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研究成果の概要（和文）：基本転写因子TFIIEと相互作用する因子としてクロマチン構造変換複合体である
SWI/SNF複合体を同定した。細胞内でTFIIEはSWI/SNF複合体と相互作用し、TFIIHが関わる可能性が示された。
SWI/SNF複合体は構成サブユニットによりBAF複合体とPBAF複合体に分けられる。TFIIEは主にPABF複合体と相互
作用することが示された。TFIIE は転写開始および開始から伸長への移行段階で TFIIH と協調的に機能する。
このことからもTFIIE－TFIIH と SWI/SNF 複合体の相互作用は、転写初期の2つの段階で協調的に機能して転写
開始の活性化に寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We performed Mass spectrometry to identify TFIIEα binding proteins. It was 
indicated that TFIIEα interacted with the SWI/SNF complex which is one of the chromatin remodeling 
complexes. The SWI/SNF complex can be divided into BAF and PBAF.  Our immunoprecipitation study 
demonstrated that TFIIE interacted with the PBAF mainly and TFIIH. TFIIE recruits TFIIH to complete 
the PIC formation and regulates enzymatic activities of TFIIH. There is an interesting possibility 
that TFIIE-TFIIH act on the promoter coordinately with the PBAF complex and regulates transcription 
and the chromatin structure together. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 転写は生命現象のなかで非常に重要な現
象である。しかしながら RNA ポリメラーゼ
による転写初期段階の分子機構は未だ不明
な点が多い。真核生物において RNA ポリメ
ラーゼ II (Pol II) は基本転写因子(TFIIB, 

TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH)と転写開始複
合体(PIC)を形成して転写を開始する。これ
らの因子のなかで TFIIE は転写開始段階お
よび開始から伸長への移行段階で機能する。
また PIC 形成時に TFIIEα（TFIIE はαと
βの 2 つのサブユニットからなる）は複合体
の外側に位置していることから、PIC の外か
らの情報を受け取るアンテナとして働くと
考えられた。そこで我々は TFIIEαをベイト
として相互作用する因子の探索を行い、PIC

の制御機構を調べることにした。その結果、
TFIIE と相互作用する因子としてクロマチ
ン構造変換複合体である SWI/SNF 複合体を
同定した。 

 

２．研究の目的 

SWI/SNF 複合体による基本転写因子
TFIIEを介した Pol IIの転写開始複合体の制
御機構の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 (1) 基本転写因子と SWI/SNF 複合体の相互
作用の解析 
 細胞内で TFIIE と SWI/SNF 複合体の相互作
用を調べるために、HeLa 細胞株より核抽出液
を調製して、基本転写因子および SWI/SNF 複
合体の各サブユニットの抗体を用いて免疫
沈降実験を行った。 
 
(2) タグ付き BAF47 安定発現株の樹立 
 哺乳類 SWI/SNF 複合体は、構成サブユニッ
トにより、BAF 複合体と PBAF 複合体に分けら
れる。これまでに培養細胞の核抽出液を複数
のカラムを通すことで BAF 複合体と PBAF 複
合体に分離できると報告されている。そこで
二つの SWI/SNF 複合体を精製して基本転写因
子との相互作用を調べるために、タグ付き
BAF47 安定発現株を樹立し、全細胞抽出液を
調製して抗 FLAG M2 アガロースで免疫沈降実
験を行った。 
 
(3) ヒト組換え Pol II clamp (rClamp)発現
ベクターの作成 
 RNA ポリメラーゼはいくつかの特徴的なモ
ジュール(protrusion, jaw, clamp, stalk)
が存在し、Pol II が機能を発揮するためには
構造変化が重要である。Pol II の clamp 領域
は特に可動性が高く、転写の初期段階で位置
が変化する。その中で、転写開始および開始
から伸長への移行段階における Pol II の
clamp の変化を TFIIE が引き起こすと考えら
れる。そこで Pol II clamp と TFIIE および
他の基本転写因子や転写伸長因子との結合
様式を検討するために、ヒト組換え Pol II 

clamp(rClamp)を作成した。 
 
(4) ヒト rClamp における基本転写因子と転
写伸長因子の結合様式の検討 
 古細菌 RNA ポリメラーゼの解析で、clamp
において TFE(TFIIEαホモログ)と転写伸長
因子 DSIF が競合することが報告されている。
また我々は転写初期段階を解析しており、ヒ
ト TFIIEαウイングドヘリックス(WH)領域と
TFIIB の結合は転写開始から伸長への移行に
関わることを報告している。これらのことか
ら転写初期段階における Pol II clamp の構
造変化に TFIIE だけでなく、TFIIB の関与が
考えられた。そこで TFIIE, TFIIB, DSIF と
rClamp の相互作用の解析を in vitro 結合実
験で行った。 
 
４．研究成果 
(1) 基本転写因子と SWI/SNF 複合体の相互作
用の解析 
 HeLa細胞の核抽出液から抗 TFIIEα抗体を
用いた免疫沈降を行い、TFIIEαと相互作用
する因子をウエスタンブロット法で検出し
た(図 1)。BAF 複合体と PBAF 複合体の共通サ
ブユニットである BAF170, BAF155, BAF47, 
β-actin は TFIIE と共沈した。また PBAF 複
合体のサブユニットである BAF200 が TFIIE
と共沈する一方で、BAF 複合体のサブユニッ
トである BAF250 は TFIIE と共沈しなかった。
また TFIIH のサブユニットである XPB および
p62 が TFIIE と共沈した。これは PIC 形成時
に TFIIE は TFIIH をプロモーターにリクルー
トする働きを持ち、特に TFIIEα酸性領域と
p62 PH ドメインの結合が強く、我々が共構造
を報告していることとも一致する。また
TFIIE と相互作用する因子を探索した時に、
SWI/SNF 複合体のサブユニットだけでなく、
TFIIH のサブユニットも含まれていた。これ
らのことから TFIIE は PBAF 複合体と直接ま
たは間接的に相互作用しており、TFIIH が関
わる可能性が示された。 
 

 
 



 次に HeLa 細胞の核抽出液から SWI/SNF 複
合体の各サブユニットの抗体を用いて、免疫
沈降を行い、SWI/SNF 複合体と TFIIE または
TFIIH の相互作用を検討した(図 2)。Brg-1 と
BrmはATPase活性を有するサブユニットであ
る。Brg-1 は TFIIE,TFIIH と共沈が検出され
た一方で、Brm は TFIIE と共沈せず、TFIIH
とわずかに共沈した。BAF170, BAF155, BAF47
は TFIIE または TFIIH と共沈した。BAF200,
および BAF180 は TFIIE と TFIIH が共沈した
一方で、BAF250 は TFIIE, TFIIH とごくわず
かに共沈した。このことより SWI/SNF 複合体
の主に PBAF 複合体が TFIIE および TFIIH と
相互作用することが分かった。また TFIIE よ
りも TFIIH の方が SWI/SNF 複合体とより強く
相互作用すると考えられる。 
 

 
そこで TFIIH のサブユニットである XPB と

p62に対する抗体でHeLa細胞の核抽出液から
免疫沈降実験を行い、TFIIH と相互作用する
因子をウエスタンブロット法で検出した(図
3)。Brg-1, BAF155 は XPB,および p62 のどち
らの抗体で免疫沈降しても同程度共沈した。
ところが TFIIE と BAF200 は XPB より p62 の
抗体で免疫沈降を行った方がより多く共沈
した。このことから TFIIE, TFIIH と PBAF 複
合体の相互作用は BAF200 が関わる可能性が
示された。 
 

 
 

 さらに TFIIEαと SWI/SNF 複合体の相互作
用領域を同定するために、HeLa 細胞株の核抽
出液から抗 BAF170 抗体を用いて SWI/SNF 複
合体を精製して、TFIIEαの 3 種類の欠失変
異体と in vitro 結合実験を行った（図 4）。
その結果、TFIIEαのウイングドヘリックス
(WH)領域が SWI/SNF 複合体との相互作用に関
わることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) タグ付き BAF47 安定発現株の樹立 
 HeLa/BAF47-FLAG-SBP 安定発現株より調製
した全細胞抽出液を用いて、anti-FLAG M2 ア
ガロースで免疫沈降実験を行った(図 5)。そ
の結果、BAF47-FLAG-SBP の発現量に依存して、
SWI/SNF 複合体が精製された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本解析から、細胞内で TFIIE と SWI/SNF 複
合体は直接または間接的に相互作用し、
SWI/SNF 複合体の中でも、BAF 複合体よりも
主に PBAF 複合体と相互作用することが明ら
かとなった。また TFIIEαの基本転写活性に
必要な領域であるWH領域が直接的にSWI/SNF
複合体と結合して機能する可能性が示され
た。その一方で TFIIH が SWI/SNF 複合体と直
接または TFIIEを含めて相互作用して機能す
る可能性が示された。今後は樹立した細胞株
より PBAF 複合体を精製して、immobilized 
template アッセイを行うことにより、
SWI/SNF 複合体と基本転写因子 TFIIE および
TFIIH との相互作用が PIC 形成や転写活性に
どのように関わるのか評価を進める。 

 
 



(3) ヒト組換え体 Pol II clamp (rClamp)発
現ベクターの作成 
 ヒト組換え体クランプ(rClamp)を作成す
るために、ユーロフィンジェノミクス株式会
社で人工遺伝子を合成した。 
 

 
(4) ヒト rClamp における基本転写因子と転
写伸長因子の結合様式の検討 
 基本転写因子 TFIIE,または TFIIB と
rClamp の相互作用、転写伸長因子 DSIF と
rClamp の相互作用を調べるために、GST 融合
rClamp を用いた GST pull-down アッセイを行
った（図 7）。TFIIE, TFIIB, DSIF はそれぞ
れ rClamp と結合した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 次に転写開始から伸長への移行段階で
TFIIEはTFIIBと協調的に機能することから、
TFIIE と TFIIB のクランプ上での結合様式を
検討した(図 8)。その結果、TFIIB の添加に
より TFIIE の rClamp への結合が強まった。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
古細菌において RNA ポリメラーゼのクラン

プ上でTFE/TFIIEαとDSIFが競合することが
報告されている。そこで TFIIE と DSIF の
rClamp 上での結合様式を検討した(図 9)。そ
の結果、SPT5 1-267(RNA ポリメラーゼとの結合
領域を含む欠失変異体)の添加により TFIIE
と rClamp の結合は変化しなかった。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 転写初期段階における TFIIE, TFIIB, DSIF
による Pol II クランプの制御を調べるため
に、TFIIE と TFIIB を rClamp と反応させて、
そこへSPT5 1-267を添加したときの影響を検討
した(図 10)。SPT51-267 の添加により、TFIIE
と rClamp の結合への影響がほぼ見られない
条件において、TFIIB と rClamp の結合が阻害
された。さらに SPT51-267 の添加量を増やすと、
TFIIB と rClamp の結合が大きく減少し、さら
に TFIIE と rClamp の結合が低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 本解析から TFIIE の rClamp への結合は
TFIIB により強まり、DSIF は TFIIE よりも
TFIIB と rClamp の結合を阻害することで、
TFIIEがrClampから解離することが明らかと
なった。これまでの解析で、RNA ポリメラー
ゼのクランプの動きは、Rpb4 と Rpb7 からな
るストークの動きと連動すること、またスト
ークにおいて TFIIE と DSIF が同じ領域に結
合することが構造解析等で報告されている。
今後は Pol II stalk における TFIIE と DSIF
の解析を含めることで転写初期段階におけ
る Pol II の転写制御の分子機構の解明につ
ながると考えている。 
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