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研究成果の概要（和文）：本研究ではまずTLPがp53に結合することの意義について検討し、TLPのp53結合がp53を不安
定化するMDM2のp53結合を阻止し、結果としてp53の核内濃度が高まり、同時にp53下流遺伝子の発現が高まる事が明ら
かとなった。さらにTLPがTFIIAと結合する事の意義についても検討し、TLP結合がTFIIAの限定分解/成熟を阻止し、結
果、TATAボックスプロモーター上での転写開始複合体の形成が抑えられ、その帰結としてTATAプロモーターからの転写
が抑えられる事が明らかとなった。これと同時にTFIIAがTLPの細胞内安定化にも寄与している事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We first examined the significance of p53 binding of TLP. We found that the p53 
binding of TLP prevents p53 binding of MDM2, which destabilizes p53 via ubiquitin-proteasome system. This 
p53 binding of TLP results in concentration of p53 in the nucleus, which is antagonized by MDM2, and 
potentiates various p53 downstream genes. We suggest that TLP potentiates p53 both in transcriptional 
activation and protein stabilization. Second, we examined the significance of TFIIA binding of TLP. We 
found that the TLP binding results in inhibition of Taspase1-mediated processing of the precursor TFIIA. 
TLP potentiates transcription of TATA-less promoters but represses TATA promoters. Moreover, mature TFIIA 
is preferentially used for a preinitiation complex for TATA promoters. These mechanisms can explain why 
TLP inhibits TATA promoters. TLP may work as a molecular tuner for genomic gene expression. We also found 
that TFIIA stabilizes TLP, which is degraded by ubiquitin-proteasome system.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
 TLP（TBP-like protein）は TBPファミリ
ーのうちの一つで、TBPの必須領域である C
末端部分と約 40%のホモロジーをもつ。TBP
と異なり、TLPは TATAボックス結合能を有
していないが、転写活性化能をもち、とりわ
けTATA-lessプロモーターに対する転写活性
化能を示す。他方、TATA プロモーターに対
してはプロモーター活性を抑えるように働
く。TLPの特徴的な性質として、TFIIAと強
く結合するという事が知られている。この結
合能はそれまで知られていた TBP が示す
TFIIA 結合能の約 10 倍の強さをもつ。TLP
には細胞増殖抑制能やアポトーシス誘導能
があるが、後者に関しては TAp63 遺伝子が
その作用標的遺伝子である事を既に報告し
ている。研究代表者らは細胞への TLP の強
制発現や TLPのノックダウン実験を通して、
TLP により発現が上昇する遺伝子の探索を
行い、いくつかの応答遺伝子を同定したが、
その中に強力な細胞増殖抑制能をもつp21が
含まれていた。詳細な解析の結果、TLPが２
カ所ある主要な p21転写開始部位のうち、上
流のTATA-lessプロモーターから起こる転写
を上昇させる事を見出した。上流プロモータ
ーの活性に特に重要な転写制御因子はp53で
あるが、TLPは p53の転写活性化に必須であ
り、また TLP の機能発現には p53 が必要で
あった。これらの事実から、明確で特異的な
DNA結合能をもたない TLPは、p53のコア
クチベーターとして働く事が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 上述のように TLP は転写を活性化する働
きをもち、またプロモーターの形状によって
は転写を抑制する。このような現象がどのよ
うな機構によって起こるのかを本研究の一
つの目標とし、特に、「TLPが p53の機能を
細胞内で高める」という点に着目し、その機
能解析を進めた。さらに TLP の最も特徴的
な性質として、強い TFIIA結合能があげられ
るが、この強い結合能が転写制御能や TLP
の機能発揮に対してどのような意味をもつ
のかもまだよくわかっておらず、本研究では
この点についても詳しく検討する事とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では基本的には培養細胞を使用し
て TLP の機能解析を行う。転写制御能につい
てはレポーターとエフェクタープラスミド
のコトランスフェクションにルシフェラー
ゼレポーターアッセイを組み合わせる方法
によって解析した。また種々の因子の関与に
ついての解析は、発現ベクターを用いる強制
発現や、siRNA を用いるノックダウン法によ
り行った。因子同士の結合性に関しては、免
疫沈降法やクロマチン免疫沈降法（ChIP 法）
を用いた。なお、トランジェントな核酸の導
入が細胞にとってストレスとなる事を考え、
そのようなストレスを避ける目的のために

は、状況に応じて shRNA を用いた。細胞内で
のタンパク質の安定性を解析する実験では
シクロヘキシミドを用いて新規タンパク質
合成を止め、その後のタンパク質量をウエス
タン法で検出するという方法をとった。タン
パク質がユビキチン・プロテアソーム系で分
解される事を検討する実験ではプロテアソ
ーム阻害剤の MG132 を使用し、in vivo ユビ
キチンアッセイは、タグ付きユビキチンベク
ターのトランスフェクションとその後の免
疫沈降法との組み合わせで行った。 
 
４．研究成果 
（１）TLP による p53 の細胞内活性化機構の
解析に関しては、以下のような成果が得られ
た。 
①始めに p53 中の TLP 結合部位の同定を、変
異解析を通して行い、N 末端側にある特定の
領域を同定した。この領域は MDM2 結合部位
と重複していた。またこれとは別に、TLP に
おける p53 結合部位も同定した。 
②p53とMDM2の結合が起こる系にTLPを共存
させると、MDM2 の p53 結合量が低下し、その
結果として p53 の安定性が上昇した。この現
象は p53結合能を欠損した TLPでは見られな
かった。 
③因子同士の結合を解析する実験の結果、
p53 結合に対し、TLP と MDM2 はそれぞれ競合
的な挙動を示す事が明らかにされた。 
④ユビキチン化アッセイにより、p53 の MDM2
によるユビキチン化はTLPによって抑制され、
さらに p53の安定化は TLP存在下で有意に上
昇する事が明らかにされた。 
⑤TLP 存在下では p53 の核局在の程度が高ま
り、さらに核外輸出は低下した。 
⑥TLP は p53 依存性遺伝子の発現上昇、ある
いは下降といった制御を示した。 
⑦紫外線ストレスによってp53応答性の下流
遺伝子の発現が高まり、それには TLP が重要
な役割を果たしている事が明らかになった。 
⑧以上の結果により、TLP は転写制御に直接
働く事以外に、p53 を MDM2 結合と競合する事
により、p53 をタンパク質レベルで安定化す
るというユニークな働きをもつ事が明らか
となった。 
⑨これらの研究で得られた成果により、p53
の細胞内機能のフルの発現にはTLPが必要な
事、さらに p53の核繫留に TLP が効くという
興味ある現象も示された。 
（２）TLP の TFIIA 結合性や TLP に対する
TFIIA の効果に関する解析では、以下のよう
な成果が得られた。 
①TFIIA はαβ前駆体からそれぞれのサブユ
ニットが生成し、それがγサブユニットと結
合する事によって完全な形のホロTFIIAとな
るが、成熟α・β生成系を TLP が阻害すると
いう現象が見出された。この阻害は TFIIA 結
合能をもたないTLPによっては起きない事も
明らかとなった。 
②αβ前駆体プロセシングはタスパーゼに



よる限定的タンパク質分解によって起こる
が示され、TLP はこのプロセッシングを阻害
することも明らかとなった。 
③ゲルシフトアッセイの結果、TATA ボックス
/TBP/TFIIA 複合体にはプロセス型α・βが関
わる事が示された。 
④TLP はゲノムからの TATA-less プロモータ
ー転写は活性化するが、TATA プロモーター転
写を阻害することが確かめられた。 
⑤以上の結果から、TATA ボックスプロモータ
ーがTLPによって阻害さらにメカニズムとし
て、TLPがTFIIAのプロセッシングを阻止し、
その結果 TATA ボックス上に形成される活性
型（TFIIA の成熟型α・βが必要）転写開始
前複合体の形成が低下し、それによってプロ
セス型 TFIIA を必要とする TATA プロモータ
ーの機能が低下するという機構を提唱する
ことができた。 
⑥以上の成果から、TLP はゲノムからの遺伝
子発現をプロモーターの形状によって調節
するファインチューナーとしての挙動をと
るという新しい概念を提唱した。 
⑦TLP はユビキチン・プロテアソーム系によ
って分解され、不安定化することが示された。
このような TLPの不安定化は TFIIA が存在す
ることによって解消されることが明らかと
なった。TLP の機能には転写レベルで TFIIA
が必要だが、本研究によって、TLP の安定化
という方向性でもTFIIAが効いている事が示
めされた。 
⑧上記のような TFIIA による TLPの安定化に
はγサブユニットを含んだホロTFIIAが必要
であった。また、αβ前駆体 TFIIA もプロセ
ス型 TFIIA と同様に TLP安定化能があること
が明らかとなった。 
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