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論文の内容の要旨

　多くの生物は生命活動の維持にグルコースを代謝してエネルギーを獲得しており，解糖系はその代謝過程を担っ

ている。解糖系では十数個の酵素による一連の反応により，1分子のグルコースから2分子のピルビン酸とATP

が生成される。解糖系は最も基本的で重要な代謝経路の一つであるが，それに関与する解糖系酵素群の遺伝子発

現制御については不明の点が多かった。

　酵母は発酵や醸造を通じて我々にはなじみの深い微生物である。発酵の盛んな酵母では解糖系遺伝子は強く発

現しており，解糖系酵素は細胞内の可溶性タンパク質の大きな割合を占める。出芽酵母sc8〆ω肋θでは，これら

解糖系遺伝子の発現制御の鍵となる転写制御因子としてGcrlp，Gcr2pとRaplpが報告されている。このうちRaplp

は，解糖系以外にもリボソームタンパク質の転写活性化やサイレンシング（転写抑制），テロメアの長さの調節な

どにも関与しているグローバルな制御因子である。一方，GcrlpとGcr2pは，gぴ1及び鮒2変異株で解糖系遺伝子

の転写は著しく低下するが非解糖系酵素遺伝子の転写には影響がないことから，解糖系遺伝子を特異的にかつ統

括的に制御する因子と考えられている。しかし，解糖系遺伝子の発現制御におけるGcrlp／Gcr2p複合体の転写活性

化機構についてはまだ不明な点が多い。そこで本研究ではg〃変異の多コピー抑圧遺伝子の単離とその解析によ

り，Gcrlp／Gcr2p複合体の作用機構のさらなる解明を目指した。

　一方，酵母は真核生物としての基本的な特徴を備えた単細胞生物であり，遺伝子レベルでも高等真核生物との

共通性がしばしば見いだされる。特に，出芽酵母は遺伝学的，分子生物学的手法を駆使できるため，真核生物の

基本的な生命現象の解明におけるモデル系として広く利用されている。最も基本的な代謝経路である解糖系が，高

等生物でも酵母と同様の制御を受けているかどうかは非常に興味深い点であるため，Gcr2pと同様の機能を持つヒ

ト由来の因子の同定を試みた。また，Gcr2pは他のタンパク質とまったく相同性がないため，これらの因子の構造，

機能部位，作用機構に関しては未知の部分が多い。そこでヒト由来の遺伝子産物を解析し，そこから予測される

構造，機能についても検討した。

　出芽酵母のg6π2変異株はグルコースを炭素源とした培地上での生育が悪い。そこで，この変異株に出芽酵母の

多コピー型のゲノムライブラリーを導入し，生育の悪さを回復するクローンを単離した。その結果，SGC1遺伝子

がgcr2変異の多コピー抑圧遺伝子として単離された。SGC1ではSGC1－1という優性異変がgc71変異を抑圧するこ
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とが既に報告されていたが，今回，野生型の∫GC1はg〃変異のみを多コピーで抑圧でき，9671変異は多コピー

でも抑圧できないことが明らかとなった。Sgc王pは，そのアミノ酸配列申にBasic－he1ix－1oop七e版モチーフを有して

おり，E－box配列結合タンパク質と予想され，酬01のUAS領域を用いた加o伽oのfootprinting解析でTATA近傍

のE－box配列に結合することが示された。また，EM01伽Zを用いたリポーターアッセイで，優性変異型のSgc1－

1p（E189Q）はリポーター遺伝子を活性化できたが，野生型のSgclpはこれを活性化できなかった。このことは，

Sgc1－1pはE七〇x結合能があるのに対し，野生型のSgclpはそれだけではE－boxに結合できないことを示唆してい

る。多コピーの野生型∫GC1による抑圧がgα2変異のみで，g6γ1変異を抑圧できなかったことも考慮すると，野

生型のSgclpがE－boxに作用するためにはGcrlpの関与が必要であると思われる。

g6π2変異株はグルコース培地上での生育が悪いため，この表現型を相補できるクローンをヒトcDNAライブラ

リーよりスクリーニングした。約60万個のコロニーをスクリーニングし，g6プ2変異株の生育を回復するクローン

をHe1a細胞，脳，筋肉由来のcDNAからそれぞれ3株，6株，33株得た。塩基配列を決定したところ，4種類の

既知の遺伝子（Myosinheavychain，Desmin，A1phみactinin，Kinectin）と，4種類の未知の遺伝子が得られたが，いず

れもGcr2pと相同性はなかった。しかし，増殖を回復した株では解糖系酵素の活』性も回復し，これらの遺伝子に

よる相補はgcr2変異に特異的でありgc71変異を相補できないことから，これらの遺伝子はGCR2の機能を特異的

に相補していると考えられた。cDNAライブラリーとしてはGa14pの転写活性化領域（GAD）との融合ライブラ

リーを用いていたが，既知の遺伝子4種類と未知の遺伝子3種類はGADを除くとすべて駅2変異株の相補能を失

なった。従って，これらの遺伝子産物はGcr2pの転写活性化能以外の機能を捕っていると考えられたが，構造上

の特徴を調べると，すべてにcoi1e吐coi1構造をとり得る領域が存在していた。GcrlpとGcr2pにも類似の構造が予

想されることから，この領域がGcrユpとの結合に関したGcr2pの機能を代替している可能性が示唆された。

　脳のcDNAライブラリーより得られた未知遺伝子はN末端側を欠いていたため，PCRを用いて全長のcDNAを

クローニングした。その結果，触アミノ酸をコードする○肥が得られ，Gcr2pの機能を特異的に相補するヒト遺

伝子であることから，応Gr1（加㎜anSuppressorofGcばwo）と名付けた。この遺伝子発現をノーザン解析で調

べると，筋肉や心臓など解糖系が盛んであると思われる組織で強く発現していることがわかった。また，F玉SHに

よる遺伝子マッピングの結果，第工O番染色体の10q22．3にマップされた。

審査の結、果の要旨

　本研究は，あらゆる生物の最も基本的で重要な代謝経路の一つである解糖率の遺伝子発現制御機構を酵母を用

いて解析したものである。出芽酵母の解糖系遺伝子の発現は，そのエンハンサー領域に存在するコンセンサス配

列である肥G配列とCTTCC配列に，それぞれ多機能型転写制御因子Raplp解糖系に特異的な制御因子Gα1pと

Gcr2pの複合体が結合することにより転写レベルで統括的に制御されている。しかし，Gcrlp／Gcr2p複合体の詳細

な作用機構については未だ不明な点が多いため，gぴ2変異の多コピー抑圧遺伝子を単離し，その機能を解析する

ことで，Gcζ1p／Gcr2p複合体の作用機構のさらなる解明を目指した。その結果，駆2変異株で低下した解糖系遺伝

子の発現を回復させる遺伝子としてSGC1を単離し，その機能を明らかにした。また，高等真核生物にも酵母と同

様の制御が存在するかどうかを究明するため，Gcr2pのヒトホモログの単離を試み，乃∫Gτ1（humanSuppressorof

G二crエwo）と名付けた6仏アミノ酸をコードし，第10番染色体の10q223にマップされるヒト遺伝子の単離に成功

した。これは，基本的な代謝経路である解糖系遺伝子の発現制御に関して，酵母のSGC1遺伝子の機能を明らかに

するとともに，ヒトの新規な転写因子んsGτ1遺伝子の単離に成功したものであり，解糖系遺伝子の発現制御に関

する世界的研究の現状からみても高く評価できるものであり，ヒトを含む真核生物の遺伝子発現における類似の

機能を解析するうえでも有益な知見を提供するものである。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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