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研究成果の概要（和文）：細胞シグナルはタンパク質の化学修飾を情報伝達手段とし、核内で転写制御情報に変
換される。この分子機構を明らかにするため、我々は、転写因子-DNA高次複合体について、Ｘ線回折実験による
静的構造解析に加え分子シミュレーションによる動的分子構造解析を行い生化学実験で検証した。その結果、転
写因子の天然変性領域の化学修飾が、その転写因子にDNA結合抑制型のコンフォーマー(T)の形成を誘導すること
で転写を抑制すること、一方、エンハンサー上では協調的に結合するパートナー転写因子によって、T以外のコ
ンフォーマー(R)が選択的にDNA上にリクルートされ、化学修飾による影響が打ち消されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Signal transduction transfers cellular environmental information to nucleus 
via chemical modifications of proteins and finally modulates transcription profile of the cell. To 
reveal the molecular mechanism of conversion of the information from chemical modification to 
transcriptional modulation, we employed static and dynamic structural analyses of higher-ordered 
transcription factors(TF)-DNA complexes. We found that phosphorylation of the intrinsically 
disordered region of the transcription factor Ets1 induces a non-DNA-binding conformer of Ets1 
itself. On the tcrα enhancer, the partner TF Runx1 selects the specific Ets1 conformer that is 
refractory to effect of phosphorylation, resisting the inhibitory effect of phosphorylation of Ets1 
and specifically keeping the tcrα gene transcription active, while many of other Ets1-target genes 
turn off. This transcription switch may enable fine regulation responding to cellular environments 
including development and proliferation signals.

研究分野： 生化学、構造生物学

キーワード： 転写制御　転写因子　化学修飾
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１．研究開始当初の背景 
 (1)  転写因子は、遺伝子発現制御の引き
金となるタンパク質で、標的遺伝子のエンハ
ンサー上にエンハンソソームと呼ばれる転
写因子高次複合体を形成することで、細胞分
化誘導を始めとする細胞の機能発現におけ
る根源的な役割を果たすと考えられる。標的
エンハンサー上に形成されるエンハンソソ
ームは、標的遺伝子の発現を制御するのみな
らず、細胞内情報伝達系としての化学修飾カ
スケードの終着点でもあり、多様な細胞内情
報カスケードの統合の場としても機能して
いると想定される。すなわち、転写因子は多
様な組み合わせでエンハンサーDNA に結合
するとともに、細胞環境に応じた特異的な細
胞シグナルにより転写因子が化学修飾を受
けることで、エンハンソソームの形成が制御
されていると考えられる。しかしこの複雑か
つ動的な複合体の分子構造—機能相関につい
ての知見は極めて乏しく、がんにおける最大
の原因分子と目される転写因子の分子変異
による疾患の発症機構などについては、ほと
んど解明されていない状況にある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞シグナルの存在下でのエ
ンハンソソームの形成・解離の動的な過程を
分子構造レベルで解析し、転写因子の化学修
飾による遺伝子発現制御機構を分子構造レ
ベルで解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
転写因子の化学修飾による機能変化をエン
ハンソソーム中において原子レベルでとら
えるため、Ｘ線結晶構造解析による実験的な
静的構造解析に加え、中村班との共同研究に
よる分子動力学（MD）シミュレーションを
行い、動的側面から解析した。分子構造情報
を基盤として、ゲルシフトアッセイ、表面プ
ラズモン共鳴法および転写活性化実験、アミ
ノ酸置換変異導入実験により、機能面からも
解析した。転写因子の化学修飾による転写プ
ロファイルの変化については、ChIP-qPCR お
よび RT-qPCR によってゲノムワイド解析を
行った。遺伝性疾患の原因として同定された
新規遺伝子変異が分子構造に及ぼす影響に
ついて、ホモロジーモデリング、自由エネル
ギー計算および MD により解析した（松本班
との共同研究）。 
 
４．研究成果 
1) tcrαエンハンソソームにおける転写因子の
リン酸化の影響の解析 

T 細胞抗原受容体 α 鎖遺伝子(tcrα)のエン
ハ ン サ ー 上 に 形 成 さ れ る 、
Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複合体を例にとり、
Ets1 のリン酸化が、転写因子-DNA 高次複合
体形成に与える影響を、分子構造解析と機能

解析の両面から調べた。tcrαエンハンサーは、
転写因子Runx1とEts1が隣接して協調的に結
合する、高度に保存された DNA 配列を含ん
でいる。Ets1 は、DNA 結合ドメイン近傍に
DNA 結合活性制御領域を持ち、この領域がカ
ルシウムシグナル依存的にリン酸化を受け
ることによって、Ets1 の DNA 結合活性は強
く抑制され、標的遺伝子の転写が抑制される
ことが知られている。 
 我々は、Ets1 のリン酸化が tcrαエンハンソ
ソームのコアとなる Ets1-Runx1/CBFβ-DNA
４者複合体に及ぼす影響をゲルシフトアッ
セイおよび転写活性化実験により調べた。そ
の結果、tcrαエンハンサー上で Ets1 が、Runx1
とともに協調的に DNA に結合してエンハン
ソソームを形成する場合には、リン酸化 Ets1
の DNA 結合が維持されることを見出した。
つまり、パートナー転写因子 Runx1 が、Ets1
のリン酸化の効果を打ち消している可能性
が考えられた。Ets1 と協調的に DNA に結合
するパートナー転写因子として、Runx1 以外
には、B 細胞の分化に関わる mb1 遺伝子のエ
ンハンサーに結合する転写因子 Pax5 が知ら
れている。また、Ets1 は stromelysin-1 のエン
ハンサーDNA にホモダイマーを形成して協
調的に結合するため、Ets1 自身も協調的パー
トナーと考えられる。これらの複合体におい
てはパートナー転写因子の存在下にも関わ
らず、Ets1 の DNA 結合はリン酸化により抑
制され、標的遺伝子の転写活性も低下した
（図 1）。以上のことより、Ets1 のリン酸化に
よるDNA結合および転写活性の抑制効果は、
標的エンハンサー上で協調的に DNA に結合
するパートナー転写因子の種類によって異
なることが明らかになった。 
 

図１．転写因子 Ets1 のリン酸化によるエン
ハンソソームの形成と解体の分子機構。Ets1
のリン酸化の効果はパートナー転写因子に
依存する。 



 Runx1 が Ets1 のリン酸化の効果を打ち消
す 分 子機構 を 解明す る ため、 我 々 は
Ets1-Runx1/CBFβ-DNA４者複合体のＸ線
結晶構造を明らかにした（図 2）。すでに他グ
ル ー プ に よ っ て 報 告 さ れ て い る
Ets1-Pax5-DNA 複 合 体 、 あ る い は
Ets1-Ets1-DNA複合体中のEts1の分子構造
と比較したところ、Ets1 の DNA 結合調節領
域に Runx1 依存的な特異的構造誘起を認め、
この構造誘起が複合体の安定性を強固にし
ていると考えられた。すなわち Ets1 が、パ
ートナー転写因子依存的にコンフォーメー
ションをスイッチし、Ets1 自身のリン酸化に
よる効果を制御する可能性が考えられた。こ
の分子機構の詳細に迫るため Ets1 のリン酸
化による DNA 結合抑制の分子機構の解明を
目指し、次の研究を行った。 
 

2) Ets1 の天然変性領域のリン酸化による
DNA 結合抑制の分子機構 
Ets1のリン酸化によるDNA結合の抑制効果
は、Runx1 と協調することにより解除され、
この解除の分子メカニズムとして、Runx1 依
存的に誘起される Ets1 の特異的なコンフォ
ーマーの関与が想定された。Runx1 によって
選択されるEts1の特異的コンフォーマーが、
リン酸化によるEts1のDNA結合抑制を免れ
る機構を明らかにするためには、まず Ets1
のリン酸化が、Ets1 の DNA 結合を抑制する
分子機構を分子構造レベルで詳細に解析す
る必要がある。そこで、リン酸化 Ets1 単体
およびリン酸化 Ets1-Runx1/CBFβ-DNA 複
合体の結晶構造解析を行い、分子構造を明ら
かにした。しかし、リン酸化部位を含む Ets1
の DNA 結合制御領域の電子密度は観測され
なかった。この結果は、リン酸化された制御
領域は、分子内あるいは分子間で少なくとも
安定な相互作用には関与していないことを
示唆している。この例が示すように、動的に
不安定な相互作用を分子構造レベルで描出
することは従来の実験的な構造解析手法で
は限界がある。そこで、転写サイクル班員の
中村との共同研究により、分子シミュレーシ
ョンの手法を用いて解析を行った。具体的に
は、マルチカノニカル分子動力学法 (McMD)
により、リン酸化された Ets1 の活性制御領

域のコンフォーメーション空間を探索した。
その結果、Ets1 の DNA 結合面にリン酸化領
域が相互作用しているコンフォーマーが、高
い割合で存在していることが見出された（中
村班との共同研究として投稿準備中）。この
DNA結合抑制型ともいえるEts1コンフォー
マーは、リン酸化されたセリンを巻き込んだ
ヘリックス形成を伴っており、リン酸化依存
的であると考えられた。この Ets1 の DNA
結合面に相互作用したリン酸化領域が、DNA
に対して拮抗的に作用し、DNA 結合を抑制
すると考えられた。興味深いことに、Runx1
と協調的にDNAに結合するEts1のコンフォ
ーマーは、McMD で捉えられた DNA 結合抑
制型のコンフォーマーとは大きく異なって
おり、Ets1 のリン酸化領域が DNA 結合面に
相互作用することができないために DNA 結
合の抑制効果を発揮しないことが想定され
た。すなわち、Runx1 は、tcrαエンハンサー
上でリン酸化による DNA 結合の抑制効果を
免れた Ets1 コンフォーマーを特異的に安定
化することにより、tcr 遺伝子の発現特異性
を確立していると考えられた。 
 
3) ヒトエクソーム解析への分子構造および
分子シミュレーションの応用 
中村研との共同研究によって、技術交流が進
み、本研究室でも分子シミュレーション技術
の利用が可能になった。そこで、松本班によ
り遺伝性疾患の原因として新規に同定され
た遺伝子変異について、分子構造に与える影
響を分子シミュレーションにより予想した。
具体的な共同研究成果としては、転写関連因
子では、Coffin-Siris syndrome の原因となる
SWI/SNF 複合体のコンポーネントである
BAF の変異、さらにその後見出された
Pax6-BAF により転写制御を受ける転写因子
SOX11 の変異の解析がある。すなわち、松本
班が新規同定した BAF および SOX11 の遺伝
子変異がタンパク質機能に与える影響を分
子構造の観点から解析し、BAF および SOX11
により展開されるネットワークが脳の発達
に重要であることを示した。また、小児期早
期に発症するステロイド抵抗性のネフロー
ゼ症候群の原因遺伝子として松本班により
同定された NUP107 の変異解析では、野生型
および変異型タンパク質についてMDシミュ
レーションを試み、遺伝子変異によって引き
起こされる分子の動的性質への影響を見出
した。この研究は、遺伝性疾患によって引き
起こされるタンパク機能異常の解析への MD
の有用性を示すものである。 
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