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研究成果の概要（和文）：本研究は、RNAポリメラーゼIIによるDNA転写制御機構を明らかにするために、Ｘ線結晶解析
によって転写因子の立体構造を決定し、転写制御の分子機構を解明することを目的としている。転写因子は様々な種類
のタンパク質の複合体として機能する。結晶化に適する試料を調整するために、転写制御に関わる重要なタンパク質複
合体について、昆虫細胞や大腸菌の共発現系を利用して精製を行った。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to determine the three-dimensional structures of tran
scription factors by X-ray crystallographic analysis, in order to understand the molecular mechanism of th
e DNA transcriptional regulation with RNA polymerase II. Transcription factors function as a complex of va
rious kinds of proteins. To prepare the sample suitable for crystallization, the purification of the signi
ficant protein complex involved in transcriptional regulation was performed by using a co-expression syste
m of E. coli and insect cells.
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１． 研究開始当初の背景 

我々の体は多種多様な細胞から構成され
ているが、すべての細胞はもともと一つの細
胞から分化、成長しており、すべて同じ遺伝
子を持っている。特定の組織に分化するため
には、遺伝子の持つ遺伝情報の発現が重要な
役割を担う。すなわち、特定の細胞は、特定
のタンパク質を合成しなければならない。タ
ンパク質が合成されるには、まず、遺伝子 DNA
の塩基配列が相補的 RNA（mRNA）として写し
とられる（転写）。次に、mRNA の配列が解読
され、タンパク質が合成される。転写は遺伝
子 DNA とタンパク質の合成の橋わたしをする
重要な過程の 1 つであり、外界からのシグナ
ルに対応してどの遺伝子の転写をオンある
いはオフにするかによって、細胞の特性が決
められる。真核生物においてこの遺伝情報を
転写する酵素がRNA ポリメラーゼIIである。
転写は、RNA ポリメラーゼ II と基本転写因子
複合体が DNA 上に結合し、転写開始複合体を
形成することによって開始する（図１）。遺
伝情報の発現制御は主にこの転写の段階で
行なわれる。RNA ポリメラーゼ II の構造は既
に決定されており、DNA から mRNA が合成され
る転写のメカニズムについては原子レベル
で解析されている。しかし、外界の多様なシ
グナルに対応して、転写がどのように制御さ
れているかについては、未だによく分かって
いない。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１．転写開始複合体 

 

 

２． 研究の目的 

本研究は、RNA ポリメラーゼ II による DNA
転写制御機構を明らかにするために、転写開
始複合体に含まれる重要なタンパク質複合
体の立体構造をＸ線結晶解析によって決定
し、その立体構造情報から、DNA 転写制御の
分子機構を解明することを目的としている。
結晶化に適する試料を調整するために、転写
制御にかかわるタンパク質複合体の精製法
を確立する。 

 

 

３． 研究の方法 

本研究の最終的な目標は、RNA ポリメラー
ゼ II による DNA 転写制御機構を明らかにす
るために、転写制御に関わるタンパク複合体
をＸ線結晶解析によって決定することであ
るが、まず、結晶化に適する純度の試料を大
量に調整する必要がある。基本転写因子の中
で最も大きなタンパク質複合体である TFIIH

については、バキュロウイルスを利用し、複
数のタンパク質サブユニットを昆虫細胞内
で同時に発現させることで、４つのタンパク
質を含む一部のサブ複合体の再構成を試み
た。また、TFIIH と強く相互作用する転写因
子 TFIIEや酵母において鉄の調節に関わる転
写因子 Fep1 についても、大腸菌の発現系を
利用して、複数のタンパク質を共発現させる
ことによって、結晶化に向けた試料の大量調
整を行った。 
 
 
４． 研究成果 
本研究では、転写制御に関わる重要なタン

パク質複合体 TFIIH,TFIIE 及び鉄調節性転写
因子 Fep1-Grx4 の結晶化試料を調整した。 
TFIIH では、バキュロウイルスを利用して、

昆虫細胞内で、４つのタンパク質（SSL1, 
TFB1, TFB2, TFB4）を共発現することで、
サブ複合体を再構成した。Strep-tag を利
用した精製を試みたが、安定なサブ質複合
体を大量に精製することは極めて困難であ
り、結晶化に適する試料を調整するには至
っていない。しかし、4つのタンパク質のな
かで最も安定な複合体を形成する SSL1 と
TFB4 を大腸菌内で共発現したところ、大量発
現することに成功した（図２）。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図２ SSL1-TFB4 複合体 
の SDS 電気泳動 

 
 
TFIIE については、TFIIE を構成する二つ

のタンパク質 TFIIEαと TFIIEβを大腸菌内
で共発現することにより、大量発現、精製に
成功した。具体的には、TFIIEαと TFIIEβを、
それぞれに GST-tag と his-tag をつけた組換
え体として、グルタチオンカラムと Ni-NTA
カラムを利用したアフィニティークロマト
グラフィー後、陰イオン交換クロマトグラフ
ィーとゲルろ過クロマトグラフィーを用い
て、高純度なヘテロ二量体を大量に調製する
ことに成功した。野生型 TFIIE では TFIIEα
分子表面に存在すると予想されるシステイ
ン残基の影響で,分子間で S-S 結合が形成さ
れていた。システイン残基をセリン残基に置
換した変異体を作成することで、均一な試料
の調整することも可能となった。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図３ TFIIE の SDS 電気泳動 
 
 

 酵母の鉄調整性転写因子 Fep1については、
Fep1 タンパク質単独では、大腸菌内で極めて
不安定で分解されてしまうが、Fep1 と結合し
てはたらく Grx4 タンパク質と共発現するこ
とによって、全長の Fep1-Grx4 複合体として
試料を調整することに成功した（図４）。 
それぞれのタンパク質試料の結晶化と X線

構造解析が今後の課題である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ Fep1-Grx4 複合体の SDS 電気泳動 
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