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研究成果の概要（和文）： 

 

特異的転写は、高次転写因子タンパク質-DNA 複合体によって制御を受ける。本研究では、

Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複合体の分子構造を解析し、複合体の安定化機構が、DNA を介した

アロステリック制御であることを見いだした。この制御様式は、様々な転写因子-DNA 複合体

においても適用可能であり、ある程度の一般性を持つと考えられた。さらに、転写因子-DNA

複合体形成に与える転写因子の化学修飾の役割が、複合体を構成する他の転写因子タンパク質

によって調節を受けていることを、その分子機構とともに明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 

Multiple transcription factors (TFs) regulate transcription by forming TFs-DNA complexes. A 

cell signaling causes chemical modification of transcription factors, which modulates 

transcriptional activities. Besides, effect of chemical modification of transcription factors on their 

activity in the context of TFs-DNA complexes, however, is largely unknown. In this sturdy, we 

showed that the phosphorylation of a transcription factor Ets1 “differentially” modulates 

Ets1-containing TFs-DNA complexes. In addition, we clarified the underlying mechanism by which 

the selective modulation of Ets1-containing TFs-DNA complexes is achieved using NMR analyses 

of allosteric regulation of Runx1 by CBFβ and crystallographic analyses of multiprotein-DNA 

complex comprised of Ets1, Runx1 and CBFβ formed on the TCRα gene enhancer.  
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１． 研究開始当初の背景 

 

転写因子(TFs)-DNA 複合体は、標的遺伝子
の転写を制御し、細胞の発生・分化特異的な
転写プロファイルを形成する。転写因子の異
常は、転写制御破綻を引き起こし、がんや炎
症などの疾患の発症と進展に深く関与する
ため、転写制御機構を分子レベルで理解する
ことは極めて重要である。 

転写の開始段階は、異なる種類の転写因子
が、特定の組み合わせで、DNA の転写制御
領域に結合して形成される TFs-DNA 複合体
によって制御される。つまり、転写因子は単
独で標的遺伝子の転写を制御するのではな
く、TFs-DNA 複合体形成を介して機能を発
揮する。同時に転写因子は、細胞シグナルを
通じて、リン酸化、アセチル化、メチル化等
の化学修飾を受け、それによって活性が制御
されることが知られている。転写因子の翻訳
後修飾による転写制御機構を理解するため
には、従って、注目する翻訳後修飾が
TFs-DNA 複合体の安定化に対してどのよう
に作用するのかを調べる必要がある。そのた
めには、まず、非修飾状態の TFs-DNA 複合
体の安定化機構を理解する必要がある。しか
し、現状では、TFs-DNA 複合体の形成機構
には不明な点が多く残されている。また、転
写因子の化学修飾の影響は、これまでの報告
では個別の転写因子のみに注目して解析さ
れているにとどまり、高次の TFs-DNA 複合
体形成における転写因子の化学修飾の影響
は不明である。 

本研究室は、特定領域 DECODE 開始以前
より、一貫して転写因子-DNA 複合体の制御
機構について分子構造レベルで解析してき
ており、本特定領域研究では、より高次の
TFs-DNA 複合体における複合体の安定化機
構を理解し、さらに転写因子の化学修飾によ
る複合体形成への影響を明らかにすること
を試みた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、高次 TFs-DNA 複合体の
安定化機構を理解し、さらに転写因子の化学
修飾の複合体形成への影響を明らかにする
ことである。 

そのためには、高次の TFs-DNA 複合体の
結晶構造解析による高分解能の分子構造が
必須である。しかし、高次複合体の構造決定
に成功したとしても、相互作用が複雑なため、

TFs-DNA 複合体全体の形成機構の理解に必
ずしも直結していない。実際、これまでに、
いくつかの高次 TFs-DNA 複合体の X 線結晶
構造が先行研究で明らかにされているにも
かかわらず、制御機構に関する理解はほとん
ど進んでいない。 

そこで、我々はまず、生理的な高次
TFs-DNA 複合体の基本単位（ building 

block）、すなわち異なる２つの転写因子間で
発揮される協調的な DNA 結合活性制御機構
を明らかにし、この基本単位の集積により安
定な高次 TFs-DNA 複合体が形成されると考
えた。我々の先行研究である、急性白血病の
原因となる Runx1 の制御機構解析 (Cell, 

2001)では、転写因子の活性制御には、分子
の動的性質が深く関与している可能性を示
してきた。しかし、この研究は、X 線結晶構
造解析による静的分子構造解析が主体とな
っており、生命現象に重要なマイクロからミ
リ秒オーダーの動的性質についての情報を
得ることはできない。 

そこで、我々は、転写因子の DNA 結合活
性が、他の転写因子によって制御される機構
を、核磁気共鳴法（NMR）を用いて、分子
の動的側面から明らかにすること試みた。次
に、得られた動的な分子構造情報を利用して、
より高次の TFs-DNA 複合体の安定化機構を
解析し、さらに、転写因子の化学修飾による
TFs-DNA 複合体の安定性への影響について
も解析を試みた。 

 

１）動的分子構造解析による転写因子 Runx1

の活性制御機構解析 

 

 転写因子 Runx1 は、急性白血病において
高頻度に変異が認められるタンパク質であ
る。Runx1は、DNA非結合性の転写因子CBF

βとヘテロダイマーを形成して機能する。
CBFβは、Runx1 の DNA 結合活性をアロス
テリックに上昇させることが知られている。
我々がこれまでに報告した Runx1 の先行研
究を基にすると、CBFβによる Runx1 のア
ロステリックな活性制御は、Runx1 の特定の
部位の構造的揺らぎの安定化によることが
予想された。これをより直接的に確かめるた
め、NMR を用いた動的分子構造解析を行っ
た。 

 

２）高次 TFs-DNA 複合体の安定化機構とリ
ン酸化の影響の解析 

 



T 細胞抗原受容体α鎖(TCRα)の発現を制
御するエンハンサー(TCRαエンハンサー)上
に形成される、Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複
合体の安定化機構および同複合体を構成す
る転写因子 Ets1 の化学修飾の影響を解析し
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（コンポジット配列）
を含んでいる。この配列は、T 細胞の分化に
極めて重要な働きをしており、1980 年代後
半から精力的に解析されているが、複合体の
安定化機構は明らかにされていない。コンポ
ジット配列に結合する転写因子 Ets1 は、
DNA 結合ドメインに隣接して 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、
その結果、標的遺伝子の転写が抑制されると
考えられてきた。しかしながら、Ets1 のリン
酸化が、Ets1 を含む TFs-DNA 複合体の安定
化に与える影響を詳細に解析した報告はこ
れまでにない。 

 

３．研究の方法 

 

１）動的分子構造解析による転写因子 Runx1

の活性制御機構解析 
 

15N 標識した Runx1 を調製し、NMR によ
る緩和時間測定を行った。Runx1-DNA およ
び Runx1-CBFβ -DNA 複合体における
Runx1 の主鎖のゆらぎを残基ごとにモニタ
ーした。 

 

２）高次 TFs-DNA 複合体の安定化機構とリ
ン酸化の影響の解析 

 

Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複合体の X 線結
晶構造解析を行った（投稿中）。部位特異的
アミノ酸変異体を用いて、ゲルシフトアッセ
イ、転写活性化実験および ChIP アッセイ等
の機能解析を行い、分子構造から導かれる仮
説の検証を行った。次に、Ets1 のリン酸化が
複合体形成に与える影響を調べるため、リン
酸化 Ets1 を含む Ets1-Runx1-CBFβ-DNA

複合体の X 線結晶構造解析を行い、非リン酸
化 Ets1 の場合と同様の構造―機能相関解析
を行った。 

 
４．研究成果 
 
１）動的分子構造解析による転写因子 Runx1

の活性制御機構解析 

 
1H,15N および 13C で標識した Runx1 単体、
Runx1-DNA 複合体および Runx1-CBFβ

-DNA 複合体を調製し、NMR 実験を行い、
タンパク質主鎖由来のシグナルを帰属した。
またそれぞれの複合体について 1H-15N 

HSQCスペクトルの線形解析および 15N核の
磁気緩和パラメーターT1、T2 および 1H-15N 

NOE の測定を行い、Runx1-DNA 複合体お
よび Runx1-CBFβ-DNA 複合体における
Runx1 分子全体の揺らぎのパターンを明ら
かにした（投稿準備中）。さらに、CBFβに
よる Runx1 の揺らぎの安定化に重要である
と予想された残基に変異を導入し、表面プラ
ズモン共鳴法により CBFβによる Runx1 の
DNA結合活性の変化を解析した。その結果、
Runx1 の DNA 活性の CBFβによるアロス
テリック制御機構が、Runx1 の揺らぎの安定
化にあることが、構造と機能の両面から明か
になった。その制御の中心は、DNA の副溝
から相互作用するループ領域であり、この領
域の特定の水素結合の安定化が重要である
ことを見出した（投稿準備中）。この制御機
構は、これまでに分子構造が報告されている
多くの異種転写因子-DNA 複合体にも適応可
能であると考えられ、転写因子の普遍的な活
性制御機構の一つと予想している。 

 

２）高次 TFs-DNA 複合体の安定化機構とリ
ン酸化の影響の解析 

 

我々は、TCRαエンハンサー上に形成され
る、Ets1-Runx1-CBFβ-DNA およびリン酸
化Ets1-Runx1-CBFβ-DNA複合体の結晶化
を行い、いずれも 2.4 オングストロームの分
解能の構造を得ることに成功した（投稿中）。
１）の知見を基に、得られた複合体の分子構
造を詳細に調べた結果、Runx1 による Ets1

の DNA 結合の安定化機構は、DNA を介した
アロステリック制御であることを見出した
（投稿中）。制御に関与するアミノ酸変異体
を用いて、定量的ゲルシフトアッセイおよび
ルシフェラーゼアッセイによって、この安定
化経路が実際に機能していることを明らか
にした。さらに、これまでに報告されている
Ets1 を含む分子構造（Ets1-Pax5-DNA 複合
体; Garvie, et al., Mol Cell, 8, 1267-1276, 

2001, Ets1-Ets1-DNA 複合体；Lamber, et 

al., EMBO J, 27, 2006-2017, 2008）との比
較、および変異体を用いた機能実験により、
これらの複合体においても、我々が見出した
アロステリックな安定化経路が機能してい
ることを見出した（投稿中）。 

次に、Ets1 のリン酸化が、Ets1 を含む高
次 TFs-DNA 複合体の安定性に与える影響を
調べたところ、各複合体ごとに Ets1 のリン
酸化の効果が異なることが明らかになった。
すなわち、TCRαエンハンサー上に形成され
る Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複合体では、リ
ン酸化 Ets1 は複合体中に取り込まれ、複合



体は維持されるが、他の Ets1 を含む
TFs-DNA複合体では、リン酸化Ets1はDNA

から解離し、その複合体を崩壊させることを
見出した（投稿中）。これまでは、Ets1 のリ
ン酸化は、Ets1 の DNA 結合を失わせ、標的
遺伝子の発現を抑制する単純な転写のオフ
スイッチと考えられていた。しかし、今回得
られた知見は、転写因子の化学修飾の機能が、
遺伝子特異的に形成される高次 TFs-DNA 複
合体によって異なることを示しており、転写
制御に対する理解を深める重要な知見と考
えられる。 
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