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１．研究実施の概要

遺伝子発現は細胞の生存に必須な過程であり、細胞の増殖、分化、癌化、死滅と

いった現象も、全て遺伝子発現の制御段階で起こっている。遺伝子発現の中でも転

写は遺伝子発現の基本であり、その制御機構の解明は生命活動の本質を理解する上

で必須である。細胞内で起こる膨大な数の遺伝子の転写は、統合と多様性という両

極の現象を保ちながら進められているが、その詳しい分子機構は不明である。本研

究では普遍的転写因子TBPを材料に、この課題に迫ろうとしている。一方、転写は

転写以外の核内反応とは無縁ではありえず、核内の遺伝情報ダイナミズム協調性の

分子機構解明も重要な研究課題となっている。本研究では転写因子を含む高分子複

合体の解析を通してこの問題にも迫る。研究代表者はTBPに結合する因子として複

数のTIPを発見しているが、本研究によりTIPが複合体を形成すること、複合体の中

には転写以外に関与する因子も含まれていた。研究代表者は上記２つの研究課題に

ついて、主にTBP側からの解析を進めている。本研究では複数の転写制御に携わる

研究者との共同研究の形をとっているが、各々はTBP以外の基本転写因子について

の詳細な解析を進めている。このような包括的共同研究体制を組むことにより、転

写制御機構を通しての細胞機能の包括的理解がさらに加速すると考えられる。

２．研究実施内容

　１）目的

転写制御は遺伝子発現制御の主要な要因となっており、その制御機構解明は細

胞の維持や機能発現機構解明にとって重要である。本研究の一つの目的は、転写

制御に多様性が生まれる分子機構を、基本転写機構の側から明らかにすることに

ある。具体的には、基本転写因子TBPを元に転写制御に関わる新たな因子を見い

出し、それら因子の解析、及びそれらと相互作用する因子を同定することにより、

転写制御の統合や特異的転写制御のメカニズムを基本転写装置の側面から明らか

にする。本研究のもう一つの目的は、見い出した新たな転写制御因子を元に、包

括的核ダイナミズムの協調という新しい問題提起を提示し、それらの検証を行う

進ことにある。この目的のため、基本転写因子を含む蛋白質複合体の実体を明ら
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かにし、中に含まれる核ダイナミズム関連因子個々の解析を進める。

　２）研究成果

　　（研究代表者）

基本転写因子TBPを材料に上の問題にアプローチしている。TBPは全ての転

写系にとって必須と考えられ、同時に転写開始を決定づけ、また多くの因子と

結合して複合体を形成することができ、本研究目的の材料に適している。既に

複数のTBP結合性蛋白質（TIP）の同定を報告してきたが、本年度は以下のよう

な成果を得た。（�）TIPの一つがスプライシング因子としても知られている

hnRNP-Fであり、これがTBPと直接結合し複合体を作ること、さらにはpol � 

とも会合する事を昨年度までに明らかにした。今年度はG配列結合因子である

hnRNP-Fの性質をさらに検討した。その結果、hnRNP-Fは１本鎖、２本鎖に関

わらず、２～３個のdG塩基があればDNAに結合することがわかった。RNA, あ

るいはribo�結合には分子内のRNPモチーフが関与するが、DNAの場合はG-rich

領域が重要なことを明らかにした。これによりhnRNP-FがDNA, RNAの両方に

同時に結合する可能性が示唆され、hnRNP-Fが転写開始複合体に取りこまれる

ことにより、転写／スプライシング共役反応に何らかの役割を果たすことが考

えられた。（�）基本転写活性化能を持つTIP120Aを同定し、活性化は基本転写

装置との相互作用に依存することが明らかとなっている（昨年度までの成果）。

TIP120A機能領域の詳細な解析の結果、TIP120A中に２つの機能領域（N端とC

端）の存在が示唆された。ただ、細胞内では両方の領域が機能発現に必要であっ

た。TIP120A類似遺伝子TIP120Bを見い出し、この因子が筋組織特異的発現パ

ターンを示すことが明らかになっている（昨年度の報告）。マウスを用いた解析

により、TIP120Bの発現が筋分化に密接に同調して起こることを明らかにした。

TIP120Bと相互作用する因子を検索したところ、転写制御因子の一つNot1関連

因子が同定された。以上の結果より、本因子が新たな筋分化関連転写制御因子

である事が示唆される。（�）TIPのある一群のものはプロテアソーム構成

ATPaseである（昨年度までの成果）。このうちMSS1について詳細に検討したと

ころ、本因子が基本転写因子TBP, TFIIH, TFIIB, TFIIFと複合体を形成すること

を見い出した。既にMSS1の分布がプロテアソーム自身の分布と異なることを

明らかにしており、MSS1は蛋白質分解以外、転写制御にも関与することが示

唆された。（�）細菌の組み換え因子RuvBに類似し、DNAヘリカーゼモチーフ

を持つ２つの関連蛋白質；TIP49a, TIP49bを見い出した（昨年度までの成果）。

本年度はこの因子について、酵母を用いた解析を行った。遺伝学的解析より、

本因子が細胞周期制御に関与することが明らかとなった。他の研究グループの

研究から、本因子が動物細胞中でc-Myc転写の必須因子であることが示されて
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いる。以上のことから、TIP49は真核生物の細胞増殖に必須な遺伝子の発現に関

わる因子と考えられた。動物細胞のみならず、TIP49は酵母細胞中でも高分子状

態として存在する事が明らかとなった。TIP49aとTIP49bが強い親和力で互いに

結合し、形成される複合体の大きさが単量体分子量の約６～８倍になっている

という結果、さらにはその分画にはTIP49a, TIP49b以外の蛋白質が見えないこと

より、細胞内にはTIP49a-TIP49bからなる安定な複合体（恐らく６量体）が存在

すると示唆された。注意深い観察から、さらに大きな分子量を持つ分画にも

TIP49a, TIP49bが見られたが、これは未知の機能を持つ新たな複合体である可能

性がある。（�）TBP類似因子TLPを発見した（昨年度までの結果）。試験管内

でTLPは通常の条件でTBPが持つような活性は示さず、TATAボックス結合能も

ない。しかし細胞内では、レポーター遺伝子の種類やTLPの細胞内濃度に依存

して標的遺伝子の転写を上昇あるいは下降させる機能を発揮することがわかっ

た。これより、TLPが転写因子であることが強く示唆された。TLPはTFIIAと強

く結合でき、TFIIA結合におけるTBPとTLPのの競合が転写抑制に効いている可

能性がある。

　　（他共同研究チーム）

［転写機構研究グループ］転写阻害剤DRBの作用機構をin vitro 系で解析し、こ

れまでDSIFとNELF、２種類の因子を同定しているが、更なる解析の結果、

DSIFによる転写抑制はp-TEFbによるCTDのリン酸化により解除される事が

明らかとなった。DRBはこのリン酸化を阻止する。NELFの５つのサブユニッ

トを精製後、各因子をクローン化した。また機能性NELFを細胞から純化する

系を確立した。[転写因子研究グループ] TFIIH複合体をバキュロウイルス発現

系を用いて細胞内で再構成し、これらを用いて機能解析を行った。その結果、

基本転写にはERCC3 helicase が必要であるが、ERCC2活性やMO15 kinase 活

性は不要なことが明らかとなった。RNAポリメラーゼの小サブユニット

RPB10とTFIIE, TFIIHとの相互作用を検討した。その結果これらのサブユニト

がいずれの因子とも相互作用することを明らかにした。[TFIIH研究グループ] 

TFIIHのCTDリン酸化を詳細に検討し、その活性がcdk7/cyclinH, CAK 等の

TFIIHサブコンプレックスに比べて特異的に高いことを明らかにした。TFIIEb

の構造解析を行ない、この因子が羽根状ヘリックス・ターン・ヘリックス構

造をとっていることを明らかにした。

［TFIID研究グループ］ TFIID機能を酵母を用いて進め、TAF（yTAF145）内の

N端に存在するTANDドメインが活性に実際に関与するという証拠が得られ

た。yTAF145の新たな突然変異体を得、これを用いた解析より、yTAF145に

プロモーター識別能があることを明らかにした。
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　３）今後の展望

本年度は個々の転写因子の基本的な性質の一部が明らかにされたが、次年度は

さらなる解析が必要となる。転写伸長に関する新たなメカニズムが解きあかされ

つつあるが、今後は転写開始と転写伸長の連携の分子機構の解明が必要とされる。

基本転写因子を含む複合体のアウトラインが描き出されたので、今後はさらに転

写複合体個々の因子の構造と性質を解析し、さらにはこれまで同定してきた因子

が、遺伝子発現制御の場で実際に機能しているかどうかを検証していく必要があ

る。
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