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SRY　 and　 Architectural　 Gene　 Regulation:The　 Kinetic　 Stability　 of　a　Bent　 Protein-DNA

　　　　　　 Complex　 Can　 Regulate　 Its　Transcriptional　 Potency.

(SRYと 構造 的遺伝 子制御:屈 曲蛋 白 一DNA複 合体 の動 的 安定性 に よる転写 活性 制御)

浮　山 越 史

内容の要旨

　 性 の 分 化 は 性 染 色 体 が そ の 役 捌 を担 い 、 男 性 にお い て はY婿 色 体

に よ っ て 制御 され 、 未 分 化 な生 殖 腺 か ら銅 巣 が 形 成 され る。 ヒ トの

sex　reversal(XX　 males、　XY　females)の 分 チ 学 的解 析 等 に よn,刎 御

遺 伝 子・がY染 色 体 の 煙 臆 に 存 在 す るSRYで あ る こ とが 判 明 した 。

SRYはDNA結 合 蛋 白`こみ られ るHMG　 bo罵 を 含 ん でra　n,こ のHMG

bo罵はDNAIに 十;合す る こ とに よ4DNAをlidtdlし 、 それ に よるDNAの

高 次 十n造 の変 化 に よ り転 写 活 性 を制 御 して い る こ とが 考 え られ て い

る 。

　 著 十.はSRYの46XY　 femalelS者 にみ られ る 置換{M9且 、113T).チ ン

パ ン ジー のSRY(IIJF)、 　DNAと 隣 接 す る部 位 を 欠 い た 置 換(MgA、

113A、　FI2A)と ヒ トwild　iype　SRYを 用 い て 、　DNA結 合 特 性 、　DNA

屈 曲 特 性 、逓 般 、 結 合 ドメ イ ンの 構 造 、 安 定 性 、 援 合体 の 動 的 安 定

性 、 転写 活性 を 調べ た 。

　 in　vitro{:お い てDNA縞 合 がwf6以 上 減 弱 して い た 置 換(MgA、

FI7A、113A、113T)で は転 写 活 性 は検 出 で きな か った 。　DNA}.合 が

2.slfid#弱 して い た 趾 換(M91)に お い て は 、 ベ ク ターDNAの 低 い濃

度 でliwile　 ly隅 と 明 らか な 違 い は な か っ た が 、 高 い滅 度 に お い て は

明 ら か に転 写 活 性 が 低 か っ た 。M91とII3Tは 臨 床 的 に性 器 発 育 異常

(XY　 female)に み られ る突 然 変 異 で あ り.ヒ トの 表 現 型(錫 チ あ る

い は 女子)13,SRY　 HMG　 boスの転 写活 性 の 維 持 と減 弱 が関 係 して い

た。ll3F置 換(チ ンパ ン ジーSRY)は 転 写 活 性 をwild　typeと 比 べ て 、

ほi3q倍 に増 強 した 。113E　HMG　 bo罵は.　wild　typeと 同 じ、　DNAと の

結 合 、 屈 曲 、挿 人 部 位 に お け るDNA特re性 を 示 した 。 また 、　wiId

type　SRY,117Eの 、 双 方 の 遊 離 と結 合 ドメ イ ンの 構 造 も同 様 で あ っ

た 。113FとDNAと の 複合 体 の 生 存 時 聞 は 、　wild巳ypeの 複 合 体 の3か

ら4倍 で あ り,4倍 に 増 強 した 転 写 活 性 の 原 因 と 考 え られ 、SRY・

DNA複 合 体 の動 的 安 定 性 が 転 写 活 性 を制 脚 して い る と考 察 した 。 こ

の こ と よn.以.「 の機 偲 モ デ ル を 考 え た。SRYの.F流 で あ るm・RNA

の発 現量 を制 御 して い るの は 、SRY・DNA複 合 体 の 平 衡 濃 度 で は な く、

活 性 化 され た 開始 前 複合 体(PIC)か らの 分 離 比 で あ る とい う もの で

あ る 。SRYが 分 離 す る と、 そ の 縞 合 して い たDNAの 屈 曲が 解 か れ 、

多 様 な他 の 蛋 直 一DNAや.蛋 白 一 蛋 白相 互 作 用 が弱 め られ る 。SRY-

DNA　 OWの 動 的 安 竃 が.多 様 な 転 写 の 循 環 を通 じて 、閉 始 前 複 合

体 の 維 持 を可 能 に して い る と考 え られ た 。

　 本 研 究 で13,in　 VIVOに お け るSRYの 転 写 増 強 機 構 を、in　vilmlこ お

け るSRY・DNA復 合 体 の 動 的 安 定 性 と結 び つ け 、蛋 白 とDNAの 結 合

とい う"構 造"と 、 転 写 活 性 とい う"機 能"を 閲 連 づ け る こ とが で

きた 。

饒文審査の要旨

　 男 性の性 決定遺 伝 ・fであ るSRYI3HMG　 bo其を含 んでい る。 この

HMG㎞ 罵はDNAに 結 合す ることに よ7DNAを 屑 曲 し,　DNAの 高次

惚造 の変化 に よ り転 写活 性 を制御 してい る。恭研 究でSRYの46XY

驚maIe患 者 にみ られ る置換(M91,　 nsr)、 チ ンパ ン ジーのSRY

(113E)、　DNAと 隣接 する部位 を欠いた置換(M9A.113A、 　F12iA)と

ヒFwill　type　SRYを 用 いて、　DNA結 合特性 、　DN層 醗曲特性.遊 離 、

結合 ドメイ ンの揖造.安 定 性、複合体 の動 的安定性.転 写橘性 につ

いて検討 した。M91と113TI3臨 床 的 に幌器発育 異常(XY　 female)に

み られ る突然変異であ り、DNAと の帖合、転写活性が減弱 していた。

日3F趾 換(チ ンパ ンジーSRY}はwild巳ypeと 比べ て、転?tik性 をほ

ぼ4惰 に増強 した。113EとDNAと の　n体 の 生存時Htl/3,　wi1d　lrlM

の槻合体 の3か ら4倍 であ,,、41Pに 増 強 した転写活 性の原因 と考

えらitf_,　SRY-DNA棋 合体 の動的安室 性が 、転写活性の 制卿に敢要

であ ると想定 された。

　 審査 では まず 、本研nfislp同 研 究であ り、大 きなプ ロジェ ク トの
一廓であ ることから

、そ のプロジェ ク トにお ける本研究 の位 置づ け.

お よび署者の実際 に行 った韻分へ の貞献 につ いて質聞 があ り回答 さ

れた。 さらに、転写 活性 ア ッセ イにおいて、 ラ ッ トの プ ロモーター

領域 を使用 しな かった理幽 につ いて質問があ ったfit,ヒ トSRYの 転

写活性 を調べ る ために ヒ トMISの プロモー ター領域 を使用 した。 ・ド

来な らば ヒ トのwogrnital　ridge細胞 を使 用 したかったが 、得 られ ない

ため ラッ トのurogcnital　ridg¢細胞 を使用 した と側 答 された。 これ に閲

して 異孤 聞の転写活性 ア ッセ イは或 り立たない場合が ある ことが指

摘 された。SRYの 標 的遺伝lfit不 明であ り、 ヒ トM1Sの プ ロモー タ
ー部位 にあるS喰Y結 合 部位 を趾換 して も転 写活性が変 わ らない こと

がす でに判明 してい る。 ヒ トSRYと ヒ トMISの プ ロモ ー ター領域 を

つな ぐもの をラ7卜urogeni重al　ridge細胞 内の未知の物質 に補われてい

る系 であ る ことが圓答 された。 また、113Fを 作成 した理 幽について

質問があ った。 チ ンパ ンジーのSRYが 他の 部分 のHMG　 bnxが ヒ トと

まった く(ir7じである こと、　DNAに 納合する化学物質 においてベ ンゼ

ン環が 入n込 んで い る こ と、 同 じマ イナ ー グル ー プに 結 合す る

TATA　 binding　prmeinで フェニルア ラニンがDNAf:入 り込 んでい るこ

とが回答 された。 さらに、XY　femaleの 原因、　SRVの 標的遣伝子.用

謎}に関 し、質疑応 答 がな された。 また.邦 謡 要約の用anの 使 用が不

適切である との揃摘があ った。

　 以上の よ うに、本研究 は今後 さらに検討すべ き点 を残 しているが 、

転写活性の制蜘 に関 し、ベ ン ト蛋 白とDNA撹 合体の動 的安定性がTi

要であ る とい うことを示唆 した点 において 有意義な研究 である と評

価 さitた。
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