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研究成果の概要（和文）：SOX2はiPS細胞の作製に用いる遺伝子の一つである。その機能の理解は再生医療への
貢献が期待される。本研究課題では、我々が発見したSOX2タンパク質複合体の機能解析を行った。複合体に含ま
れるタンパク質の中から特に遺伝子の転写調節にとって重要な遺伝子であるTBPに着目した。試験管内で人工的
に遺伝子転写を再現する実験手法を用いることにより、SOX2とTBPが協調してリボソームRNAの転写を活性化する
ことを明らかにした。SOX2とTBPはゲノム上のリボソームRNA転写制御領域の構造変化を引き起こすことも明らか
にした。これらの成果より、SOX2はリボソームRNAの転写を制御することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：SOX2 is one of the genes used to generate iPS cells. Understanding its 
function is expected to contribute to regenerative medicine. In this project, we performed a 
functional analysis of novel SOX2 complex. Because TBP is an important gene for gene transcriptional
 regulation, we focused on TBP among proteins included in the SOX2 complex.  We demonstrated that 
SOX2 and TBP cooperatively activate transcription of ribosomal RNA by using an experimental method 
that reproduces gene transcription in vitro.  It was also revealed that SOX2 and TBP cause 
structural changes in the region of ribosomal RNA gene transcriptional regulation on the genome. 
These results revealed that SOX2 regulates ribosomal RNA trnascription.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の分化を人工的にコントロールし、例えば心筋細胞、脳神経細胞、肝細胞など疾患の治療に利用できる細胞
を作製することは国民の健康維持のために非常に有益だと考え得る。本研究課題では細胞の分化を抑える役割を
担う遺伝子であるSOX2の機能の一部を明らかにした。この様な細胞分化のコントロールに関する知見を積み重ね
ていくことが、将来的な細胞や臓器を再生し移植する再生医療の実現へと繋がって行く。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
SOX2 は iPS 細胞作製に使われる転写因子、山中４因子の一つである。SOX2 は幹細胞特異的な

遺伝子の発現を活性化することにより多能性の維持を行っていると考えられているが、クロマ
チンレベルでの詳細な転写制御のメカニズムは不明な部分が多い。我々は SOX2 が複合体を形成
することにより協調して働いている因子を同定し、その因子の持つ機能を手掛かりとしてこの
点を明らかにしようと試みた。マウス E14 ES 細胞株で SOX2 の強制発現を行い、Flag-Tag, HA-
Tag を用いて SOX2 と共に複合体を形成するタンパク質を精製した。質量分析の結果、TBP が SOX2
と複合体を形成することを明らかにした。TBP は基本転写因子の TFIID のサブユニットであり、
RNA Polymerase II の転写開始複合体を形成する。SOX2－TBP 複合体には TBP 以外の TFIID サブ
ユニットは含まれていないことから、複合体中の TBP は基本転写因子とは異なる機能を果たし
ていると考えられた。 
 
２．研究の目的 

 
全ゲノム DNA を鋳型とする試験管内遺伝子転写法を確立し、この方法を用いて SOX2 複合体の

標的遺伝子の同定とその転写制御機構の解析を行う。既に SOX2 が基本転写因子 TFIID のサブユ
ニットである TBP と複合体を形成することを明らかにしている。この複合体の機能解析を生体
内で行うには困難を伴う。そこで当研究課題では試験管内遺伝子転写法をゲノム全体を鋳型と
できるように改良し、SOX2－TBP 複合体の標的遺伝子の同定と転写制御機構の解析を行う。 
 
３．研究の方法 

SOX2-TBP 複合体の標的遺伝子の同定とその転写制御のメカニズムを明らかにするために以下
の実験を行った。 

(1) 全ゲノム DNA を用いて作製したクロマチンを鋳型とする試験管内遺伝子転写産物の、次世
代型シーケンサーによる解析法の確立。 
(2) 全ゲノム DNA からの試験管内遺伝子転写産物を次世代型シーケンサーで解析することによ
り、SOX2-TBP 複合体により転写活性化される標的遺伝子の同定。 
(3) SOX2-TBP 複合体標的遺伝子転写へのクロマチン構造変化の影響の解析。 
(4) in vivo の実験で得られた成果の in vitro での確認。 
 
 
４．研究成果 
 
 SOX2-TBP 複合体の標的遺伝子を同定するために、全ゲノム配列を鋳型とした試験管内遺伝子
転写法を 確立した。ゲノム DNA は HeLa 細胞から抽出したものを用いた。このゲノム DNA から
HeLa のコアヒストン、NAP-1、ACF を用いてクロマチンの再構築を行い、試験管内遺伝子転写に
利用した。転写に必要な RNA ポリメラーゼや基本転写因子は HeLa の核抽出液で補った。転写の
際には基質として BrUTP を混合し、転写終了後に抽出した RNA から抗 BrdU 抗体に特異的に結合
する試験管内で合成された新生 RNA を精製し、抽出液中の細胞由来の RNA の除去を行った。精製
した RNA から次世代型シーケンサーで解析するためのライブラリー作製を試みた。適切なサイ
ズへの RNA 切断が困難であると予想していたが、切断時間の調節を行うことにより解決するこ
とができた。作製したライブラリーを用いて次世代型シーケンサーによる解析を行ったが、SOX2
を加えたことによる既知の遺伝子の転写活性化を確認する事ができなかった。用いたレコンビ
ナント SOX2 タンパク質が何らかの理由で活性を失っていた可能性と、HeLa 細胞の核抽出液は、
通常未分化細胞で働く SOX2 による標的遺伝子の転写活性化に適していなかった可能性が考えら
れる。SOX2 の標的遺伝子の同定に用いることはできなかったが、全ゲノム DNA からの遺伝子転
写を検出する事は出来ており、今後様々な遺伝子の転写制御機構解析への応用が期待できる。 
  
試験管内の実験により SOX2-TBP 複合体の標的遺伝

子を同定することはできなかったが、同時に行ったin 
vivo のデータを解析することにより標的遺伝子の同
定を試みた。すでに報告されている利用可能な SOX2
と TBP の ChIP-seq のデータを解析した結果、この二
つはリボソームRNA(rRNA)の転写調節領域に共局在し
ていることが明らかになった。そこで SOX2-TBP 複合
体の rRNA 転写制御への関与を確認する為に、試験管
内遺伝子転写法を利用した。rRNA 転写調節領域を含
むプラスミド DNA を作製し、クロマチン再構築したも
のを鋳型としての HeLa 核抽出液による転写量をリア
ルタイム RT-PCR 法で定量した。その結果、SOX2 と TBP
が協調し rRNA の転写を活性化することを明らかにし

図１ 
rRNA の試験管内遺伝子転写を RT-qPCR で定
量。SOX2-TBP による転写促進が観測された 



た（図１）。この転写活性化は SOX2 および TBP 単独で
は見られない。 
SOX2-TBP 複合体による rRNA 転写活性化のメカニズ

ムを明らかにするために、クロマチン構造への影響を
解析した。試験管内で rRNA 転写調節領域を含むプラス
ミド DNA を用いてクロマチンを作製し、SOX2-TBP 複合
体を加えた際のクロマチン構造の変化をマイクロコッ
カルヌクレアーゼによる DNA 切断パターンの変化とし
て検出しようと試みた。その結果、SOX2-TBP を加える
ことによる rRNA 転写調節領域のクロマチン構造の再
構築が確認された（図２）。このクロマチン再構築も
SOX2 および TBP 単独では見られない。 
 
 今回得られた成果から、SOX2 と TBP が協調して

rRNA 転写調節領域のクロマチン構造の再構築を行い、
その結果 rRNA の転写が活性化されるという制御機構がモデルとして浮かび上がる。リボソーム
はタンパク質合成装置であり、その多寡は細胞の活動レベルに大きな影響を与える。RNA ポリメ
ラーゼⅠによる rRNA 転写はリボソーム量、ひいてはタンパク質合成能を決定する重要なプロセ
スである。未分化な胚性幹細胞（ES 細胞）では rRNA の転写が活発であるが、細胞分化が開始さ
れる際には rRNA の転写抑制が起こる。この転写抑制は必須であり、阻害されると細胞の分化は
開始されない。この様に rRNAの転写調節は細胞分化制御に大きな影響を与えている。また、増殖の
盛んな癌細胞はより多くのタンパク質合成を必要とするため、rRNA の転写が亢進されている。
この癌細胞のリボソーム要求性の高さを利用したリボソーム合成阻害によるがん治療の可能性
が探られている。rRNA 転写異常は癌以外の疾患でも報告されている。このようにリボソーム量
の変化は分化の開始や癌化という細胞の運命を大きく転換する際に起こっている。従って rRNA
転写及びリボソーム形成制御機構の解析は、個体発生や癌の悪性化の仕組みをより深く理解す
るために重要である。rRNA の転写制御に関しては長年研究が進められており、基本的な転写制
御のメカニズムに関する知見は深まっている。近年ではヒストン修飾によるクロマチン構造変
化の重要性や、non-coding RNA を介した転写抑制システムの存在が明らかになっている。しか
しながら状況に適した rRNA 合成量調節の主役となり得る個別の転写因子に関する知見がまだ十
分に得られていなかった。我々の研究により SOX2 という転写因子が TBP と協調して rRNA の転
写を活性化することがそのメカニズムも含めて明らかになった。この成果は関連疾患の病態解
明、治療法の開発にとっても重要な一歩となり得るものである。 

図２ 
rRNA転写調節領域のDNA切断パターンのプ
ロファイル 
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