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研究成果の概要（和文）： 
 申請者らは、RNAポリメラーゼ II(Pol II)に正確な転写を行わせる基本転写因子TFIIEとTFIIH、

そして細胞核内の転写活性化シグナルを受け取って Pol II に伝える役割の多サブユニット複合

体メディエーターの機能の解析を行った。そして、メディエーターに関しては、転写における

正と負の制御のスイッチの役割を２つの CDK サブユニットが果していること、また TFIIE が

TFIIH と結合して制御している分子メカニズムを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The applicants characterized the functions of two general transcription factors, TFIIE and 
TFIIH, which assist Pol II for accurate transcription, and the multisubunit Mediator complex which 
transduces transcriptional activation signals to Pol II in the nucleus.  As for Mediator, we demonstrated 
that two CDK subunits play a role as a molecular switch between positive and negative regulations in 
transcription, and we further elucidated the molecular mechenism of TFIIH regulation by TFIIE upon 
binding. 
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リン酸化、コファクター 
 
１．研究開始当初の背景 
 真核生物は、各々の細胞核内に遺伝情報を
DNA の形で保管し、子孫に伝える。ゲノムプ
ロジェクトが終了したヒトの場合、細胞内に
蛋白質をコードする遺伝子を約２万５千個
有しており、翻訳後はタンパク質として１０
万個にその数を増やすことが明らかになっ
た。DNA 上の遺伝情報は、核内の転写により、
まず RNA に転写される。その際、多くの情

報を生体に必要な時と場所で正確に読みだ
す(DECODE)システムが重要である。そのた
めの制御機構は、厳密かつ複雑であるが、
徐々に解明が進んでいる。転写の主役 RNA
ポリメラーゼ II (Pol II)は、最大サブユニット
C末に７アミノ酸(YSPTSPS)の 52回繰返し配
列(CTD)を有する。我々は、Pol II が CTD の
２番と５番目セリンをリン酸化され初めて
活性化され、転写を完了することを明らかに



した。CTD は Pol II にのみ存在し、真核生物
の他の２つの RNA ポリメラーゼや原核生物
RNA ポリメラーゼ、あるいはいかなる DNA
ポリメラーゼにも存在しない。そこで、CTD
の存在が、大量の遺伝情報を転写レベルで厳
密に制御することを可能にし、高等真核生物
の多様な細胞・個体レベルの形質や機能が生
成・維持される根源となっていると予想でき
る。実際、CTD を欠失させた出芽酵母は致死
であり、またマウス培養細胞に CTD を欠く
Pol II 最大サブユニットの遺伝子を導入出来
なかったことは、CTD の重要性を裏付けてい
る。ところがさらに、CTD リン酸化(特に５
番目セリンリン酸化)が転写過程のみならず、
転写された RNA が成熟 mRNA になるプロセ
シング過程の因子群を転写伸長中の Pol II に
リクルートする標的になっていることが３
年程前にまず報告され、さらに最近、クロマ
チンの構成単位であるヌクレオソーム内の
ヒストン H3 のリジン特異的メチル化酵素も
リン酸化 CTD に結合することで転写とカッ
プルしたクロマチン制御を行っていること
が出芽酵母を用いて明らかされてきた。 
 
２．研究の目的 
 背景に述べた状況から、申請者は Pol IICTD
リン酸化を行う CTD キナーゼ活性を有する
基本転写因子TFIIHとこれを制御するTFIIE、
またもう一つの CTD キナーゼであるメディ
エーター複合体の解析を行うことで、交付希
望期間内に「複数の転写複合体による Pol 
IICTD リン酸化と転写制御が中心となった核
内情報伝達、クロマチン制御、RNA プロセシ
ングの統合的クロストークを解明すること」
を本計画研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 メディエーター複合体は、核内ホルモンレ
セプターにコファクター依存的に結合し、レ
セプターによる転写活性化シグナルを Pol II
まで伝えることが明らかにされている。転写
開始複合体を含め、転写の開始の際には多く
のタンパク質が会合して、巨大な転写複合体
を形成し、機能していることが考えられる。
目的に記した、CTD リン酸化を行う TFIIH と
メディエーターの機能制御の解析を起点に、
以下の研究を展開する。 
(1)メディエーター複合体の精製と転写機能
解析 
 メディエーターの３つのサブユニット
(Med6、Med7、CDK8)の N 末に HA と Flag
のタグを付加した形で発現するヒト HeLa 細
胞株を樹立し、各々のタグ付きサブユニット
を含んだメディエーター複合体を精製する。
そして、試験管内、あるいは生細胞内での転
写活性を解析する。 
 

(2)基本転写因子 TFIIE と TFIIH による Pol II
の転写メカニズムの解析 
 TFIIE は TFIIH を Pol II が転写開始点付近
に形成する転写開始複合体にリクルートし、
TFIIH と協調的に転写開始と伸長への移行段
階で機能する。TFIIE と TFIIH の結合を構造−
機能相関解析する。また、Pol II と TFIIE、Pol 
II と TFIIH との相互作用も生化学的に解析し
ていく。 
 
４．研究成果 
(1)メディエーター複合体の精製と転写機能
解析 
 樹立した細胞株から各々のタグ付きサブ
ユニットの形成するメディエーター複合体
を精製したところ、分子量 2MDa、1.5MDa、
600kDa の３種類の複合体が精製された。これ
らの転写活性を試験管内転写再構成系を用
い、Gal4-VP16 による転写活性化への効果で
見たところ、2MDa と 600kDa の複合体は活
性化に、1.5MDa の複合体は抑制的に働いた
(Furumoto et al., Genes Cells, 12, 119-132, 
2007)。また、CDK8 が担う CTD リン酸化能
を調べると、2MDa と 1.5MDa の複合体はキ
ナーゼ活性を有し、600kDa の複合体には活性
は見られなかった。最後に、siRNA による
CDK8 ノックダウン処理後、生細胞内での
Gal4-VP16 依存的な転写活性化に及ぼす影響
を調べたところ、これまで広くメディエータ
ー複合体のCDK8は転写に抑制的に働くと考
えられてきたが、これが逆に活性化に働いて
いることが明らかになった。これらの結果か
ら、メディエーター複合体は転写において正
にも負にも機能しうることが実証された。 
 ところが、近年メディエーターにはもう一
つのCDK11(最近統一命名法によりCDK19と
名付けられた)があることがマススペクトル
により見いだされた(Sato et al., Mol. Cell, 14, 
685-691, 2004)。代表者らはこのキナーゼサブ
ユニットも CDK8 と同様、転写において重要
であると考え、N 末に HA-Flag タグを付加し
た発現細胞株を樹立し、生化学的に CDK19
が構成するメディエーター複合体を精製、解
析した。その結果、以下の３点が明らかにな
った。i) CDK19 は CDK8 と同様、メディエー
ター複合体を形成できる。しかし、両サブユ
ニットは共存せず、各々が相互排他的に複合
体を形成し、機能している。ii) 細胞核内では
各々の CDK の半数が別の領域に存在する。
iii) siRNA によるノックダウンにより上記の
生細胞内の転写活性をルシフェラーゼアッ
セイにより解析した結果、CDK8 ノックダウ
ンで活性は低下し、CDK19 ノックダウンで増
加したため、CDK8 は転写活性化、CDK19 は
転写抑制的に機能することが示された(図 1) 
(Tsutsui et al., Genes Cells, 13, 817-826, 2008)。 
 



図１.CDK のノッ 
クダウンの転写 
への効果 
ヒト CDK の各々 
に対する siRNA を 
２種類ずつ作製し 
細胞内に導入して 
各々の CDK の転 
写に及ぼす影響を 
調
 
べた。 

 以上の結果から、これまでメディエーター
複合体が転写において正にも負にも機能す
ることが知られていたことに対する、分子的
な解明が進んだと考えられる。現在、各々の
CDK が正反対の転写における役割を果たす
メカニズムをさらに検討している。 
 
(2)基本転写因子 TFIIE と TFIIH による Pol II
の転写メカニズムの解析 
 TFIIH は 10 個の構成サブユニットの中に
CDK7 と cyclinH を有し、転写開始複合体中
で CTD のリン酸化を行うことで、Pol II を転
写伸長するよう活性化する。またその構成サ
ブユニットに XPB、XPD の２つの DNA ヘリ
カーゼ活性を有することで、転写開始の際の
プロモーター開裂を引き起こす。代表者らは、
これらの酵素活性制御には TFIIE による制御
が必須であることを見つけていた(Ohkuma & 
Roeder, Nature, 368, 160-163, 1994)。さらに
TFIIE が TFIIH を、そのサブユニットの C
末酸性領域(278-293 番目)で結合して転写開
始複合体にリクルートすることを明らかに
していた(Ohkuma et al., Mol. Cell. Biol. 15, 
4856-4866, 1995)。さらに、TFIIH の側で、こ
の領域と結合するのは p62 サブユニットであ
ることを報告していた(Yamamoto et al., Mol. 
Cell. Biol. 21, 1-15, 2001)。 
 そこで、今回この両者の結合をさらに解析
した(Okuda et al., EMBO J., 27, 1161-1171, 
2008)。まず p62の欠失変異体を用いてTFIIE
の酸性領域(AC-D)との結合領域を同定した。
その結果、p62N 末のプレクストリンホモロ
ジー領域(PH-D)が結合することが明らかに
なった。そして、AC-D と PH-D の結合構造
を NMR により決定した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 その結果、TFIIEの AC-D は p62 の PH-D
領域のシートが作る篭状の領域に結合する
ことが明らかになった。さらに、同じ PH-D
に結合する構造が報告されていたがん抑制

タンパク p53 の転写活性化領域が AC-D と同
じ表面に結合して、両者は結合を競合してい
ることが明らかになった。以上の結果から、
TFIIE が転写開始において TFIIH を制御して
Pol II の転写活性化型への変換に重要なだけ
でなく、転写と p53 が関与する DNA 損傷修
復の間のスイッチの役目を TFIIH と共に果し
ているというモデルを考えるに至っている。 
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