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研究成果の概要（和文）：　ヒトの体は数十兆個もの細胞から形成されています。それらの細胞は基本的には全
て同じ遺伝子をもっているにもかかわらず、目や筋肉などのさまざまな器官や組織となり、それぞれ特定の役割
を果たしています。細胞がこのように異なった役割を果たすためには、遺伝子 (DNA) に結合してそのはたらき
を調節する「転写活性化因子」と呼ばれるタンパク質が重要であることが知られています。本研究では、Sp1 と
 TAF4 という二種類の転写活性化因子がどのように相互作用しているのかを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：The expression of eukaryotic genes is precisely controlled by specific 
interactions between general transcription initiation factors and gene-specific transcriptional 
activators. The general transcription factor TFIID plays an essential role in mediating 
transcriptional activation. On the other hand, biochemical approaches have shown that the 
promoter-specific transcriptional activator Sp1 interacts with one of the components of TFIID, the 
TBP-associated factor TAF4.
We herein report the structural details of the glutamine-rich domains (Q-domains) of Sp1 and TAF4. 
We found that the two Q-domains of Sp1 and four Q-domains of TAF4 were disordered under 
physiological conditions. We also quantitatively analyzed the interaction between the Q-domains of 
Sp1 and TAF4 by NMR and surface plasmon resonance, and detected a significant association between 
them.

研究分野：生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 真核生物の発生や細胞の分化には、様々な
遺伝子が適切な時期および部位で発現する
ように巧妙に調節されることが重要である。
この調節機構は、様々な転写活性化因子と、
RNAポリメラーゼIIを転写開始点にリクルー
トする基本転写因子群との相互作用による。
Sp1 はそのような転写活性化因子のひとつで
あり、100 を超える遺伝子の発現を調節して
いる。分子生物学ならびに生化学的解析から、
Sp1 はホモオリゴマーを形成するとともに、
基本転写因子群の一つである TAF4 と相互作
用する事により標的遺伝子の転写を活性化
すると考えられている。 
 多くの転写因子にはグルタミン残基を 25%
以上含む領域が存在することが知られてい
る。これらの領域はグルタミンリッチドメイ
ン（Ｑドメイン）と呼ばれ、代表的な転写活
性化ドメインであると同時に、転写因子同士
の相互作用に関与することが報告されてい
る。Sp1 と TAF4 にはそれぞれ２つないしは４
つのＱドメインが存在する。これらのＱドメ
インが Sp1 同士、ならびに Sp1-TAF4 間の相
互作用に関与すると考えられているものの、
構造生物学的解析はほとんどなされておら
ず、その相互作用の分子機構は未解明のまま
である。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者によるこれまでの研究により、
Sp1 のホモオリゴマー化に関して以下の知見
が得られている。 
 
 Sp1 の QB ドメインは生理的条件下において
特定の立体構造をもたない Intrinsically 
Disordered Proteins (IDPs) であること 

 Sp1の QBドメイン間に非常に弱い (Ka〜103 
M-1) 相互作用が存在すること 

 Sp1 の QA ドメイン間には相互作用は見られ
ないこと 

 QB ドメインの分子中央からＣ末端にかけて
の領域が相互作用部位であること 

 QB ドメインは特定の立体構造をもたないま
ま相互作用すること 

  
 本研究は、研究代表者によるこれまでの研
究をより発展させ、Sp1 と TAF4 間のヘテロな
相互作用の分子機構を明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛋白質の調製 
 Sp1 の Q ドメインを含む部分蛋白質 
(Sp1-QA, Sp1-QB, Sp1-QBn, Sp1-QBc) なら
びに TAF4 のＱドメイン領域および保存領域 
(TAF4-Q12, TAF4-Q34, TAF4-CI) に関しては、
ユビキチンとの融合蛋白質として大腸菌に
よる大量発現系を構築した。得られた大量発
現系により、15N ならびに 15N,13C 標識蛋白
質を作製した。 

(2) TAF4 の構造解析 
 円二色性スペクトル (CD) を測定するこ
とにより、TAF4 の二次構造を解析した。また、
小角Ｘ線溶液散乱 (SAXS) により、QB ならび
に TAF4 の慣性半径および分子全体の形状を
解析した。さらに、多次元NMR解析によりTAF4
の三次構造を解析した。 
 
(3) NMR による滴定実験 
 15N 標識した Sp1-QA, Sp1-QB, Sp1-QBn, 
Sp1-QBc のそれぞれに対して、等モル量から
３倍モル量の非標識 TAF4 蛋白質を添加し、
ピーク強度ならびにピーク位置 (化学シフ
ト値) の変化により TAF4 との相互作用領域
を同定した。同様に、15N 標識した TAF4-Q12, 
TAF4-Q34, TAF4-CI 蛋白質のそれぞれに対し
て等モルから３倍モル量の非標識 Sp1-QB 蛋
白質を添加することにより、TAF4 においてど
の領域がSp1との相互作用に関与しているの
かを残基レベルの分解能で明らかにした。 
 
(4) 表面プラズモン共鳴による定量解析 
 Sp1とTAF4の相互作用を表面プラズモン共
鳴により定量的に解析した。その際、Ｃ末端
に付加したヒスチジンタグを利用すること
により蛋白質の立体構造に対する影響を最
小限に抑えつつ、Sp1-QB をセンサーチップに
固定化した。 
 
４．研究成果 
(1) TAF4 の立体構造解析 
 TAF4 には４つのＱドメイン (Q1-Q4) と、
その間に比較的長い保存領域 (Conserved 
region I, CI) が存在する。はじめに、TAF4
の４つのＱドメインを全て含み、Sp1 との相
互作用に重要とされる領域 (TAF4N/C) の 
1H-15N HSQC スペクトルを測定した（図１）。
その結果、1H 軸の分散が非常に悪く、全ての
ピークが 7.5-8.5 ppm の間に集中して存在す
ることが明らかとなった。このことは、アミ
ド水素が水素結合すなわち特定の二次構造 
 

図１ (A) TAF4N/C 全長の 1H-15N HSQC スペク
トル (B) Q12(青)、Q34(赤)、CI(緑)の３つ
の部分蛋白質のスペクトルの重ね書き 



を形成していないことを示唆する。更に、全
長の蛋白質を３つの部分蛋白質に分断し、個
別に測定したスペクトルは、全長のスペクト
ルとほぼ同一のスペクトルを示したことか
ら、部分蛋白質間の遠距離相互作用が存在し
ないことが示唆された。これらの結果により、
TAF4 のＱドメインは、生理的条件下において
特定の立体構造をもたない IDPs であるこ
とが明らかとなった。 
 
(2) 小角Ｘ線溶液散乱による解析 
 Sp1-QA、Sp1-QB、TAF4 のそれぞれについて、
分子全体の形状を解析するために小角Ｘ線
溶液散乱実験を行った。Guinier プロットな
らびに Ktatky プロットを図２に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 小角Ｘ線溶液散乱による解析。(A) 
Guiner プロットならびに (B) Kratky プロッ
ト。Sp1-QA (黒)、Sp1-QB (青)、TAF4 (赤)。 
 
 Guinier プロットでは直線領域の傾きが分
子の慣性半径の二乗に比例することが知ら
れている。図２を解析することにより、
Sp1-QA、Sp1-QB、TAF4 の慣性半径はそれぞれ 
25.6, 36.2, 49.0 Å と見積もられた。これ
らの結果は、以前の報告ならびに(1)の結果
とよく一致し、Sp1-QA, Sp1-QB, TAF4 のいず
れもが天然変性蛋白質であることを示唆す
る。また、Kratky プロットの形状により、分
子全体が水溶液中でほぼランダムコイル状
態として存在することが示唆された。この結
果も過去の報告ならびに (1) の観察結果と
よく一致するものであった。 
 
(3) TAF4 と Sp1-QA,QB との相互作用解析 
 つぎに、15N 標識した Sp1-QA および Sp1-QB
に対して、非標識の TAF4 を添加し、それぞ
れのスペクトルの変化を観察した（図３）。
その結果、15N-Sp1-QA においては３倍モル量
の TAF4 を添加してもスペクトルに変化は見
られなかった。 
 一方、15N-Sp1-QB に対して等モルの非標識
TAF4 を添加した場合は、いくつかの残基にお
いて顕著なピーク強度の減弱が観察された。
ある特定の残基のみでピーク強度の減弱が
見られたことから、これらの残基が特異的に
TAF4 との結合に関与していることが示唆さ
れた。 
 これらの結果により、Sp1 に２つ存在する
Ｑドメインのうち、Sp1-QA ではなく Sp1-QB
が TAF4 との相互作用に特異的に関与してい

ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 15N-Sp1-QA (A) および 15N-Sp1-QB (B) 
の 1H-15N HSQC スペクトル。非標識 TAF4 非添
加(赤) および TAF4添加時 (青) のスペクト
ルの重ね書き。 
 
(4) 表面プラズモン共鳴による相互作用の
定量的解析 
 Sp1とTAF4の相互作用をより詳細に解析す
るために、表面プラズモン共鳴 (SPR) によ
る定量解析を行った。本手法では、相互作用
する化合物のうちの一方を、センサーチップ
表面に固定化する必要がある。Sp1 と TAF4 の
ように蛋白質間相互作用を解析する場合、固
定化による立体構造への影響を考慮する必
要がある。そこで、固定化による影響を最小
限に抑えるために、精製のために Sp1-QB の
Ｃ末端に付加したヒスチジンタグを固定化
に利用することとした。図３に、センサーチ
ップ表面に固定化したSp1-QBに対して、TAF4
をフローセルにアプライした結果を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ センサーチップに固定化した Sp1-QB
に対して、様々な濃度の TAF4 を添加し、両
者の結合を検出した。120 秒後に溶出バッフ
ァーに切り替え、結合した TAF4 が解離する
反応を観測した。 
 
 図４の結果をグローバルフィッティング
することにより、Sp1-QB と TAF4 との間の結
合定数がおよそ 1.5×104 M–1であると見積も
られた。一方、センサーチップに Sp1-QA を



固定化して同様の実験を行った結果、TAF4 の
添加によるシグナルの増大は検出されなか
った。このことは (3) のＮＭＲによる解析
と一致しており、Sp1-TAF4 間相互作用におい
て QA ドメインはそれほど重要な役割を担っ
ていないことを示唆する。 
 
(5) TAF4 における Sp1 相互作用部位の同定 
 TAF4N/C 全長を、３つの領域にわけた断片
蛋白質（図１参照）のそれぞれを 15N で標識
し、1H-15N スペクトルを測定するとともに、
等モル〜３倍モル量の非標識 Sp1-QB を添加
することによりスペクトルに変化が見られ
るかを観察した（図５） 
 その結果、最もＮ末端に近い断片蛋白質
TAF4-Q12 でのみ等モルの非標識 Sp1-QB の添
加によりいくつかの特定のピークが顕著に
移動することが明らかとなった。それに対し、 
Ｃ末端側の TAF4-Q34 ならびに分子中央に存
在する保存領域TAF4-CIでは３倍モル量の非
標識 Sp1-QB を添加してもピーク強度ならび
に化学シフト値（ピーク位置）に変化は認め
られなかった。 
 更に、図５を詳細に解析した結果、非標識
Sp1-QB の添加により化学シフト値（ピーク位
置）が変化した残基は、４つあるＱドメイン
のうち最もＮ末端に位置するＱ１ドメイン
に集中しており、Sp1 との相互作用において
最も重要な領域であることが示唆された 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 15N-TAF4-Q12 (A)、15N-TAF4-CI (B) お
よび 15N-TAF4-Q34 (C) の 1H-15N HSQC スペ
クトル。非標識 Sp1-QB 非添加(赤) および
Sp1-QB 添加時 (青) のスペクトルの重ね書
き。 
 
(6) 結論 
 本研究により、Sp1 に２つ存在する Q ドメ
イン (QA および QB) ならびに TAF4 に４つ存
在するＱドメイン (Q1〜Q4) のいずれもが、
生理的条件下において特定の立体構造をも
たない天然変性蛋白質であることが明らか
となった。 
 天然変性蛋白質同士であるにも関わらず、
Sp1 と TAF4 は特異的に相互作用し、Sp1-QA
ではなく Sp1-QB が Sp1-TAF4 間の相互作用に
置いて重要な役割を担っていることが明ら
かとなった。さらに高分解能溶液ＮＭＲによ
る詳細な解析から、相互作用に関与する残基

は、Sp1-QB の中央からＣ末端の領域に集中す
ることが明らかとなった。 
 更に、表面プラズモン共鳴による解析から、
Sp1-QB と TAF4 との相互作用はそれほど強固
なものではなく、結合定数にしておよそ 1.5
×104 M–1 程度であることが明らかとなった。 
 15N で標識した TAF4 の断片蛋白質と非標識
Sp1-QB との相互作用を高分解能溶液ＮＭＲ
で解析した結果、４つあるＱドメインのうち
最もＮ末端に位置するＱ１ドメインが相互
作用部位であることが明らかとなった。 
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