ， 1 3 a
n d 1 4

，
b i n d i n g r e a cti o n i n th e

p r e s e n c e o f O －5 ， 1 a n d 2 n g o f h e a t d e n
a t u r e d p B R 3 2 2

－ 2 －1 K b くR s a I － R s a I l

f r a g m e n t ， r e S p e C ti v e l y －



酵母の 自律複製領域 A R S l と結合す る タ ン パ ク 質

サス配列お よ び その 近傍
の 類似配列 を含 む C 5 合成 オ

リ ゴヌ ク
レ オ チ ド を用 い 実験 を行 っ た ■ C 5 合成 オ リ

ゴヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー プ と ヘ パ リ ン ア ガ ロ

ー ス

酌 ．32 画分 を用い て ゲ ル シ フ トア ツ セ イ をお こ な っ た

とこ ろ ， 図7 の よう に ， 強い バ ン ドが 検出さ れた ． こ

のバ ン ドは
プ ロ テ ア

ー

ゼ E に よ る ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス

画分の前処理 に よ っ
て消失 した が ， リ ボ ヌ ク レ ア

ー ゼ

A によ る前処理 で は影響 を受 け なか っ た
の で

，
タ ン パ

ク質因子 に よる も の と 考 え ら れ た
■ こ の バ ン ド は

，

c 5 合成オ リ ゴヌ ク レ オチ ドを コ ン
ペ テ ィ タ

ー

を加 え

たとき消失す るが く図 7 ， レ
ー ン 3

－
4 1 ， H E ll 合成

ォリ ゴヌ ク レ オ チ ド
で は

，
ほ と ん ど 変化 し な か っ た

く図7 ， レ
ー ン 6 ， 7 ，． こ の 結果か ら ， 命鎖に も ． 0

C 5 HEll

1 2 5 q 5 6 7

Fi g ． 7 ． G el sh ift a s s a y o f C 5 s y n th e ti c oli g o
－

n u cl e o tid e p r o b e ． E n d
－1 a b el e d C 5 01i g o n u cl e o

－

tid e く0 ．0 4 n gl w a s in c u b a t e d w ith h e p a ri n

a g a r o s e N o ．3 2 f r a c ti o n く0 ．7 FL g p r O t ei nl i n th e

p r e s e n c e o f O ．4 JJ g p Ol y くdI
．d Cl a n d v a ri o u s

a m o u n t o f n o n r a d i o a c ti v e c o m p e tit o r D N A

f r a g m e n t a s i n d i c a t ed ， f oll o w e d b y el e c tr o
－

p h o r e ti c a n al y si s ． L a n e l ， th e p r o b e al o n e －

L a n e 2 ， a n d 5 ， b i n d in g r e a c ti o n i n th e a b s e n c e

O f c o m p eti t o r D N A ． L a n e 3 a n d 4
，
b i n di n g

r e a c ti o n i n th e p r e s e n c e o f O ．5 a n d l n g of C
5

01i g o n u cl e o ti d e ， r e S p e C ti v el y ． L a n e 6 a n d 7 ，

bi n di n g r e a c ti o n i n th e p r e s e n c e o f O ．5 a n d l

n g o f H E l l oli g o n u cl e o tid e ， r e S p e C ti v el y ．
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鎖 と同様 に 特異的な
一 本鎖結合タ ン パ ク質が 相互作用

す る こ とが 明 ら か と な っ た ．

考 察

S ． 郎削 捏壷滋柁 の 染色体複製開始に 関与す る タ ン パ ク

質 を検索す る 目的で ， S ． c e r g ぬブ戊g の A R S l 領域 と相

互作用 す る タ ン パ ク 質因子 の 検出 を， ゲル シ フ トア ッ

セ イ を用 い て行 っ た ． ド メイ ンA 近傍 と ，
ド メイ ン C

の
一

部を含 む K 4 9 D N A 断片 をプ ロ
ー プ と して 用 い た

と き
，
S ． c g 柁 ぬ才戊e 核抽 出液の ヘ パ リ ン アガ ロ

ー ス ク

ロ マ ト グラ フ ィ
ー に よ る部分精製画分 との ゲ ル シ フ ト

ア ツ セ イ で ，
ゲ ル 上 に 3

へ

4 の バ ン ド を検出し ，
そ の

う ち の
一

つ は0 側の
一 本鎖 D N A と結合 した も の で あ

る こ と が明 ら か と な っ た ． さ ら に K 4 9 プ ロ
ー プ を 用

い た コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験と 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

プ ロ ー プ の 実験 よ り ， 検出さ れ た
一 本鎖 D N A 結合タ

ン パ ク 質因子 が ， 0 鎖の コ ン セ ン サ ス 配列お よ び そ の

近傍 の類似配列 を含 む領域 と特異的に 結合 し てい る こ

と が明 ら か と な っ た ． ま た ， 同じ領域の 0 鎖 に も ， 特

異的な結合 タ ン パ ク質が 検出さ れ た ． しか し， 0 鎖 に

結合す る タ ン パ ク 質因子 とQ 鎖に 結合 する タ ン パ ク 質

因子 が そ れ ぞ れ 異な っ た 因子 で あ る の か同
一

の 因子 で

ある の か は ， 今 ま で の 実験 デ
ー

タ で は ，
明 ら か で な

い ． 特異的 な配列 を認識 す る
一 本鎖 D N A 結合 タ ン パ

ク 質に つ い て は ，
最近 ， 幾 つ か の報 告が な さ れ て い

る ． L a n n i g a n ら
川
は
，
エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ

ー が
一

一

本鎖 の e s t r o g e n r e s p O n Si v e el e m e n t くE R El の
コ

ー

デ ィ ン グ鎖 に 特異的 に 結合 す る こ と を 見い 出 し て お

り ， ま た ，
G a ill a r d ら

1 8，
は ， Si m i a n v i r u s 4 0 くS V 4 0J

の 転写制御領域 に お ける ，
2 1 b p 繰 り返 し配列の 後期

コ
ー デ ィ ン グ 鎖側 に 特異的に 結合 する タ ン パ ク 質 を ，

m o n k e y C V l 細 胞 か ら 精製 し て い る 一 今 回 ，
S ．

c e 柁 びねブ戊ど で 検出 した
一

本鎖 D N A 結合タ ン パ ク 質 因

子 は ， 熱変性 した p B R 3 2 2 D N A 断片と比 較 して ，
約

20倍 強く C 6 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの
一 本鎖 D N A に 結

合す る が ，
G a ill a r d らの 見い 出し た タ ン パ ク質 と比 較

す ると
，
そ の 特異性 はや や 低 い ．

こ れ は ，
タ ン パ ク 質

－ D N A 複合体の 形成 に 関 し て ，
特異的 な認識 に よ る

結合 ば か り で なく ，
あ る 程度 ，

非特異的な結合力が関

与 して い る可能性 も考 えら れ る ．

A R S l 領域 に 特異的 に 結合す る タ ン パ ク 質に つ い て

は
， 現 在 ま で に ，

A B F I
lOト 12，

，
A B F III

13，
が 報告さ れ て

い る ． A B F I は ，
A R S l 領域 ，

ド メ イ ン B の ，

b e n d i n g 領域と 重複 した A B F I 部位 に 結合す る タ ン

パ ク 質因子 で ，
A R S l 以外 に も ， A R S 2 ，

H M R E
，
2

j L m プ ラ ス ミ ド ，
H I S 3 ． D E D l 等の A R S に 結合部位
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を持っ て い る ． しか し
，
A B F I は ． ヒ ス ト ン H 2 B ，

H 4
．
H M L E の A R S に は結合 し な い し ， A R S と は無

関係な D E D l 遺伝 子 の近傍 の u p s t r e a m a c ti v a ti n g

s e q u e n c e くU A Sl に 結合す る こ と が知 ら れ て い る ． ま

た ，
A R S l に お け る A B F I 結 合部位 の 欠損変異 は ，

A R S 活性 に ，
わ ずか な影響 しか 及 ぼ さ な い

9I12 1
． そ れ

ゆ え
， 少な く と も プ ラス ミ ドに お い て は ，

A B F I の

A R S 活性 へ の寄与 は
，
少な い と 考え ら れ る ． ま た ，

S w e d e r ら
L3I

に よ っ て示 さ れ た A B F III に つ い て も ，

A B F 王 と 同様 に ，
そ の 結 合部位 の 欠損変異 に よ る

A RS 活性 へ の 影響 は少な い ． こ れ らの こ と よ り
，
ド

メ イ ン B と
，
ドメ イ ン B を認識す る タ ン パ ク 質国子 と

の 相互 作用 だ け で は ， A R S l の 機能 を説明す る こ と は

不十分 で あり ， ド メイ ン A 及び
，

その 近傍 と相互作 用 す

る タ ン パ ク 質因子 を 調 べ る こ と が 重 要 だ と 考え ら れ

る ． 今 回 ． 検 出 した 一 本鎖 D N A 結合 タ ン パ ク質 因子

が
， 直接 に ，

D N A 複製開始 に 関わ っ てい る か どう か

に つ い て は調 べ て い な い が
，
その 認識部位が ，

コ ン セ

ン サ ス 配列 およ び そ の近傍の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を

含む額域である こ と は ， 重 要 で ある と思 わ れ る ．
コ ン

セ ン サ ス 配列 を含む 19b p エ レ メ ン トは セ ン ト ロ メ ア

を 含む プ ラ ス ミ ドで ， 弱 い A R S 活性 を しめ すが
19I

，
セ

ン トロ メ ア を含ま な い プ ラ ス ミ ド で は ，
高頻度形質転

換活性 を示 さ ない
句
． 後者の プ ラ ス ミ ド で は ，

コ ン セ

ン サ ス 配列 に 加 え て ， そ の 近 傍 の 領域 くP s tl － B gl IIl

が
， 高頻度形質転換活性に 必要で あ る ． P al z k ill ら

叫

は
，
C 2 G l の A R S に お い て

，
コ ン セ ン サ ス 配列単独 で

は A R S 活性 を示 さな い が
，
コ ン セ ン サ ス 配列 と近傍

の コ ン セ ン サ ス 類似配列を も つ も の で は A R S 活性が

見 られ る こ と を示 し ． A R S 領域 に 複 数存在 す る コ ン

セ ン サ ス 類似配列が A R S 活性 に と っ て重 要 で あ る報

告 して い る ． こ れ らの 報告 を考 え合わ せ る と ，
A R S l

に おt l て A R S 活性 に 重 要な の は ， コ ン セ ン サ ス 配列

お よび その 近傍 の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を含 む領域と

考 え られ
，
こ の 領域 の 一 本鎖 D N A と特異的 に 相互 作

用 す る タ ン パ ク質 因子 を検出 した こ と は ， 意義深い こ

と と思わ れ る ． 興味深 い こ と に ，
S V 4 0 の D N A 複製

必須領域に お い て も ， 特異的な
一

本鎖 D N A 結 合タ ン

パ ク質因子 が ，
T r a u t ら

201
に よ っ て 見 い 出 さ れ て い

る ． M o n k e y ki d n e y c e ll 由来の こ の タ ン パ ク 質 因子

は ， 二 本鎖 D N A 複製必 須領域 に 特異的に 結合 す る と

同時に ，
こ の 領域 の どち ら の 側 の 一 本鎖 D N A に も 特

異的に 結合す る と報告され て い る ． ま た
，
こ の S V 4 0

結合タ ン パ ク質 は ， 必須領域 の う ち パ ポ ー バ ウイ ル ス

で保存 され て い る 12b p の領域 に 変異 を も ち ，
か つ 複

製活性 を持 た な い 変異配 列 に は 結合 し な い た め ，

野

S V 4 0 の D N A 複製 に 関与す る タ ン パ ク 質因子である

と結論 さ れ て い る ． 今回 ，
S ． 毘 柁 びゐねe に お い て

， 単 一

因子 に よ るの か ， 複製の 因子 に よ る の か 明ら か で ない

が
，
A R S l の ド メ イ ン A お よ び そ の 近傍 の 領域 に つ い

て
， 0 鎖 ， 0 鎖双 方 に ，

特異的な タ ン パ ク 質が検出さ

れ た こ と か ら
，
S V 4 0 複製必須領域 と相互作用 する タ

ン パ ク質 と 5 ． c g 柁 ぬ 怨g で検 出さ れ た タ ン パ ク質が
，

同 じよ う な機能 を も つ も の で あ る可能性 が考 え られ

た ．

D N A 複 製 開始機構が 最 も よ く調 べ られ て い るの

は
，
且 c o gg で あ るが ，

且 c oJf に お け る D N A 複製開

始は ，
D N A 複製必須領域 で ある O ri C 領域 でお こり

，

こ の 際 ，
プ レ プ ラ イ ミ ン グ複 合体形成 に ．

d n a A
．

d n a B
，
d n a C の タ ン パ ク質が 関与す る こ とが ， 明らか

と な っ て い る ． ま ず
，
4 個 の d n a A ボ ッ ク ス を含 む領

域 に ， 複数の d n a A タ ン パ ク 質が 結合す る こ と によっ

て初期複合体が 形成 さ れ ． そ れ に よ っ て ， 近接 した

13 m e r の モ チ
ー フ が 3 個並 んで 存在す る領域が ， 二 本

鎖 か ら 一 本鎖 へ 開か れ る ． 続 い て ，
その 開か れ た

一

本

鎖の領域 に ，
d n a B

，
d n a C タ ン パ ク 質が 導入 され てプ

レ プ ラ イ ミ ン グ 複合体 が 形成 さ れ る
21I

． 今 回
，
5 ．

c g 柁 むねねg に お い て ， 特異 的な 一 本鎖 D N A 結合活性

をも つ 核 タ ン パ ク 質因子 を検出 したが ，
且 c oJf の 基本

的な 機構く二 本鎖か ら
一

本 鎖 へ の オ ー プ ニ ン グ ー プ レ

プ ライ ミ ン グ複合体の 形成 － プ ラ イ マ
ー

の合 成ナ を参

考 に す る と ，
こ れ らの タ ン パ ク 質因子 が

，
複製開始領

域の 二 本鎖 D N A が 開か れ た後 の ． プ レ プ ライ ミ ン グ

複合体 の形 成 に 関与 して い る こ と が 予想さ れ た ．

結 論

5 ． c g r e ひ毎払g の A R S l 領域 に 結合す る タ ン パ ク質因

子 を ， ゲル シ フ トア ツ セ イ を用 い て調 べ 次 の 結論 を得

た ．

1 ． A R S l 領域 の う ち P s t I 部位か ら R s a I 部位の

6 b p 上 流 ま で の 9 7b p を含 む D N A 断片くK 4 91 と相

互 作用 す る タ ン パ ク 質 因子 が 検出さ れ ，
そ の 複合体

は
， 0 側の

一

本 鎖 D N A と タ ン パ ク 質 と の 複合体であ

る こ とが 明 らか と な っ た ．

2 ．
コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験 よ り ， 上 記の タ ンパ ク質

因子 の 結合部位 は ， 0 鎖側の コ ン セ ン サ ス 配列お よび

そ の 近傍 の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を含 む領域 に ある こ

と が明 ら か と な り ，
ま た

，
こ の 領域の 0 鎖側合成オリ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ブ ロ
ー プ に 用 い た と き に も ， 特異的

な結合 タ ン パ ク 質が検出され た ．

3 ． 同 じ領域 のせ鎖側 に も ， 特異的 な結合 タ ンパ ク

質が検出さ れ た ．
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