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研究成果の概要（和文）：細胞の分化は発現遺伝子の大規模な変化によって引き起こされる。発現遺伝子の選択は基本
転写因子と転写因子の協調的な働きによって行われるが、基本転写因子の制御機構は不明であった。本研究課題では、
細胞分化過程において基本転写因子の構成タンパク質が積極的に分解され、その機能が変化すること、およびこの分解
にはユビキチン・プロテアソーム系が関与することを見出した。さらに、筋分化過程と上皮間葉移行過程においては分
解の標的となる構成タンパク質が異なっており、上皮間葉移行過程における構成タンパク質の分解は、分化刺激によっ
て発現誘導されるユビキチンリガーゼの働きによって引き起こされることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cell differentiation accompanies global gene expression change. Previous studies 
revealed that genes to be expressed are determined by transcription factors, but emerging evidences 
indicate that the general transcription machinery is also involved in gene expression change.
The general transcription machinery comprises several complexes, among which the promoter recognition 
complex TFIID plays a pivotal role in the selection of expressed genes. During the differentiation of 
myoblastic cell line and the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) of mammary epithelial cell line, 
several components of TFIID were found to be degraded by the ubiquitin-proteasome system. Induction of 
EMT caused the increase in an ubiquitin ligase which promoted the degradation of the TFIID component, 
leading to the reduction of translation-related gene expression. These results revealed a novel mechanism 
of regulation of the general transcription machinery by protein degradation during cell differentiation.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞の分化は、遺伝子発現の大規模な変化

によって引き起こされる。発現遺伝子は専ら
転写因子によって決定されると考えられ、細
胞分化研究は転写因子を中心に展開してき
た。しかし近年、それまで転写因子の下流で
受動的な役割しか果たさないと考えられて
きた基本転写因子が、その構成タンパク質を
変化させることにより、細胞分化過程におい
て能動的に発現遺伝子の選択に関わること
が明らかになってきた。基本転写因子は転写
の実行因子であるRNAポリメラーゼを遺伝子
上に結合させるのに対し、転写因子はこれを
促進するのみで、結合させる機能は持たない。
これらことは、転写因子による遺伝子発現制
御が基本転写因子に依存しており、転写因子
のみでは細胞分化を説明できないこと、およ
び細胞分化における基本転写因子の重要性
を示している。しかし、細胞分化過程におけ
る基本転写因子制御のメカニズムは詳しく
解析されていなかった。 
 
タンパク質の機能制御は主に生成量の増

減、翻訳後修飾、および分解によって行われ
る。真核生物における選択的タンパク質分解
は、主にユビキチン-プロテアソーム系によ
って制御されている。この系では、分解の目
印としてユビキチンが付加されたタンパク
質がプロテアソームによって認識され、速や
かに分解される。申請者はこれまで、ユビキ
チン-プロテアソーム系と遺伝子発現制御に
ついて研究を行ってきた。これを背景に、本
研究計画ではユビキチン-プロテアソーム系
が基本転写因子、特に DNA との結合に直接関
わるTFIID構成タンパク質の分解を制御して
いると仮定し、その検証および細胞分化過程
における重要性を検証することとした。 

 
２．研究の目的 
 
本研究計画では、細胞分化の新しい分子メ

カニズムの解明を主眼とし、肥満症、筋萎縮、
がん転移など分化関連疾患の治療を見据え
た研究を行うことを目的とした。この目的を
達成するため、以下に示す３つのことを明ら
かにすることを目指した。 
 
(1)どの TFIID構成タンパク質がユビキチン-
プロテアソーム系により制御されるか？ 
 
(2)どのユビキチンリガーゼが TFIID 構成タ
ンパク質のユビキチン化に関与するか？ 
 
(3)上記の過程で明らかになった TFIID 構成
タンパク質制御が細胞の分化過程にどの程
度寄与するか？ 
 
３．研究の方法 
 

（１）本研究で使用した細胞 
筋分化のモデルとして、ATCC より購入した

マウス筋芽細胞腫 C2C12 を用い、２％ウマ血
清処理により筋分化誘導を行った。がんの転
移に関わる上皮間葉移行のモデルとして、
ATCCより購入したマウス乳腺上皮細胞NMuMG
を用い、TGF-β刺激により上皮間葉移行の誘
導を行った。 
 
(２)タンパク質の解析 
 タンパク質の解析は購入可能な抗体を用
いて行った。細胞内タンパク質量の解析には
ウェスタンブロット法、タンパク質―タンパ
ク質結合および細胞内ユビキチン化の解析
では免疫沈降法、タンパク質－DNA 結合の解
析ではクロマチン免疫沈降法を用いた。 
 
(３)RNA の解析 
 細胞内 RNA 量は、RNA をｃDNA に変換後、
ｃDNA 量の定量的 PCR を行うことよって解析
した。 
 
（４）TFIID 構成タンパク質の網羅的 DNA 結
合領域の解析 
ユビキチン-プロテアソーム系によって制

御されていることが明らかとなったTFIID構
成タンパク質の結合DNA領域を網羅的に同定
するため、クロマチン免疫沈降法によって得
られた DNA の塩基配列を HiSeq２５００
（Illumina）によって読み取った。 
 
４．研究成果 
 
（１）分化誘導刺激によってタンパク質量が
減少する TFIID 構成タンパク質の同定 
 
 C2C12 細胞の筋分化刺激および NMuMG 細胞
の上皮間葉移行刺激によってタンパク質量
が減少するTFIID構成タンパク質を同定した。
さらにこれらのうち、速やかに減少するタン
パク質はプロテアソームによって分解され
ることを見出した。興味深いことに、刺激に
よって分解される TFIID 構成タンパク質は、
筋分化と上皮間葉移行で異なっていた。これ
までの研究から、プロテアソームによって分
解されるタンパク質は、分解の目印であるユ
ビキチンがユビキチンリガーゼによって付
加されることが知られている。このことから、
刺激依存的に分解されるTFIID構成タンパク
質の種類の選択には、刺激依存的に活性化さ
れるユビキチンリガーゼが関与することが
示唆された。 
 
（２）上皮間葉移行刺激による TFIID 構成タ
ンパク質の分解を引き起こすユビキチンリ
ガーゼの同定 
 
C2C12 細胞の筋分化刺激によって活性化さ

れるシグナル伝達系は多岐にわたり、全貌が
いまだに解明されていない。それに対し、



NMuMG 細胞の上皮間葉移行刺激によって活性
化されるシグナル伝達系は比較的明らかに
されていたことから、TFIID 構成タンパク質
を分解に導くユビキチンリガーゼの同定に
は、NMuMG 細胞の上皮間葉移行刺激によるも
のを優先することとした。 
 

 今回同定されたTFIID構成タンパク質の分
解は、刺激直後ではなく刺激後 1日から認め
られたため、この分解に関与するユビキチン
リガーゼは上皮間葉移行刺激によって発現
誘導されると仮定した。上皮間葉移行刺激 2
日目の遺伝子発現変化をマイクロアレイに
よって大規模に解析したデータが公開され
ていたため、このデータから上皮間葉移行刺
激によって発現誘導されるユビキチンリガ
ーゼを探索し、6種類を同定した。このうち、
上皮間葉移行刺激１日以内に誘導されるこ
と、核に局在すること、および TFIID 構成タ
ンパク質と結合することを条件にさらに絞
り込みを行い、これらすべてに該当する 1種
類のユビキチンリガーゼに注目した。さらな
る解析により、このユビキチンリガーゼは、
TGF-β刺激により活性化された SMAD タンパ
ク質によって発現誘導されること、直接
TFIID 構成タンパク質と結合してユビキチン
化を引き起こすことが明らかとなった。 
 
（３）上皮間葉移行に対する TFIID 構成タン
パク質分解の機能の解析 
 
上皮間葉移行に対するTFIID構成タンパク

質分解の機能を解析するため、今回同定され
たTFIID構成タンパク質の発現を抑制したと
ころ、細胞の生存が著しく減少した。このこ
とから、このタンパク質は細胞の生存に必須
であることが明らかとなった。次に、今回同
定されたユビキチンリガーゼを発現抑制す
ることによって、上皮間葉移行過程における
TFIID 構成タンパク質の分解を抑制したが、
上皮間葉移行に対する影響は認められなか
った。このことから、今回同定された TFIID
構成タンパク質の分解は上皮間葉移行過程
には関与しないことが示唆された。 
 
TFIID 複合体は遺伝子のプロモーター領域

に結合し、遺伝子の発現を制御することが知
られている。上皮間葉移行に対する TFIID 構
成タンパク質分解の機能をより詳細に調べ
るため、今回同定された TFIID 構成タンパク
質が結合する DNA 領域を、クロマチン免疫沈
降法によって得られたDNAの塩基配列を読み
取ることで網羅的に同定した。予想された通
り、これらのうちの大部分（８６％）は、遺
伝子の転写開始点近傍のプロモーター領域
に同定された。これらのプロモーター領域に
近接する遺伝子が今回同定されたTFIID構成
タンパク質によって制御されるターゲット
遺伝子と考えられることから、これらの遺伝
子から生成されるタンパク質を機能面から

分類したところ、タンパク質の翻訳に関わる
タンパク質の遺伝子が有意に多いことが明
らかになった。さらに TFIID 構成タンパク質
の発現を抑制すると、これらの遺伝子発現が
減少したことから、TFIID 構成タンパク質は
これらの遺伝子の発現を正に制御すること
が示唆された。 
 
 今回用いた TGF-β刺激は、上皮間葉移行と
ともに、細胞増殖の停止と細胞死を引き起こ
すことが知られている。タンパク質の翻訳は
細胞増殖と生存に必須であることから、今回
観察された TFIID 構成タンパク質の分解は、
これらの過程に関与していることが示唆さ
れた。実際、今回同定されたユビキチンリガ
ーゼを発現抑制すると、TGF-β刺激によるタ
ンパク質の翻訳関連遺伝子の発現低下、細胞
増殖の停止、および細胞死が抑制されたこと
から、この仮説が支持された。 
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