
Photon Factory Activity Report 2012 #30 (2013) B  
 

1A, 17A/2011G097 

出芽酵母由来 Tup1 の N 末端ドメインの結晶構造解析 
Crystal structure of Tup1 N-terminal domain from Saccharomyces cerevisiae 
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1   はじめに 

Tup1-Cyc8 コリプレッサーは、真核生物に広く保

存された転写抑制因子であり、性分化、グルコース、

酸素、DNA 損傷などによって制御される 180 種類

以上の遺伝子の転写抑制に関わっている。Tup1-

Cyc8 は、自己 4 量体化した Tup1 と 1 分子の Cyc8

から構成されており、RNA ポリメラーゼを含む転

写装置やヒストン H3/H4 と相互作用することで転写

抑制を行うと考えられている。 

これまで我々は、Tup1-Cyc8 全長の構造解析に取

り組んできたが結晶が得られなかったため、Tup1

の N 末端ドメインに着目し X 線結晶構造解析に取

り組んだ。Tup1 の N 末端ドメイン(1-92 残基)は、

Cyc8 との結合と自己四量体の形成に必須のドメイ

ンであるため機能面で特に重要とされてきたが、そ

の立体構造は不明であった。 
 

2   実験 

組み替え大腸菌を用いて Tup1 の N 末端ドメイン

(1-92 残基)を発現させ、精製した後、結晶化を行っ

た。結晶化方法としては、シッティングドロップ蒸

気拡散法を用い、沈殿剤として 10 %（v/v）2-

propanol と 0.2 M LiSO4、緩衝液 0.1 M phosphate-

citrate （pH 4.2）を用いた。得られた単結晶を、

KEK BL1A、17A にて X 線回折実験を行った。その

結果、1.9Å 分解能の回折強度データを収集すること

ができた。さらに、SeMet 置換体結晶を作製し、

SAD 法によって位相を決定した。最終的に 1.9Å 分

解能で Tup1 の N 末端ドメインの構造を決定した[1]。 
 

3   結果および考察 

構造解析の結果、Tup1 の N 末端ドメインは 1 本

の αヘリックスを形成しており、さらにそれが 4 本

集合してテトラマーを形成している様子が明らかと

なった（図 1）。各 αヘリックスは逆平行の 4 ヘリ

ックスバンドルを形成しており、テトラマー分子の

大きさは約 130 × 25 × 25 Å であった。 

Tup1 の N 末端ドメインのテトラマーはコイルド

コイルと呼ばれるモチーフによって安定化されてい

た。このモチーフは 7 残基の反復構造からなってお

り、その反復構造のうち 1、4、7 番目に位置する疎

水性アミノ酸が隣接分子との相互作用に関わること

が知られている。Tup1 の N 末端ドメインの構造で

は、これら疎水性アミノ酸のほとんどが N 末端およ

び C 末端に局在していることが分かった。さらに、

これらのアミノ酸を変異すると Cyc8 との相互作用、

ならびに Tup1 の転写抑制能が欠損することが分か

った。このように、これらの疎水性アミノ酸が、構

造・機能の両面においての重要であることが明らか

となった。 

 
 
 
 

 

 
図１：Tup1 の N 末端ドメインの立体構造 

4   まとめ 

本研究によって Tup1 の自己集合様式、ならびに

その構造安定性と機能との相関が明らかとなった。 
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