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研究の目的と進め方

RVB2/TIH2の高温感受性株を利用し,また酵母
DNAマイクロアレイ法を用いることにより,RVB2/

TIH2依存的に転写調節を受ける遺伝子群を網羅的に

探索し,その標的遺伝子群を明らかにする.次にこれら

の遺伝子群が,クロマチンリモデリング活性を有する

種々の複合体により影響を受ける遺伝子群とどこが重

複し,どこが異なるのかを明らかにし,Tihlp,Tih2pが

クロマチンリモデリングや転写調節にどのように関わ
っているかを明らかにする.

2001年度の研究の当初計画

1 DNAマイクロアレイを用いた転写ネットワークの解析

野生型出芽酵母とRVB2 / TIH2の高温感受性変異株

(tih2-160), ino80変異株とを準制限温度下で培養し,抽

出したtotal RNAをプローブにし,出芽酵母全遺伝子の

DNAマイクロアレイによる解析を行い, RVB1 /TIH1,

RVB2 / TIH2に支配され特異的に転写制御される遺伝

子群を探索する.大きく変化する遺伝子群については,

ノザン解析を行いその変化を確認する.

2生化学的,遺伝学的手法によるRVB/TIHと基本転写

困子群,又はRNAポリメラーゼIIとの機能的相互関係

の解析

RVB2 / TIH2遺伝子はアレル特異的に異なる表現型

をとる.免疫共沈実験によりRvb2p/Tih2pはTBPと相

互作用しているという結果を得ているので,Rvb2p/

Tih2pの高温感受性変異株2種(tih2-12, tih2-160)とTBP

(TATA binding protein)の温度感受性変異株(多数のア
レルがある)との2重変異株を作成し,どのアレルと合

成致死の表現型を示すかどうかについて明らかにする.

2001年度の成果

1マイクロアレイを行った結果,Rvb2p/Tih2pが不活
化すると転写が抑制されるもの,逆に転写が促進され

る遺伝子群があり,転写が抑制されるものの多くは△

ino80でも転写が抑制されていた.一方転写が促進され

る遺伝子群は△ ino80とは挙動を共にしなかった.これ

らの結果をノザン解析を行うことにより確認した.こ

の結果から, RVB複合体はIno80複合体に含まれ転写

を制御している場合と, Ino80とは別の形で転写を制御

している場合とがあることが予想される.

2　免疫共沈降実験により,Rvb2p/Tih2pとRvb1p/

Tih1pとは複合体を形成していることがわかったが,さ

らにGST-RVB融合タンパク質を作製し,GSTpull-

down実験を行うことにより, Rvb1pとRvb2pとが直接

結合している可能性が高いことが明らかとなった.ま

た,同様な免疫沈降実験によりRVB複合体とTBPとは

相互作用していることが判明した.TBPとRVB2との2

重変異株を作製すると, 29℃での細胞の生育ができな

くなる合成効果がみとめられ,両者が遺伝的にも関連

していることが裏付けられた.面白いことに,この効果

はTBPのアレルに特異的であり,その部位とRVB複合

体とが相互作用している可能性がでてきた.

国内外での成果の位置づけ

RVB1 /TIH1,RVB2/TIH2遺伝子は,酵母からヒトま

で保存されており,その機能について関心がもたれて

いるが,転写レベルでの機能をin vivoで解析している

グループは国内外を含めほとんどいない.我々の成果

は,非常にオリジナリティーが高いと思う.

今後の課題

現在,RVB複合体に含まれる個々のタンパク質を,

MALDI-TOFを用いて解析しており,新しいタンパク質

が同定されつつある.今後は,これらのタンパク質が転

写制御にどのような役割を持つかを調べるとともに,

標的遺伝子が明らかになったので,その転写制御に実

際にRVB1 /TIH1, RVB2/TIH2が関わっているのかど

うかを種々の方法で碓認していきたい.
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