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内容の要旨及び審査の結果の要旨

Ｂ型肝炎ウイルス(HBV)の多機能制御蛋白ＨＢｘの転写修飾の標的としてＲＮＡポリメラーゼサブユニッ

ト５（ＲＰＢ５）が同定きれた。ＲＰＢ５は、ＲＮＡポリメラーゼⅡ（Polll)の中で転写制御因子との接触面とし

て、活性化転写に関与している。Ｐｏｌｌｌは、RAP30とRAP７４サブユニットからなる基本転写因子TFIＩＦと

会合することが転写の開始と伸長に必要であるが、これに関わる因子は未だ同定きれていない。本研究は、

RPB5とTFIＩＦの相互作用の可能性を検討した。

ＲＰＢ５，RAP30及びRAP74は、ＧＳＴ融合型叉は各種の標識型蛋白として大腸菌系で発現させ、精製し、

invitroでTFIＩＦを再構成した。蛋白間の相互作用は、ｍｖｉｔｒｏではGSTpulI-down法を用い、ｍｖｉｖｏでは

組み換え型発現COSｌ細胞抽出蛋白の抗ＦＬＡＧ抗体による免疫共沈法を用いた。RAP30の中央部のアラ

ニン置換集約型変異を作成し、次いでアラニン置換点変異を作成した。得られた結果は、１）RAP３０単独

及びrTFIIF中のRAP30は､invitro及びinvivoで､ＲＰＢ５と特異的に相互作用した｡相互作用の領域はＲＰＢ５

の中央部と、TFIＩＦ中ではRAP30の中央部であった。２）RAP３０中央部の集約型置換変異と点置換変異

蛋白を作成し、ＲＰＢ５との結合能をinvitro及びｉｎｖｉｖｏで解析した結果、ＲＰＢ５結合に必須アミノ酸残基と

してＹｌ２４とＱｌ３１が特定された。３）Yl24A叉はQl31A変異RAP３０を含むTFIＩＦは、野生型TFIＩＦと

異なり、COSｌ細胞中の内在`性Ｐｏｌｌｌとの会合が検出きれなかった。この結果は、転写開始及び伸長の段

階に必要なTFIＩＦとPolllの会合にＲＰＢ５とRAP30の結合が必要であることを示した。

転写過程のＰｏｌｌｌとTFIＩＦの会合にRAP30とＲＰＢ５の露出ドメインの結合が必須であることを示した本

研究の結果は、転写の分子生物学に寄与し学位に値する労作として評価きれた。
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