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研究のまとめ

我々 は、B型肝炎ウイルス(HBV)X蛋白(HBx)の宿主標的としてRNAポリメ

ラーゼサブユニット5(RPB5)を見い出した｡HBxは､RPBSと転写基本因子TFIIB

と相互作用し、転写補助活性化能(coactivator)を示すことを見い出した(J.Biol.

Chem.,1998)。また､RPB5と結合しHBxに機能的に転写抑制補助能(corepressor)

を示す新規蛋白RMP(RPB5-mediatingprotein)を同定した(Mol・Cell.Biol.,1998)。

最近のRNAポリメラーゼII(PollI)の結晶モデルの報告は、RPB5が転写制御蛋

白との接触面として機能する可能性が提示された。

本研究の成果として、1）とRAP30とRAP74を用いてinvitroで再構成した

基本転写因子TFIIFが精製組み換え型RPB5と特異的に結合することを見い出

した。各々の欠損型変異蛋白を用いたinvivo及びinvitroの結合実験により、

RAP30とRPB5の中央部が両者の結合に寄与している結果を得た。RAP30の中

央部をアラニン置換でスキャンした結果､Y124とQ131残基がTFIIF中のRAP30

とRPB5結合に必須な残基として特定された。培養細胞内で内在性Polllは野

生型のRAP30を含むTFIIFと会合したがRAP30のY124A叉はQ131A変異を

持つTFIIFとは会合しせず､転写過程でのPolIIとTFIIFの会合にRAP30とRPBS

の結合が重要であることを示した(J.Biol.Chem.,2001).

2）精製組み換え型RPB5がinvitroで、2重鎖DNAセルロースカラムと特

異的に結合することを見い出した。この結合にはRPB5のexposedドメインが

必要であった。RPB5の中央部の集約型アラニン置換変異を用いた結果は、少

なくとも離れた2ケ所のアミノ酸配列が、次いで点置換アラニン変異を用いた

解析から、4アミノ酸残基がDNA結合能に必須である結果を得た。その内Tlll

寄贈箸 者



及びSll3の2残基は分子の外側に位置し、DNAとの接触に直接寄与すると示

唆された。他の2つのバリン残基(V74,V82)は分子の内部にあり、分子構造の

維持を介してDNA結合に寄与していることが推定された。結晶モデルで2つ

のプロリン残基(P80,P120)の寄与が予測されたが、我々 の解析ではこれらの残

基の影響を認めなかった。

3)RMPは細胞質と核に共に見い出された。RMPの欠損変異等を作成し、GFP

融合型を用いて、RMPの細胞内局在を検討した。C端側にある核移行シグナル

(NLS)とN端側に今回見い出したcoiledcoilドメインの細胞質局在シグナル

(CLS)の両者が､RMPの細胞内局在を決定している（投稿準備中)｡RMPのcoiled

coilドメインを他の蛋白と融合させると、核蛋白のTFIIBの局在が細胞質に変

わるので、RMPのcoiledcoilドメインは独立して、CLS機能を示す。細胞内の

coiledcoilドメインの結合パートナーの存在が示唆された。

4)RPB5との相互作用の局面で、HBVX蛋白に拮抗する新規蛋白RMPの

機能解析を目的として、酵母Two-hybrid法でRMPに相互作用する蛋白を選択

した。その結果、RMP自体が単離され、invitro及び培養細胞系でhomomeric

な相互作用を確認した。繰り返し単離された候補cDNAは、DNAメチル化に

関わりcorepressor機能が報告されているクローンであった。培養細胞で異なる

タグ標識したこの蛋白とRMPを発現させた系で、両者の特異的結合が認めら

れた。両者の結合の転写への影響の検討が今後に残された（投稿準備中）。

HBVX蛋白(HBx)は細胞質及び核に存在し、宿主の多様な因子との相互する

多機能制御蛋白である。HBV関連肝細胞がんの発症にHBxの関与が示唆され

ているが、その作用実態は明らかでない(Intervirol.,2000,J.Gastroenterol.,2001)。

HBxの核内標的であるRPB5は、活性化転写に重要な役割を担っていることが

酵母系で報告された。我々が見い出したRPB5のDNA結合能は配列非特異的

と推定される。このDNA結合能が、転写制御因子との相互作用によって修飾

される可能性の検討が残されている。更に、RPBSとTFIIF及びRPB5とHBx

の結合は相互に競合的である予備的な結果があるので、HBxが転写の特定の段

階でTFIIFの作用を遅延させる可能性が推定される。
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