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略号一覧 

 

ATP ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ adenosine triphosphate 

BSA ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ bovine serum albumin 

BPB ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ bromophenol blue 

CBB ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ coomassie brilliant blue 

CTD ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C-terminal domain 

CTR ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C-terminal region 

CRD ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C-terminal regulatory domain 

DEPC ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ diethyl pyrocarbonate 

DIC ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ differential interference contrast 

DMEM ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ Dulbecco's modified Eagle medium 

dNTPs ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ deoxynucleotide triphosphate 

DTT ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ dithiothreitol 

EDTA ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFP ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ enhanced green fluorescent protein 

FBS ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ fetal bovine serum 

HEK293 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ human embryonic kidney cells 293 

H1.0 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ Histone H1.0 

kDNA ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ kinetoplast DNA 

LSM ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ confocal laser scanning microscopy 

MOPS ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3-Morpholinopropanesulfonic Acid 



 

NLS ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ nuclear localization signal 

NP-40 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ Nonidet P-40 

PBS ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ phosphate-buffered saline 

PCR ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ polymerase chain reaction 

PEG ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ polyethylene glycol 8000 

PEI ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ Polyethyleneimine 

PIC ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ protease inhibitor cocktail 

SDS ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE ・・・・・・ sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

TBE ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ tris-borate-EDTA buffer 

Tris ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ tris（hydroxymethyl）aminomethane 

Tx-100 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ Triton X-100 
WT ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ wild type 
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1. 序論 
 
1-1. DNAの立体障害 
 真核生物の DNA はヒストンタンパク質を介してヌクレオソーム構造をとり、さらに
折り畳まれたクロマチン構造を形成して細胞核内に収納されている。細胞核の中を大雑
把に分けると、クロマチン領域とクロマチン間領域に分けることができる。クロマチン
間領域は核マトリクスともよばれ、多くのタンパク質や RNA で構成されており、転写
や複製などの反応の場になっていると考えられている（Fig. 1）（Tsutsui et al., 2005）。 
 転写反応では、RNAポリメラーゼが 2本鎖DNAの片鎖からRNAを合成する。この
反応過程で RNA ポリメラーゼは 2 本鎖 DNA を開裂させるため、進行方向に正の超ら
せん構造が生じる（Fig. 2A）。反対に、進行する RNA ポリメラーゼの後方では、2 本
鎖DNAが緩むため、負の超らせん構造が生じる。同様に、DNA複製時にはDNAポリ
メラーゼやDNAへリカーゼを含むレプリソームの作用によって2本鎖DNAが開裂し、
進行方向に正の超らせん構造が生じる（Fig. 2B）。このように、転写や複製に伴って超
らせん構造が生じるが、過度な蓄積は反応の進行を妨げる立体障害になり得る。 
 細胞が分裂する時には、複製されたゲノム DNA が凝縮し、娘細胞へと均等に分配さ
れる（Fig. 2C）。しかしながら、複製された後の DNAには絡まりが生じており、この
絡まりは細胞分裂の完了を妨げるだけでなく、娘細胞への不均等なゲノム DNA 分配に
よる染色体数異常細胞や染色体構造異常細胞（欠失や重複）を引き起こす原因にもなる。 
 
1-2. DNA topoisomerase II 
 DNAの超らせん構造や絡まりなどのトポロジカルな立体構造を解消する酵素として、
DNA topoisomerase（Topo）が原核生物から真核生物にいたるまで存在している
（Gellert et al., 1976 ; Baldi et al., 1980）。Topo には反応様式が異なる I 型（Topo I）
と II 型（Topo II）が存在する。Topo I が二本鎖DNAの片方の鎖を切断するのに対し、
Topo II は二本鎖DNAの両方の鎖を切断する。 
 Topo II はホモ二量体を形成して働く酵素であり、酵素の反応は次のように進行する
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（Fig. 3）。まず、G-セグメント（Gate-segment）とよばれる二本鎖DNAに DNAゲ
ートを介して結合する。N 末端の ATPase ドメインに ATP が結合すると同時に、T-セ
グメント（Transfer-segment）とよばれる別の二本鎖 DNA を取り込み、G-セグメン
トを切断する。切断された G-セグメントの間に T-セグメントを通過させた後、G-セグ
メントを再結合し、Topo II が解離する。この一連の反応によって、DNAのトポロジカ
ルな立体障害が解消される。 

核膜 
核ラミナ 

核膜孔複合体 

核小体 

タンパク質 

RNA 

細胞 
細胞核 

Figure 1. 真核細胞の核内構造 
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Figure 2. DNAに生じる立体障害 
A.  転写反応時には、正の超らせんと負の超らせんが出現
する。 
B.  複製時には正の超らせんが出現する。 
C.  細胞分裂時の染色体分離ではDNAの絡まりをほどく
必要がある。 

RNAポリメラーゼ 
RNA 

DNA 

負の超らせん 正の超らせん 

転写 

レプリソーム 

DNA 

正の超らせん 

複製 

染色体分離 

中期 後期 

A. 

B. 

C. 
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Figure 3. Topo  IIの反応様式 
　Seol et al. （2013）を参考にして作図した。緑はNゲート、
赤はDNAゲート、青はCゲート、水色はATPを示している。N
ゲートはATPase domain、DNAゲートとCゲートはDNA 
Binding/cleavage core domain内に存在する。 

超らせん 

ADP+Pi 

T-segment 通過 

DNA結合 

ATP結合 
T-segment 

離れる 

G-segment 

切断 
再結合 
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1-3. Topo IIα とβ 
 脊椎動物のTopo II には進化の過程で遺伝子重複によって生じたと考えられているα
とβの２つの酵素がアイソザイムとして存在している（Sng et al., 1999）。αとβの
ドメイン構造は共通しており、N末端側からATPase domain、DNA binding/cleavage 
core domain、C-terminal domain （CTD）で構成されている（Fig. 4）。 
 α は細胞分裂時の染色体分離過程で生じる染色体の絡まりを解消する酵素である
（Earnshaw et al., 1985 ; Carpenter & Porter, 2004 ; Lane et al., 2013）。発現量
は細胞周期のS期後半から増加し、分裂期の前期でピークに達し、分裂期が終了すると
減少することが知られている（Woessner et al., 1991 ; Kimura et al., 1994 ; Lee & 
Berger, 2019）。したがって、脊椎動物におけるDNAの複製や染色体の分離では、α
が重要な役割を担っていると考えられている。 ICRF-187 は Topo II 阻害剤の一つで
あり、ATPase 活性を阻害することで、Topo II の DNAからの解離を妨げる。したがっ
て、ICRF-187 で処理した細胞では、α はそのほとんどが核質に局在するようになる。
ICRF-187 を利用して、細胞周期の各過程におけるαの細胞内局在を観察した研究から、
G1 期から M 期にかけて、核質に局在するαの量が増加することが示されている
（Agostinho et al., 2004）。このことから、間期の細胞核内では、活性化したαは主
に核質に存在すると考えられる。またAgostinho らは、RNAとタンパク質で構成され
る核内ドメインである核小体と核スペックルに、活性化されていないαが局在すること
を示している（Agostinho et al., 2004）。このことは、活性化したαと活性の抑制され
たαの棲み分けが、間期細胞核の中で起きていることを示唆している。 

Topo IIα 

Topo IIβ 

NLS NLS 
CTD ATPase 

CTD 

DNA binding/cleavage core 

Figure 4. Rat のTopo IIαとβのドメイン構造 
　NLS : nuclear localization signal 
　CTD : C-terminal domain 
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 βは、αとは異なり、細胞分裂に必要ではないが、神経細胞の分化や脳の発達に必要
である（Yang et al., 2000 ; Lyu & Wang, 2003）。発現量は、分裂して増殖中の細胞
では細胞周期を通して変動は見られないが（Woessner et al., 1991 ; Kimura et al., 
1994）、神経細胞の分化後期段階で発現量が増加し、神経細胞への分化が終了すると
低下することが知られている（Tsutsui et al., 2001 ; 筒井 公子 2004 ; Lyu et al., 
2006）。βは、神経細胞の終末分化過程において、一群の遺伝子の発現に関わっている
（Tiwari et al., 2012）。 
 
1-４. Topo IIα とβ の CTDと核内局在 
 緑色蛍光タンパク質タグを使った live imaging 解析から、αとβはともに間期細胞
内の核質と核小体に局在しており、さらに核質と核小体の間を絶えずダイナミックにシ
ャトリングしていることが明らかにされた（Fig. 5）（Christensen et al., 2002）。こ
のことから、αとβの間期細胞核内動態は少なからず共通していることが考えられる。 
 ヒトのαとβのC-terminal region（CTR、CTDと同義）を交換した変異体の細胞
核内局在について報告がある（Linka et al., 2007）。間期の細胞内では、それぞれの

核膜 
ゲノムDNA 

Topo IIα/β 

核小体 

核質 

Figure 5. Topo IIαとβの間期細胞の核内動態 
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CTDを交換しても局在に大きな変化は認められず、核質と核小体への局在が観察された。
また、αとβのCTRのみを発現させた場合でも、核質と核小体への局在が観察された。
一方、分裂期の細胞ではαの CTR を持つ交換変異体、あるいはαの CTR のみが分裂
期染色体上に局在し、βのCTRを持つ交換変異体や、βのCTRのみでは局在しなかっ
た。このことは、細胞内におけるαとβの機能の違いに、それぞれの CTR を介した局
在性の違いが反映されていることを示唆している。 
 試験管内でのTopo II の酵素反応は、CTDを欠いても進行する（Meczes et al., 2008 ; 
Adachi et al., 1997）。しかしながら、αとβのCTDには nuclear localization signal
（NLS）が存在するため、核内での酵素反応には CTD が必要不可欠である（Fig. 4）
（Sengupta et al., 2003）。また、βにはC-terminal regulatory domain（CRD）と
よばれる領域がCTDに存在することが報告されており、RNAとの相互作用による核小
体への局在と酵素活性の抑制に関わっていることが示されている（Onoda et al., 2014）。
したがって、Topo II の CTDは、細胞核内の局在のみならず、酵素活性の調節にも関わ
る重要な領域であることが考えられる。 
 
1-５. 本研究の目的 
 αは染色体分離に必須な酵素であるため、酵素活性が低下すると有糸分裂が正常に行
われない。反対に過剰な酵素活性は、必要以上の染色体のほぐれや、転座の原因となる
（Fig. 6）（Deweese & Osheroff, 2009）。したがって、αの酵素活性は細胞内で厳
密に制御されていと考えられる。 
 αは、間期細胞核内の核質と核小体の間をシャトリングしており、活性のある酵素は
核質に、活性の抑制された酵素の一部は核小体に局在することが示唆されていることか
ら、αの間期細胞核内における酵素活性と局在の間に関係があることが考えられた。ま
た、分裂期染色体への局在や、間期細胞核の核小体への局在にはαのCTDが関わって
いることから、酵素活性の制御にCTDが重要な役割を果たしていることが考えられる。 
 そこで本研究では、CTDに焦点をあて、αの間期細胞内の核内局在と酵素活性制御の
メカニズムを解明することを目的として解析を行った。 
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がん化 
細胞死 

切断 再結合 

反応低下 反応過多 

組換え 
突然変異の誘発 

転座 
アポトーシス 

休止 
有糸分裂失敗 

Figure 6. Topo IIαの反応低下や反応過多で起こる細胞への悪影響 
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2. 材料と方法 
 
2-1. HEK293 細胞の継代培養 
 HEK293 細胞を 10 mLの培地［DMEM（日水製薬株式会社）、10% FBS、100 µg/mL 
Kanamycin（SIGMA-Aldrich）］中で 37℃、5% CO2条件下で 100 mm dish（IWAKI）
内の細胞密度が80～90%になるまで培養した。培養後、10 mLのPBS（137 mM NaCl、
2.7 mM KCl、10 mM Na2HPO4、2 mM KH2PO4、pH 7.4）で細胞表面を洗浄した。
1 mLの 0.02% EDTAを加えて 1分間ほど静置した後、10 mLの培地を加え、細胞を
懸濁した。細胞懸濁液を 160× g で 5分間遠心し、上清を除去した。5 mLの培地で細
胞を再懸濁し、血球計算盤を用いて細胞数を計測した。10 mLの培地が入った 100 mm 
dish に 1.0× 106 cells 分の細胞を加え、継代培養を行った。 
 
2-2. タンパク質発現用プラスミドDNAの作製 
2-2-1. EGFP タグをC末端に融合させた Topo IIα の変異体 
 KOD -plus- Ver. 2（TOYOBO）とプライマー（Table S1）を用いて Topo IIαの特
定の領域を増幅した。鋳型には、pFLAG-CMV-m（Supplementary Fig. S1A）に Topo 
IIα のWTがクローニングされた pFLAG-top2a（Supplementary Fig. S2）を用いた。
ベ ク タ ー に は 、 pFLAG-cm2-EGFP （ Supplementary Fig. S1B ） と
pFLAG-top2a_1-1191-EGFP（Supplementary Fig. S3）を用いた。 
2-2-1-a. pFLAG-top2a_1192-1289-EGFP と pFLAG-top2a_1290-1527-EGFP 
 1192-1289領域と1290-1527領域をPCRでそれぞれ増幅した。PCRの反応液（1× 
Buffer for KOD -Plus- Ver. 2、0.2 mM dNTPs、1.5 mM MgSO4、0.3 µM Sense 
primer、0.3 µM Antisense primer、20 pg/µL 鋳型 DNA、0.02 U/µL KOD -Plus-）
を次のプログラムで反応させた。1192-1289 領域は、94℃ 2 分→【（98℃ 10 秒→68℃ 
30 秒）×35】で、1290-1527 領域は、94℃ 2 分→【（98℃ 10 秒→68℃ 60 秒）×35】
で行った。1192-1289 領域には、a1192F と a1289R-ExT を、1290-1527 領域には、
a1290F と a1527R-ExT をそれぞれ用いた（Table S1）。増幅したDNA断片を SmaI
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（New England Biolabs）で切断した。pFLAG-cm2-EGFP を SmaI で切断し、rApid 
Alkaline phosphatase（Roche）で脱リン酸化した後、SmaI で切断した 1192-1289
と 1290-1527 の DNA 断片それぞれと混合し、Ligation を行った。Ligation には
Ligation Mix（TaKaRa）を用いた。Ligation 反応溶液で大腸菌 JM109株（NIPPON 
GENE）の形質転換を行った。挿入方向を確認するために、GoTaq® Green Master Mix
（Promega）とプライマー（Table S2）を用いたコロニーダイレクト PCRを行った。
PCR の反応溶液（1× GoTaq® Green Master Mix、1 µM Sense primer、1 µM 
Antisense primer）に、シングルコロニーをチップで懸濁した後、次のプログラムで
反応した。1192-1289は、95℃ 2分→【（95℃ 30秒→55℃ 60秒→72℃ 45秒）×30】
→72℃ 7 分で、1290-1527 は、95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 60
秒）×30】→72℃ 7 分でそれぞれ反応した。1192-1289 の選別には、a1192F と
EGFP-R を（Supplementary Fig. S4A）、1290-1527 の選別には、a1355F と EGFP-R
をそれぞれ用いた（Supplementary Fig. S4B）。アガロースゲル電気泳動でDNA断片
の増幅を確認し、コロニーを選別した。選別したコロニーから Wizard® plus SV 
Minipreps DNA Purification System（Promega）でプラスミドDNAを精製した後、
BamHIと EcoRI（ともにNew England Biolabs）で切断した（Supplementary Fig. S4）。
アガロースゲル電気泳動で DNA 断片が複数挿入されていないことを確認した。塩基配
列は、BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)と
3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems)を用いて解析した。得られたデータは、
4Peaks （Nucleobytes）と Genetyx（GENETYX）で確認した。 
2-2-1-b. pFLAG-top2a_Δ1192-1289-EGFP 
 pFLAG-top2a_1290-1527-EGFP を SmaI で切断し、アガロースゲル電気泳動を行
った。DNAの染色は、25 mLの 1× TBE（50 mM Tris、48.5 mM Boric Acid、2 mM 
EDTA・2Na）に対して 1 µL の SYBR Green I（Lonza）を加えたアガロースゲルを用
いて先染めした。泳動後にブラックライトでDNAを可視化し、1290-1527 の DNA断
片をゲルごと切り出した。切り出したゲルからWizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System（Promega）を用いてDNAを精製した。pFLAG-top2a_1-1191-EGFPを SmaI
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で切断し、脱リン酸化処理した後、精製した1290-1527のDNA断片と混合し、Ligation
を行った。Ligation 反応溶液で大腸菌を形質転換した。挿入方向を確認するために
GoTaq® Green Master Mix とプライマー（Table S2）を用いてコロニーダイレクト
PCRを行った。PCRは、95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 60 秒）×30】
→72℃ 7 分のプログラムで行った。プライマーは、a1355F と EGFP-R を用いた
（Supplementary Fig. S5）。プラスミドDNAを精製した後、BglII（TOYOBO）で切
断し（Supplementary Fig. S5）、DNA断片が複数挿入されていないことを確認した。
塩基配列は 2-2-1 項と同じように解析した。 
2-2-2. N 末端側に FLAGタグを付加した Topo IIα の欠失変異体 
 鋳 型 に pFLAG-top2a （ Supplementary Fig. S2 ） と 、 ベ ク タ ー に
pFLAG-top2a_1-1191（Supplementary Fig. S6）を用いたことを除いて、2-2-1 項
と同じように作製した。 
 1192-1289 領域と 1290-1527 領域を PCRで増幅した。PCRは、次のプログラム
で行った。1192-1289 領域は、94℃ 2 分→【（98℃ 10 秒→68℃ 30 秒）×35】で、
1290-1527 領域は、94℃ 2 分→【（98℃ 10 秒→64℃ 60 秒）×35】で反応した。
1192-1289 領域には a1192F と a1289R-exT を、1290-1527 領域には a1290F と
a1527R-exT をそれぞれ用いた（Table S1）。増幅したDNA断片を SmaI で切断した。
pFLAG-top2a_1-1191 を SmaI で切断し、脱リン酸化処理した後、SmaI で切断した
1192-1289 と 1290-1527 の DNA 断片それぞれと混合し、Ligation を行った。
Ligation 反応溶液で大腸菌を形質転換した。挿入方向を確認するためにGoTaq® Green 
Master Mix とプライマー（Table S2）を用いたコロニーダイレクト PCRを行った。
PCRは次のプログラムで行った。1192-1289 は、95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60
秒→72℃ 35 秒）×30】→72℃ 7 分で、1290-1527 は、95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒
→55℃ 60 秒→72℃ 60 秒）×30】→72℃ 7 分でそれぞれ行った。1192-1289 の選
別には a1192F と C-CMV-24 を、1290-1527 の選別には a1355F と C-CMV-24 の
プライマーをそれぞれ用いた。プラスミド DNA を精製した後、BglII で切断し、DNA
断片が複数挿入されていないことを確認した。塩基配列は 2-2-1 項と同じように解析し
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た。 
2-2-3. EGFP タグをC末端に融合させた Topo IIα とβのCTD交換変異体 
 鋳型に pFLAG-top2a（Supplementary Fig. S2）と pFLAG-top2b（Supplementary 
Fig. S7）、ベクターに pFLAG-top2a_1-1191-EGFP（Supplementary Fig. S3）と
pFLAG-top2b_1-1199-EGFP（Supplementary Fig. S8）を用いたことを除いて、
2-2-1 項と同じように作製した。 
 α の 1192-1527 領域、およびβの 1201-1614 領域と 1251-1614 領域を PCR
で増幅した。PCR は次のプログラムで行った。αの 1192-1527 領域は 94℃ 2 分→
【（98℃ 10 秒→65.6℃ 30 秒→68℃ 70 秒）×35】、βの 1201-1614 領域は 94℃ 2
分→【（98℃ 10 秒→52.5℃ 30 秒→68℃ 85 秒）×35】、βの 1251-1614 領域は 94℃ 
2 分→【（98℃ 10 秒→53.2℃ 30 秒→68℃ 70 秒）×35】で行った。αの 1192-1527
領域には a1192F と a1527R-ExT を、β の 1201-1614 領域には b1201F と
b1614R-ExT を、βの 1251-1614 領域には b1251F と b1614R-ExT のプライマー
をそれぞれ用いた。増幅したそれぞれのDNA断片をSmaIで切断した。αの1290-1527
の DNA 断片は、pFLAG-top2a_1290-1527-EGFP を SmaI で切断した後、ゲル精製
を行って調製した。pFLAG-top2a_1-1191-EGFP と pFLAG-top2b_1-1199-EGFP を
SmaI で切断し、脱リン酸化処理した後、SmaI で切断したβの 1201-1614 と
1251-1614、αの1192-1527と1290-1527のDNA断片それぞれと混合し、Ligation
を行った。Ligation 反応溶液で大腸菌を形質転換した。挿入方向を確認するために
GoTaq® Green Master Mix とプライマー（Table S2）を用いてコロニーダイレクト
PCR を行った。PCR は次のプログラムで行った。βの 1201-1614 は 95℃ 2 分→
【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 37 秒）×25】→72℃ 7 分で、1251-1614 は 95℃ 
2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 40 秒）×25】→72℃ 7 分で行った。αの
1192-1527 は 95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 46 秒）×25】→72℃ 
7 分で、1290-1527 は 95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 46 秒）×25】
→72℃ 7 分で行った。βの 1201-1614 には b1450F と EGFP-R を、1251-1614 に
はb1450FとEGFP-Rのプライマーをそれぞれ用いた。αの1192-1527にはa1355F
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とEGFP-Rを、1290-1527にはa1355Fと EGFP-Rのプライマーをそれぞれ用いた。
DNA断片が複数挿入されていないか調べるために、プラスミドDNAを精製した後、制
限酵素で切断した。βの 1201-1614 と 1251-1614 には BglII を用いた。αの
1192-1527 と 1290-1527 には EcoRI を用いた。塩基配列は 2-2-1 項と同じように
解析した。 
2-2-4. N 末端側に FLAGタグを付加した Topo IIα とβのCTD交換変異体 
 鋳 型 に pFLAG-top2a （ Supplementary Fig. S2 ） と pFLAG-top2b
（Supplementary Fig. S7）を、ベクターに pFLAG-top2a_1-1191（Supplementary 
Fig. S6）と pFLAG-top2b_1-1199（Supplementary Fig. S9）を用いたことを除い
て、2-2-3 項と同じように作製した。 
 αの 1192-1527 領域とβの 1201-1614 領域を PCRで増幅した。PCRは、次の
プログラムで行った。αの 1192-1527 領域は 94℃ 2 分→【（98℃ 10 秒→60.6℃ 30
秒→68℃ 70秒）×35】で、βの1201-1614領域は94℃ 2分→【（98℃ 10秒→52.5℃ 
30 秒→68℃ 85 秒）×35】で行った。α の 1192-1527 領域には a1192F と
a1527R-exT を、β の 1201-1614 領域には b1201F と b1614R-exT のプライマー
をそれぞれ用いた。増幅したαの1192-1527とβの1201-1614のDNA断片をSmaI
で切断した。αの 1290-1257 とβの 1251-1614 の DNA 断片は、それぞれ
pFLAG-top2a_Δ1192-1289とpFLAG-top2b_Δ1201-1250を SmaI で切断した後、
ゲル精製を行って得た。pFLAG-top2a_1-1191 と pFLAG-top2b_1-1199 を SmaI
で切断し、脱リン酸化処理した後、SmaI で切断したβの 1201-1614 と 1251-1614、
α の 1192-1527 と 1290-1527、それぞれと混合し、Ligation を行った。Ligation
反応溶液で大腸菌を形質転換した。挿入方向を確認するためにGoTaq® Green Master 
Mix とプライマー（Table S2）を用いてコロニーダイレクト PCRを行った。PCRは次
のプログラムで行った。βの 1201-1614 は 95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒
→72℃ 40 秒）×25】→72℃ 7 分、1251-1614 は 95℃ 2 分→【（95℃ 30 秒→55℃ 
60秒→72℃ 40秒）×25】→72℃ 7分で行った。αの1192-1527は95℃ 2分→【（95℃ 
30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 43 秒）×25】→72℃ 7 分で、1290-1527 は 95℃ 2 分→
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【（95℃ 30 秒→55℃ 60 秒→72℃ 42 秒）×25】→72℃ 7 分で行った。βの
1201-1614にはb1450FとC-CMV-24を、1251-1614にはb1450FとC-CMV-24
のプライマーをそれぞれ用いた。αの 1192-1527 には a1355F と C-CMV-24 を、
1290-1527 には a1355F と C-CMV-24 のプライマーをそれぞれ用いた。挿入された
DNA 断片の数を調べるために、プラスミド DNA を精製した後、制限酵素で切断した。
βの 1201-1614 と 1251-1614 には BglII を、αの 1192-1527 と 1290-1527 には
EcoRI を用いた。塩基配列は 2-2-1 項と同じように解析した。 
 
2-3. トランスフェクション用プラスミドDNAの精製 
 100 µg/mL の Ampicillin（SIGMA-Aldrich）を含む 25 mL の LB 液体培地で一昼
夜培養した後、PureLink® HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit（Invitrogen）を用い
て精製した。 
 
2-4. HEK293 細胞へのトランスフェクション 
 蛍光観察には、35 mm Glass Bottom dish（MATSUNAMI）に培養した細胞を用い
た。細胞は、2 mLの培地にHEK293細胞を２.0× 105 cells 加え、37℃、5% CO2で
約 24時間培養した。無血清培地のOPTi-MEM®（gibco）を 97 µL 入れたチューブに
FuGENE6（Promega）を 3 µL 加え、混合した。1.0 µg 程度のプラスミドDNAを加
えて混合した後、室温で 15分間静置した。混合液を細胞が剥がれないように培地に滴
下し、ゆっくりと混和した。37℃、5% CO2で約 24時間培養した後、顕微鏡観察を行
った。 
 タンパク質精製には、6 well plate（BMBio）に培養した細胞を用いた。細胞は、2 mL
の培地にHEK293細胞を 4.5× 105 cells 加え、37℃、5% CO2で約 24時間培養した。
無血清培地のOPTi-MEM®を 100 µL入れたチューブに3.0 µg程度のプラスミドDNA
を加え、混合した。2 mg/mL PEI を 7.8 µL 加えて混合した後、室温で 15分間静置し
た。混合液を細胞が剥がれないように滴下し、ゆっくりと混和した。約 4時間後に培地
交換を行い、37℃、5% CO2で約 48時間培養した。 
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2-5. 顕微鏡観察 
 細胞核内の蛍光像の観察には LSM（OLYMPUS の FV3000）を用いた。40 倍の対
物レンズを使用した。 
 核膜の透過性処理と RNA の分解を行った細胞と、Topo IIα と βの CTD 交換変異
体の観察には、蛍光顕微鏡（ZEISS の Axiovert 135 TV）と CCDカメラ（WRAYMER
の FLOYD）を用いた。40倍の対物レンズを使用した。蛍光顕微鏡とCCDカメラの接
続には 0.35 倍のアダプターを使用した。観察する際、培地の温度が低下しないように、
パネル型のガラスヒーターで保温した。 
 HEK293 細胞の核膜の透過性処理と RNA の分解は次の手順で行った。Digitonin 溶
液［20 mM HEPS-KOH、pH 7.3、110 mM KOAc、5 mM MgCl2、2 mM DTT（ナ
カライテスク）、50 ng/µL Digitonin（Promega）］と、Digitonin 溶液からDigitonin
のみを除いたDigitonin -溶液、RNase A 溶液［50 mM HEPS-NaOH、pH 7.4、120 
mM NaCl、10 mM MgCl2、0.4 µg/µL RNase A（SIGMA-Aldrich）］と、RNase A
溶液からRNase A のみを除いたRNase A -溶液をそれぞれ調製し、37℃に温めてか
ら使用した。培地を除去してDigitonin -溶液で細胞表面を洗浄した後、Digitonin 溶液
を加え、37℃、5% CO2で 5 分間静置した。Digitonin 溶液を除去し、RNase A 溶液
またはRNase A -溶液を加え、37℃、5% CO2で 20分間静置した。 
 
2-6. HEK293 細胞由来の total RNAの調製 
 HEK293 細胞由来の total RNA は、細胞密度が 80～90%になるまで培養した 100 
mm dish から TRIZOL® Reagent（Invitrogen）を用いて精製した。アスピレーターを
用いて培地を取り除き、37℃で温めておいた PBS で洗浄した後、6 mL の TRIZOL 
Reagent を加え、ピペッティングで細胞を懸濁した。細胞懸濁液を 15 mLの遠心チュ
ーブに移した後、室温で 5分間静置した。6本の 2 mL tube に約 1 mLずつ分注し、
500 µL のクロロホルムを加えて 15秒間激しく振り混ぜた後、室温で 2～3分間静置し
た。冷却遠心機（4℃）を用いて 12,200× g で 15分間遠心し、水層を 1.5 mL チュー
ブに移した。水層と等量のクロロホルムを加え、30秒間振り混ぜた後、19,800× g で
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1 分間遠心した。水層を 1.5 mL チューブに移し、500 µL のイソプロピルアルコール
を加え、室温で 10 分間静置した。22,700× g で 10 分間遠心した。上清を取り除き、
1 mLの 75％エタノールを加え、冷却遠心機を用いて 22,700× g で 5分間遠心した。
上清を取り除きペレットを室温で 5～10 分間風乾した。ペレットに DEPC 処理水
（NIPPON GENE）を加え、57.5℃で 10分間静置した。NanoVue Plus（GE Healthcare）
とQubit® 2.0 Fluorometer（Invitrogen）を用いて純度と濃度を測定し、DNA LoBind 
1.5 mL tube（Eppendorf）に分注した後、-80℃で保存した。Qubit® 2.0 Fluorometer
による測定にはQubit® RNA HS Assay Kit（Invitrogen）を用いた。 
 DNase I（SIGMA-Aldrich）によるDNAの除去は次のように行った。10 µL の反応
溶液（7.5 µg RNA、1× DNase I Reaction Buffer、1 unit DNase I）を調製し、室温
で 15分間反応した。反応後、50 mM EDTAを 1 µL 加え、70℃で 10分間反応した後
すぐに氷上に移し、10分間静置した。等量のクロロホルムを加えて 30秒間振り混ぜた
後、冷却遠心機を用いて 19,800× g で 1分間遠心した。水層を 1.5 mL チューブに移
した。水層の 1/10 量の 3M NaOAc（pH 5.2）を加えて混和し、さらに水層の 2.5 倍
量の 100％エタノールを加えて転倒混和した後、-80℃で 20分間静置した。22,700× g
で 10分間遠心した後、上清を除去し、100％エタノールの 1.5～2倍量の 70％エタノ
ールを加え、22,700× g で 5分間遠心した。上清を除去し、室温で約 10分間風乾した
後、DEPC 処理水を加えて溶解した。Qubit® 2.0 Fluorometer と Qubit® RNA HS 
Assay Kit で定量して分注した後、-80℃で保存した。 
 RNAの電気泳動は次のように行った。1× MOPS Buffer［20 mM MOPS（ナカラ
イテスク）、pH 7.0、5 mM CH3COONa・3H2O、1 mM EDTA・2Na］にHEK293 total 
RNA、0.04 mM formaldehyde、0.25 mM formamide を加え、33% Sucrose、0.83 
mM EDTA、0.2% BPBになるように loading dye を混合した。65℃で 20分間反応し
た後すぐに氷上に移し、5分間静置した。RNAの電気泳動には1 µLのGel Red（Biotium）
を加えた 25 mLのホルムアルデヒド変性アガロースゲル［1.2% agarose S（NIPPON 
GENE）、1× MOPS Buffer、1.8 M formaldehyde］と、1× MOPS Buffer を使用し
た。ゲルの撮影は FAS-V（NIPPON Genetics）で行った。 
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 DNase I によって DNA が分解除去されているか、次の手順で確認した。HEK 293 
total RNAを含む溶液が 10 µL になるように 16 µg の RNase A を加え、55℃で 30
分間反応した。反応後、2 µLのStop solution［4% SDS、20% Sucrose、0.5 mM EDTA、
0.13% BPB、2.38 µg Proteinase K（Roche）］を加え、さらに 55℃で 1時間反応し
た。電気泳動は、25 mLの 1× TBE に対してGel Red を 1 µL 加えた 1.2%のアガロ
ースゲルと 1× TBE と、25 mL の 1× MOPS Buffer に対してGel Red を 1 µL 加えた
ホルムアルデヒド変性1.2%アガロースゲルと1× MOPS Bufferの両方を用いて行った。 
 
2-7. Topo II assay に使用するDNAの調製 
 超らせん型の pUC18は、PureLink® HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit を用いて
精製した。精製した pUC18は、Gel Red を加えた 0.7%アガロースゲルと 1× TBE を
使って電気泳動した。 
 直鎖型の pUC18は、次の手順で調製した。SmaI で pUC18を切断した後、SDS/PK 
溶液（0.67% SDS、0.2 µg/µL proteinase K）を加え、55℃で 1時間反応した。その
後、等量のフェノール : クロロホルム : イソアミルアルコール［（25：24：1）（ナカ
ライテスク）］を加え、30秒間振り混ぜた。冷却遠心機（4℃）を用いて 19,800× g で
1分間遠心した。水層を 1.5 mL チューブに移し、等量のクロロホルムを加え、30秒間
振り混ぜた。19,800× g で 1 分間遠心した後、水層を 1.5 mL チューブに移し、等量
のクロロホルムを加え、30秒間振り混ぜた。19,800× gで1分間遠心し、水層を1.5 mL
チューブに移した。水層の 1/10 量の 3M NaOAc（pH 5.2）を加えて混和し、さらに
水層の 2.5 倍量の 100％エタノールを加えて転倒混和した後、-80℃で 20 分間静置し
た。22,700× g で 10分間遠心した後、上清を除去し、100％エタノールの 1.5～2倍
量の 70％エタノールを加えて 22,700× g で 5分間遠心した。上清を除去した後、室温
で約 10分間風乾し、TE Buffer で溶解した。得られたDNAは、Gel Red を加えた 0.7%
のアガロースゲルと 1× TBE を使って電気泳動した。 
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2-8. 組換えタンパク質の精製 
 組換えタンパク質の精製はOnoda らの方法に従って行った（Onoda et al., 2014）。
まず、磁性ビーズ［DynaBeads® Protein G（Invitrogen）］に抗体を結合させた。1.5 
mL 丸底チューブに 80 µL のビーズ溶液を加え、マグネティックスタンドを用いて保存
溶液を除去した。800 µL の PBS洗浄液［PBS、0.1% Tx-100（SIGMA-Aldrich）］で
ビーズを２回洗浄した後、200 µL の PBS洗浄液で懸濁した。40 µg の FLAG M2 抗
体（SIGMA-Aldrich）を加え、Rotary mixer（BIO CRAFT）で攪拌しながら 4℃で 1
時間反応した。800 µL の PBS洗浄液でビーズを 2回洗浄した後、80 µL の Extraction 
buffer［50 mM HEPES-NaOH、pH 7.4、1 mM EDTA、500 mM NaCl、0.1% NP-40 
（片山化学工業株式会社）、1× PIC（Roche）、1 mM DTT］で懸濁し、使用するまで
氷上に静置した。次に、発現プラスミドをトランスフェクションした細胞から、細胞抽
出液を調製した。培地を取り除いて、2 mLの PBSで２回細胞の表面を洗った後、プレ
ートを氷上に移し、250 µL の Extraction buffer を加えた。ラバーポリスマンで細胞
をかき集め、1.5 mL tube に全量移し入れた。再び 250 µL の Extraction buffer を加
えて残った細胞を回収した。氷上で 10分おきにチューブを 5回転倒混和しながら、30
分間静置した。冷却遠心機（4℃）を用いて 22,700× g で 10分間遠心して、可溶性画
分を得た。得られた可溶性画分を抗体が結合したビーズに加えた後、Rotary mixer で
攪拌しながら、4℃で約2時間反応した。非結合画分を除去した後、800 µLのExtraction 
buffer で 3 回洗浄した。ビーズからタンパク質を溶出する場合には、洗浄後のビーズ
に 80 µL の Peptide solution［150 ng/µL 3× FLAG peptide（SIGMA-Aldrich）、
50 mM Tris-HCl、pH 8.0、120 mM KCl、10 mM MgCl2、0.5 mM EDTA、1× PIC、
1 mM DTT］を加えた。5分おきにタッピングで混和しながら氷上で 30分間の静置し
た後、溶出画分を回収した。得られたタンパク質溶液は分注して液体窒素で急速凍結し
た後、-80℃で保存した。ビーズにタンパク質を結合させたまま使用する場合には、洗
浄後のビーズにBeads storage buffer（50 mM Tris-HCl、pH 8.0、120 mM KCl、
10 mM MgCl2、0.5 mM EDTA、50% Glycerol、1× PIC、1 mM DTT）を加えて懸
濁した後、分注して-80℃で保存した。精製したタンパク質の量と純度は、SDS-PAGE
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で評価した。量を振ったBSA（Thermo Scientific Pierce）と並べて泳動した後、CBB 
Stain one（ナカライテスク）で染色した。Image J（Rasband, W.S. 1997-2018）
を用いたバンドデンシトメトリーによってタンパク質を定量した。 
 
2-9. Relaxation assay 
 Relaxation assay は、Onoda らの方法に従って行った（Onoda et al., 2014）。10 ng
の超らせん型pUC18を含むTopo II反応液［50 mM Tris-HCl、pH 8.0、120 mM KCl、
10 mM MgCl2、0.5 mM EDTA、300 ng BSA（TaKaRa）、0.5 mM ATP、1 mM DTT］
に 10 µL になるように酵素を加え、30℃で 30分間反応した。2 µL の Stop solution
を加えた後、55℃で 1 時間反応した。電気泳動には 1% SeaKen GTG agarose gel
［SeaKen GTG agarose（Lonza）］と 1× TBE を用いた。DNAは、Gel Red で後染
めして検出した。 
 HEK293 細胞由来の total RNA を加えた酵素反応では、反応の後、1 µL の
SDS/RNase A solution（8% SDS、6.4 µg RNase A）をまず添加して、55℃で 20
分間反応した。その後、1 µL の PK Solution（33% Sucrose、0.83 mM EDTA、0.2% 
BPB、1.98 µg Proteinase K）を加えて、さらに 55℃で 1時間反応した。 
 rA30または rG30を加えた酵素反応では、反応の後、2 µL の Stop solution を加えて
55℃で 1時間反応した。 
 
2-10. Catenation assay 
 Catenation assay は、Kawano らの方法に従って行った（Kawano et al., 2016）。
H1.0（New England Biolabs）を用いた酵素反応では、50 ng 超らせん型 pUC18と
H1.0 を含む 10 µL の Topo II 反応液を調製し、30℃で 30分間反応した。10、20、
40 ng の H1.0 を用いた。反応の後、2 µL の Stop solution を加え、55℃で 1時間反
応した。1% SeaKen GTG agarose gel と 1× TBE を用いた電気泳動で、ウェルに溜
まるCatenane を検出した。DNAは、Gel Red で後染めした。 
 PEG（SIGMA-Aldrich）を用いた酵素反応では、50 ng 超らせん型 pUC18と PEG
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を含む 10 µL の Topo II 反応液を調製し、30℃で 30 分間反応した。PEG は、1、5、
10%になるように加えた。DNAは 25 mL の 1× TBE に対して 1 µL の Gel Red を含
む 1% SeaKen GTG agarose gel と 1× TBE で電気泳動を行い、先染めで検出した。 
 
2-11. DNA-binding assay 
 DNA-binding assay は、Onoda らの方法に従って行った（Onoda et al., 2014）。
100 fmol の FLAG-Topo IIα が結合したビーズと 5 ng の超らせん型 pUC18を、ATP
を含まない 10 µL の Topo II 反応液中で混合し、30℃で 30 分間反応した。HEK293
細胞由来の total RNAは、5、50、500 ng 加えた。反応の後、マグネティックスタン
ドを用いて上清（非結合画分）とビーズ（結合画分）に分けた。ビーズは 10 µL の DNA
を含まない Topo II 反応液で懸濁した。各画分に 1 µL の SDS/RNase A solution を添
加し、55℃で 20 分間反応した後、1 µL の PK Solution を加えて、さらに 55℃で 1
時間反応した。1% SeaKen GTG agarose gel と 1× TBE を用いた電気泳動を行った
後、DNAを Gel Red による後染めで検出した。DNAバンドの定量には Image J を用
いた。非結合画分に検出された超らせん型の DNA バンドを定量し、結合率は 100% -
（非結合画分/基質）×100で算出した。 
 直鎖型の pUC18との結合反応は次のように行った。ATPを含まない 10 µL の Topo 
II 反応液中で 2 ng の直鎖型 pUC18と 30℃で 30分間反応した。上清とビーズに分け
た後、DNAを含まない Topo II 反応液でビーズを懸濁した。それぞれに 2 µL の Stop 
solutionを加えた後、55℃で1時間反応した。1% SeaKen GTG agarose gelと1× TBE
を用いた電気泳動を行った後、DNAを Gel Red による後染めで検出した。Image J を
用いて各画分の直鎖型DNAバンドを定量し、結合率は（結合画分/基質）×100で算出
した。 
 
2-12. Decatenation assay 
 kDNAを用いたDecatenation assay では 100 ng kDNA（Inspiralis）を含む 10 µL
の Topo II 反応液を調製し、30℃で 30分間反応した。反応後、2 µL の Stop solution
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を加え、55℃で 1時間反応した。DNAは Gel Red を含む 1% SeaKen GTG agarose 
gel と 1× TBE で電気泳動を行い、先染めで検出した。  
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3. 結果 
 
3-1. Topo IIα の核小体局在に関わる領域の同定 
 αの核小体局在に関わる領域を同定するにあたり、CTD（1192-1527）に着目した
様々な変異体の間期細胞核内における核内局在を観察した（Fig. 7）。本研究では、
Kawano らに準じてCTDを定義した（Kawano et al., 2016）。まず、WTを発現させ
た細胞を観察した。DIC 像から、細胞質、核質、核小体を明瞭に区別できる（Fig. 8）。
EGFP 像では、核全体に蛍光シグナルが認められ、核小体に強い蛍光シグナルが認めら
れた（Fig. 8）。次に、CTDを発現させた細胞を観察した。DIC 像から、細胞質、核質、
核小体を明瞭に区別できる（Fig. 8）。EGFP像では、WTと同じように核全体に蛍光シ
グナルが認められ、核小体に強い蛍光シグナルが認められた（Fig. 8）。これらの結果か
ら、本実験においても、WT と同じように CTD のみでも間期細胞核内の核質と核小体
に局在することが示された。 
 αの CTDに核小体局在に関わる領域が存在することが示唆されたため、CTDを分割
した変異体（Fig. 7）の局在観察を行って、その同定を試みた。1192-1289 の EGFP

Figure 7. C末端側にEGFPタグを付加したTopo IIα変異体 
　NLS : nuclear localization signal 
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像では核全体に蛍光シグナルが認められ、核小体に強い蛍光シグナルが認められた（Fig. 
8）。一方、1290-1527 の EGFP像では、核全体に蛍光シグナルが認められたが、核小
体に明瞭な蛍光シグナルが認められなかった（Fig. 8）。これらの結果から、α の
1192-1289 領域のみで間期細胞核内の核小体に局在することが示された。 
 さらに、WTから 1192-1289 領域を欠いたΔ1192-1289 の細胞核内局在を観察し
た。Δ1192-1289 の EGFP像では、核質に蛍光シグナルは認められたが、核小体には

Figure 8. Topo IIα変異体の細胞核内局在の観察  
　 C末端側にEGFPタグを付加したTopo IIαの各種変異体を一
過的に発現させたHEK293細胞の画像を示している。画像は共
焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて撮影した(40倍の対物レンズ、
3倍のデジタルズーム)。EGFPは蛍光像を、DICは微分干渉像を
示している。矢じりは核小体を示している。スケールバーは5 
µmを示している。 
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蛍光シグナルがほとんど認められなかった（Fig. 8）。以上の結果から、α の核小体局
在に 1192-1289 領域が関わっていることが明らかになった。 
 
3-2. Topo IIα の核小体局在におけるRNAの関与 
 核小体には RNA が豊富に含まれている。アイソザイムであるβの核小体局在には、
RNAとの相互作用が関わっていることが報告されている（Onoda et al., 2014）。した
がって、α の核小体局在にも RNA が関与しているのではないかと考えた。そこで、
Onoda らと同様に Digitonin で核膜の透過性処理を行った後、RNA を分解し、αの核
小体局在に変化が認められるか観察した。 
 まず、無処理の細胞を観察した（Fig. 9A）。明視野像から、細胞質、核質、核小体が
明瞭に区別できる。WTの EGFP像では、核全体に蛍光シグナルが認められ、核小体に
強い蛍光シグナルが観察された。1192-1289 でも同じような蛍光シグナルの局在パタ
ーンが観察された。次に、Digitonin で核膜の透過性処理を行った細胞を観察した。明
視野像では核が膨張し、丸くなったが、それ以外の変化は認められなかった。WT の
EGFP 像では、核質の蛍光シグナルの強度が部分的に低下したが、核小体の蛍光シグナ
ルの強度は変化しなかった。1192-1289 の EGFP像では、核膜の周辺に点在する蛍光
シグナルが観察されるようになったが、核小体の蛍光シグナルの強度は変化しなかった。
さらに、RNase A で RNAを分解除去した細胞を観察した。明視野像では核小体の縮小
が認められた。WTと 1192-1289 の EGFP像では、ともに核小体の蛍光シグナルの消
失が観察された。核膜の透過性処理と、さらに RNA を分解除去した際、核小体に強い
蛍光シグナルが認められる細胞の割合を調べた（Fig. 9B）。核膜の透過性処理のみでは、
WTは 67.8%、1192-1289は 74.5%であった。RNAを分解除去すると、WTは 7.1%、
1192-1289 は 19.9%にまでそれぞれ低下した。これらの結果から、α の核小体局在
に RNAが関わっていると考えられる。また、αの 1192-1289 が RNAと直接的、ま
たは間接的に相互作用している可能性が示唆された。 
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Figure 9. 核膜の透過性処理とRNA分解による核小体局在の変化 
A.  C末端側にEGFPタグを付加したTopo IIαの各種変異体を一過
的に発現させたHEK293細胞の画像を示す。画像は蛍光顕微鏡で
観察し、CCDカメラを用いて撮影した（40倍の対物レンズ、
0.35倍の接続アダプター ）。EGFPは蛍光像を、Bright fieldは
明視野像を示している。矢じりは核小体を示している。スケール
バーは5 µmを示している。 
B.  核小体への局在が認められた細胞の割合を示す。 
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3-3. Topo II assay に使用するHEK293細胞由来の total RNA 
 HEK293 細胞から精製した RNA の純度や、含まれる分子種を電気泳動で分析した
（Supplementary Fig. S10）。まず、精製したRNAをホルムアルデヒド変性アガロー
スゲルで電気泳動した。未成熟な rRNA、28S rRNA、18S rRNAのバンドが認められ
た（Supplementary Fig. S10A）。DNase I 処理によるRNAのバンドパターンに変化
は認められなかった。次に、DNase I によってゲノムDNAが分解除去されているか調
べるために、アガロースゲル電気泳動を行った。アガロースゲルの中央あたりにみられ
るスメアーはRNase A 処理で消失したため、RNAだと考えられる（Supplementary 
Fig. S10B）。DNase I 処理したサンプルには、アガロースゲル上部のスメアーが認めら
れなかったことから、ゲノムDNAが除去されたRNAを得ることができた。 
 
3-4. Topo II assay に使用する pUC18 DNA 
 精製した超らせん型の pUC18（2686 bp）をアガロースゲル電気泳動で分析した。
DNAマーカーの 2027 bp 付近に超らせん型（I 型）が、4361 bp 付近に開環状DNA
（II 型）が認められた（Supplementary Fig. S11A）。I 型に対して II 型の割合が十分に
低いことから、酵素反応に使用できるDNAが得られた。 
 直鎖型（III 型）の pUC18 をアガロースゲル電気泳動で分析すると、DNA マーカー
の 2322 bp 付近に単一のバンドが認められた（Supplementary Fig. S11B）。DNA結
合反応に使用できるDNAが得られた。 
 
3-5. Topo II assay に使用する Topo IIα の精製 
 精製したタンパク質の SDS-PAGE を行い、純度を分析した（Supplementary Fig. 
S12）。N末端側にFLAGタグを付加したWTは約174.8 kDa、ΔCTDは約141.7 kDa、
1-1289 は約 148.9 kDa、Δ1192-1289 は約 164 kDa である（Fig. 10A）。FLAG ペ
プチドで溶出した各タンパク質のバンドは、推定される分子量付近の分子量マーカーの
位置に認められた。また、それぞれ単一のバンドであったため、純度の高いタンパク質
が得られた（Supplementary Fig. S12A）。同じように、磁性ビーズ上に固定化したタ
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ンパク質も単一のバンドであったので、純度の高いタンパク質が得られたと考える
（Supplementary Fig. S12B）。分子量マーカーの 60 kDa と 50 kDa の間のバンドは
抗 FLAG抗体のHeavy chain である。N末端側に FLAGタグ、C末端側に EGFPタグ
を持つCTDは約 66.5 kDa、1192-1289 は約 40.6 kDa で、FLAG タグと EGFP タ
グのみの FLAG-EGFP は約 29.3 kDa である（Fig. 10B）。推定される分子量付近の分
子量マーカーの位置に単一のバンドが認められたので、純度の高いタンパク質が得られ
た（Supplementary Fig. S13）。分子量マーカーの 25 kDa と 22 kDa の間のバンド
は抗 FLAG抗体の Light chain である。 
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Figure 10. Topo II assayに使用したTopo IIαの変異体 
　 NLS : nuclear localization signal 
A. FLAG-Topo IIαの変異体を示す。 
B. FLAG-Topo IIα-EGFPの変異体を示す。 
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3-6. 精製した Topo IIα の弛緩反応に基づく酵素活性 
 精製した FLAG-Topo IIα の様々な変異体の試験管内酵素活性を、超らせん型 DNA
の弛緩の程度を指標とした Relaxation assay で解析した。WT では、酵素量が十分に
多いため、超らせん型DNAのほとんどが弛緩した（Fig. 11）。酵素量を 2倍希釈系列
で減少させると、弛緩したDNAが減少して超らせん型DNAが増加し、7.5 fmol 以下
で超らせん型 DNA が有意に認められるようになった。ΔCTD や 1-1289、
Δ1192-1289 でも同じようなバンドパターンの変化が観察された。ΔCTD では 30 
fmol 以下から超らせん型 DNA のバンドが出現し始め、7.5 fmol ではっきりと超らせ
ん型DNAが認められた。1-1289 では 3.8 fmol 以下で超らせん型DNAが有意に認め
られるようになった。Δ1192-1289 では 15 fmol 以下で超らせん型DNAのバンドが
認められ始め、7.5 fmol ではっきりと超らせん型DNAが認められた。これらの結果は、
今回精製した酵素に十分な活性があることを示す。また、弛緩反応に基づく酵素活性に
極端に大きな差は認められなかった。 
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Figure 11. Topo IIα 変異体を使ったRelaxation assay 
　 Topo IIα 変異体の超らせん型DNAの弛緩パターンの変化をアガ
ロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNA、IIは開環状DNAを
示している。Sは基質であるpUC18を示している。反応させた酵素は
120 fmolからの２倍希釈列を使用した。 
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3-7. HEK293 細胞由来の total RNAの Topo IIα の酵素活性への影響 
 間期細胞核内において、核小体に局在するαの酵素活性が抑制されていることが示さ
れている（Agostinho et al., 2004）。3-2 項の結果から、RNAがαの核小体局在に関
わることが示されたことから、酵素活性の抑制に RNA が関わっている可能性が考えら
れた。そこで、RNA存在下で Relaxation assay を行い、RNAが酵素活性に及ぼす影
響について解析した。 
 Fig. 11 から、WTと全ての変異体において、60 fmol 以上の時に超らせん型DNAが
認められず、弛緩したDNAのパターンがほとんど変化しないことから、60 fmol の酵
素を用いることにした。WTでは、RNA 非存在下では弛緩したDNAが観察され、超ら
せん型DNAは認められなかった（Fig. 12）。反応溶液にHEK293細胞由来の total RNA
の量を変えて加えていくと、100 ng で超らせん型DNAが出現し始め、1000 ng で超
らせん型DNAが有意に認められるようになった。この結果から、WTの酵素活性がRNA
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Figure 12. Topo IIα 変異体の酵素活性に対するRNAの影響 
　HEK293細胞由来のtotal RNAによるTopo IIα 変異体の超らせ
ん型DNAの弛緩パターンの変化をアガロースゲルを用いて解析し
た。Iは超らせん型DNA、IIは開環状DNAを示している。Sは基質
であるpUC18を示している。酵素は60 fmol使用した。HEK293
細胞由来のtotal RNAは10、100、1000 ng加えた。 
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によって抑制されることが明らかになった。 
 驚くべきことにΔCTDでは、100 ng 以上のRNAを加えても超らせん型DNAは認
められなかった（Fig. 12）。この結果は、CTDが RNAによる酵素活性の抑制に関わっ
ていることを示している。3-2 項の結果から、CTD内の 1192-1289 領域とRNAとの
相互作用が示唆された。そこで、1192-1289 領域が RNA による酵素活性の抑制に関
わっているかどうか調べた。1-1289 では、100 ng 以上の RNA を加えた際に超らせ
ん型DNAがはっきりと認められた。一方、Δ1192-1289 では RNAを加えても超らせ
ん型DNAは認められなかった。これらの結果から、RNAによるαの酵素活性の抑制に
1192-1289 領域が深く関わっていることが明らかになった。 
 
3-8. 合成ポリリボヌクレオチドの Topo IIα の酵素活性への影響 
 ヒトの α の酵素活性がグアニンのみのホモリボポリマーで抑制されることが報告さ
れている（Park et al., 2008）。3-7 項と同じように、このホモリボポリマーによる酵
素活性の抑制に、CTD の 1192-1289 領域が関わっているかどうか解析した。本実験
では、Gが 30個並んだ rG30と Aが 30個並んだ rA30の 2種類を使用した。 
 WT では rG30を増加させるにしたがって弛緩途中のバンドが現れ始めた。500 fmol
加えたところで超らせん型 DNA のバンドが現れ始め、800 fmol 以上では超らせん型
DNAのみがはっきりと観察された（Fig. 13A）。この結果は rG30でもαの酵素活性が抑
制されたことを意味する。ΔCTD では rG30 を 400 fmol 加えたところで弛緩された
DNA のバンドパターンに変化が認められ始めた。さらに 600 fmol を加えたところで
超らせん型DNAが現れ始め、1000 fmol 以上では超らせん型DNAがはっきりと認め
られた。この結果は、ΔCTD が WT に比べて rG30の影響を受けにくいことを示唆して
いる。1-1289ではrG30を400 fmol加えたところで超らせん型DNAが認められ始め、
さらに 600 fmol 以上では超らせん型 DNA がはっきりと観察された。Δ1192-1289
では rG30を 400 fmol 加えたところで弛緩されたDNAのバンドパターンに変化が認め
られ始め、さらに 500 fmol 加えたところで超らせん型DNAが現れ始めた。700 fmol 
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Figure 13. Topo IIα 変異体の酵素活性に対するrG30とrA30の影響 
　 rG30またはrA30によるTopo IIαの超らせん型DNAの弛緩パター
ンの変化をアガロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNA、
IIは開環状DNAを示している。Sは基質であるpUC18を示している。
酵素は60 fmol使用した。 
A. rG30を用いた超らせん型DNAの弛緩パターンの変化を示す。 
rG30は100から1400 fmolを100 fmol刻みで加えた。 
B. rA30を用いた超らせん型DNAの弛緩パターンの変化を示す。 
rA30は100、500、1000、1400 fmol加えた。 
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以上ではっきりと超らせん型DNAが観察されるようになった。以上の結果は、WTと 
同じように全ての変異体の酵素活性が程度に差はあるものの rG30 により抑制されるこ
とを示している。1-1289 は WT とほぼ同程度に抑制され、ΔCTD や Δ1192-1289
は WT よりも抑制されにくい。これらの抑制効果の傾向は、3-7 項の HEK293 細胞由
来のtotal RNAによる抑制効果と似ていた。rA30の酵素活性への影響を解析したところ、
WTと全ての変異体の酵素活性はrA30の量を増加させても抑制されなかった（Fig. 13B）。
今回得られたWTの結果は Park らの結果と矛盾しない（Park et al., 2008）。 
 
3-9. Topo IIα の超らせん型DNAへの結合量に及ぼすRNAの影響 
 αの酵素活性が RNA 存在下でどのように抑制されるのか明らかにするために、酵素
反応の第一ステップであるDNA結合に対するRNAの影響について解析した。 
 WTでは、RNA非存在下で加えた超らせん型DNAが結合画分に全て認められた（Fig. 
14A）。RNAを加えると、RNAの量が増加するにしたがって結合画分の超らせん型DNA
が減少し、非結合画分に超らせん型 DNA が認められるようになった。結合した超らせ
ん型DNAの割合を定量してグラフ化すると、RNAの量に依存して減少していることが
分かった。また、RNAを 500 ng 加えたところではほぼ 0%になった（Fig. 14B）。WT
と同じように、1-1289 では、RNA非存在下で加えた超らせん型DNAが結合画分に全
て認められた（Fig. 14A）。RNA を加えると、RNA の量に依存して非結合画分に超ら
せん型 DNA が認められるようになった。結合した超らせん型 DNA の割合を定量して
グラフ化すると、WT と同様に加えた RNA の量が増加するにしたがって減少している
ことが分かった（Fig. 14B）。これらの結果から、WTと 1-1289 は RNA存在下でDNA
との結合が阻害されることが明らかになった。 
 ΔCTD では、RNA 非存在下で加えた超らせん型 DNA が非結合画分と結合画分の両
方に認められた（Fig. 14A）。WTや 1-1289 とは異なり、RNAを加えても、結合画分
の超らせん型 DNA のバンドの顕著な減少は認められなかった。結合した超らせん型
DNAの割合を定量してグラフ化すると、加えるRNAの量を増やしても顕著な減少が認
められないことが分かった。（Fig. 14B）。 
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 以上の結果から、αの 1192-1289 領域にRNAが作用することで、超らせん型DNA
の結合を抑制していることが考えられた。  

Figure 14. RNAによる超らせん型DNAの結合量の変化 
A.  結合画分と非結合画分に含まれるDNAをアガロース
ゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNA、IIは開環状
DNA、IIIは直鎖型DNAを示している。Sは基質である
pUC18を示している。酵素は100 fmol使用した。
RNAとしてHEK293細胞由来のtotal RNAを5、50、
500 ng加えた。 
B.  非結合画分の超らせん型DNA量をImage Jで定量し、
結合画分に含まれるDNAの割合を算出した。実験は3回
行い、平均と標準偏差をグラフで表した。 
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3-10. Catenation 反応におけるCTDの役割 
 αの CTDが有する直鎖型DNAに対する結合能が、効率的なCatenane 形成に関わ
っていることが報告されている（Kawano et al., 2016）。そこで、αのCTD欠質変異
体の Catenane 形成効率を比較し、CTD 内に Catenane 形成に関わる領域が存在する
か検証した。 
 H1.0 を用いたCatenation 反応では、超らせん型DNAがH1.0 により凝集し、DNA
同士が物理的に接近する（Fig. 15A）。そこに α が近接してとどまることによって
Catenane が形成される（Kawano et al., 2016）。WT では、H1.0 の量に依存して
Catenane の形成が認められた。一方、ΔCTDでは、Catenane の形成が認められなか
った（Fig. 16A）。この結果はKawano らの報告と相違ない（Kawano et al., 2016）。
1-1289 では H1.0 の量を増やしていくと、WTと同じように Catenane の形成が認め
られた（Fig. 16A）。Δ1192-1289 では、H1.0 の量を増やしていくと、わずかながら
Catenane の形成が認められたが、WT や 1-1289 と比べると顕著な差が認められた。
これらの結果から、CTD の 1192-1289 領域が Catenane 形成に関わる主たるドメイ
ンであることが分かった。 
 H1.0 によるCatenation assay では、凝集したDNAに酵素が近接してとどまること
によって、効率的な Catenane 形成が起こる。PEG は高分子クラウディング効果を持
つため、擬似的に DNA の凝集と、凝集した DNA への酵素の近接を再現できる。そこ
で、1192-1289 領域による効率的な Catenane の形成が、凝集した DNA に近接して
とどまることによるものか解析するために、PEG存在下でCatenation assay を行った
（Fig. 15B）。WTでは、PEGの濃度を増加させていくと、Catenane の形成が認めら
れた（Fig. 16B）。ΔCTDや 1-1289、Δ1192-1289 でも同じように、PEGの濃度に
依存してCatenane の形成が認められた。 
 以上の結果から、αの効率的なCatenane の形成に、1192-1289 領域が関わってい
ることが明らかになった。また、1192-1289 の領域に DNA 結合能が存在することが
示唆された。 
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3-11. Topo IIα の CTDに対する直鎖型DNAの結合能 
 α の 1192-1289 領域が DNA 結合能を有しているかどうか、DNA-binding assay
で調べた。FLAG タグと EGFP タグのみの FLAG-EGFP では、結合画分に認められる
DNA のバンドはほんのわずかだった（Fig. 17A）。DNA のバンドを定量すると、結合
したDNAの割合は3.4%で、非特異的なDNAの結合はないことが示された（Fig. 17B）。

Figure 15. Catenation assayの原理と凝集因子の作用 
　H1.0（A.）とPEG（B.）を用いた Catenation assay
の原理の概要を図示した。 
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CTDでは結合画分に有意にDNAのバンドが認められ、結合したDNAの割合は 71.8%
だった（Fig. 17）。1192-1289 でも、結合画分に有意に DNA のバンドが認められ、
結合したDNAの割合は 86.4%だった（Fig. 17）。これらの結果から、1192-1289 領
域が直鎖型DNAに対する結合能を有していることが明らかになった。 
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Figure 16. Topo IIα変異体を使ったCatenation assay 
A.  H1.0を用いたCatenation assayの結果を示す。酵素反応後の
DNAをアガロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNA、II
は開環状DNAを示している。Sは基質であるpUC18を示している。
酵素は100 fmol使用した。H1.0は10、20、40 ng加えた。DNA
の染色は後染めで行った。 
B.  PEGを用いたCatenation assayの結果を示す。酵素反応後の
DNAをアガロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNAを示
している。Sは基質であるpUC18を示している。酵素は100 fmol
使用した。PEGは終濃度が1、5、10%になるように加えた。
DNAの染色は先染めで行った。  
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3-12. Decatenation 反応におけるCTDの役割 
 ヒトのαのCTDを欠失させると、Decatenation 反応の効率がWTに比べて約 2倍
程度低下することが示されている（Dickey & Osheroff, 2009）。これはαのCTDが
効率的なDecatenation 反応に関わっていることを示唆している。そこでαの各種CTD
欠質変異体の Decatenation 反応の効率を比較した。基質となる kDNA は、
trypanosome Crithidia fasciculataのミトコンドリアDNAで、maxi circle に複数の

Figure 17. Topo IIαのCTDへの直鎖型DNAの結合 
A.  結合画分と非結合画分に含まれるDNAをアガロースゲルを用
いて解析した。IIIは直鎖型DNAを示している。Sは基質である直
鎖型pUC18を示している。酵素は100 fmol使用した。Bは結合
画分、UBは非結合画分を示している。 
B.  結合画分の直鎖型DNA量をImage Jで定量し、結合画分に含
まれるDNAの割合を算出した。実験は3回行い、平均と標準偏差
をグラフで表した。 
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mini circle DNAが連なった構造をとっている。このDNAは巨大分子なので電気泳動
を行ってもウェル内に留まるが、α の触媒反応によって mini circle が遊離する（Fig. 
18）。開環状と閉環状のmini circle があるため、Gel Red を含むアガロースゲル電気泳
動では 2本のバンドが検出される。 
 WTでは、酵素量が十分に存在するため、ウェル内のCatenane が減少し、mini circle
が認められた（Fig. 19）。ΔCTDではmini circle は観察されるものの、WTよりも著
しく反応の効率が低下した。これらの結果は、ヒトの結果と矛盾しない（Dickey & 
Osheroff, 2009）。1-1289 は、WT よりも強い Decatenation 活性を示した。
Δ1192-1289 は、WT よりもやや低い Decatenation 活性を示した。以上の結果をま
とめると、Decatenation 活性の強さ（反応効率）は、1-1289＞＞WT＞Δ1192-1289
＞＞ΔCTDの順であった。したがって、CTD内に kDNAを基質としたDecatenation
反応に影響する領域が存在することが示唆された。 
 
3-13. Topo IIα とβのCTD交換変異体の細胞内局在 
 αとβの核小体局在に関わる領域はCTDに存在する（Fig. 8）（Onoda et al., 2014）。
αとβの CTD を交換した場合に、それぞれの細胞内局在に影響するか、C 末端側に
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S : kDNA(10 ng) 
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Catenane 
(kDNA) 

Topo IIα 

Topo IIα 

Figure 18. Decatenation assayの原理 
　kDNAは複数のmini circleが連環し、巨大分子を構築してい
る。Topo IIαが作用すると、mini circleが脱連環する。 
 



39 

EGFP を融合させたCTD交換変異体の細胞内局在を観察した（Fig. 20）。 
 α の WT では、核小体に強い蛍光シグナルが認められた（Fig. 21）。α/βCTD の
EGFP 像では、核全体に蛍光シグナルが認められ、核小体に強い蛍光シグナルが認めら
れた（Fig. 21）。この結果は、αのCTDをβのCTDに置き換えても核小体に局在す
ることを示している。α/β1251-1614 の EGFP 像では、核質に蛍光シグナルが認め
られたが、核小体にはっきりとした蛍光シグナルは観察されなかった。この結果は、α/
βCTDの核小体局在にβのCRDが影響したことを示している。 
 β の WT の EGFP 像を観察すると、核全体に蛍光シグナルが認められ、核小体に強

Figure 19. Topo IIα変異体を使ったDecatenation assay 
　酵素反応後のDNAをアガロースゲルを用いて解析した。Sは
基質であるkDNAを示している。酵素は80、60、40、20、
10 fmolを使用した。 
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い蛍光シグナルが認められた（Fig. 21）。この結果は Onoda らの結果と相違ない
（Onoda et al., 2014）。β/αCTDの EGFP像では、核全体に蛍光シグナルが認めら
れ、核小体に強い蛍光シグナルが認められた（Fig. 21）。この結果は、βのCTDをα
のCTDに置き換えても核小体に局在することを示している。β/α1290-1527のEGFP
像では、核全体に蛍光シグナルが認められ、核小体に強い蛍光シグナルが認められた
（Fig. 21）。この結果は、β/αCTDの核小体局在にα1192-1289 以外の領域が影響
していることを示している。 
 
3-14. Topo II assay に使用する Topo II α とβのCTD交換変異体の精製 
 精製した α と β の CTD 交換変異体（Fig. 22）を SDS-PAGE で解析した 
（Supplementary Fig. S14）。βのWT は約 185.5 kDa、ΔCTD は約 138.2 kDa、

Figure 20. C末端側にEGFPタグを付加したTopo IIαとβのCTD交換変異体 
　CRD : C-terminal regulatory domain  
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α/βCTD は約 183.5 kDa、β/αCTDは約174.8 kDa、α/β1251-1614は約177.9 
kDa、β/α1290 -1527 は約 163.9 kDa である。それぞれ推定される分子量付近の分
子量マーカーの位置に単一のバンドが認められたため、純度の高いタンパク質が得られ
た（Supplementary Fig. S14）。 
  

Figure 21. Topo IIαとβのCTD交換変異体の細胞核内局在の
観察 
　 C末端側にEGFPタグを付加したTopo IIαとβのCTD交換変
異体を一過的に発現させたHEK293細胞の画像を示している。
画像は蛍光顕微鏡で観察し、CCDカメラを用いて撮影した（40
倍の対物レンズ、0.35倍の接続アダプター ）。EGFPは蛍光像
を、Bright fieldは明視野像を示している。矢じりは核小体を示
している。スケールバーは5 µmを示している。 
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3-15. 精製した Topo IIα とβのCTD交換変異体の弛緩反応に基づく酵素活性 
 精製した酵素の活性を超らせん型DNAの弛緩の程度を指標としたRelaxation assay
で解析した。α/βCTD では酵素量が十分に多いため、超らせん型 DNA が消失し、弛
緩したDNAのみが認められた（Fig. 23）。酵素量を 2倍希釈系列で減少させると、弛
緩した DNA のバンドが減少して超らせん型 DNA が現れ、15 fmol 以下では超らせん
型 DNA が顕著に認められた。同様にβのWT とΔCTD、全ての CTD 交換変異体の酵
素活性を調べた。α/β1251-1614 では 7.5 fmol 以下で超らせん型 DNAが認められ
た。βのWTでは 3.8 fmol 以下で、ΔCTDでは 1.9 fmol 以下で超らせん型DNAが
認められた。β/αCTDでは 3.8 fmol 以下で、β/α1290 -1527 では 7.5 fmol 以下
で超らせん型DNAが認められた。これらの結果は、精製したαとβのCTD交換変異
体が十分な酵素活性を有することを示している。また、酵素活性に極端に大きな差は認
められなかった。 

Figure 22. Topo II assayに使用したTopo IIαとβのCTD交換変異体 
　CRD : C-terminal regulatory domain  
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3-16. Topo IIα とβのCTD交換変異体の酵素活性に及ぼすRNAの影響 
 α と β の CTD には RNA による酵素活性の抑制に関わる領域がそれぞれ存在する
（Fig. 12）（Onoda et al., 2014）。これらの領域がCTD交換変異体でも機能するか、
RNA存在下でのRelaxation assay で解析した。 
 α/βCTDは RNA非存在下では超らせん型DNAのバンドが認められなかった（Fig. 
24）。RNAを加えると、100 ng で超らせん型DNAが認められ始め、1000 ng ではっ
きりと認められた。一方、α/β1251-1614 では 100 ng 以上のRNAを加えても超ら
せん型DNAは認められなかった（Fig. 24）。したがって、α/βCTDの RNAによる酵
素活性の抑制には、βのCRDが影響することが示された。 
  

β WT β ΔCTD 
S S 

II 

I 

β/αCTD  
S 

β/α1290-1527  
S 

II 
I 

α/βCTD  
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II 
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Figure 23. Topo IIαとβのCTD交換変異体のRelaxation assay 
　Topo IIαとβのCTD交換変異体の超らせん型DNAの弛緩パターンの
変化をアガロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNA、IIは開
環状DNAを示している。Sは基質であるpUC18を示している。酵素は
120 fmolからの２倍希釈列を使用した。 
 

120 60 30 15 7.5 3.8 1.9 120 60 30 15 7.5 3.8 1.9 fmol 

120 60 30 15 7.5 3.8 1.9 120 60 30 15 7.5 3.8 1.9 fmol 

120 60 30 15 7.5 3.8 1.9 120 60 30 15 7.5 3.8 1.9 fmol 



44 

  

S 
HEK293 total RNA  
0 S 

HEK293 total RNA  
0 

β WT β ΔCTD 

β/αCTD  β/α1290-1527  

α/βCTD  α/β1251-1614  

S 

HEK293 total RNA  

0 

S 
HEK293 total RNA  
0 

S 

HEK293 total RNA  

0 

S 
HEK293 total RNA  
0 

II 

I 

II 

I 

II 

I 

Figure 24. Topo IIαとβのCTD交換変異体の酵素活性に対する
RNAの影響 
　HEK293細胞由来のtotal RNAによるTopo IIαとβのCTD交換
変異体の超らせん型DNAの弛緩パターンの変化をアガロースゲル
を用いて解析した。Iは超らせん型DNA、IIは開環状DNAを示して
いる。Sは基質であるpUC18を示している。RNAは10、100、
1000 ng加えた。α/βCTDとα/β1251-1614は60 fmol、β
のWTとΔCTD、β/αCTD、β/α1290 -1527は30 fmol使用し
た。 
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 β のWTではRNAを 100 ng 加えたところで弛緩したDNAのバンドパターンが変
化し、1000 ng では超らせん型DNAが観察された（Fig. 24）。βのΔCTDでは 100 
ng 以上のRNAを加えても超らせん型DNAは認められなかった（Fig. 24）。これらの
結果は、Onoda らの結果と同様であった（Onoda et al., 2014）。β/αCTDでは 100 
ng 以上のRNAで超らせん型DNAが認められた（Fig. 24）。一方、β/α1290 -1527
では RNAを加えても超らせん型DNAは認められなかった。したがって、β/αCTDの
RNAによる酵素活性の抑制に、αの 1192-1289 領域が影響することが示された。 
 以上の結果から、αとβのCTDの RNAによる酵素活性の抑制機構は、アイソザイ
ム間で保存されていることが分かった。 
 
3-17. Topo IIα とβのCTD交換変異体によるCatenation 反応 
 αとβのCTDが有するDNA結合能が効率的なCatenation の形成に関わっている
ことが報告されている（Kawano et al., 2016；Kawano et al., 2020）。CTD交換変異
体においてもそれぞれのCTDが Catenation 反応に寄与するか解析した。 
 α/βCTDでは、H1.0 の量を増やしていくと、Catenane の形成が認められた。一方、
α/β1251-1614 で は 、 Catenane 形 成 の 効率が低下した。β/αCTD と
β/α1290-1527 でもH1.0 の量を増やしていくと、ウェル内に留まるCatenane の形
成が認められた（Fig. 25A）。 
 α/βCTDでは、PEGの濃度を増加させていくと、Catenaneの形成が認められた（Fig. 
25B）。α/β1251-1614 やβ/αCTD、β/α1290 -1527 でも同様に PEGの濃度を
増加させていくと、Catenane の形成が認められた。 
 以上の結果から、αとβの CTD を交換しても Catenane が形成されることが分か
った。 
 
3-18. Topo IIα とβのDecatenation 反応におけるCTDの機能 
 Decatenation 反応における α の酵素活性は、CTD を欠くことにより著しく低下す
る（Fig. 19）（Dickey & Osheroff, 2009）。一方、βではCTDを欠いても活性の低 
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Figure 25. Topo IIαとβのCTD交換変異体のCatenation assay 
A.  H1.0を用いたCatenation assayの結果を示す。酵素反応後の
DNAをアガロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNA、II
は開環状DNAを示している。Sは基質であるpUC18を示している。
酵素は100 fmol使用した。H1.0は10、20、40 ng加えた。
DNAの染色は後染めで行った。 
B.  PEGを用いたCatenation assayの結果を示す。酵素反応後の
DNAをアガロースゲルを用いて解析した。Iは超らせん型DNAを示
している。Sは基質であるpUC18を示している。酵素は100 fmol
使用した。PEGは終濃度が1、5、10%になるように加えた。
DNAの染色は先染めで行った。 
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下は認められない（Kawano et al., 2020）。これらのことは、Decatenation 反応にお
けるCTDの役割がαとβで異なっており、αではCTDがこの反応に必要であり、β
ではCTDが必要とされていないことを示唆している。そこで、αとβのCTD交換変
異体のDecatenation 反応に対するそれぞれのCTDの影響について解析した。 
 αのWTは 20 fmol 以下で、ΔCTDは 60 fmol 以下でほぼmini circle が認められ
なくなった（Fig. 19）。α/βCTDでは、mini circle は 12.5 fmol 以下でほとんど認め
られなくなった（Fig. 26）。これらの結果は、α/βCTD が α の ΔCTD に比べて
Decatenation 反応を促進したことを示している。同様に、α/β1251-1614 も α の
ΔCTDに比べてDecatenation 反応を促進した。 
 β/αCTDには十分なDecatenation 活性が認められた（Fig. 26）。β/α1290 -1527
でも、ウェル内のCatenane の減少と、mini circle が認められたが、β/αCTDより活
性は低かった。 
 以上の結果から、αの効率的なDecatenation 反応にはCTDが必要で、βのCTDで
も相補されることが明らかになった。また、βの Decatenation 反応にαの CTD が限
定的ではあるが影響することが分かった。 
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Figure 26. Topo IIαとβのCTD交換変異体のDecatenation assay 
　 酵素反応後のDNAをアガロースゲルを用いて解析した。Sは基質
であるkDNAを示している。酵素は100 fmolからの２倍希釈列を使
用した。 
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4. 討論 
 
4-1. Topo IIα の細胞核内局在 
 これまでに α が間期細胞核内の核質と核小体をダイナミックに移動していることが
報告されている（Christensen et al., 2002）。しかしながら、核小体局在のメカニズム
は分かっていなかった。本研究の結果から、αの 1192-1289 領域とRNAが核小体局
在に関わることが明らかになった（Fig. 8、9）。 
 αの CTDに RNAが結合することから、αは 1192-1289 領域を介してRNAに繋留
されることによって間期細胞核内の核小体に局在すると考えられる（Fig. 27A、27B）
（Yasuda et al., in press）。核小体タンパク質が核小体に局在するための条件が、短い
合成ペプチドを使った局在解析から示されている（Martin et al., 2015）。その条件と
して、NLSに近接する連続したアルギニンが 4個以上含まれること、等電点が 12.6 以
上であること、正に帯電していることが挙げられている。さらに、核小体の pHが酸性
に傾いていること、アルギニンと RNA が結合することも示されている。α の
1192-1289 領域には 9個のアルギニンが含まれている。この領域内の 1255-1264 領
域にアルギニンが 4 つ密集している。核小体局在要件としての等電点を GENETYX を
用いて予測すると、1255-1264 領域の等電点は 12.51 となった。αの 1255-1264 領
域にはアルギニン以外のアミノ酸が含まれているため、12.6 よりも低くなったと考え
られる。1192-1289 領域には塩基性アミノ酸のアルギニン以外にリジンも多く含まれ
ている。そのため、1192-1289 領域との RNA 結合が核小体局在に関与していると考
えられる。αは核質と核小体を移動していることから、1192-1289 領域への RNA の
結合とシャトリングに関係性があると考えられる。 
 
4-2. Topo IIα の酵素活性制御機構 
 α の酵素活性が一部のホモリボポリマー存在下で抑制されることや（Park et al., 
2008）、αのCTDが試験管内での効率的なCatenane の形成に関わっていることは報
告されているが（Kawano et al., 2016）、RNAによる酵素活性の抑制に関わる領域や 
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Figure 27. Topo IIαの核小体局在と酵素活性制御におけるRNAの
役割 
A.  Topo IIαの各ドメイン構造を示し、CTDにある1192-1289領
域がRNAやDNAと相互作用する。 
B.  Topo IIαは1192-1289領域とRNAを介することによって核小
体に局在する。 
C.  Topo IIαは1192-1289領域がRNAとの結合によってDNA結合
を抑制し、酵素活性が抑制される。 
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DNA との相互作用領域の同定には至っていない。本研究では、α の欠質変異体による
試験管内酵素反応により、RNAによる酵素活性の抑制やDNAとの相互作用に関わる領
域を同定した（Fig. 12、14）。 
 HEK293 細胞由来の total RNAを加えたRelaxation assay と DNA-binding assay
の結果において、1-1289 の酵素活性は抑制され、DNAの結合量は減少した（Fig. 12、
14）。α の CTD が RNA 結合能を有していることや（Yasuda et al., in press）、
1192-1289 領域にDNA結合活性があることから（Fig. 17）、1192-1289 領域がRNA
との結合によってαの DNA 結合を抑制し、酵素活性の調節に寄与していると考えられ
る（Fig. 27A、27C）。 
 rG30を用いた結果では、WTと 1-1289 がΔCTDとΔ1192-1289 よりも rG30に対
する感受性が高かった。αが局在している核小体にはGに富むDNAまたはRNAによ
るGカルテット構造（G4構造）が存在している（Laguerre et al., 2016）。さらに、
この G4 構造は転写、複製、翻訳、テロメアの構造形成に重要であると考えられている
（Rhodes & Lipps, 2015）。HEK293 細胞由来の total RNAと rG30で酵素活性の抑制
が認められたことから、RNAによるG4構造がαの酵素活性制御メカニズムに関与して
いると考えられる。しかし、今回用いたrG30がG4構造を形成するかは不明であるため、
αの酵素活性はG4構造ではなくGに富んだRNAによって制御されている可能性も考
えられる。さらに、細胞核内には様々なタンパク質が存在しており、αは核質と核小体
に局在するため、核内に存在するGに富んだRNAや特定配列のRNA、小さいRNAな
どや、RNA を介してタンパク質との複合体を形成することで酵素活性を制御している
可能性が示唆される。 
 Catenation assay の結果から、αの 1192-1289 領域が効率的なCatenane 形成に
重要であることが示された。クライオ電子顕微鏡を使った構造解析から、ヒトの α の
CTD の N 末端部分のごく一部ではあるが、G-segment を保持する様子が示された
（Broeck et al., preprint）。構造の示されたヒトのCTDの一部分と相同な配列が部分
的に 1192-1289 領域に含まれることから、おそらく、1192-1289 によるG-segment
の保持が、凝集したDNAへの酵素の近接に寄与し、効率的なCatenane の形成が起こ
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るのではないかと考えられた。 
 Decatenation assay の結果から、αのCTDが Decatenation 反応にも関わってい
ることが示された。1-1289 ではWTの 25%の酵素量でも十分なmini circle が検出さ
れ、Δ1192-1289 は WT とあまり変わらなかった。この結果から、Decatenation 反
応にはαのCTD全体が関わっていることが示唆された。欠質変異体ごとにそれぞれ異
なる酵素活性が観察されたが、CTD による Decatenation 反応の調節機構の解明には
さらなる解析が必要である。 
 
4-3. Topo IIα とβの保存性 
 ラットの α と β のアミノ酸配列の相同性を比較すると、CTD を除いた領域では
79.4%と高い値を示したが、CTD では 27%と低い値を示した（Fig. 28A）。ウェブツ
ール（Protein DisOrder prediction System）を使って、それぞれのアミノ酸配列か
らタンパク質の立体構造を予測すると、相同性の高い領域では立体構造をとることが示
された（Fig. 28B）。一方、相同性の低いCTDは、αとβともにDisorder probability
が 0.5 を越えており、特定の立体構造をとらないことが示された。βの CRD と αの
1192-1289 領域のアミノ酸配列を比較すると、1192-1289 領域内のN末端側にβの
Phi-K motif と、1192-1289 領域内のC末端側にK-stretch に対応する配列が認めら
れた（Fig. 28C）（Onoda et al., 2014）。これらの共通性に加えて、αとβのCTD
には塩基性アミノ酸のクラスターがいくつか存在する。タンパク質の天然変性領域は、
核酸やタンパク質と相互作用することにより、機能を持った立体構造を形成することが
知られているため、αとβのCTDも RNAとの静電的な相互作用によって、特定の立体
構造を取り、核小体での酵素活性に寄与しているのではないかと考えられる。 
 間期細胞核内におけるαとβの局在は、それぞれの CTD を交換しても大きな変化は
認められず、WT と同じように核小体への局在が観察された。この結果は、ヒトの酵素
を使った報告と同じである（Linka et al., 2007）。βのCRDを欠いたCTDの交換変異
体であるα/β1251-1614は核小体に局在しなかったが、これはβのCRDがαのCTD
との交換変異体でも機能していることを裏付けている。一方、予想に反し 
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Figure 28. Topo IIαとβのCTDの相同性 
A.  Topo IIαとβのN末端側(ATPase domainとDNA binding/
cleavage core domain)とCTDのアミノ酸相同性を示す。 
　CRD : C-terminal regulatory domain  
A.  Topo IIαとβの立体構造をそれぞれのアミノ酸配列からProtein 
DisOrder prediction System (http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/
top.cgi)を用いて予測した。0.5は閾値を示している。 
B.  Topo IIαの1192-1289とTopo IIβのCRDのアミノ酸配列を並
べて比較した。塩基性アミノ酸のリシンとアルギニンをそれぞれ赤
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て、β/α1290-1527 は核小体に局在した。αの 1290-1527 のみでは核小体に局在
しないため、β/α1290-1527 の核小体局在に別の要因が関わっているのかもしれない。 
 α とβの CTD 交換変異体の酵素活性は、WTと同じように抑制された。この RNA
による酵素活性の抑制には、αの 1192-1289 とβの CRD がそれぞれ CTD 交換変異
体でも機能していることが考えられ、実際にこれらの領域を欠失させた
α/β1251-1614 と β/α1290-1527 の酵素活性は RNA によって抑制されなかった
（Fig. 24）。CTD 交換変異体でもαの 1192-1289 とβの CRD が機能することから、
CTDを介したRNAによる酵素活性の制御機構がαとβで保存されていると考えられ
る。 
 α と β の CTD 交換変異体は、WT と同じように Catenane を形成した。αとβの
CTD が持つ直鎖型の DNA に対する結合能が、効率的な Catenane 形成に関わるが
（Kawano et al., 2016；Kawano et al., 2020）、CTD交換変異体でもこのDNA結合
能が機能したことが考えられた。α/β1251-1614 では、Catenane の形成が若干認め
られたが、βの 1251-1614 に DNA結合に関わる領域が含まれているためであること
が考えられた（Kawano et al., 2020 ; Onoda et al., 2014）。αの 1192-1289 に直鎖
型DNAへの結合能があることから（Fig. 17）、β/α1290-1527 では、Catenane の
形成効率が低下することが期待されたが、WT と同じように Catenane が形成された。
αのΔ1192-1289 や βのΔCTD で形成される Catenane の量は、WT に対してご
くわずかであることから、β/α1290-1527 の Catenane 形成には別の要因が関わっ
ているのかもしれない。 
 Decatenation 反応において、αとβの CTD 交換変異体は、それぞれの WT と同等
の酵素活性を示した（Yasuda et al., in press）。CTDを欠いたαのDecatenation 反
応の効率は著しく低下するが、α/βCTD ではβの CTD がαの CTD の機能を相補す
ることができたため、Decatenation 反応の効率が維持されたと考えられる。 
 
4-4. Topo IIα の制御機構の重要性 
 細胞分裂時の染色体分離はゲノム DNA の正常な継承に重要な反応であるため、この
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反応が正常に行われなければ染色体数の異常、欠失などが原因の染色体不安定性が起こ
り、がんの発生にもつながる（Roschke & Kirsch, 2010 ; Hanahan & Weinberg, 
2011 ; Al-Sohaily et al., 2012 ; Abbas et al., 2013）。 
 小細胞肺がん患者の組織サンプルを免疫組織化学的に解析すると、αの発現量が増加
しているとの報告がある（Dingemans et al., 1999）。その他にも、悪性細胞における
α の発現量の増加や、乳がん細胞の G0期と G1期に α の発現量の増加が認められてい
る（Villman et al., 2002）。また、がん細胞ではαの遺伝子のコピー数の増加が認めら
れることから、αがゲノム不安定性による細胞のがん化に重要な役割をしている可能性
が示されている（Chen et al., 2015）。 
 本研究では、1192-1289 領域と RNA がαの核小体局在と酵素活性に関わっている
ことを明らかにした。細胞核内局在に関わるRNAや、相互作用タンパク質、さらにCTD
の立体構造を解明することで、αが関与する病気やがんの治療や、これらの原因究明に
繋がると考える。 
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5. 結論 
 
 Topo IIα の間期細胞核内の核小体への局在には CTD の N末端側の 1192-1289 領
域とRNAが関係している。Topo IIαの酵素活性は1192-1289領域にRNAが結合し、
DNA 結合が抑制されることで、酵素反応が低下することから、RNA 結合による DNA
結合の制御によって酵素反応は制御されている。従って、Topo IIα が核小体に局在し
ている時は酵素活性が抑制された状態で保存されていると考えられる。超らせん型DNA
とH1.0 を用いたCatenation assay の結果より、染色体の凝縮に関係するCatenation
形成には 1192-1289 領域が重要であることが示された。kDNA を用いた
Decatenation assay の結果より、染色体の分離に関係する Decatenation 反応には
CTDが重要であることが示された。脊椎動物の Topo II にはアイソザイムであるαと
β があり、核小体局在、Catenane 形成、Decatenation 反応に対する機能は CTD 間
で保存されている。さらに、RNAによる酵素活性の制御はDNA binding/cleavage core 
domain 側の CTDの領域で保存されている。 
 Topo IIα は抗がん剤の標的として知られている。Topo IIα の反応低下や過剰反応な
どによる染色体への影響は細胞死やアポトーシス、細胞のがん化に繋がる。そのため、
Topo IIα の制御機構の解明は今後の医療に対する新たなアプローチ方法となる。 
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9. 補足資料 
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Sense� a1192F� !TCCCCCGGGAAGGGGGTGAAAGCGAA� �����

An/sense! a1289R2ExT! !TCCCCCGGGTTTCTTTTTCCCTTTTTTGAT� �����

� ! ���'!
��������
�

Sense� a1290F� !TCCCCCGGGAACCCTTGGTCTGATTCTGAA� �����

An/sense! a1527R2ExT� !CCGCCCGGGTAAGAAGAGGTCGTCATCCGA� �����

!��
��!
% !��_!
�������

� ! ���'!
����������

Sense� a1192F� !TCCCCCGGGAAGGGGGTGAAAGCGAA� �����

An/sense! a1289R2exT� !TCCCCCGGGTTATTTCTTTTTCCCTTTTTTGAT� �����

� ! ���'!
��������
�

Sense� a1290F� !TCCCCCGGGAACCCTTGGTCTGATTCTGAA� �����

An/sense! a1527R2exT� !CCGCCCGGGTTAGAAGAGGTCGTCATCCGA� �����

!��
��!
% !��_!
�������!
������

� ! ���(!
������	���

Sense� b1201F� !TCCCCCGGGAAAGCAGTGAAAGGCAAA� �����

An/sense! b1614R2ExT� !GTGCTCCCCGGGTAAATTAAACATTGC� �����

� ! ���(!
������	���

Sense� b1251F� !GAAGCCCGGGGATCCTGATACTACAGTTG� �����

An/sense! b1614R2ExT� !GTGCTCCCCGGGTAAATTAAACATTGC� �����

!��
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% !��_!
�������!
������

� ! ���'!
��������
�

Sense� a1192F� !TCCCCCGGGAAGGGGGTGAAAGCGAA� �����

An/sense! a1527R2ExT� !CCGCCCGGGTAAGAAGAGGTCGTCATCCGA� �����

!��
��!
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Sense� b1201F� !TCCCCCGGGAAAGCAGTGAAAGGCAAA� �����

An/sense! b1614R2exT� !GTGCTCCCCGGGTTAATTAAACATTGC� �����
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% !��_!
�������

� ! ���'!
��������
�

Sense� a1192F� !TCCCCCGGGAAGGGGGTGAAAGCGAA� �����

An/sense! a1527R2exT� !CCGCCCGGGTTAGAAGAGGTCGTCATCCGA� �����

Table S1. 変異体作製に用いたプライマー 
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mutant& �
���
� ��	������

pFLAG,top2a_&1192,1289,EGFP�
Sense� a1192F� &TCCCCCGGGAAGGGGGTGAAAGCGAA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2a_1290,1527,EGFP&
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2a_Δ1192,1289,EGFP&
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2a_1,1289�
Sense� a1192F� &TCCCCCGGGAAGGGGGTGAAAGCGAA�

An:sense& C,CMV,24�&TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC�

pFLAG,top2a_Δ1192,1289�
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& C,CMV,24�&TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC�

pFLAG,top2a/bctd,EGFP�
Sense� b1450F� &TTTGACAGTAATGAAGAAGACACCA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2a/b1251,1614,EGFP&
Sense� b1450F� &TTTGACAGTAATGAAGAAGACACCA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2b/actd,EGFP&
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2b/a1290,1527,EGFP�
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& EGFP,R� &GAACTTCAGGGTCAGCTTGC�

pFLAG,top2a/bctd�
Sense� b1450F� &TTTGACAGTAATGAAGAAGACACCA�

An:sense& C,CMV,24�&TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC&

pFLAG,top2a/b1251,1614�
Sense� b1450F� &TTTGACAGTAATGAAGAAGACACCA�

An:sense& C,CMV,24�&TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC�

pFLAG,top2b/actd�
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& C,CMV,24�&TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC�

pFLAG,top2b/a1290,1527�
Sense� a1355F� &TCCCCCGGGAAGACCAAAATGCCCCCAAAA�

An:sense& C,CMV,24�&TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC�

Table S2. 変異体作製時のコロニーダイレクトPCRに用いたプライマー 
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Figure S1. 変異体作製に用いたプラスミド 
A.  岡山大学の筒井教授から分けていただいたpFLAG-CMV-
mの構造を示す （Onoda et al., 2014）。 
B.  岡山大学の筒井教授から分けていただいたpFLAG-cm2-
EGFPの構造を示す （Onoda et al., 2014）。 
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DEFINITION  
KEYWORDS    
SOURCE      
  ORGANISM  
BASE COUNT     2647 a   2062 c   2228 g   2306 t
ORIGIN      
        1 CCATTCGCCA TTCAGGCTGC GCAACTGTTG GGAAGGGCGA TCGGTGCGGG CCTCTTCGCT
       61 ATTACGCCAG CTGGCGAAAG GGGGATGTGC TGCAAGGCGA TTAAGTTGGG TAACGCCAGG
      121 GTTTTCCCAG TCACGACGTT GTAAAACGAC GGCCAGTGCC AAGCTGATCT ATACATTGAA
      181 TCAATATTGG CAATTAGCCA TATTAGTCAT TGGTTATATA GCATAAATCA ATATTGGCTA
      241 TTGGCCATTG CATACGTTGT ATCTATATCA TAATATGTAC ATTTATATTG GCTCATGTCC
      301 AATATGACCG CCATGTTGAC ATTGATTATT GACTAGTTAT TAATAGTAAT CAATTACGGG
      361 GTCATTAGTT CATAGCCCAT ATATGGAGTT CCGCGTTACA TAACTTACGG TAAATGGCCC
      421 GCCTGGCTGA CCGCCCAACG ACCCCCGCCC ATTGACGTCA ATAATGACGT ATGTTCCCAT
      481 AGTAACGCCA ATAGGGACTT TCCATTGACG TCAATGGGTG GAGTATTTAC GGTAAACTGC
      541 CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA
      601 CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG
      661 GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC
      721 CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT
      781 CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC

      841 CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC

      901 TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT

      961 TAGCGGCCGC ATGGAGTTGT CACCGCTGCA GCCTGTAAAT GAAAATATGC TACTCAACAA

     1021 AAAGAAGAAT GAAGATGGCA AGAAAAGACT GTCCGTTGAA AGAATCTATC AGAAAAAAAC

     1081 ACAACTGGAA CATATACTGC TCCGCCCAGA TACCTACATC GGCTCTGTGG AGTTAGTGAC

     1141 CCAGCAAATG TGGGTTTACG ATGAAGATGT TGGTATTAAC TACAGGGAAG TCACTTTTGT

     1201 TCCTGGTTTG TATAAAATCT TTGATGAAAT TCTAGTTAAT GCTGCTGATA ACAAACAAAG

     1261 GGACCCAAAA ATGTCTTGCA TTAGAGTCAC AATTGATGCA GAAAATAATT TAATTAGTAT

     1321 ATGGAATAAT GGAAAAGGAA TTCCTGTTGT TGAACACAAA GTGGAGAAAA TGTATGTCCC

     1381 AGCTCTCATA TTTGGACAGC TTCTGACCTC CAGTAACTAC GATGATGATG AGAAGAAAGT

     1441 GACAGGTGGT CGAAATGGCT ATGGAGCTAA ACTGTGTAAC ATATTCAGCA CCAAATTTAC

     1501 TGTGGAAACA GCCAGTAGGG AATACAAGAA AATGTTCAAA CAGACATGGA TGGATAACAT

     1561 GGGGAGAGCT GGTGACATGG AGCTCAAGCC CTTTAGCGGA GAGGATTACA CGTGTATTAC

     1621 CTTCCAGCCT GACTTATCTA AGTTTAAAAT GCAAAgCCtG gACAAAGATA TTGTCgCACT

     1681 GATGGtCAGA AGAGCATACG ATATTGCTGG TTCCACCAAA GATGTAAAAG TCTTTCTTAA

     1741 TGGAAACAGG CTGCCagtCA AAGGGTTCCG TAGTTACGTG GATATGTATT TGAAGGATAA

     1801 gGTTGAtGAA ACTGGGAACG CACTGAAGGT GGTGCATGAA CAAGTAAATC CCCGGTGGGA

     1861 AGTGTGCTTA ACAATGAGCG AGAAAGGCTT TCAGCAGATT AGCTTCGTCA ACAGCATCGC

     1921 TACTTCTAAG GGTGGCAGAC ATGTCGATTA TGTAGCCGAT CAGATTGTGA GTAAACTCGT

     1981 TGATGTGGTG AAAAAGAAGA ACAAGGGAGG TGTTGCAGTG AAGGCCCATC AGGTGAAGAA

     3841 GGAATACCAC ACAGATACCA CTGTGAAGTT TGTCATAAAG ATGACTGAAG AAAAATTGGC

     3901 AGAgGCAGAG AGAGTGGGAC TACACAAAGT CTTCAAACTC CAGACTAGTC TCACTTGCAA

     3961 CTCTATGGTA CTTTTTGACC ATGTTGGTTG TTTAAAGAAA TaTGACACTG TGTTGGATAT

     4021 TCTAAGAGAC TTCTTTGAGC TCAGGCTTAA ATATTATGGA TTAAGAAAAG AATGGCTTCT

     4081 AGGAATGCTT GGTGCAGAAT CTTCTAAACT GAATAATCAA GCTCGCTTTA TATTAGAGAA

     4141 AATAGATGGC AAAATAGTCA TTGAAAATAA ACCTAAGAAA GAATTAATTA AAGTTCTGAT

     4201 TCAGAGAGGC TATGACTCCG ACCCTGTGAA AGCCTGGAAA GAAGCTCAGC AGAAGGTCCC

     4261 AGAAGAAGAG GAAAATGAAG AGAATGAAGA GAGCGAGAGT GAAAGCAGCA GCCCTGCAGC

     4321 GGAGTCTGGA CCGACCTTCA ACTACCTTCT TGATATGCCC CTGTGGTATC TAACCAAGGA

     4381 GAAGAAGGAC GAGCTGTGCA AGCAAAGGGA CGAGAAGGAA CAAGAGCTCA ACACGTTAAA

     4441 GAAAAAGACT CCATCGGATT TGTGGAAGGA AGACCTGGCT GCTTTTGTGG AAGAACTGGA

     4501 GGTTGTTGAA GCCAAGGAAA AACAGGATGA ACAAGTAGGA CTTCCTGGAA AGGGGGTGAA

     4561 AGCGAAGGGG AAGAAAGCGC AGATATCTGA AGTCCTGCCT TCTCCTGTGG GGAAAAGGGT

     4621 CATCCCGCAG GTGACTATGG AGATGAGAGC TGAGGCAGAG AAGAAAATCA GGAGGAAAAT

     4681 TAAGAGCGAG AATGTTGAGG GCACCCCTGC TGAGGATGGT GCCGAGCCAG GAGGCCTCCG

     4741 GCAGAGACTA GAGAAGAGGC AGAAGAGAGA GCCAGGTACC AGGGCAAAGA AGCAAACTAC

     4801 ATTGCCATTT AAGCCTATCA AAAAAGGGAA AAAGAAAAAC CCTTGGTCTG ATTCTGAATC

     4861 AGATATGAGC AGTAACGAAA GTAATTTTGA TGTCCCTCCA CGAGAGAAAG AGCCAAGAAT

     4921 TGCTGCAACA AAAGCCAAAT TCACGGCGGA TTTAGACTCT GATGACGATT TCTCAGGCTT

     4981 GGATGAGAAG GATGAGGATG AAGATTTCTT CCCATTAGAT GATACTCCAC CTAAGACCAA

     5041 AATGCCCCCA AAAAATACTA AAAAAGCACT GAAGCCACAG AAGAGCTCCA CATCAGTTGA

     5101 TCTTGAAAGT GATGGGAAAG ACAGTGTGCC AGCTTCTCCA GGCGCTTCTG CTGCTGACGT

     5161 CCCAGCTGAG ACTGAACCCT CCAAGCCGTC CTCCAAACAG ACAGTGGGAG TGAAGAGGAC

     5221 AATAACCAAA GGTCAGTCTT TAACCTCCAC TGCTGGCACC AAAAAGAGAG CTGTACCAAA

     5281 GGAGACCAAG TCAGATTCAG CCTTGAATGC TCATGTCTCC AAAAAGCCTG CTCCTGCCAA

     5341 AGCCAAGAAC AGTCGCAAGA GGAAGCCATC TTCTTCTGAC AGCTCGGACT CTGAGTTTGA

     5401 GAAGGCGATT TCTAAAGGTG CCACAAGCAA GAAACCCAAG GGAGAGGAGC GGGATTTCCA

     5461 TGTGGACTTA GATGACACTG TGGCTCCTCG AGCAAAATCC GGACGAGCAA GGAAGCCGAT

     5521 TAAGTACCTG GAGGAGTCGG ATGACGACCT CTTCTAACCC GGGAATTCAT CGATAGATCT

     5581 GATGGGTGGC ATCCCTGTGA CCCCTCCCCA GTGCCTCTCC TGGCCCTGGA AGTTGCCACT

・ 
・ 
・ 

pFLAG-CMV-m 

top2a 
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FLAG tag 

Figure S2. 変異体作製に用いたpFLAG-top2aの塩基配列の一部
を示す。 
　 茶色の枠はpFLAG-CMV-mを示している。赤色の枠はtop2a
の塩基配列の一部を示している。黒色の線の部分はFLAG tagを
示している。 
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Figure S3. 変異体作製に用いたpFLAG-top2a_1-1191-EGFP 
A.  変異体作製に用いたpFLAG-top2a_1-1191-EGFPの構造を示す。 
B.  pFLAG-top2a_1-1191-EGFPのtop2a_1-1191の一部と前後の
塩基配列を示す。茶色の枠はpFLAG-cm2-EGFPを示している。赤
色の枠はtop2a_1-1191の塩基配列の一部を示している。黒色の線
の部分はFLAG tagを示している。 

LOCUS       
DEFINITION  
KEYWORDS    
SOURCE      
  ORGANISM  
BASE COUNT     2491 a   2085 c   2170 g   2226 t
ORIGIN      
        1 ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct
       61 attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg
      121 gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa
      181 tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta
      241 ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc
      301 aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg
      361 GTCATTAGTT CATAGCCCAT ATATGGAGTT CCGCGTTACA TAACTTACGG TAAATGGCCC
      421 GCCTGGCTGA CCGCCCAACG ACCCCCGCCC ATTGACGTCA ATAATGACGT ATGTTCCCAT
      481 AGTAACGCCA ATAGGGACTT TCCATTGACG TCAATGGGTG GAGTATTTAC GGTAAACTGC
      541 CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA
      601 CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG
      661 GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC
      721 CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT
      781 CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC

      841 CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC

      901 TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT

      961 TAGCGGCCGC ATGGAGTTGT CACCGCTGCA GCCTGTAAAT GAAAATATGC TACTCAACAA

     1021 AAAGAAGAAT GAAGATGGCA AGAAAAGACT GTCCGTTGAA AGAATCTATC AGAAAAAAAC

     1081 ACAACTGGAA CATATACTGC TCCGCCCAGA TACCTACATC GGCTCTGTGG AGTTAGTGAC
     1141 CCAGCAAATG TGGGTTTACG ATGAAGATGT TGGTATTAAC TACAGGGAAG TCACTTTTGT
     1201 TCCTGGTTTG TATAAAATCT TTGATGAAAT TCTAGTTAAT GCTGCTGATA ACAAACAAAG
     1261 GGACCCAAAA ATGTCTTGCA TTAGAGTCAC AATTGATGCA GAAAATAATT TAATTAGTAT
     1321 ATGGAATAAT GGAAAAGGAA TTCCTGTTGT TGAACACAAA GTGGAGAAAA TGTATGTCCC
     1381 AGCTCTCATA TTTGGACAGC TTCTGACCTC CAGTAACTAC GATGATGATG AGAAGAAAGT
     1441 GACAGGTGGT CGAAATGGCT ATGGAGCTAA ACTGTGTAAC ATATTCAGCA CCAAATTTAC
     1501 TGTGGAAACA GCCAGTAGGG AATACAAGAA AATGTTCAAA CAGACATGGA TGGATAACAT
     1561 GGGGAGAGCT GGTGACATGG AGCTCAAGCC CTTTAGCGGA GAGGATTACA CGTGTATTAC
     1621 CTTCCAGCCT GACTTATCTA AGTTTAAAAT GCAAAGCCTG GACAAAGATA TTGTCGCACT
     1681 GATGGTCAGA AGAGCATACG ATATTGCTGG TTCCACCAAA GATGTAAAAG TCTTTCTTAA
     1741 TGGAAACAGG CTGCCAGTCA AAGGGTTCCG TAGTTACGTG GATATGTATT TGAAGGATAA
     1801 GGTTGATGAA ACTGGGAACG CACTGAAGGT GGTGCATGAA CAAGTAAATC CCCGGTGGGA
     1861 AGTGTGCTTA ACAATGAGCG AGAAAGGCTT TCAGCAGATT AGCTTCGTCA ACAGCATCGC
     1921 TACTTCTAAG GGTGGCAGAC ATGTCGATTA TGTAGCCGAT CAGATTGTGA GTAAACTCGT
     1981 TGATGTGGTG AAAAAGAAGA ACAAGGGAGG TGTTGCAGTG AAGGCCCATC AGGTGAAGAA
     2041 TCACATGTGG ATTTTTGTAA ATGCCTTAAT TGAAAACCCA ACCTTTGACT CTCAAACAAA
     2101 AGAAAACATG ACTTTACAAG CCAAGAGCTT TGGATCAACT TGTCAATTAA GTGAAAAATT
     2161 CATCAAAGCT GCAATTGGTT GTGGTATTGT CGAAAGCATA CTAAACTGGG TGAAGTTTAA
     2221 GGCCCAAATC CAATTAAACA AGAAGTGTTC AGCTGTAAAA CATAACAGGA TCAAGGGAAT
     2281 CCCCAAACTT GACGACGCCA ATGACGCAGG GAGCCGAAAC TCTGCTGAAT GCACACTTAT
     2341 CCTGACTGAA GGGGACTCAG CCAAAACTCT GGCAGTCTCA GGACTTGGAG TGGTTGGAAG
     2401 AGACAAATAT GGGGTGTTCC CTCTCAGAGG AAAAATACTC AATGTGCGAG AAGCTTCTCA
     2461 TAAACAGATC ATGGAAAATG CTGAAATTAA CAATATCATC AAGATTGTGG GGCTTCAGTA
     2521 CAAGAAAAAC TATGAGGATG AAGATTCATT GAAAACTCTT CGTTATGGGA AGATCATGAT
     2581 TATGACAGAT CAGGACCAAG ATGGTTCCCA CATCAAAGGC TTGCTGATCA ATTTTATCCA
     2641 TCACAATTGG CCATCTCTTC TGCGACATCG TTTTCTAGAA GAATTTATCA CTCCTATTGT
     2701 AAAGGTGTCT AAAAACAAGC AAGAAATAGC ATTCTACAGT CTTCCCGAGT TTGAAGAATG
     2761 GAAGAGTGCA AATCCAAATC ACAAAAAATG GAAAGTCAAG TACTACAAAG GTTTGGGCAC
     2821 GAGCACATCA AAGGAAGCTA AGGAGTATTT TGCAAATATG AAACGACATC GTATTCAGTT

     2881 CAAATACTCT GGCCCTGAAG ACGATGCTGC GATCAGCCTG GCCTTTAGTA AAAAACAGGT
     2941 CGATGATCGA AAGGAATGGT TAACTAATTT CATGGAAGAT AGAAGACAGC GGAAGTTACT
     3001 TGGCCTTCCT GAGGATTATT TGTATGGACA AACCACTATG TACCTGACCT ATAATGATTT
     3061 CATTAACAAG GAACTTATCC TCTTTTCAAA CTCTGATAAT GAAAGATCTA TCCCATCTAT
     3121 GGTAGATGGT TTGAAACCAG GTCAGAGAAA GGTTTTGTTT ACTTGTTTCA AACGGAATGA
     3181 CAAGCGAGAG GTGAAAGTTG CCCAGTTAGC TGGGTCAGTG GCAGAAATGT CCTCTTATCA
     3241 CCATGGTGAG ATGTCGCTGA TGATGACCAT TATCAATTTG GCTCAGAATT TTGTGGGTAG
     3301 CAATAATTTG AACCTTCTAC AGCCTATTGG TCAGTTTGGT ACCAGGCTGC ATGGTGGCAA
     3361 GGACTCAGCC AGCCCTAGGT ACATCTTTAC AATGCTCAGC CCTTTGGCTC GGTTGTTATT
     3421 TCCATCAAAA GATGATCACA CGTTACGGTT TCTGTATGAC GACAACCAGC GTGTTGAGCC
     3481 TGAATGGTAC ATCCCTATTA TACCCATGGT GCTGATAAAT GGTGCTGAGG GAATTGGTAC
     3541 TGGGTGGTCC TGCAAAATCC CCAACTTTGA TGTTCGTGAA GTCGTAAATA ATATCAGGCG
     3601 GCTGTTGGAT GGAGAAGAGC CTCTGCCCAT GCTCCCAAGT TATAAGAATT ACAAAGGTAC
     3661 TATTGAAGAA CTGGCTTCAA ATCAGTATGT GATTAATGGA GAAGTAGCTA TTCTGAATTC
     3721 CACAACCATT GAGATCACTG AGCTTCCCAT CAGAACATGG ACCCAGACAT ATAAGGAACA
     3781 GGTTCTAGAA CCTATGTTGA ATGGCACCGA GAAGACACCC CCTCTAATAA CAGACTATAG
     3841 GGAATACCAC ACAGATACCA CTGTGAAGTT TGTCATAAAG ATGACTGAAG AAAAATTGGC
     3901 AGAGGCAGAG AGAGTGGGAC TACACAAAGT CTTCAAACTC CAGACTAGTC TCACTTGCAA
     3961 CTCTATGGTA CTTTTTGACC ATGTTGGTTG TTTAAAGAAA TATGACACTG TGTTGGATAT
     4021 TCTAAGAGAC TTCTTTGAGC TCAGGCTTAA ATATTATGGA TTAAGAAAAG AATGGCTTCT
     4081 AGGAATGCTT GGTGCAGAAT CTTCTAAACT GAATAATCAA GCTCGCTTTA TATTAGAGAA
     4141 AATAGATGGC AAAATAGTCA TTGAAAATAA ACCTAAGAAA GAATTAATTA AAGTTCTGAT
     4201 TCAGAGAGGC TATGACTCCG ACCCTGTGAA AGCCTGGAAA GAAGCTCAGC AGAAGGTCCC
     4261 AGAAGAAGAG GAAAATGAAG AGAATGAAGA GAGCGAGAGT GAAAGCAGCA GCCCTGCAGC

     4321 GGAGTCTGGA CCGACCTTCA ACTACCTTCT TGATATGCCC CTGTGGTATC TAACCAAGGA

     4381 GAAGAAGGAC GAGCTGTGCA AGCAAAGGGA CGAGAAGGAA CAAGAGCTCA ACACGTTAAA

     4441 GAAAAAGACT CCATCGGATT TGTGGAAGGA AGACCTGGCT GCTTTTGTGG AAGAACTGGA

     4501 GGTTGTTGAA GCCAAGGAAA AACAGGATGA ACAAGTAGGA CTTCCCGGGA ATTCTCGAGT

     4561 AGATCTGCCG GTCGCCACCA TGGTGAGCAA GGGCGAGGAG CTGTTCACCG GGGTGGTGCC

     4621 CATCCTGGTC GAGCTGGACG GCGACGTAAA CGGCCACAAG TTCAGCGTGT CCGGCGAGGG
     4681 cgagggcgat gccacctacg gcaagctgac cctgaagttc atctgcacca ccggcaagct
     4741 gcccgtgccc tggcccaccc tcgtgaccac cctgacctac ggcgtgcagt gcttcagccg
     4801 ctaccccgac cacatgaagc agcacgactt cttcaagtcc gccatgcccg aaggctacgt
     4861 ccaggagcgc accatcttct tcaaggacga cggcaactac aagacccgcg ccgaggtgaa
     4921 gttcgagggc gacaccctgg tgaaccgcat cgagctgaag ggcatcgact tcaaggagga
     4981 cggcaacatc ctggggcaca agctggagta caactacaac agccacaacg tctatatcat
     5041 ggccgacaag cagaagaacg gcatcaaggt gaacttcaag atccgccaca acatcgagga
     5101 cggcagcgtg cagctcgccg accactacca gcagaacacc cccatcggcg acggccccgt
     5161 gctgctgccc gacaaccact acctgagcac ccagtccgcc ctgagcaaag accccaacga
     5221 gaagcgcgat cacatggtcc tgctggagtt cgtgaccgcc gccgggatca ctctcggcat
     5281 ggacgagctg tacaagtaaa gcgggatctG ATGGGtggca tccctgtgac ccctccccag
     5341 tgcctctcct ggccctggaa gttgccactc cagtgcccac cagccttgtc ctaataaaat
     5401 taagttgcat cattttgtct gactaggtgt ccttctataa tattatgggg tggagggggg
     5461 tggtatggag caaggggcaa gttgggaaga caacctgtag ggcctgcggg gtctattggg
     5521 aaccaagctg gagtgcagtg gcacaatctt ggctcactgc aatctccgcc tcctgggttc
     5581 aagcgattct cctgcctcag cctcccgagt tgttgggatt ccaggcatgc atgaccaggc
     5641 tcagctaatt tttgtttttt tggtagagac ggggtttcac catattggcc aggctggtct
     5701 ccaactccta atctcaggtg atctacccac cttggcctcc caaattgctg ggattacagg
     5761 cgtgaaccac tgctcccttc cctgtccttc tgattttaaa ataactatac cagcaggagg
     5821 acgtccagac acagcatagg ctacctggcc atgcccaacc ggtgggacat ttgagttgct
     5881 tgcttggcac tgtcctctca tgcgttgggt ccactcagta gatgcctgtt gaattgggta
     5941 cgcggccagc ttggctgtgg aatgtgtgtc agttagggtg tggaaagtcc ccaggctccc
     6001 cagcaggcag aagtatgcaa agcatgcatc tcaattagtc agcaaccagg tgtggaaagt
     6061 ccccaggctc cccagcaggc agaagtatgc aaagcatgca tctcaattag tcagcaacca

・ 
・ 
・ 
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Figure S4. pFLAG-top2a_1192-1289-EGFPとpFLAG-top2a_ 
1290-1527-EGFPの塩基配列 
　 制限酵素切断部位とプライマーの位置を示している。赤色の枠
はBamHI、黒色の枠はSmaI、青色の枠はEcoRIによる切断部位を
示している。桃色の矢印はプライマーの位置と向きを示している。 
A. pFLAG-top2a_1192-1289-EGFPのtop2a_1192-1289と前
後の塩基配列を示す。 
B. pFLAG-top2a_1290-1527-EGFPのtop2a_1290-1527の一
部と前後の塩基配列を示す。 

ID   
XX
SQ   Sequence 6131 BP; 1528 A; 1613 C; 1516 G; 1474 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg ccccctattg acgtcaatga       600
     cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc ttacgggact ttcctacttg       660
     gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacac       720
     caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt       780
     caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc       840
     CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GGGATCCCCG GGAACCCTTG GTCTGATTCT GAATCAGATA TGAGCAGTAA      1020

     CGAAAGTAAT TTTGATGTCC CTCCACGAGA GAAAGAGCCA AGAATTGCTG CAACAAAAGC      1080

     CAAATTCACG GCGGATTTAG ACTCTGATGA CGATTTCTCA GGCTTGGATG AGAAGGATGA      1140

     GGATGAAGAT TTCTTCCCAT TAGATGATAC TCCACCTAAG ACCAAAATGC CCCCAAAAAA      1200

     TACTAAAAAA GCACTGAAGC CACAGAAGAG CTCCACATCA GTTGATCTTG AAAGTGATGG      1260
     GAAAGACAGT GTGCCAGCTT CTCCAGGCGC TTCTGCTGCT GACGTCCCAG CTGAGACTGA      1320
     ACCCTCCAAG CCGTCCTCCA AACAGACAGT GGGAGTGAAG AGGACAATAA CCAAAGGTCA      1380
     GTCTTTAACC TCCACTGCTG GCACCAAAAA GAGAGCTGTA CCAAAGGAGA CCAAGTCAGA      1440
     TTCAGCCTTG AATGCTCATG TCTCCAAAAA GCCTGCTCCT GCCAAAGCCA AGAACAGTCG      1500
     CAAGAGGAAG CCATCTTCTT CTGACAGCTC GGACTCTGAG TTTGAGAAGG CGATTTCTAA      1560

     AGGTGCCACA AGCAAGAAAC CCAAGGGAGA GGAGCGGGAT TTCCATGTGG ACTTAGATGA      1620

     CACTGTGGCT CCTCGAGCAA AATCCGGACG AGCAAGGAAG CCGATTAAGT ACCTGGAGGA      1680

     GTCGGATGAC GACCTCTTCT TACCCGGGAA TTCTCGAGTA GATCTGCCGG TCGCCACCAT      1740

     GGTGAGCAAG GGCGAGGAGC TGTTCACCGG GGTGGTGCCC ATCCTGGTCG AGCTGGACGG      1800

     CGACGTAAAC GGCCACAAGT TCAGCGTGTC CGGCGAGGGC GAGGGCGATG CCACCTACGG      1860

     CAAGCTGACC CTGAAGTTCA TCTGCACCAC CGGCAAGCTG CCCGTGCCCT GGCCCACCCT      1920
     cgtgaccacc ctgacctacg gcgtgcagtg cttcagccgc taccccgacc acatgaagca      1980
     gcacgacttc ttcaagtccg ccatgcccga aggctacgtc caggagcgca ccatcttctt      2040
     caaggacgac ggcaactaca agacccgcgc cgaggtgaag ttcgagggcg acaccctggt      2100
     gaaccgcatc gagctgaagg gcatcgactt caaggaggac ggcaacatcc tggggcacaa      2160
     gctggagtac aactacaaca gccacaacgt ctatatcatg gccgacaagc agaagaacgg      2220
     catcaaggtg aacttcaaga tccgccacaa catcgaggac ggcagcgtgc agctcgccga      2280
     ccactaccag cagaacaccc ccatcggcga cggccccgtg ctgctgcccg acaaccacta      2340
     cctgagcacc cagtccgccc tgagcaaaga ccccaacgag aagcgcgatc acatggtcct      2400
     gctggagttc gtgaccgccg ccgggatcac tctcggcatg gacgagctgt acaagtaaag      2460
     cgggatctGA TGGGtggcat ccctgtgacc cctccccagt gcctctcctg gccctggaag      2520
     ttgccactcc agtgcccacc agccttgtcc taataaaatt aagttgcatc attttgtctg      2580
     actaggtgtc cttctataat attatggggt ggaggggggt ggtatggagc aaggggcaag      2640
     ttgggaagac aacctgtagg gcctgcgggg tctattggga accaagctgg agtgcagtgg      2700

A. 

・ 
・ 
・ 

B. 

ID   
XX
SQ   Sequence 5699 BP; 1402 A; 1491 C; 1440 G; 1366 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg ccccctattg acgtcaatga       600
     cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc ttacgggact ttcctacttg       660
     gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacac       720
     caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt       780
     caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc       840
     cgccccgttg acgcaaatgg gcggtaggcg tgtacggtgg gaggtctata taagcagagc       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GGGATCCCCG GGAAGGGGGT GAAAGCGAAG GGGAAGAAAG CGCAGATATC      1020

     TGAAGTCCTG CCTTCTCCTG TGGGGAAAAG GGTCATCCCG CAGGTGACTA TGGAGATGAG      1080

     AGCTGAGGCA GAGAAGAAAA TCAGGAGGAA AATTAAGAGC GAGAATGTTG AGGGCACCCC      1140

     TGCTGAGGAT GGTGCCGAGC CAGGAGGCCT CCGGCAGAGA CTAGAGAAGA GGCAGAAGAG      1200

     AGAGCCAGGT ACCAGGGCAA AGAAGCAAAC TACATTGCCA TTTAAGCCTA TCAAAAAAGG      1260

     GAAAAAGAAA CCCGGGAATT CTCGAGTAGA TCTGCCGGTC GCCACCATGG TGAGCAAGGG      1320

     CGAGGAGCTG TTCACCGGGG TGGTGCCCAT CCTGGTCGAG CTGGACGGCG ACGTAAACGG      1380

     CCACAAGTTC AGCGTGTCCG GCGAGGGCGA GGGCGATGCC ACCTACGGCA AGCTGACCCT      1440

     gaagttcatc tgcaccaccg gcaagctgcc cgtgccctgg cccaccctcg tgaccaccct      1500
     gacctacggc gtgcagtgct tcagccgcta ccccgaccac atgaagcagc acgacttctt      1560
     caagtccgcc atgcccgaag gctacgtcca ggagcgcacc atcttcttca aggacgacgg      1620
     caactacaag acccgcgccg aggtgaagtt cgagggcgac accctggtga accgcatcga      1680
     gctgaagggc atcgacttca aggaggacgg caacatcctg gggcacaagc tggagtacaa      1740
     ctacaacagc cacaacgtct atatcatggc cgacaagcag aagaacggca tcaaggtgaa      1800
     cttcaagatc cgccacaaca tcgaggacgg cagcgtgcag ctcgccgacc actaccagca      1860
     gaacaccccc atcggcgacg gccccgtgct gctgcccgac aaccactacc tgagcaccca      1920
     gtccgccctg agcaaagacc ccaacgagaa gcgcgatcac atggtcctgc tggagttcgt      1980
     gaccgccgcc gggatcactc tcggcatgga cgagctgtac aagtaaagcg ggatctGATG      2040
     GGtggcatcc ctgtgacccc tccccagtgc ctctcctggc cctggaagtt gccactccag      2100
     tgcccaccag ccttgtccta ataaaattaa gttgcatcat tttgtctgac taggtgtcct      2160
     tctataatat tatggggtgg aggggggtgg tatggagcaa ggggcaagtt gggaagacaa      2220
     cctgtagggc ctgcggggtc tattgggaac caagctggag tgcagtggca caatcttggc      2280
     tcactgcaat ctccgcctcc tgggttcaag cgattctcct gcctcagcct cccgagttgt      2340
     tgggattcca ggcatgcatg accaggctca gctaattttt gtttttttgg tagagacggg      2400
     gtttcaccat attggccagg ctggtctcca actcctaatc tcaggtgatc tacccacctt      2460
     ggcctcccaa attgctggga ttacaggcgt gaaccactgc tcccttccct gtccttctga      2520
     ttttaaaata actataccag caggaggacg tccagacaca gcataggcta cctggccatg      2580
     cccaaccggt gggacatttg agttgcttgc ttggcactgt cctctcatgc gttgggtcca      2640
     ctcagtagat gcctgttgaa ttgggtacgc ggccagcttg gctgtggaat gtgtgtcagt      2700
     tagggtgtgg aaagtcccca ggctccccag caggcagaag tatgcaaagc atgcatctca      2760
     attagtcagc aaccaggtgt ggaaagtccc caggctcccc agcaggcaga agtatgcaaa      2820

ID   
XX
SQ   Sequence 5699 BP; 1402 A; 1491 C; 1440 G; 1366 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg ccccctattg acgtcaatga       600
     cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc ttacgggact ttcctacttg       660
     gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacac       720
     caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt       780
     caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc       840
     cgccccgttg acgcaaatgg gcggtaggcg tgtacggtgg gaggtctata taagcagagc       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GGGATCCCCG GGAAGGGGGT GAAAGCGAAG GGGAAGAAAG CGCAGATATC      1020

     TGAAGTCCTG CCTTCTCCTG TGGGGAAAAG GGTCATCCCG CAGGTGACTA TGGAGATGAG      1080

     AGCTGAGGCA GAGAAGAAAA TCAGGAGGAA AATTAAGAGC GAGAATGTTG AGGGCACCCC      1140

     TGCTGAGGAT GGTGCCGAGC CAGGAGGCCT CCGGCAGAGA CTAGAGAAGA GGCAGAAGAG      1200

     AGAGCCAGGT ACCAGGGCAA AGAAGCAAAC TACATTGCCA TTTAAGCCTA TCAAAAAAGG      1260

     GAAAAAGAAA CCCGGGAATT CTCGAGTAGA TCTGCCGGTC GCCACCATGG TGAGCAAGGG      1320

     CGAGGAGCTG TTCACCGGGG TGGTGCCCAT CCTGGTCGAG CTGGACGGCG ACGTAAACGG      1380

     CCACAAGTTC AGCGTGTCCG GCGAGGGCGA GGGCGATGCC ACCTACGGCA AGCTGACCCT      1440

     gaagttcatc tgcaccaccg gcaagctgcc cgtgccctgg cccaccctcg tgaccaccct      1500
     gacctacggc gtgcagtgct tcagccgcta ccccgaccac atgaagcagc acgacttctt      1560
     caagtccgcc atgcccgaag gctacgtcca ggagcgcacc atcttcttca aggacgacgg      1620
     caactacaag acccgcgccg aggtgaagtt cgagggcgac accctggtga accgcatcga      1680
     gctgaagggc atcgacttca aggaggacgg caacatcctg gggcacaagc tggagtacaa      1740
     ctacaacagc cacaacgtct atatcatggc cgacaagcag aagaacggca tcaaggtgaa      1800
     cttcaagatc cgccacaaca tcgaggacgg cagcgtgcag ctcgccgacc actaccagca      1860
     gaacaccccc atcggcgacg gccccgtgct gctgcccgac aaccactacc tgagcaccca      1920
     gtccgccctg agcaaagacc ccaacgagaa gcgcgatcac atggtcctgc tggagttcgt      1980
     gaccgccgcc gggatcactc tcggcatgga cgagctgtac aagtaaagcg ggatctGATG      2040
     GGtggcatcc ctgtgacccc tccccagtgc ctctcctggc cctggaagtt gccactccag      2100
     tgcccaccag ccttgtccta ataaaattaa gttgcatcat tttgtctgac taggtgtcct      2160
     tctataatat tatggggtgg aggggggtgg tatggagcaa ggggcaagtt gggaagacaa      2220
     cctgtagggc ctgcggggtc tattgggaac caagctggag tgcagtggca caatcttggc      2280
     tcactgcaat ctccgcctcc tgggttcaag cgattctcct gcctcagcct cccgagttgt      2340
     tgggattcca ggcatgcatg accaggctca gctaattttt gtttttttgg tagagacggg      2400
     gtttcaccat attggccagg ctggtctcca actcctaatc tcaggtgatc tacccacctt      2460
     ggcctcccaa attgctggga ttacaggcgt gaaccactgc tcccttccct gtccttctga      2520
     ttttaaaata actataccag caggaggacg tccagacaca gcataggcta cctggccatg      2580
     cccaaccggt gggacatttg agttgcttgc ttggcactgt cctctcatgc gttgggtcca      2640
     ctcagtagat gcctgttgaa ttgggtacgc ggccagcttg gctgtggaat gtgtgtcagt      2700
     tagggtgtgg aaagtcccca ggctccccag caggcagaag tatgcaaagc atgcatctca      2760
     attagtcagc aaccaggtgt ggaaagtccc caggctcccc agcaggcaga agtatgcaaa      2820

BamHI 

EcoRI 

SmaI 

SmaI 

ID   
XX
SQ   Sequence 6131 BP; 1528 A; 1613 C; 1516 G; 1474 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg ccccctattg acgtcaatga       600
     cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc ttacgggact ttcctacttg       660
     gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacac       720
     caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt       780
     caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc       840
     CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GGGATCCCCG GGAACCCTTG GTCTGATTCT GAATCAGATA TGAGCAGTAA      1020

     CGAAAGTAAT TTTGATGTCC CTCCACGAGA GAAAGAGCCA AGAATTGCTG CAACAAAAGC      1080

     CAAATTCACG GCGGATTTAG ACTCTGATGA CGATTTCTCA GGCTTGGATG AGAAGGATGA      1140

     GGATGAAGAT TTCTTCCCAT TAGATGATAC TCCACCTAAG ACCAAAATGC CCCCAAAAAA      1200

     TACTAAAAAA GCACTGAAGC CACAGAAGAG CTCCACATCA GTTGATCTTG AAAGTGATGG      1260
     GAAAGACAGT GTGCCAGCTT CTCCAGGCGC TTCTGCTGCT GACGTCCCAG CTGAGACTGA      1320
     ACCCTCCAAG CCGTCCTCCA AACAGACAGT GGGAGTGAAG AGGACAATAA CCAAAGGTCA      1380
     GTCTTTAACC TCCACTGCTG GCACCAAAAA GAGAGCTGTA CCAAAGGAGA CCAAGTCAGA      1440
     TTCAGCCTTG AATGCTCATG TCTCCAAAAA GCCTGCTCCT GCCAAAGCCA AGAACAGTCG      1500
     CAAGAGGAAG CCATCTTCTT CTGACAGCTC GGACTCTGAG TTTGAGAAGG CGATTTCTAA      1560

     AGGTGCCACA AGCAAGAAAC CCAAGGGAGA GGAGCGGGAT TTCCATGTGG ACTTAGATGA      1620

     CACTGTGGCT CCTCGAGCAA AATCCGGACG AGCAAGGAAG CCGATTAAGT ACCTGGAGGA      1680

     GTCGGATGAC GACCTCTTCT TACCCGGGAA TTCTCGAGTA GATCTGCCGG TCGCCACCAT      1740

     GGTGAGCAAG GGCGAGGAGC TGTTCACCGG GGTGGTGCCC ATCCTGGTCG AGCTGGACGG      1800

     CGACGTAAAC GGCCACAAGT TCAGCGTGTC CGGCGAGGGC GAGGGCGATG CCACCTACGG      1860

     CAAGCTGACC CTGAAGTTCA TCTGCACCAC CGGCAAGCTG CCCGTGCCCT GGCCCACCCT      1920
     cgtgaccacc ctgacctacg gcgtgcagtg cttcagccgc taccccgacc acatgaagca      1980
     gcacgacttc ttcaagtccg ccatgcccga aggctacgtc caggagcgca ccatcttctt      2040
     caaggacgac ggcaactaca agacccgcgc cgaggtgaag ttcgagggcg acaccctggt      2100
     gaaccgcatc gagctgaagg gcatcgactt caaggaggac ggcaacatcc tggggcacaa      2160
     gctggagtac aactacaaca gccacaacgt ctatatcatg gccgacaagc agaagaacgg      2220
     catcaaggtg aacttcaaga tccgccacaa catcgaggac ggcagcgtgc agctcgccga      2280
     ccactaccag cagaacaccc ccatcggcga cggccccgtg ctgctgcccg acaaccacta      2340
     cctgagcacc cagtccgccc tgagcaaaga ccccaacgag aagcgcgatc acatggtcct      2400
     gctggagttc gtgaccgccg ccgggatcac tctcggcatg gacgagctgt acaagtaaag      2460
     cgggatctGA TGGGtggcat ccctgtgacc cctccccagt gcctctcctg gccctggaag      2520
     ttgccactcc agtgcccacc agccttgtcc taataaaatt aagttgcatc attttgtctg      2580
     actaggtgtc cttctataat attatggggt ggaggggggt ggtatggagc aaggggcaag      2640
     ttgggaagac aacctgtagg gcctgcgggg tctattggga accaagctgg agtgcagtgg      2700

ID   
XX
SQ   Sequence 6131 BP; 1528 A; 1613 C; 1516 G; 1474 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg ccccctattg acgtcaatga       600
     cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc ttacgggact ttcctacttg       660
     gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacac       720
     caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt       780
     caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc       840
     CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GGGATCCCCG GGAACCCTTG GTCTGATTCT GAATCAGATA TGAGCAGTAA      1020

     CGAAAGTAAT TTTGATGTCC CTCCACGAGA GAAAGAGCCA AGAATTGCTG CAACAAAAGC      1080

     CAAATTCACG GCGGATTTAG ACTCTGATGA CGATTTCTCA GGCTTGGATG AGAAGGATGA      1140

     GGATGAAGAT TTCTTCCCAT TAGATGATAC TCCACCTAAG ACCAAAATGC CCCCAAAAAA      1200

     TACTAAAAAA GCACTGAAGC CACAGAAGAG CTCCACATCA GTTGATCTTG AAAGTGATGG      1260
     GAAAGACAGT GTGCCAGCTT CTCCAGGCGC TTCTGCTGCT GACGTCCCAG CTGAGACTGA      1320
     ACCCTCCAAG CCGTCCTCCA AACAGACAGT GGGAGTGAAG AGGACAATAA CCAAAGGTCA      1380
     GTCTTTAACC TCCACTGCTG GCACCAAAAA GAGAGCTGTA CCAAAGGAGA CCAAGTCAGA      1440
     TTCAGCCTTG AATGCTCATG TCTCCAAAAA GCCTGCTCCT GCCAAAGCCA AGAACAGTCG      1500
     CAAGAGGAAG CCATCTTCTT CTGACAGCTC GGACTCTGAG TTTGAGAAGG CGATTTCTAA      1560

     AGGTGCCACA AGCAAGAAAC CCAAGGGAGA GGAGCGGGAT TTCCATGTGG ACTTAGATGA      1620

     CACTGTGGCT CCTCGAGCAA AATCCGGACG AGCAAGGAAG CCGATTAAGT ACCTGGAGGA      1680

     GTCGGATGAC GACCTCTTCT TACCCGGGAA TTCTCGAGTA GATCTGCCGG TCGCCACCAT      1740

     GGTGAGCAAG GGCGAGGAGC TGTTCACCGG GGTGGTGCCC ATCCTGGTCG AGCTGGACGG      1800

     CGACGTAAAC GGCCACAAGT TCAGCGTGTC CGGCGAGGGC GAGGGCGATG CCACCTACGG      1860

     CAAGCTGACC CTGAAGTTCA TCTGCACCAC CGGCAAGCTG CCCGTGCCCT GGCCCACCCT      1920
     cgtgaccacc ctgacctacg gcgtgcagtg cttcagccgc taccccgacc acatgaagca      1980
     gcacgacttc ttcaagtccg ccatgcccga aggctacgtc caggagcgca ccatcttctt      2040
     caaggacgac ggcaactaca agacccgcgc cgaggtgaag ttcgagggcg acaccctggt      2100
     gaaccgcatc gagctgaagg gcatcgactt caaggaggac ggcaacatcc tggggcacaa      2160
     gctggagtac aactacaaca gccacaacgt ctatatcatg gccgacaagc agaagaacgg      2220
     catcaaggtg aacttcaaga tccgccacaa catcgaggac ggcagcgtgc agctcgccga      2280
     ccactaccag cagaacaccc ccatcggcga cggccccgtg ctgctgcccg acaaccacta      2340
     cctgagcacc cagtccgccc tgagcaaaga ccccaacgag aagcgcgatc acatggtcct      2400
     gctggagttc gtgaccgccg ccgggatcac tctcggcatg gacgagctgt acaagtaaag      2460
     cgggatctGA TGGGtggcat ccctgtgacc cctccccagt gcctctcctg gccctggaag      2520
     ttgccactcc agtgcccacc agccttgtcc taataaaatt aagttgcatc attttgtctg      2580
     actaggtgtc cttctataat attatggggt ggaggggggt ggtatggagc aaggggcaag      2640
     ttgggaagac aacctgtagg gcctgcgggg tctattggga accaagctgg agtgcagtgg      2700

BamHI 

EcoRI 

SmaI 

SmaI 

a1192F 

EGFP-R 

a1355F 

EGFP-R 

ID   
XX
SQ   Sequence 6131 BP; 1528 A; 1613 C; 1516 G; 1474 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtccg ccccctattg acgtcaatga       600
     cggtaaatgg cccgcctggc attatgccca gtacatgacc ttacgggact ttcctacttg       660
     gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacac       720
     caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt       780
     caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaataaccc       840
     CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GGGATCCCCG GGAACCCTTG GTCTGATTCT GAATCAGATA TGAGCAGTAA      1020

     CGAAAGTAAT TTTGATGTCC CTCCACGAGA GAAAGAGCCA AGAATTGCTG CAACAAAAGC      1080

     CAAATTCACG GCGGATTTAG ACTCTGATGA CGATTTCTCA GGCTTGGATG AGAAGGATGA      1140

     GGATGAAGAT TTCTTCCCAT TAGATGATAC TCCACCTAAG ACCAAAATGC CCCCAAAAAA      1200

     TACTAAAAAA GCACTGAAGC CACAGAAGAG CTCCACATCA GTTGATCTTG AAAGTGATGG      1260
     GAAAGACAGT GTGCCAGCTT CTCCAGGCGC TTCTGCTGCT GACGTCCCAG CTGAGACTGA      1320
     ACCCTCCAAG CCGTCCTCCA AACAGACAGT GGGAGTGAAG AGGACAATAA CCAAAGGTCA      1380
     GTCTTTAACC TCCACTGCTG GCACCAAAAA GAGAGCTGTA CCAAAGGAGA CCAAGTCAGA      1440
     TTCAGCCTTG AATGCTCATG TCTCCAAAAA GCCTGCTCCT GCCAAAGCCA AGAACAGTCG      1500
     CAAGAGGAAG CCATCTTCTT CTGACAGCTC GGACTCTGAG TTTGAGAAGG CGATTTCTAA      1560

     AGGTGCCACA AGCAAGAAAC CCAAGGGAGA GGAGCGGGAT TTCCATGTGG ACTTAGATGA      1620

     CACTGTGGCT CCTCGAGCAA AATCCGGACG AGCAAGGAAG CCGATTAAGT ACCTGGAGGA      1680

     GTCGGATGAC GACCTCTTCT TACCCGGGAA TTCTCGAGTA GATCTGCCGG TCGCCACCAT      1740

     GGTGAGCAAG GGCGAGGAGC TGTTCACCGG GGTGGTGCCC ATCCTGGTCG AGCTGGACGG      1800

     CGACGTAAAC GGCCACAAGT TCAGCGTGTC CGGCGAGGGC GAGGGCGATG CCACCTACGG      1860

     CAAGCTGACC CTGAAGTTCA TCTGCACCAC CGGCAAGCTG CCCGTGCCCT GGCCCACCCT      1920
     cgtgaccacc ctgacctacg gcgtgcagtg cttcagccgc taccccgacc acatgaagca      1980
     gcacgacttc ttcaagtccg ccatgcccga aggctacgtc caggagcgca ccatcttctt      2040
     caaggacgac ggcaactaca agacccgcgc cgaggtgaag ttcgagggcg acaccctggt      2100
     gaaccgcatc gagctgaagg gcatcgactt caaggaggac ggcaacatcc tggggcacaa      2160
     gctggagtac aactacaaca gccacaacgt ctatatcatg gccgacaagc agaagaacgg      2220
     catcaaggtg aacttcaaga tccgccacaa catcgaggac ggcagcgtgc agctcgccga      2280
     ccactaccag cagaacaccc ccatcggcga cggccccgtg ctgctgcccg acaaccacta      2340
     cctgagcacc cagtccgccc tgagcaaaga ccccaacgag aagcgcgatc acatggtcct      2400
     gctggagttc gtgaccgccg ccgggatcac tctcggcatg gacgagctgt acaagtaaag      2460
     cgggatctGA TGGGtggcat ccctgtgacc cctccccagt gcctctcctg gccctggaag      2520
     ttgccactcc agtgcccacc agccttgtcc taataaaatt aagttgcatc attttgtctg      2580
     actaggtgtc cttctataat attatggggt ggaggggggt ggtatggagc aaggggcaag      2640
     ttgggaagac aacctgtagg gcctgcgggg tctattggga accaagctgg agtgcagtgg      2700



73 

  
     3001 TGGCCTTCCT GAGGATTATT TGTATGGACA AACCACTATG TACCTGACCT ATAATGATTT

     3061 CATTAACAAG GAACTTATCC TCTTTTCAAA CTCTGATAAT GAAAGATCTA TCCCATCTAT

     3121 GGTAGATGGT TTGAAACCAG GTCAGAGAAA GGTTTTGTTT ACTTGTTTCA AACGGAATGA

     3181 CAAGCGAGAG GTGAAAGTTG CCCAGTTAGC TGGGTCAGTG GCAGAAATGT CCTCTTATCA
     3241 CCATGGTGAG ATGTCGCTGA TGATGACCAT TATCAATTTG GCTCAGAATT TTGTGGGTAG
     3301 CAATAATTTG AACCTTCTAC AGCCTATTGG TCAGTTTGGT ACCAGGCTGC ATGGTGGCAA
     3361 GGACTCAGCC AGCCCTAGGT ACATCTTTAC AATGCTCAGC CCTTTGGCTC GGTTGTTATT
     3421 TCCATCAAAA GATGATCACA CGTTACGGTT TCTGTATGAC GACAACCAGC GTGTTGAGCC
     3481 TGAATGGTAC ATCCCTATTA TACCCATGGT GCTGATAAAT GGTGCTGAGG GAATTGGTAC
     3541 TGGGTGGTCC TGCAAAATCC CCAACTTTGA TGTTCGTGAA GTCGTAAATA ATATCAGGCG
     3601 GCTGTTGGAT GGAGAAGAGC CTCTGCCCAT GCTCCCAAGT TATAAGAATT ACAAAGGTAC
     3661 TATTGAAGAA CTGGCTTCAA ATCAGTATGT GATTAATGGA GAAGTAGCTA TTCTGAATTC
     3721 CACAACCATT GAGATCACTG AGCTTCCCAT CAGAACATGG ACCCAGACAT ATAAGGAACA
     3781 GGTTCTAGAA CCTATGTTGA ATGGCACCGA GAAGACACCC CCTCTAATAA CAGACTATAG
     3841 GGAATACCAC ACAGATACCA CTGTGAAGTT TGTCATAAAG ATGACTGAAG AAAAATTGGC
     3901 AGAGGCAGAG AGAGTGGGAC TACACAAAGT CTTCAAACTC CAGACTAGTC TCACTTGCAA
     3961 CTCTATGGTA CTTTTTGACC ATGTTGGTTG TTTAAAGAAA TATGACACTG TGTTGGATAT
     4021 TCTAAGAGAC TTCTTTGAGC TCAGGCTTAA ATATTATGGA TTAAGAAAAG AATGGCTTCT
     4081 AGGAATGCTT GGTGCAGAAT CTTCTAAACT GAATAATCAA GCTCGCTTTA TATTAGAGAA
     4141 AATAGATGGC AAAATAGTCA TTGAAAATAA ACCTAAGAAA GAATTAATTA AAGTTCTGAT
     4201 TCAGAGAGGC TATGACTCCG ACCCTGTGAA AGCCTGGAAA GAAGCTCAGC AGAAGGTCCC
     4261 AGAAGAAGAG GAAAATGAAG AGAATGAAGA GAGCGAGAGT GAAAGCAGCA GCCCTGCAGC
     4321 GGAGTCTGGA CCGACCTTCA ACTACCTTCT TGATATGCCC CTGTGGTATC TAACCAAGGA
     4381 GAAGAAGGAC GAGCTGTGCA AGCAAAGGGA CGAGAAGGAA CAAGAGCTCA ACACGTTAAA

     4441 GAAAAAGACT CCATCGGATT TGTGGAAGGA AGACCTGGCT GCTTTTGTGG AAGAACTGGA

     4501 GGTTGTTGAA GCCAAGGAAA AACAGGATGA ACAAGTAGGA CTTCCCGGGA ACCCTTGGTC

     4561 TGATTCTGAA TCAGATATGA GCAGTAACGA AAGTAATTTT GATGTCCCTC CACGAGAGAA

     4621 AGAGCCAAGA ATTGCTGCAA CAAAAGCCAA ATTCACGGCG GATTTAGACT CTGATGACGA

     4681 TTTCTCAGGC TTGGATGAGA AGGATGAGGA TGAAGATTTC TTCCCATTAG ATGATACTCC

     4741 ACCTAAGACC AAAATGCCCC CAAAAAATAC TAAAAAAGCA CTGAAGCCAC AGAAGAGCTC

     4801 CACATCAGTT GATCTTGAAA GTGATGGGAA AGACAGTGTG CCAGCTTCTC CAGGCGCTTC

     4861 TGCTGCTGAC GTCCCAGCTG AGACTGAACC CTCCAAGCCG TCCTCCAAAC AGACAGTGGG

     4921 AGTGAAGAGG ACAATAACCA AAGGTCAGTC TTTAACCTCC ACTGCTGGCA CCAAAAAGAG

     4981 AGCTGTACCA AAGGAGACCA AGTCAGATTC AGCCTTGAAT GCTCATGTCT CCAAAAAGCC

     5041 TGCTCCTGCC AAAGCCAAGA ACAGTCGCAA GAGGAAGCCA TCTTCTTCTG ACAGCTCGGA

     5101 CTCTGAGTTT GAGAAGGCGA TTTCTAAAGG TGCCACAAGC AAGAAACCCA AGGGAGAGGA

     5161 GCGGGATTTC CATGTGGACT TAGATGACAC TGTGGCTCCT CGAGCAAAAT CCGGACGAGC

     5221 AAGGAAGCCG ATTAAGTACC TGGAGGAGTC GGATGACGAC CTCTTCTTAC CCGGGAATTC

     5281 TCGAGTAGAT CTGCCGGTCG CCACCATGGT GAGCAAGGGC GAGGAGCTGT TCACCGGGGT

     5341 GGTGCCCATC CTGGTCGAGC TGGACGGCGA CGTAAACGGC CACAAGTTCA GCGTGTCCGG

     5401 CGAGGGCGAG GGCGATGCCA CCTACGGCAA GCTGACCCTG AAGTTCATCT GCACCACCGG

     5461 CAAGCTGCCC GTGCCCTGGC CCACCCTCGT GACCACCCTG ACCTACGGCG TGCAGTGCTT

     5521 cagccgctac cccgaccaca tgaagcagca cgacttcttc aagtccgcca tgcccgaagg
     5581 ctacgtccag gagcgcacca tcttcttcaa ggacgacggc aactacaaga cccgcgccga
     5641 ggtgaagttc gagggcgaca ccctggtgaa ccgcatcgag ctgaagggca tcgacttcaa
     5701 ggaggacggc aacatcctgg ggcacaagct ggagtacaac tacaacagcc acaacgtcta
     5761 tatcatggcc gacaagcaga agaacggcat caaggtgaac ttcaagatcc gccacaacat
     5821 cgaggacggc agcgtgcagc tcgccgacca ctaccagcag aacaccccca tcggcgacgg
     5881 ccccgtgctg ctgcccgaca accactacct gagcacccag tccgccctga gcaaagaccc
     5941 caacgagaag cgcgatcaca tggtcctgct ggagttcgtg accgccgccg ggatcactct
     6001 cggcatggac gagctgtaca agtaaagcgg gatctGATGG Gtggcatccc tgtgacccct
     6061 ccccagtgcc tctcctggcc ctggaagttg ccactccagt gcccaccagc cttgtcctaa
     6121 taaaattaag ttgcatcatt ttgtctgact aggtgtcctt ctataatatt atggggtgga
     6181 ggggggtggt atggagcaag gggcaagttg ggaagacaac ctgtagggcc tgcggggtct
     6241 attgggaacc aagctggagt gcagtggcac aatcttggct cactgcaatc tccgcctcct
     6301 gggttcaagc gattctcctg cctcagcctc ccgagttgtt gggattccag gcatgcatga
     6361 ccaggctcag ctaatttttg tttttttggt agagacgggg tttcaccata ttggccaggc
     6421 tggtctccaa ctcctaatct caggtgatct acccaccttg gcctcccaaa ttgctgggat
     6481 tacaggcgtg aaccactgct cccttccctg tccttctgat tttaaaataa ctataccagc
     6541 aggaggacgt ccagacacag cataggctac ctggccatgc ccaaccggtg ggacatttga
     6601 gttgcttgct tggcactgtc ctctcatgcg ttgggtccac tcagtagatg cctgttgaat
     6661 tgggtacgcg gccagcttgg ctgtggaatg tgtgtcagtt agggtgtgga aagtccccag
     6721 gctccccagc aggcagaagt atgcaaagca tgcatctcaa ttagtcagca accaggtgtg
     6781 gaaagtcccc aggctcccca gcaggcagaa gtatgcaaag catgcatctc aattagtcag
     6841 caaccatagt cccgccccta actccgccca tcccgcccct aactccgccc agttccgccc
     6901 attctccgcc ccatggctga ctaatttttt ttatttatgc agaggccgag gccgcctcgg
     6961 cctctgagct attccagaag tagtgaggag gcttttttgg aggcctaggc ttttgcaaaa
     7021 agctcctcga ggaactgaaa aaccagaaag ttaattccct atagtgagtc gtattaaatt
     7081 cgtaatcatg tcatagctgt ttcctgtgtg aaattgttat ccgctcacaa ttccacacaa
     7141 catacgagcc ggaagcataa agtgtaaagc ctggggtgcc taatgagtga gctaactcac
     7201 attaattgcg ttgcgctcac tgcccgcttt ccagtcggga aacctgtcgt gccagctgca
     7261 ttaatgaatc ggccaacgcg cggggagagg cggtttgcgt attgggcgct cttccgcttc
     7321 ctcgctcact gactcgctgc gctcggtcgt tcggctgcgg cgagcggtat cagctcactc
     7381 aaaggcggta atacggttat ccacagaatc aggggataac gcaggaaaga acatgtgagc
     7441 aaaaggccag caaaaggcca ggaaccgtaa aaaggccgcg ttgctggcgt ttttccatag
     7501 gctccgcccc cctgacgagc atcacaaaaa tcgacgctca agtcagaggt ggcgaaaccc
     7561 gacaggacta taaagatacc aggcgtttcc ccctggaagc tccctcgtgc gctctcctgt
     7621 tccgaccctg ccgcttaccg gatacctgtc cgcctttctc ccttcgggaa gcgtggcgct
     7681 ttctcatagc tcacgctgta ggtatctcag ttcggtgtag gtcgttcgct ccaagctggg
     7741 ctgtgtgcac gaaccccccg ttcagcccga ccgctgcgcc ttatccggta actatcgtct
     7801 tgagtccaac ccggtaagac acgacttatc gccactggca gcagccactg gtaacaggat
     7861 tagcagagcg aggtatgtag gcggtgctac agagttcttg aagtggtggc ctaactacgg
     7921 ctacactaga agaacagtat ttggtatctg cgctctgctg aagccagtta ccttcggaaa
     7981 aagagttggt agctcttgat ccggcaaaca aaccaccgct ggtagcggtg gtttttttgt
     8041 ttgcaagcag cagattacgc gcagaaaaaa aggatctcaa gaagatcctt tgatcttttc
     8101 tacggggtct gacgctcagt ggaacgaaaa ctcacgttaa gggattttgg tcatgagatt
     8161 atcaaaaagg atcttcacct agatcctttt aaattaaaaa tgaagtttta aatcaatcta
     8221 aagtatatat gagtaaactt ggtctgacag ttaccaatgc ttaatcagtg aggcacctat
     8281 ctcagcgatc tgtctatttc gttcatccat agttgcctga ctccccgtcg tgtagataac
     8341 tacgatacgg gagggcttac catctggccc cagtgctgca atgataccgc gagacccacg
     8401 ctcaccggct ccagatttat cagcaataaa ccagccagcc ggaagggccg agcgcagaag
     8461 tggtcctgca actttatccg cctccatcca gtctattaat tgttgccggg aagctagagt
     8521 aagtagttcg ccagttaata gtttgcgcaa cgttgttgcc attgctacag gcatcgtggt
     8581 gtcacgctcg tcgtttggta tggcttcatt cagctccggt tcccaacgat caaggcgagt
     8641 tacatgatcc cccatgttgt gcaaaaaagc ggttagctcc ttcggtcctc cgatcgttgt
     8701 cagaagtaag ttggccgcag tgttatcact catggttatg gcagcactgc ataattctct
     8761 tactgtcatg ccatccgtaa gatgcttttc tgtgactggt gagtactcaa ccaagtcatt
     8821 ctgagaatag tgtatgcggc gaccgagttg ctcttgcccg gcgtcaatac gggataatac

     3001 TGGCCTTCCT GAGGATTATT TGTATGGACA AACCACTATG TACCTGACCT ATAATGATTT

     3061 CATTAACAAG GAACTTATCC TCTTTTCAAA CTCTGATAAT GAAAGATCTA TCCCATCTAT

     3121 GGTAGATGGT TTGAAACCAG GTCAGAGAAA GGTTTTGTTT ACTTGTTTCA AACGGAATGA

     3181 CAAGCGAGAG GTGAAAGTTG CCCAGTTAGC TGGGTCAGTG GCAGAAATGT CCTCTTATCA
     3241 CCATGGTGAG ATGTCGCTGA TGATGACCAT TATCAATTTG GCTCAGAATT TTGTGGGTAG
     3301 CAATAATTTG AACCTTCTAC AGCCTATTGG TCAGTTTGGT ACCAGGCTGC ATGGTGGCAA
     3361 GGACTCAGCC AGCCCTAGGT ACATCTTTAC AATGCTCAGC CCTTTGGCTC GGTTGTTATT
     3421 TCCATCAAAA GATGATCACA CGTTACGGTT TCTGTATGAC GACAACCAGC GTGTTGAGCC
     3481 TGAATGGTAC ATCCCTATTA TACCCATGGT GCTGATAAAT GGTGCTGAGG GAATTGGTAC
     3541 TGGGTGGTCC TGCAAAATCC CCAACTTTGA TGTTCGTGAA GTCGTAAATA ATATCAGGCG
     3601 GCTGTTGGAT GGAGAAGAGC CTCTGCCCAT GCTCCCAAGT TATAAGAATT ACAAAGGTAC
     3661 TATTGAAGAA CTGGCTTCAA ATCAGTATGT GATTAATGGA GAAGTAGCTA TTCTGAATTC
     3721 CACAACCATT GAGATCACTG AGCTTCCCAT CAGAACATGG ACCCAGACAT ATAAGGAACA
     3781 GGTTCTAGAA CCTATGTTGA ATGGCACCGA GAAGACACCC CCTCTAATAA CAGACTATAG
     3841 GGAATACCAC ACAGATACCA CTGTGAAGTT TGTCATAAAG ATGACTGAAG AAAAATTGGC
     3901 AGAGGCAGAG AGAGTGGGAC TACACAAAGT CTTCAAACTC CAGACTAGTC TCACTTGCAA
     3961 CTCTATGGTA CTTTTTGACC ATGTTGGTTG TTTAAAGAAA TATGACACTG TGTTGGATAT
     4021 TCTAAGAGAC TTCTTTGAGC TCAGGCTTAA ATATTATGGA TTAAGAAAAG AATGGCTTCT
     4081 AGGAATGCTT GGTGCAGAAT CTTCTAAACT GAATAATCAA GCTCGCTTTA TATTAGAGAA
     4141 AATAGATGGC AAAATAGTCA TTGAAAATAA ACCTAAGAAA GAATTAATTA AAGTTCTGAT
     4201 TCAGAGAGGC TATGACTCCG ACCCTGTGAA AGCCTGGAAA GAAGCTCAGC AGAAGGTCCC
     4261 AGAAGAAGAG GAAAATGAAG AGAATGAAGA GAGCGAGAGT GAAAGCAGCA GCCCTGCAGC
     4321 GGAGTCTGGA CCGACCTTCA ACTACCTTCT TGATATGCCC CTGTGGTATC TAACCAAGGA
     4381 GAAGAAGGAC GAGCTGTGCA AGCAAAGGGA CGAGAAGGAA CAAGAGCTCA ACACGTTAAA

     4441 GAAAAAGACT CCATCGGATT TGTGGAAGGA AGACCTGGCT GCTTTTGTGG AAGAACTGGA

     4501 GGTTGTTGAA GCCAAGGAAA AACAGGATGA ACAAGTAGGA CTTCCCGGGA ACCCTTGGTC

     4561 TGATTCTGAA TCAGATATGA GCAGTAACGA AAGTAATTTT GATGTCCCTC CACGAGAGAA

     4621 AGAGCCAAGA ATTGCTGCAA CAAAAGCCAA ATTCACGGCG GATTTAGACT CTGATGACGA

     4681 TTTCTCAGGC TTGGATGAGA AGGATGAGGA TGAAGATTTC TTCCCATTAG ATGATACTCC

     4741 ACCTAAGACC AAAATGCCCC CAAAAAATAC TAAAAAAGCA CTGAAGCCAC AGAAGAGCTC

     4801 CACATCAGTT GATCTTGAAA GTGATGGGAA AGACAGTGTG CCAGCTTCTC CAGGCGCTTC

     4861 TGCTGCTGAC GTCCCAGCTG AGACTGAACC CTCCAAGCCG TCCTCCAAAC AGACAGTGGG

     4921 AGTGAAGAGG ACAATAACCA AAGGTCAGTC TTTAACCTCC ACTGCTGGCA CCAAAAAGAG

     4981 AGCTGTACCA AAGGAGACCA AGTCAGATTC AGCCTTGAAT GCTCATGTCT CCAAAAAGCC

     5041 TGCTCCTGCC AAAGCCAAGA ACAGTCGCAA GAGGAAGCCA TCTTCTTCTG ACAGCTCGGA

     5101 CTCTGAGTTT GAGAAGGCGA TTTCTAAAGG TGCCACAAGC AAGAAACCCA AGGGAGAGGA

     5161 GCGGGATTTC CATGTGGACT TAGATGACAC TGTGGCTCCT CGAGCAAAAT CCGGACGAGC

     5221 AAGGAAGCCG ATTAAGTACC TGGAGGAGTC GGATGACGAC CTCTTCTTAC CCGGGAATTC

     5281 TCGAGTAGAT CTGCCGGTCG CCACCATGGT GAGCAAGGGC GAGGAGCTGT TCACCGGGGT

     5341 GGTGCCCATC CTGGTCGAGC TGGACGGCGA CGTAAACGGC CACAAGTTCA GCGTGTCCGG
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Figure S5.  pFLAG-top2a_Δ1192-1289-EGFPの塩基配列 
　 pFLAG-top2a_Δ1192-1289-EGFPのtop2a_1290-1527の
一部と前後の塩基配列、制限酵素切断部位、プライマーの位置を
示している。紫色の枠はBglII、黒色の枠はSmaIによる切断部位
を示している。桃色の矢印はプライマーの位置と向きを示してい
る。 
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A. 

     2821 GAGCACATCA AAGGAAGCTA AGGAGTATTT TGCAAATATG AAACGACATC GTATTCAGTT
     2881 CAAATACTCT GGCCCTGAAG ACGATGCTGC GATCAGCCTG GCCTTTAGTA AAAAACAGGT
     2941 CGATGATCGA AAGGAATGGT TAACTAATTT CATGGAAGAT AGAAGACAGC GGAAGTTACT
     3001 TGGCCTTCCT GAGGATTATT TGTATGGACA AACCACTATG TACCTGACCT ATAATGATTT
     3061 CATTAACAAG GAACTTATCC TCTTTTCAAA CTCTGATAAT GAAAGATCTA TCCCATCTAT
     3121 GGTAGATGGT TTGAAACCAG GTCAGAGAAA GGTTTTGTTT ACTTGTTTCA AACGGAATGA
     3181 CAAGCGAGAG GTGAAAGTTG CCCAGTTAGC TGGGTCAGTG GCAGAAATGT CCTCTTATCA
     3241 CCATGGTGAG ATGTCGCTGA TGATGACCAT TATCAATTTG GCTCAGAATT TTGTGGGTAG
     3301 CAATAATTTG AACCTTCTAC AGCCTATTGG TCAGTTTGGT ACCAGGCTGC ATGGTGGCAA
     3361 GGACTCAGCC AGCCCTAGGT ACATCTTTAC AATGCTCAGC CCTTTGGCTC GGTTGTTATT
     3421 TCCATCAAAA GATGATCACA CGTTACGGTT TCTGTATGAC GACAACCAGC GTGTTGAGCC
     3481 TGAATGGTAC ATCCCTATTA TACCCATGGT GCTGATAAAT GGTGCTGAGG GAATTGGTAC
     3541 TGGGTGGTCC TGCAAAATCC CCAACTTTGA TGTTCGTGAA GTCGTAAATA ATATCAGGCG
     3601 GCTGTTGGAT GGAGAAGAGC CTCTGCCCAT GCTCCCAAGT TATAAGAATT ACAAAGGTAC
     3661 TATTGAAGAA CTGGCTTCAA ATCAGTATGT GATTAATGGA GAAGTAGCTA TTCTGAATTC
     3721 CACAACCATT GAGATCACTG AGCTTCCCAT CAGAACATGG ACCCAGACAT ATAAGGAACA
     3781 GGTTCTAGAA CCTATGTTGA ATGGCACCGA GAAGACACCC CCTCTAATAA CAGACTATAG
     3841 GGAATACCAC ACAGATACCA CTGTGAAGTT TGTCATAAAG ATGACTGAAG AAAAATTGGC
     3901 AGAGGCAGAG AGAGTGGGAC TACACAAAGT CTTCAAACTC CAGACTAGTC TCACTTGCAA
     3961 CTCTATGGTA CTTTTTGACC ATGTTGGTTG TTTAAAGAAA TATGACACTG TGTTGGATAT
     4021 TCTAAGAGAC TTCTTTGAGC TCAGGCTTAA ATATTATGGA TTAAGAAAAG AATGGCTTCT
     4081 AGGAATGCTT GGTGCAGAAT CTTCTAAACT GAATAATCAA GCTCGCTTTA TATTAGAGAA
     4141 AATAGATGGC AAAATAGTCA TTGAAAATAA ACCTAAGAAA GAATTAATTA AAGTTCTGAT
     4201 TCAGAGAGGC TATGACTCCG ACCCTGTGAA AGCCTGGAAA GAAGCTCAGC AGAAGGTCCC
     4261 AGAAGAAGAG GAAAATGAAG AGAATGAAGA GAGCGAGAGT GAAAGCAGCA GCCCTGCAGC

     4321 GGAGTCTGGA CCGACCTTCA ACTACCTTCT TGATATGCCC CTGTGGTATC TAACCAAGGA

     4381 GAAGAAGGAC GAGCTGTGCA AGCAAAGGGA CGAGAAGGAA CAAGAGCTCA ACACGTTAAA

     4441 GAAAAAGACT CCATCGGATT TGTGGAAGGA AGACCTGGCT GCTTTTGTGG AAGAACTGGA

     4501 GGTTGTTGAA GCCAAGGAAA AACAGGATGA ACAAGTAGGA CTTCCCGGGA ATTCATCGAT

     4561 AGATCTGATG GGTGGCATCC CTGTGACCCC TCCCCAGTGC CTCTCCTGGC CCTGGAAGTT

     4621 GCCACTCCAG TGCCCACCAG CCTTGTCCTA ATAAAATTAA GTTGCATCAT TTTGTCTGAC
     4681 TAGGTGTCCT TCTATAATAT TATGGGGTGG AGGGGGGTGG TATGGAGCAA GGGGCAAGTT
     4741 GGGAAGACAA CCTGTAGGGC CTGCGGGGTC TATTGGGAAC CAAGCTGGAG TGCAGTGGCA
     4801 CAATCTTGGC TCACTGCAAT CTCCGCCTCC TGGGTTCAAG CGATTCTCCT GCCTCAGCCT
     4861 CCCGAGTTGT TGGGATTCCA GGCATGCATG ACCAGGCTCA GCTAATTTTT GTTTTTTTGG
     4921 TAGAGACGGG GTTTCACCAT ATTGGCCAGG CTGGTCTCCA ACTCCTAATC TCAGGTGATC
     4981 TACCCACCTT GGCCTCCCAA ATTGCTGGGA TTACAGGCGT GAACCACTGC TCCCTTCCCT
     5041 GTCCTTCTGA TTTTAAAATA ACTATACCAG CAGGAGGACG TCCAGACACA GCATAGGCTA
     5101 CCTGGCCATG CCCAACCGGT GGGACATTTG AGTTGCTTGC TTGGCACTGT CCTCTCATGC
     5161 GTTGGGTCCA CTCAGTAGAT GCCTGTTGAA TTGGGTACGC GGCCAGCTTG GCTGTGGAAT
     5221 GTGTGTCAGT TAGGGTGTGG AAAGTCCCCA GGCTCCCCAG CAGGCAGAAG TATGCAAAGC
     5281 ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCAGGTGT GGAAAGTCCC CAGGCTCCCC AGCAGGCAGA
     5341 AGTATGCAAA GCATGCATCT CAATTAGTCA GCAACCATAG TCCCGCCCCT AACTCCGCCC
     5401 ATCCCGCCCC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC CATTCTCCGC CCCATGGCTG ACTAATTTTT
     5461 TTTATTTATG CAGAGGCCGA GGCCGCCTCG GCCTCTGAGC TATTCCAGAA GTAGTGAGGA
     5521 GGCTTTTTTG GAGGCCTAGG CTTTTGCAAA AAGCTCCTCG AGGAACTGAA AAACCAGAAA
     5581 GTTAATTCCC TATAGTGAGT CGTATTAAAT TCGTAATCAT GTCATAGCTG TTTCCTGTGT
     5641 GAAATTGTTA TCCGCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC CGGAAGCATA AAGTGTAAAG
     5701 CCTGGGGTGC CTAATGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC GTTGCGCTCA CTGCCCGCTT
     5761 TCCAGTCGGG AAACCTGTCG TGCCAGCTGC ATTAATGAAT CGGCCAACGC GCGGGGAGAG
     5821 GCGGTTTGCG TATTGGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG
     5881 TTCGGCTGCG GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT
     5941 CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA
     6001 AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAAA

LOCUS       
DEFINITION  
KEYWORDS    
SOURCE      
  ORGANISM  
BASE COUNT     2315 A   1836 C   1958 G   2120 T
ORIGIN      
        1 CCATTCGCCA TTCAGGCTGC GCAACTGTTG GGAAGGGCGA TCGGTGCGGG CCTCTTCGCT
       61 ATTACGCCAG CTGGCGAAAG GGGGATGTGC TGCAAGGCGA TTAAGTTGGG TAACGCCAGG
      121 GTTTTCCCAG TCACGACGTT GTAAAACGAC GGCCAGTGCC AAGCTGATCT ATACATTGAA
      181 TCAATATTGG CAATTAGCCA TATTAGTCAT TGGTTATATA GCATAAATCA ATATTGGCTA
      241 TTGGCCATTG CATACGTTGT ATCTATATCA TAATATGTAC ATTTATATTG GCTCATGTCC
      301 AATATGACCG CCATGTTGAC ATTGATTATT GACTAGTTAT TAATAGTAAT CAATTACGGG
      361 GTCATTAGTT CATAGCCCAT ATATGGAGTT CCGCGTTACA TAACTTACGG TAAATGGCCC
      421 GCCTGGCTGA CCGCCCAACG ACCCCCGCCC ATTGACGTCA ATAATGACGT ATGTTCCCAT
      481 AGTAACGCCA ATAGGGACTT TCCATTGACG TCAATGGGTG GAGTATTTAC GGTAAACTGC
      541 CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA
      601 CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG
      661 GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC
      721 CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT
      781 CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC

      841 CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC

      901 TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT

      961 TAGCGGCCGC ATGGAGTTGT CACCGCTGCA GCCTGTAAAT GAAAATATGC TACTCAACAA

     1021 AAAGAAGAAT GAAGATGGCA AGAAAAGACT GTCCGTTGAA AGAATCTATC AGAAAAAAAC

     1081 ACAACTGGAA CATATACTGC TCCGCCCAGA TACCTACATC GGCTCTGTGG AGTTAGTGAC

     1141 CCAGCAAATG TGGGTTTACG ATGAAGATGT TGGTATTAAC TACAGGGAAG TCACTTTTGT
     1201 TCCTGGTTTG TATAAAATCT TTGATGAAAT TCTAGTTAAT GCTGCTGATA ACAAACAAAG
     1261 GGACCCAAAA ATGTCTTGCA TTAGAGTCAC AATTGATGCA GAAAATAATT TAATTAGTAT
     1321 ATGGAATAAT GGAAAAGGAA TTCCTGTTGT TGAACACAAA GTGGAGAAAA TGTATGTCCC
     1381 AGCTCTCATA TTTGGACAGC TTCTGACCTC CAGTAACTAC GATGATGATG AGAAGAAAGT
     1441 GACAGGTGGT CGAAATGGCT ATGGAGCTAA ACTGTGTAAC ATATTCAGCA CCAAATTTAC
     1501 TGTGGAAACA GCCAGTAGGG AATACAAGAA AATGTTCAAA CAGACATGGA TGGATAACAT
     1561 GGGGAGAGCT GGTGACATGG AGCTCAAGCC CTTTAGCGGA GAGGATTACA CGTGTATTAC
     1621 CTTCCAGCCT GACTTATCTA AGTTTAAAAT GCAAAGCCTG GACAAAGATA TTGTCGCACT
     1681 GATGGTCAGA AGAGCATACG ATATTGCTGG TTCCACCAAA GATGTAAAAG TCTTTCTTAA
     1741 TGGAAACAGG CTGCCAGTCA AAGGGTTCCG TAGTTACGTG GATATGTATT TGAAGGATAA
     1801 GGTTGATGAA ACTGGGAACG CACTGAAGGT GGTGCATGAA CAAGTAAATC CCCGGTGGGA
     1861 AGTGTGCTTA ACAATGAGCG AGAAAGGCTT TCAGCAGATT AGCTTCGTCA ACAGCATCGC
     1921 TACTTCTAAG GGTGGCAGAC ATGTCGATTA TGTAGCCGAT CAGATTGTGA GTAAACTCGT
     1981 TGATGTGGTG AAAAAGAAGA ACAAGGGAGG TGTTGCAGTG AAGGCCCATC AGGTGAAGAA
     2041 TCACATGTGG ATTTTTGTAA ATGCCTTAAT TGAAAACCCA ACCTTTGACT CTCAAACAAA
     2101 AGAAAACATG ACTTTACAAG CCAAGAGCTT TGGATCAACT TGTCAATTAA GTGAAAAATT
     2161 CATCAAAGCT GCAATTGGTT GTGGTATTGT CGAAAGCATA CTAAACTGGG TGAAGTTTAA
     2221 GGCCCAAATC CAATTAAACA AGAAGTGTTC AGCTGTAAAA CATAACAGGA TCAAGGGAAT
     2281 CCCCAAACTT GACGACGCCA ATGACGCAGG GAGCCGAAAC TCTGCTGAAT GCACACTTAT
     2341 CCTGACTGAA GGGGACTCAG CCAAAACTCT GGCAGTCTCA GGACTTGGAG TGGTTGGAAG
     2401 AGACAAATAT GGGGTGTTCC CTCTCAGAGG AAAAATACTC AATGTGCGAG AAGCTTCTCA
     2461 TAAACAGATC ATGGAAAATG CTGAAATTAA CAATATCATC AAGATTGTGG GGCTTCAGTA
     2521 CAAGAAAAAC TATGAGGATG AAGATTCATT GAAAACTCTT CGTTATGGGA AGATCATGAT
     2581 TATGACAGAT CAGGACCAAG ATGGTTCCCA CATCAAAGGC TTGCTGATCA ATTTTATCCA
     2641 TCACAATTGG CCATCTCTTC TGCGACATCG TTTTCTAGAA GAATTTATCA CTCCTATTGT
     2701 AAAGGTGTCT AAAAACAAGC AAGAAATAGC ATTCTACAGT CTTCCCGAGT TTGAAGAATG
     2761 GAAGAGTGCA AATCCAAATC ACAAAAAATG GAAAGTCAAG TACTACAAAG GTTTGGGCAC
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Figure S6. 変異体作製に用いたpFLAG-top2a_1-1191 
A.  変異体作製に用いたpFLAG-top2a_1-1191の構造を示す。 
B.  pFLAG-top2a_1-1191のtop2a_1-1191の一部と前後の塩
基配列を示す。茶色の枠はpFLAG-CMV-mを示している。赤色
の枠はtop2a_1-1191の塩基配列の一部を示している。黒色の線
の部分はFLAG tagを示している。 
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        1 CCATTCGCCA TTCAGGCTGC GCAACTGTTG GGAAGGGCGA TCGGTGCGGG CCTCTTCGCT
       61 ATTACGCCAG CTGGCGAAAG GGGGATGTGC TGCAAGGCGA TTAAGTTGGG TAACGCCAGG
      121 GTTTTCCCAG TCACGACGTT GTAAAACGAC GGCCAGTGCC AAGCTGATCT ATACATTGAA
      181 TCAATATTGG CAATTAGCCA TATTAGTCAT TGGTTATATA GCATAAATCA ATATTGGCTA
      241 TTGGCCATTG CATACGTTGT ATCTATATCA TAATATGTAC ATTTATATTG GCTCATGTCC
      301 AATATGACCG CCATGTTGAC ATTGATTATT GACTAGTTAT TAATAGTAAT CAATTACGGG
      361 GTCATTAGTT CATAGCCCAT ATATGGAGTT CCGCGTTACA TAACTTACGG TAAATGGCCC
      421 GCCTGGCTGA CCGCCCAACG ACCCCCGCCC ATTGACGTCA ATAATGACGT ATGTTCCCAT
      481 AGTAACGCCA ATAGGGACTT TCCATTGACG TCAATGGGTG GAGTATTTAC GGTAAACTGC
      541 CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA
      601 CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG
      661 GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC
      721 CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT
      781 CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC
      841 CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC

      901 TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT

      961 TAGCGGCCGC GCTGCCATGG CCAAGTCCAG CCTCGCGGGC GTTGACGGGG CGCTGACCTG

     1021 GGTGAACAAT GCTGCAAAAA AGGAAGAGTT GGAGACAGCG AACAAAAATG ATTCTTCCAA

     1081 GAAGTTGTCT GTTGAGAGAG TGTACCAGAA GAAGACCCAA CTGGAGCATA TTCTCCTTCG

     1141 TCCTGATACA TACATTGGAT CAGTGGAACC ACTGACACAG TTAATGTGGG TGTATGACGA

     1201 AGATGTAGGC ATGAACTGCA GAGAGGTTAC CTTTGTTCCG GGCTTATACA AGATCTTTGA

     1261 TGAAATTTTG GTCAATGCTG CTGACAACAA GCAGAGGGAT AAGAACATGA CCTGTATTAA

     1321 GGTTTCTATT GATCCTGAAT CTAATATTAT AAGCATTTGG AATAATGGAA AAGGCATTCC

     1381 AGTAGTAGAA CACAAAGTAG AGAAAGTTTA TGTTCCTGCT TTAATTTTTG GACAGCTTTT

     1441 AACATCGAGT AATTACGATG ATGATGAGAA AAAAGTTACA GGAGGCCGTA ATGGTTATGG

     1501 TGCAAAACTT TGTAATATTT TTAGTACAAA GTTTACAGTA GAAACGGCTT GCAAAGAATA

     1561 CAAACATAGT TTTAAGCAGA CATGGATGAA TAATATGATG AAGACTTCTG AAGCCAAAAT

     1621 CAAACATTTT GATGGGGAAG ATTATACATG CATAACATTC CAGCCAGAtC TAGCCAAGTT

     1681 TAAGATGGAA AAACTTGACA AGGACATTGT GGCCCTCATG ACCAGAAGGG CATACGATTT

     1741 AGCTGGTTCC TGCAAAGGCG TCAAGGTCAT GTTCAATGGC AAGAAGTTGC CTGTAAATGG

     1801 ATTTCGCAGC TATGTAGACC TTTATGTGAA AGACAAATTG GATGAAACTG GGGTCGCTCT

     1861 CAAAGTTATT CATGAACTTG CAAATGAAAG ATGGGATGTT TGTCTAACCT TGAGTGAAAA

     1921 AGGTTTCCAG CAGATCAGCT TTGTGAATAG TATTGCAACT ACAAAAGGTG GACGGCACGT

     1981 GGATTACGTA GTAGATCAAG TTGTTGGTAA ACTGATTGAA GTAGTTAAGA AAAAGAACAA

     2041 AGCTGGTGTA TCAGTGAAGC CATTTCAAGT TAAAAACCAC ATATGGGTTT TTATTAATTG

     2101 TCTTATTGAA AATCCAACCT TTGATTCTCA AACTAAGGAA AACATGACTC TGCAGCCCAA

     2161 GAGCTTTGGG TCTAAATGCC AGCTGTCAGA AAAGTTCTTT AAAGCGGCCT CTAATTGTGG

     4141 AAAGCTTAAC AATCAAGCCC GTTTCATTTT AGAGAAGATA CAAGGGAAAA TCACGATAGA

     4201 GAATAGGTCA AAGAAAGATT TGATTCAAAT GTTAGTCCAG AGAGGTTATG AATCTGACCC

     4261 AGTGAAAGCC TGGAAAGAAG CACAAGAAAA GGCTGCGGAA GAGGAAGATG CACAAAACCC

     4321 ACATGATGAC AGTTCCTCTG ACTCAGGAAC TCCTTCAGGC CCTGATTTTA ATTATATTTT

     4381 AAATATGTCT CTATGGTCTC TTACTAAAGA AAAAGTTGAA GAACTCATTA AACAGAGAGA

     4441 TACAAAAGGA CGAGAGGTTA ATGATCTCAA AAGGAAATCT CCCTCAGATC TTTGGAAAGA

     4501 AGATTTAGCA GCATTTGTTG AAGAATTGGA TAAAGTGGAA GCACAAGAAC GAGAAGACAT

     4561 TCTGGCAGGG ATGTCTGGGA AAGCAGTGAA AGGCAAAGTC GGCAAAGCTA AAGTAAAGAA

     4621 GCTCCAGCTG GAGGAGACGA TGCCCTCGCC TTACGGGAGA AGAATCGTTC CTGAGATTAC

     4681 TGCCATGAAG GCAGACGCCA GCAGAAAACT GCTGAAGAAG AAGAAGGGTG ATCCTGATAC

     4741 TACAGTTGTG AAAGTAGAAT TTGATGAAGA ATTTAGTGGA ACACCAGCAG AAGGTACAGG

     4801 AGAAGAGACA TTGACACCAT CTGCTCCTGT AAATAAAGGC CCCAAACCCA AAAGGGAGAA

     4861 AAAGGAGCCT GGTACCAGGG TTAGAAAAAC ACCTGCATCA ACTGGCAAAC CTAATACAAA

     4921 GAAAGTGAAG AAGCGGAATC CTTGGTCAGA TGATGAGTCC AAATCAGAGA GTGACTTGGA

     4981 AGAAGCAGAG CCTGTGGTTA TCCCAAGAGA TTCTTTGCTT AGGAGAGCAG CTGCTGAAAG

     5041 ACCTAAGTAC ACTTTTGATT TCTCAGAAGA GGAGGAGGAT GATGCTGATG ATGATGACGA

     5101 CAATAATGAT TTAGAAGAAT TGAAAGTTAA AGCATCTCCC ATAACAAATG ATGGGGAGGA

     5161 TGAATTTGTT CCTTCAGATG GCATAGATAA AGATGAGTAT GCCTTTTCTC CAGGCAAATC

     5221 CAAAGCTACA CCAGAAAAAT CTTCACATGA CAAAAAAAGT CAGGATTTTG GAAATCTTTT

     5281 TTCATTTCCT TCATATTCTC AGAAGTCAGA AGATGATTCA GCTAAATTTG ACAGTAATGA

     5341 AGAAGACACC ACATCTGTTT TTGCACCATC ATTTGGTCTG AAGCAAACAG ATAAAGTTCC

     5401 AAGTCAAACA GTCGCTGCTA AAAAGGGTAA AGCACCTTCA GATGCAGCAG CCCCTAAGGC

     5461 CAAGAGAGCC CCTAGACAGA GGAAGGTAGT AGAGCCTGCA AACTCCGACT CGGATTCTGA

     5521 ACTCGGCAAC ATTCCAAAGA AGACGGCCGC ACCGAAAGGT AAAGGCCGAG GGGCAAAGAA

     5581 AAGGAAAGCA TCAGGCTCAG AAAATGAAGG TGATTATAAC CCTGGCAGGA AACCATCTAA

     5641 AACAGCCAGC AAGAAACCGA AGAAAACGTC TTTTGATCAG GATTCAGATG TAGACATCTT

     5701 CCCTTCAGAC TTCACTTCTG AACCACCTGC TCTCCCACGG ACTGGTCGGG CTAGGAAAGA

     5761 AGTAAAATAT TTTGCAGAGT CTGATGAAGA AGAAGACGTT GATTTTGCAA TGTTTAATTA

     5821 AGTGCCCGGG AATTCATCGA TAGATCTGAT GGGTGGCATC CCTGTGACCC CTCCCCAGTG

     5881 CCTCTCCTGG CCCTGGAAGT TGCCACTCCA GTGCCCACCA GCCTTGTCCT AATAAAATTA
     5941 AGTTGCATCA TTTTGTCTGA CTAGGTGTCC TTCTATAATA TTATGGGGTG GAGGGGGGTG
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・ 
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Figure S7. 変異体作製に用いたpFLAG-top2bの塩基配列の一部
を示す。 
　 茶色の枠はpFLAG-CMV-mを示している。青色の枠はtop2b
の塩基配列の一部を示している。黒色の線の部分はFLAG tagを
示している。 
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Figure S8. 変異体作製に用いたpFLAG-top2b_1-1199-EGFP  
A.  変異体作製に用いたpFLAG-top2b_1-1199-EGFPの構造を
示す。 
B.  pFLAG-top2b_1-1199-EGFPのtop2b_1-1199の一部と前
後の塩基配列を示す。茶色の枠はpFLAG-cm2-EGFPを示して
いる。青色の枠はtop2b_1-1199の塩基配列の一部を示してい
る。黒色の線の部分はFLAG tagを示している。 

ID   
XX
SQ   Sequence 9002 BP; 2486 A; 2051 C; 2169 G; 2296 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA       600
     CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG       660
     GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC       720
     CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT       780
     CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC       840

     CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GCTGCCATGG CCAAGTCCAG CCTCGCGGGC GTTGACGGGG CGCTGACCTG      1020

     GGTGAACAAT GCTGCAAAAA AGGAAGAGTT GGAGACAGCG AACAAAAATG ATTCTTCCAA      1080

     GAAGTTGTCT GTTGAGAGAG TGTACCAGAA GAAGACCCAA CTGGAGCATA TTCTCCTTCG      1140

     TCCTGATACA TACATTGGAT CAGTGGAACC ACTGACACAG TTAATGTGGG TGTATGACGA      1200
     AGATGTAGGC ATGAACTGCA GAGAGGTTAC CTTTGTTCCG GGCTTATACA AGATCTTTGA      1260
     TGAAATTTTG GTCAATGCTG CTGACAACAA GCAGAGGGAT AAGAACATGA CCTGTATTAA      1320
     GGTTTCTATT GATCCTGAAT CTAATATTAT AAGCATTTGG AATAATGGAA AAGGCATTCC      1380
     AGTAGTAGAA CACAAAGTAG AGAAAGTTTA TGTTCCTGCT TTAATTTTTG GACAGCTTTT      1440
     AACATCGAGT AATTACGATG ATGATGAGAA AAAAGTTACA GGAGGCCGTA ATGGTTATGG      1500
     TGCAAAACTT TGTAATATTT TTAGTACAAA GTTTACAGTA GAAACGGCTT GCAAAGAATA      1560
     CAAACATAGT TTTAAGCAGA CATGGATGAA TAATATGATG AAGACTTCTG AAGCCAAAAT      1620
     CAAACATTTT GATGGGGAAG ATTATACATG CATAACATTC CAGCCAGATC TAGCCAAGTT      1680
     TAAGATGGAA AAACTTGACA AGGACATTGT GGCCCTCATG ACCAGAAGGG CATACGATTT      1740
     AGCTGGTTCC TGCAAAGGCG TCAAGGTCAT GTTCAATGGC AAGAAGTTGC CTGTAAATGG      1800
     ATTTCGCAGC TATGTAGACC TTTATGTGAA AGACAAATTG GATGAAACTG GGGTCGCTCT      1860
     CAAAGTTATT CATGAACTTG CAAATGAAAG ATGGGATGTT TGTCTAACCT TGAGTGAAAA      1920
     AGGTTTCCAG CAGATCAGCT TTGTGAATAG TATTGCAACT ACAAAAGGTG GACGGCACGT      1980
     GGATTACGTA GTAGATCAAG TTGTTGGTAA ACTGATTGAA GTAGTTAAGA AAAAGAACAA      2040
     AGCTGGTGTA TCAGTGAAGC CATTTCAAGT TAAAAACCAC ATATGGGTTT TTATTAATTG      2100
     TCTTATTGAA AATCCAACCT TTGATTCTCA AACTAAGGAA AACATGACTC TGCAGCCCAA      2160
     GAGCTTTGGG TCTAAATGCC AGCTGTCAGA AAAGTTCTTT AAAGCGGCCT CTAATTGTGG      2220
     CATTGTAGAA AGCATATTGA ACTGGGTGAA ATTTAAGGCT CAGACTCAGC TGAATAAGAA      2280
     GTGCTCCTCA GTAAAGTACA GCAAAATCAA AGGCATTCCC AAACTGGATG ATGCCAATGA      2340
     TGCTGGTGGC AAACATTCCC TGGAGTGTAC ATTAATATTA ACAGAGGGGG ACTCTGCCAA      2400
     ATCTCTAGCT GTCTCTGGAT TAGGTGTGAT TGGGAGAGAC AGATATGGAG TCTTCCCTCT      2460
     CAGGGGTAAA ATTCTCAATG CACGAGAAGC GTCTCATAAA CAGATTATGG AAAATGCAGA      2520
     AATAAACAAT ATTATTAAAA TAGTTGGTTT GCAATACAAG AAAAGTTATG ATGATGCAGA      2580
     ATCTCTGAAA ACTTTACGTT ATGGGAAGAT TATGATTATG ACTGATCAGG ATCAAGATGG      2640
     TTCTCACATT AAAGGCCTGC TAATCAATTT TATTCATCAC AATTGGCCAT CACTTTTGAA      2700
     GCATGGCTTT CTTGAAGAAT TCATTACTCC CATTGTAAAG GCGAGCAAAA ATAAGCAGGA      2760
     ACTTTCCTTT TATAGTATTC CTGAATTTGA TGAGTGGGAA AAACATATAG AAAACCAGAA      2820
     AGCCTGGAAA ATAAAGTACT ACAAAGGATT GGGTACCAGT ACAGCTAAGG AAGCCAAGGA      2880
     ATATTTTGCT GATATGGAAA GGCATCGCAT TTTGTTTAGA TATGCTGGCC CTGAGGATGA      2940
     TGCTGCCATT ACCTTGGCAT TTAGTAAGAA GAAGATTGAT GACAGAAAAG AATGGTTAAC      3000
     CAACTTTATG GAGGATCGGA GACAGCGGAG GTTACATGGC CTACCAGAGC AATTTTTATA      3060

     TGGTACAGCA ACTAAGCATT TGACATACAA TGATTTCATC AACAAGGAAT TGATTCTCTT      3120
     CTCAAACTCG GACAATGAGA GATCTATACC CTCTCTTGTG GATGGCTTCA AGCCAGGTCA      3180
     ACGAAAAGTT TTGTTTACCT GTTTCAAGAG GAATGATAAA CGTGAAGTTA AAGTCGCACA      3240
     GCTGGCTGGA TCTGTTGCTG AAATGTCTGC TTATCATCAT GGAGAACAAG CGTTGATGAT      3300
     GACTATTGTG AATTTGGCTC AGAATTTTGT GGGCAGCAAC AACATTAACT TGCTTCAGCC      3360
     CATTGGTCAG TTTGGAACTC GGCTTCACGG TGGCAAAGAT GCTGCAAGCC CCCGTTATAT      3420
     CTTCACAATG TTAAGCTCTC TGGCAAGACT ACTTTTTCCA GCTGTGGATG ATAACTTGCT      3480
     TAAGTTCCTT TATGATGATA ATCAGCGTGT AGAGCCGGAG TGGTATATCC CCATAATCCC      3540
     CATGGTTTTG ATTAATGGTG CTGAGGGTAT TGGGACTGGA TGGGCTTGTA AATTGCCCAA      3600
     CTATGATGCC AGAGAAATTG TGAACAATGT CAGGCGGATG CTAGAAGGTT TGGATCCTCA      3660
     CCCCATGCTT CCAAACTATA AGAACTTCAA AGGCACCATC CAGGAGCTTG GTCAGAACCA      3720
     GTATGCTGTT AGTGGTGAGA TATTTGTGGT GGACAGAAAC ACAGTAGAGA TTACAGAACT      3780
     TCCAGTTAGA ACCTGGACAC AGGTATACAA GGAGCAGGTC CTAGAACCTA TGCTTAATGG      3840
     AACAGATAAA ACACCAGCAC TGATTTCTGA TTACAAAGAA TATCACACTG ATACAACTGT      3900
     GAAATTTGTG GTGAAGATGA CAGAAGAGAA GCTCGCCCAA GCGGAAGCTG CCGGCCTGCA      3960
     TAAAGTTTTT AAACTCCAAA CCACTCTTAC TTGCAATTCC ATGGTACTCT TTGATCATAT      4020
     GGGATGTCTG AAGAAGTATG AAACTGTGCA AGACATTTTG AAAGAATTCT TTGATTTACG      4080
     GTTAAGTTAT TATGGTTTAC GGAAGGAGTG GCTTGTAGGA ATGTTGGGAG CAGAATCCAC      4140
     AAAGCTTAAC AATCAAGCCC GTTTCATTTT AGAGAAGATA CAAGGGAAAA TCACGATAGA      4200
     GAATAGGTCA AAGAAAGATT TGATTCAAAT GTTAGTCCAG AGAGGTTATG AATCTGACCC      4260
     AGTGAAAGCC TGGAAAGAAG CACAAGAAAA GGCTGCGGAA GAGGAAGATG CACAAAACCC      4320
     ACATGATGAC AGTTCCTCTG ACTCAGGAAC TCCTTCAGGC CCTGATTTTA ATTATATTTT      4380

     AAATATGTCT CTATGGTCTC TTACTAAAGA AAAAGTTGAA GAACTCATTA AACAGAGAGA      4440

     TACAAAAGGA CGAGAGGTTA ATGATCTCAA AAGGAAATCT CCCTCAGATC TTTGGAAAGA      4500

     AGATTTAGCA GCATTTGTTG AAGAATTGGA TAAAGTGGAA GCACAAGAAC GAGAAGACAT      4560

     TCTGGCAGGG ATGCCCGGGA ATTCTCGAGT AGATCTGCCG GTCGCCACCA TGGTGAGCAA      4620

     GGGCGAGGAG CTGTTCACCG GGGTGGTGCC CATCCTGGTC GAGCTGGACG GCGACGTAAA      4680

     CGGCCACAAG TTCAGCGTGT CCGGCGAGGG CGAGGGCGAT GCCACCTACG GCAAGCTGAC      4740
     cctgaagttc atctgcacca ccggcaagct gcccgtgccc tggcccaccc tcgtgaccac      4800
     cctgacctac ggcgtgcagt gcttcagccg ctaccccgac cacatgaagc agcacgactt      4860
     cttcaagtcc gccatgcccg aaggctacgt ccaggagcgc accatcttct tcaaggacga      4920
     cggcaactac aagacccgcg ccgaggtgaa gttcgagggc gacaccctgg tgaaccgcat      4980
     cgagctgaag ggcatcgact tcaaggagga cggcaacatc ctggggcaca agctggagta      5040
     caactacaac agccacaacg tctatatcat ggccgacaag cagaagaacg gcatcaaggt      5100
     gaacttcaag atccgccaca acatcgagga cggcagcgtg cagctcgccg accactacca      5160
     gcagaacacc cccatcggcg acggccccgt gctgctgccc gacaaccact acctgagcac      5220
     ccagtccgcc ctgagcaaag accccaacga gaagcgcgat cacatggtcc tgctggagtt      5280
     cgtgaccgcc gccgggatca ctctcggcat ggacgagctg tacaagtaaa gcgggatctG      5340
     ATGGGtggca tccctgtgac ccctccccag tgcctctcct ggccctggaa gttgccactc      5400
     cagtgcccac cagccttgtc ctaataaaat taagttgcat cattttgtct gactaggtgt      5460
     ccttctataa tattatgggg tggagggggg tggtatggag caaggggcaa gttgggaaga      5520
     caacctgtag ggcctgcggg gtctattggg aaccaagctg gagtgcagtg gcacaatctt      5580
     ggctcactgc aatctccgcc tcctgggttc aagcgattct cctgcctcag cctcccgagt      5640
     tgttgggatt ccaggcatgc atgaccaggc tcagctaatt tttgtttttt tggtagagac      5700
     ggggtttcac catattggcc aggctggtct ccaactccta atctcaggtg atctacccac      5760
     cttggcctcc caaattgctg ggattacagg cgtgaaccac tgctcccttc cctgtccttc      5820
     tgattttaaa ataactatac cagcaggagg acgtccagac acagcatagg ctacctggcc      5880
     atgcccaacc ggtgggacat ttgagttgct tgcttggcac tgtcctctca tgcgttgggt      5940
     ccactcagta gatgcctgtt gaattgggta cgcggccagc ttggctgtgg aatgtgtgtc      6000
     agttagggtg tggaaagtcc ccaggctccc cagcaggcag aagtatgcaa agcatgcatc      6060
     tcaattagtc agcaaccagg tgtggaaagt ccccaggctc cccagcaggc agaagtatgc      6120
     aaagcatgca tctcaattag tcagcaacca tagtcccgcc cctaactccg cccatcccgc      6180
     ccctaactcc gcccagttcc gcccattctc cgccccatgg ctgactaatt ttttttattt      6240
     atgcagaggc cgaggccgcc tcggcctctg agctattcca gaagtagtga ggaggctttt      6300
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・ 
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ID   
XX
SQ   Sequence 9002 BP; 2486 A; 2051 C; 2169 G; 2296 T; 0 other;
     ccattcgcca ttcaggctgc gcaactgttg ggaagggcga tcggtgcggg cctcttcgct        60
     attacgccag ctggcgaaag ggggatgtgc tgcaaggcga ttaagttggg taacgccagg       120
     gttttcccag tcacgacgtt gtaaaacgac ggccagtgcc aagctgatct atacattgaa       180
     tcaatattgg caattagcca tattagtcat tggttatata gcataaatca atattggcta       240
     ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcc       300
     aatatgaccg ccatgttgac attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg       360
     gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgcgttaca taacttacgg taaatggccc       420
     gcctggctga ccgcccaacg acccccgccc attgacgtca ataatgacgt atgttcccat       480
     agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactgc       540
     CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA       600
     CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG       660
     GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC       720
     CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT       780
     CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC       840

     CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC       900

     TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT       960

     TAGCGGCCGC GCTGCCATGG CCAAGTCCAG CCTCGCGGGC GTTGACGGGG CGCTGACCTG      1020

     GGTGAACAAT GCTGCAAAAA AGGAAGAGTT GGAGACAGCG AACAAAAATG ATTCTTCCAA      1080

     GAAGTTGTCT GTTGAGAGAG TGTACCAGAA GAAGACCCAA CTGGAGCATA TTCTCCTTCG      1140

     TCCTGATACA TACATTGGAT CAGTGGAACC ACTGACACAG TTAATGTGGG TGTATGACGA      1200
     AGATGTAGGC ATGAACTGCA GAGAGGTTAC CTTTGTTCCG GGCTTATACA AGATCTTTGA      1260
     TGAAATTTTG GTCAATGCTG CTGACAACAA GCAGAGGGAT AAGAACATGA CCTGTATTAA      1320
     GGTTTCTATT GATCCTGAAT CTAATATTAT AAGCATTTGG AATAATGGAA AAGGCATTCC      1380
     AGTAGTAGAA CACAAAGTAG AGAAAGTTTA TGTTCCTGCT TTAATTTTTG GACAGCTTTT      1440
     AACATCGAGT AATTACGATG ATGATGAGAA AAAAGTTACA GGAGGCCGTA ATGGTTATGG      1500
     TGCAAAACTT TGTAATATTT TTAGTACAAA GTTTACAGTA GAAACGGCTT GCAAAGAATA      1560
     CAAACATAGT TTTAAGCAGA CATGGATGAA TAATATGATG AAGACTTCTG AAGCCAAAAT      1620
     CAAACATTTT GATGGGGAAG ATTATACATG CATAACATTC CAGCCAGATC TAGCCAAGTT      1680
     TAAGATGGAA AAACTTGACA AGGACATTGT GGCCCTCATG ACCAGAAGGG CATACGATTT      1740
     AGCTGGTTCC TGCAAAGGCG TCAAGGTCAT GTTCAATGGC AAGAAGTTGC CTGTAAATGG      1800
     ATTTCGCAGC TATGTAGACC TTTATGTGAA AGACAAATTG GATGAAACTG GGGTCGCTCT      1860
     CAAAGTTATT CATGAACTTG CAAATGAAAG ATGGGATGTT TGTCTAACCT TGAGTGAAAA      1920
     AGGTTTCCAG CAGATCAGCT TTGTGAATAG TATTGCAACT ACAAAAGGTG GACGGCACGT      1980
     GGATTACGTA GTAGATCAAG TTGTTGGTAA ACTGATTGAA GTAGTTAAGA AAAAGAACAA      2040
     AGCTGGTGTA TCAGTGAAGC CATTTCAAGT TAAAAACCAC ATATGGGTTT TTATTAATTG      2100
     TCTTATTGAA AATCCAACCT TTGATTCTCA AACTAAGGAA AACATGACTC TGCAGCCCAA      2160
     GAGCTTTGGG TCTAAATGCC AGCTGTCAGA AAAGTTCTTT AAAGCGGCCT CTAATTGTGG      2220
     CATTGTAGAA AGCATATTGA ACTGGGTGAA ATTTAAGGCT CAGACTCAGC TGAATAAGAA      2280
     GTGCTCCTCA GTAAAGTACA GCAAAATCAA AGGCATTCCC AAACTGGATG ATGCCAATGA      2340
     TGCTGGTGGC AAACATTCCC TGGAGTGTAC ATTAATATTA ACAGAGGGGG ACTCTGCCAA      2400
     ATCTCTAGCT GTCTCTGGAT TAGGTGTGAT TGGGAGAGAC AGATATGGAG TCTTCCCTCT      2460
     CAGGGGTAAA ATTCTCAATG CACGAGAAGC GTCTCATAAA CAGATTATGG AAAATGCAGA      2520
     AATAAACAAT ATTATTAAAA TAGTTGGTTT GCAATACAAG AAAAGTTATG ATGATGCAGA      2580
     ATCTCTGAAA ACTTTACGTT ATGGGAAGAT TATGATTATG ACTGATCAGG ATCAAGATGG      2640
     TTCTCACATT AAAGGCCTGC TAATCAATTT TATTCATCAC AATTGGCCAT CACTTTTGAA      2700
     GCATGGCTTT CTTGAAGAAT TCATTACTCC CATTGTAAAG GCGAGCAAAA ATAAGCAGGA      2760
     ACTTTCCTTT TATAGTATTC CTGAATTTGA TGAGTGGGAA AAACATATAG AAAACCAGAA      2820
     AGCCTGGAAA ATAAAGTACT ACAAAGGATT GGGTACCAGT ACAGCTAAGG AAGCCAAGGA      2880
     ATATTTTGCT GATATGGAAA GGCATCGCAT TTTGTTTAGA TATGCTGGCC CTGAGGATGA      2940
     TGCTGCCATT ACCTTGGCAT TTAGTAAGAA GAAGATTGAT GACAGAAAAG AATGGTTAAC      3000
     CAACTTTATG GAGGATCGGA GACAGCGGAG GTTACATGGC CTACCAGAGC AATTTTTATA      3060

     TGGTACAGCA ACTAAGCATT TGACATACAA TGATTTCATC AACAAGGAAT TGATTCTCTT      3120
     CTCAAACTCG GACAATGAGA GATCTATACC CTCTCTTGTG GATGGCTTCA AGCCAGGTCA      3180
     ACGAAAAGTT TTGTTTACCT GTTTCAAGAG GAATGATAAA CGTGAAGTTA AAGTCGCACA      3240
     GCTGGCTGGA TCTGTTGCTG AAATGTCTGC TTATCATCAT GGAGAACAAG CGTTGATGAT      3300
     GACTATTGTG AATTTGGCTC AGAATTTTGT GGGCAGCAAC AACATTAACT TGCTTCAGCC      3360
     CATTGGTCAG TTTGGAACTC GGCTTCACGG TGGCAAAGAT GCTGCAAGCC CCCGTTATAT      3420
     CTTCACAATG TTAAGCTCTC TGGCAAGACT ACTTTTTCCA GCTGTGGATG ATAACTTGCT      3480
     TAAGTTCCTT TATGATGATA ATCAGCGTGT AGAGCCGGAG TGGTATATCC CCATAATCCC      3540
     CATGGTTTTG ATTAATGGTG CTGAGGGTAT TGGGACTGGA TGGGCTTGTA AATTGCCCAA      3600
     CTATGATGCC AGAGAAATTG TGAACAATGT CAGGCGGATG CTAGAAGGTT TGGATCCTCA      3660
     CCCCATGCTT CCAAACTATA AGAACTTCAA AGGCACCATC CAGGAGCTTG GTCAGAACCA      3720
     GTATGCTGTT AGTGGTGAGA TATTTGTGGT GGACAGAAAC ACAGTAGAGA TTACAGAACT      3780
     TCCAGTTAGA ACCTGGACAC AGGTATACAA GGAGCAGGTC CTAGAACCTA TGCTTAATGG      3840
     AACAGATAAA ACACCAGCAC TGATTTCTGA TTACAAAGAA TATCACACTG ATACAACTGT      3900
     GAAATTTGTG GTGAAGATGA CAGAAGAGAA GCTCGCCCAA GCGGAAGCTG CCGGCCTGCA      3960
     TAAAGTTTTT AAACTCCAAA CCACTCTTAC TTGCAATTCC ATGGTACTCT TTGATCATAT      4020
     GGGATGTCTG AAGAAGTATG AAACTGTGCA AGACATTTTG AAAGAATTCT TTGATTTACG      4080
     GTTAAGTTAT TATGGTTTAC GGAAGGAGTG GCTTGTAGGA ATGTTGGGAG CAGAATCCAC      4140
     AAAGCTTAAC AATCAAGCCC GTTTCATTTT AGAGAAGATA CAAGGGAAAA TCACGATAGA      4200
     GAATAGGTCA AAGAAAGATT TGATTCAAAT GTTAGTCCAG AGAGGTTATG AATCTGACCC      4260
     AGTGAAAGCC TGGAAAGAAG CACAAGAAAA GGCTGCGGAA GAGGAAGATG CACAAAACCC      4320
     ACATGATGAC AGTTCCTCTG ACTCAGGAAC TCCTTCAGGC CCTGATTTTA ATTATATTTT      4380

     AAATATGTCT CTATGGTCTC TTACTAAAGA AAAAGTTGAA GAACTCATTA AACAGAGAGA      4440

     TACAAAAGGA CGAGAGGTTA ATGATCTCAA AAGGAAATCT CCCTCAGATC TTTGGAAAGA      4500

     AGATTTAGCA GCATTTGTTG AAGAATTGGA TAAAGTGGAA GCACAAGAAC GAGAAGACAT      4560

     TCTGGCAGGG ATGCCCGGGA ATTCTCGAGT AGATCTGCCG GTCGCCACCA TGGTGAGCAA      4620

     GGGCGAGGAG CTGTTCACCG GGGTGGTGCC CATCCTGGTC GAGCTGGACG GCGACGTAAA      4680

     CGGCCACAAG TTCAGCGTGT CCGGCGAGGG CGAGGGCGAT GCCACCTACG GCAAGCTGAC      4740
     cctgaagttc atctgcacca ccggcaagct gcccgtgccc tggcccaccc tcgtgaccac      4800
     cctgacctac ggcgtgcagt gcttcagccg ctaccccgac cacatgaagc agcacgactt      4860
     cttcaagtcc gccatgcccg aaggctacgt ccaggagcgc accatcttct tcaaggacga      4920
     cggcaactac aagacccgcg ccgaggtgaa gttcgagggc gacaccctgg tgaaccgcat      4980
     cgagctgaag ggcatcgact tcaaggagga cggcaacatc ctggggcaca agctggagta      5040
     caactacaac agccacaacg tctatatcat ggccgacaag cagaagaacg gcatcaaggt      5100
     gaacttcaag atccgccaca acatcgagga cggcagcgtg cagctcgccg accactacca      5160
     gcagaacacc cccatcggcg acggccccgt gctgctgccc gacaaccact acctgagcac      5220
     ccagtccgcc ctgagcaaag accccaacga gaagcgcgat cacatggtcc tgctggagtt      5280
     cgtgaccgcc gccgggatca ctctcggcat ggacgagctg tacaagtaaa gcgggatctG      5340
     ATGGGtggca tccctgtgac ccctccccag tgcctctcct ggccctggaa gttgccactc      5400
     cagtgcccac cagccttgtc ctaataaaat taagttgcat cattttgtct gactaggtgt      5460
     ccttctataa tattatgggg tggagggggg tggtatggag caaggggcaa gttgggaaga      5520
     caacctgtag ggcctgcggg gtctattggg aaccaagctg gagtgcagtg gcacaatctt      5580
     ggctcactgc aatctccgcc tcctgggttc aagcgattct cctgcctcag cctcccgagt      5640
     tgttgggatt ccaggcatgc atgaccaggc tcagctaatt tttgtttttt tggtagagac      5700
     ggggtttcac catattggcc aggctggtct ccaactccta atctcaggtg atctacccac      5760
     cttggcctcc caaattgctg ggattacagg cgtgaaccac tgctcccttc cctgtccttc      5820
     tgattttaaa ataactatac cagcaggagg acgtccagac acagcatagg ctacctggcc      5880
     atgcccaacc ggtgggacat ttgagttgct tgcttggcac tgtcctctca tgcgttgggt      5940
     ccactcagta gatgcctgtt gaattgggta cgcggccagc ttggctgtgg aatgtgtgtc      6000
     agttagggtg tggaaagtcc ccaggctccc cagcaggcag aagtatgcaa agcatgcatc      6060
     tcaattagtc agcaaccagg tgtggaaagt ccccaggctc cccagcaggc agaagtatgc      6120
     aaagcatgca tctcaattag tcagcaacca tagtcccgcc cctaactccg cccatcccgc      6180
     ccctaactcc gcccagttcc gcccattctc cgccccatgg ctgactaatt ttttttattt      6240
     atgcagaggc cgaggccgcc tcggcctctg agctattcca gaagtagtga ggaggctttt      6300
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LOCUS       
DEFINITION  
KEYWORDS    
SOURCE      
  ORGANISM  
BASE COUNT     2310 a   1802 c   1957 g   2190 t
ORIGIN      
        1 CCATTCGCCA TTCAGGCTGC GCAACTGTTG GGAAGGGCGA TCGGTGCGGG CCTCTTCGCT
       61 ATTACGCCAG CTGGCGAAAG GGGGATGTGC TGCAAGGCGA TTAAGTTGGG TAACGCCAGG
      121 GTTTTCCCAG TCACGACGTT GTAAAACGAC GGCCAGTGCC AAGCTGATCT ATACATTGAA
      181 TCAATATTGG CAATTAGCCA TATTAGTCAT TGGTTATATA GCATAAATCA ATATTGGCTA
      241 TTGGCCATTG CATACGTTGT ATCTATATCA TAATATGTAC ATTTATATTG GCTCATGTCC
      301 AATATGACCG CCATGTTGAC ATTGATTATT GACTAGTTAT TAATAGTAAT CAATTACGGG
      361 GTCATTAGTT CATAGCCCAT ATATGGAGTT CCGCGTTACA TAACTTACGG TAAATGGCCC
      421 GCCTGGCTGA CCGCCCAACG ACCCCCGCCC ATTGACGTCA ATAATGACGT ATGTTCCCAT
      481 AGTAACGCCA ATAGGGACTT TCCATTGACG TCAATGGGTG GAGTATTTAC GGTAAACTGC
      541 CCACTTGGCA GTACATCAAG TGTATCATAT GCCAAGTCCG CCCCCTATTG ACGTCAATGA
      601 CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC TTACGGGACT TTCCTACTTG
      661 GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG ATGCGGTTTT GGCAGTACAC
      721 CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA AGTCTCCACC CCATTGACGT
      781 CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT CCAAAATGTC GTAATAACCC

      841 CGCCCCGTTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG GAGGTCTATA TAAGCAGAGC

      901 TCGTTTAGTG AACCGTCAGA ATTGATCTAC CATGGACTAC AAAGACGATG ACGACAAGCT

      961 TAGCGGCCGC GCTGCCATGG CCAAGTCCAG CCTCGCGGGC GTTGACGGGG CGCTGACCTG

     1021 GGTGAACAAT GCTGCAAAAA AGGAAGAGTT GGAGACAGCG AACAAAAATG ATTCTTCCAA

     1081 GAAGTTGTCT GTTGAGAGAG TGTACCAGAA GAAGACCCAA CTGGAGCATA TTCTCCTTCG

     1141 TCCTGATACA TACATTGGAT CAGTGGAACC ACTGACACAG TTAATGTGGG TGTATGACGA
     1201 AGATGTAGGC ATGAACTGCA GAGAGGTTAC CTTTGTTCCG GGCTTATACA AGATCTTTGA
     1261 TGAAATTTTG GTCAATGCTG CTGACAACAA GCAGAGGGAT AAGAACATGA CCTGTATTAA
     1321 GGTTTCTATT GATCCTGAAT CTAATATTAT AAGCATTTGG AATAATGGAA AAGGCATTCC
     1381 AGTAGTAGAA CACAAAGTAG AGAAAGTTTA TGTTCCTGCT TTAATTTTTG GACAGCTTTT
     1441 AACATCGAGT AATTACGATG ATGATGAGAA AAAAGTTACA GGAGGCCGTA ATGGTTATGG
     1501 TGCAAAACTT TGTAATATTT TTAGTACAAA GTTTACAGTA GAAACGGCTT GCAAAGAATA
     1561 CAAACATAGT TTTAAGCAGA CATGGATGAA TAATATGATG AAGACTTCTG AAGCCAAAAT
     1621 CAAACATTTT GATGGGGAAG ATTATACATG CATAACATTC CAGCCAGATC TAGCCAAGTT
     1681 TAAGATGGAA AAACTTGACA AGGACATTGT GGCCCTCATG ACCAGAAGGG CATACGATTT
     1741 AGCTGGTTCC TGCAAAGGCG TCAAGGTCAT GTTCAATGGC AAGAAGTTGC CTGTAAATGG
     1801 ATTTCGCAGC TATGTAGACC TTTATGTGAA AGACAAATTG GATGAAACTG GGGTCGCTCT
     1861 CAAAGTTATT CATGAACTTG CAAATGAAAG ATGGGATGTT TGTCTAACCT TGAGTGAAAA
     1921 AGGTTTCCAG CAGATCAGCT TTGTGAATAG TATTGCAACT ACAAAAGGTG GACGGCACGT
     1981 GGATTACGTA GTAGATCAAG TTGTTGGTAA ACTGATTGAA GTAGTTAAGA AAAAGAACAA
     2041 AGCTGGTGTA TCAGTGAAGC CATTTCAAGT TAAAAACCAC ATATGGGTTT TTATTAATTG
     2101 TCTTATTGAA AATCCAACCT TTGATTCTCA AACTAAGGAA AACATGACTC TGCAGCCCAA
     2161 GAGCTTTGGG TCTAAATGCC AGCTGTCAGA AAAGTTCTTT AAAGCGGCCT CTAATTGTGG
     2221 CATTGTAGAA AGCATATTGA ACTGGGTGAA ATTTAAGGCT CAGACTCAGC TGAATAAGAA
     2281 GTGCTCCTCA GTAAAGTACA GCAAAATCAA AGGCATTCCC AAACTGGATG ATGCCAATGA
     2341 TGCTGGTGGC AAACATTCCC TGGAGTGTAC ATTAATATTA ACAGAGGGGG ACTCTGCCAA
     2401 ATCTCTAGCT GTCTCTGGAT TAGGTGTGAT TGGGAGAGAC AGATATGGAG TCTTCCCTCT
     2461 CAGGGGTAAA ATTCTCAATG CACGAGAAGC GTCTCATAAA CAGATTATGG AAAATGCAGA
     2521 AATAAACAAT ATTATTAAAA TAGTTGGTTT GCAATACAAG AAAAGTTATG ATGATGCAGA
     2581 ATCTCTGAAA ACTTTACGTT ATGGGAAGAT TATGATTATG ACTGATCAGG ATCAAGATGG
     2641 TTCTCACATT AAAGGCCTGC TAATCAATTT TATTCATCAC AATTGGCCAT CACTTTTGAA
     2701 GCATGGCTTT CTTGAAGAAT TCATTACTCC CATTGTAAAG GCGAGCAAAA ATAAGCAGGA
     2761 ACTTTCCTTT TATAGTATTC CTGAATTTGA TGAGTGGGAA AAACATATAG AAAACCAGAA

     2821 AGCCTGGAAA ATAAAGTACT ACAAAGGATT GGGTACCAGT ACAGCTAAGG AAGCCAAGGA
     2881 ATATTTTGCT GATATGGAAA GGCATCGCAT TTTGTTTAGA TATGCTGGCC CTGAGGATGA
     2941 TGCTGCCATT ACCTTGGCAT TTAGTAAGAA GAAGATTGAT GACAGAAAAG AATGGTTAAC
     3001 CAACTTTATG GAGGATCGGA GACAGCGGAG GTTACATGGC CTACCAGAGC AATTTTTATA
     3061 TGGTACAGCA ACTAAGCATT TGACATACAA TGATTTCATC AACAAGGAAT TGATTCTCTT
     3121 CTCAAACTCG GACAATGAGA GATCTATACC CTCTCTTGTG GATGGCTTCA AGCCAGGTCA
     3181 ACGAAAAGTT TTGTTTACCT GTTTCAAGAG GAATGATAAA CGTGAAGTTA AAGTCGCACA
     3241 GCTGGCTGGA TCTGTTGCTG AAATGTCTGC TTATCATCAT GGAGAACAAG CGTTGATGAT
     3301 GACTATTGTG AATTTGGCTC AGAATTTTGT GGGCAGCAAC AACATTAACT TGCTTCAGCC
     3361 CATTGGTCAG TTTGGAACTC GGCTTCACGG TGGCAAAGAT GCTGCAAGCC CCCGTTATAT
     3421 CTTCACAATG TTAAGCTCTC TGGCAAGACT ACTTTTTCCA GCTGTGGATG ATAACTTGCT
     3481 TAAGTTCCTT TATGATGATA ATCAGCGTGT AGAGCCGGAG TGGTATATCC CCATAATCCC
     3541 CATGGTTTTG ATTAATGGTG CTGAGGGTAT TGGGACTGGA TGGGCTTGTA AATTGCCCAA
     3601 CTATGATGCC AGAGAAATTG TGAACAATGT CAGGCGGATG CTAGAAGGTT TGGATCCTCA
     3661 CCCCATGCTT CCAAACTATA AGAACTTCAA AGGCACCATC CAGGAGCTTG GTCAGAACCA
     3721 GTATGCTGTT AGTGGTGAGA TATTTGTGGT GGACAGAAAC ACAGTAGAGA TTACAGAACT
     3781 TCCAGTTAGA ACCTGGACAC AGGTATACAA GGAGCAGGTC CTAGAACCTA TGCTTAATGG
     3841 AACAGATAAA ACACCAGCAC TGATTTCTGA TTACAAAGAA TATCACACTG ATACAACTGT
     3901 GAAATTTGTG GTGAAGATGA CAGAAGAGAA GCTCGCCCAA GCGGAAGCTG CCGGCCTGCA
     3961 TAAAGTTTTT AAACTCCAAA CCACTCTTAC TTGCAATTCC ATGGTACTCT TTGATCATAT
     4021 GGGATGTCTG AAGAAGTATG AAACTGTGCA AGACATTTTG AAAGAATTCT TTGATTTACG
     4081 GTTAAGTTAT TATGGTTTAC GGAAGGAGTG GCTTGTAGGA ATGTTGGGAG CAGAATCCAC
     4141 AAAGCTTAAC AATCAAGCCC GTTTCATTTT AGAGAAGATA CAAGGGAAAA TCACGATAGA
     4201 GAATAGGTCA AAGAAAGATT TGATTCAAAT GTTAGTCCAG AGAGGTTATG AATCTGACCC
     4261 AGTGAAAGCC TGGAAAGAAG CACAAGAAAA GGCTGCGGAA GAGGAAGATG CACAAAACCC
     4321 ACATGATGAC AGTTCCTCTG ACTCAGGAAC TCCTTCAGGC CCTGATTTTA ATTATATTTT

     4381 AAATATGTCT CTATGGTCTC TTACTAAAGA AAAAGTTGAA GAACTCATTA AACAGAGAGA

     4441 TACAAAAGGA CGAGAGGTTA ATGATCTCAA AAGGAAATCT CCCTCAGATC TTTGGAAAGA

     4501 AGATTTAGCA GCATTTGTTG AAGAATTGGA TAAAGTGGAA GCACAAGAAC GAGAAGACAT

     4561 TCTGGCAGGG ATGCCCGGGA ATTCATCGAT AGATCTGATG GGTGGCATCC CTGTGACCCC

     4621 TCCCCAGTGC CTCTCCTGGC CCTGGAAGTT GCCACTCCAG TGCCCACCAG CCTTGTCCTA

     4681 ATAAAATTAA GTTGCATCAT TTTGTCTGAC TAGGTGTCCT TCTATAATAT TATGGGGTGG
     4741 AGGGGGGTGG TATGGAGCAA GGGGCAAGTT GGGAAGACAA CCTGTAGGGC CTGCGGGGTC
     4801 TATTGGGAAC CAAGCTGGAG TGCAGTGGCA CAATCTTGGC TCACTGCAAT CTCCGCCTCC
     4861 TGGGTTCAAG CGATTCTCCT GCCTCAGCCT CCCGAGTTGT TGGGATTCCA GGCATGCATG
     4921 ACCAGGCTCA GCTAATTTTT GTTTTTTTGG TAGAGACGGG GTTTCACCAT ATTGGCCAGG
     4981 CTGGTCTCCA ACTCCTAATC TCAGGTGATC TACCCACCTT GGCCTCCCAA ATTGCTGGGA
     5041 TTACAGGCGT GAACCACTGC TCCCTTCCCT GTCCTTCTGA TTTTAAAATA ACTATACCAG
     5101 CAGGAGGACG TCCAGACACA GCATAGGCTA CCTGGCCATG CCCAACCGGT GGGACATTTG
     5161 AGTTGCTTGC TTGGCACTGT CCTCTCATGC GTTGGGTCCA CTCAGTAGAT GCCTGTTGAA
     5221 TTGGGTACGC GGCCAGCTTG GCTGTGGAAT GTGTGTCAGT TAGGGTGTGG AAAGTCCCCA
     5281 GGCTCCCCAG CAGGCAGAAG TATGCAAAGC ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCAGGTGT
     5341 GGAAAGTCCC CAGGCTCCCC AGCAGGCAGA AGTATGCAAA GCATGCATCT CAATTAGTCA
     5401 GCAACCATAG TCCCGCCCCT AACTCCGCCC ATCCCGCCCC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC
     5461 CATTCTCCGC CCCATGGCTG ACTAATTTTT TTTATTTATG CAGAGGCCGA GGCCGCCTCG
     5521 GCCTCTGAGC TATTCCAGAA GTAGTGAGGA GGCTTTTTTG GAGGCCTAGG CTTTTGCAAA
     5581 AAGCTCCTCG AGGAACTGAA AAACCAGAAA GTTAATTCCC TATAGTGAGT CGTATTAAAT
     5641 TCGTAATCAT GTCATAGCTG TTTCCTGTGT GAAATTGTTA TCCGCTCACA ATTCCACACA
     5701 ACATACGAGC CGGAAGCATA AAGTGTAAAG CCTGGGGTGC CTAATGAGTG AGCTAACTCA
     5761 CATTAATTGC GTTGCGCTCA CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG AAACCTGTCG TGCCAGCTGC
     5821 ATTAATGAAT CGGCCAACGC GCGGGGAGAG GCGGTTTGCG TATTGGGCGC TCTTCCGCTT
     5881 CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG GCGAGCGGTA TCAGCTCACT
     5941 CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG
     6001 CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG TTTTTCCATA

top2b_1-1199 

・ 
・ 
・ 

pFLAG-CMV-m 

FLAG tag 

pFLAG-CMV-m 

B. 

Figure S9. 変異体作製に用いたpFLAG-top2b_1-1199 
A.  変異体作製に用いたpFLAG-top2b_1-1199の構造を示す。 
B.  pFLAG-top2b_1-1199のtop2b_1-1199の一部と前後の塩
基配列を示す。茶色の枠はpFLAG-CMV-mを示している。青色
の枠はtop2b_1-1199の塩基配列の一部を示している。黒色の
線の部分はFLAG tagを示している。 
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Figure S10. 精製したHEK293細胞由来のtotal RNAのアガロー
スゲル電気泳動 
A.  ホルムアルデヒドで変性させたHEK293細胞由来のtotal 
RNAをホルムアルデヒド変性ゲルで電気泳動した泳動像を示す。
HEK293細胞由来のtotal RNAはDNase Iで未処理のものと処理
済みのものを示している。 
B.  HEK293細胞由来のtotal RNAを未変性のアガロースゲルで
電気泳動した泳動像を示す。DNase IとRNase Aで処理を行った
HEK293細胞由来のtotal RNAを示している。 
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Figure S11. Topo II assayに使用したpUC18のアガロースゲル電
気泳動 
　 左側のバーはDNAマーカーを表しており、数字は塩基数を示し
ている。 
A.  超らせん型pUC18の泳動像を示す。Iは超らせん型DNA、IIは開
環状DNAを示している。 
B.  直鎖型pUC18の泳動像を示す。IIIは直鎖型DNAを示している。 
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Figure S12. 精製したTopo IIα 変異体のSDS-PAGEを用いた解析 
　Mは分子量マーカーを示している。左側の数字は分子量を示して
いる。矢印は上から、WT、Δ1192-1289、1-1289、ΔCTDの
バンドの位置を示している。 
A.  3× FLAGペプチドを用いて溶出したFLAG-Topo IIα 変異体を
SDS-PAGEで分析した。 
B.  磁性ビーズ上に固定化した状態のon Beads FLAG-Topo IIα 
変異体をSDS-PAGEで分析した。HcはHeavy chain を示している。 
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Figure S13. 精製したTopo IIα 変異体のSDS-PAGEを用いた解析 
　磁性ビーズ上に固定化した状態のon Beads FLAG-Topo IIα-EGFP 
変異体をSDS-PAGEで解析した。Mは分子量マーカーを示している。
左側の数字は分子量を示している。HcはHeavy chain、LcはLight 
chainを示している。 
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Figure S14. 精製したTopo IIα/β CTD交換変異体のSDS-PAGE
を用いた解析 
　 3× FLAGペプチドを用いて溶出したTopo IIα/β CTD交換変
異体をSDS-PAGEで解析した。Mは分子量マーカーを示している。
左側の数字は分子量を示している。 
A.  FLAG-Topo IIβのWTとΔCTD をSDS-PAGEで分析した。上
の矢印はβのWT、下の矢印はβのΔCTDを示している。 
B.  FLAG-Topo IIα/βCTD、FLAG-Topo IIβ/αCTD、FLAG-
Topo IIα/β1251-1614をSDS-PAGEで分析した。上の矢印は
α/βCTDまたはα/β1251-1614、下の矢印はβ/αCTDを示し
ている。 
C.  FLAG-Topo IIβ/αCTDをSDS-PAGEで分析した。矢印はβ/
αCTDを示している。 
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