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研究成果の概要（和文）：巨大なタンパク質複合体であるRNAポリメラーゼは、そのコンフォメーションを多様に変化
させながら転写を遂行する。その実体を明らかにするために、CPX法を開発してRNAポリメラーゼの構造状態の解析を行
うことにより、主な転写機能とRNAPの構造状態との相関関係を確立した。また、転写開始・伸長中にRNAP が形成する
いくつかの複合体の結晶構造解析を行い、転写エラーの校正や外来因子による転写制御のメカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：RNA polymerase accomplishes transcription by temporally changing its 
conformation. We developed the CPX method to analyze the RNAP conformation in solution, and first 
established relationships between major transcription functions and RNAP’s tight-ratcheted structural 
forms. We also performed crystallographic analyses of RNAP complexes relevant to transcription initiation 
and elongation, and revealed the structural basis for proofreading, as well as the regulation mechanism 
by an external factor.

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子のDNA配列を読み取ってRNAを

合成する転写のプロセスは、セントラルド

グマの第一段階であり、すべての生命活動

の根幹である。転写は、分子量 400 kDa に

も達する巨大なタンパク質複合体である

DNA 依存性 RNA ポリメラーゼ (RNAP) に

よって担われている。近年酵母や細菌、古

細菌の RNAP の結晶構造が報告され、RNA

合成機構についてはしだいに明らかになっ

てきている。一方、転写は開始・伸長・終

結の各段階を経て行われる複雑な過程であ

るが、RNAP はその時々の必要に応じてそ

の機能を切り替えることで転写を遂行する。

このような RNAP の多機能性は、転写の各

段階における RNAP の構造変化に基づくと

考えられるが、具体的にどのような構造変

化が起こっているかはよく分かっていなか

った。また、転写の各段階で、様々な転写

因子等が RNAP のはたらきを助けたり、機

能を調節したりするが、それら転写調節の

構造基盤についてもほとんど研究が進んで

いなかった。 

我々はこれまでに、細菌の一種高度好熱

菌 (Thermus thermophilus) 由来の RNAP を

用いて、世界に先駆けて転写因子や核酸を

含む転写複合体の構造解析に取り組んでき

た。これまでに、転写開始因子シグマ()

を結合した RNAP ホロ酵素 (RNAP-) や

転写伸長を阻害する因子である Gfh1 を結

合した転写複合体（Gfh1 複合体）の構造な

どを明らかにしている。特に、Gfh1 を結合

した複合体では、RNAP はこれまで知られ

ていなかった「ラチェット型」コンフォメ

ーションを取っていることを見いだした。 

図 1 RNAP の「タイト型」と「ラチェッ

ト型」コンフォメーション 

RNAP の中心部で DNA/RNA を結合するチャ

ネルを構成する 2 つのモジュールが互いに大

きくずれ、従来から知られていた「タイト型」

と比較してチャネルが大きく広がっていた。

活性部位の再編成が行われていたことから、

ラチェット型は、単に Gfh1 によって阻害さ

れた状態というだけでなく、より普遍的に、

転写の諸機能と密接に関連した重要なコン

フォメーションである可能性が示唆された。

たとえば、転写伸長中における RNAP の一時

的な転写休止状態や、転写開始・終結におい

て核酸を結合・解離するのに必要な過渡的な

中間構造に対応する可能性がある。本研究で

は、RNAP のラチェット型コンフォメーショ

ンの転写における役割・意義を解明し、転写

開始・伸長段階における制御のメカニズムを

明らかにするために、以下の機能・構造解析

を行った。 
 
２．研究の目的 

（１）CPX 法の開発とそれを用いた RNAP

の構造変化と機能の相関の解明 

転写中の様々な状態において、RNAP が「タ

イト型」と「ラチェット型」のどちらのコン

フォメーションをとっているかを調べるた

めに、分子内クロスリンク（S-S 架橋）を用

いた検出系を確立する。これを用いて、代表

的な転写複合体におけるRNAPの構造状態を

解析し、機能との相関を明らかにする。 

（２）転写エラーによる RNAP の後退と転写

校正機構の解明 

転写伸長中の RNAP（伸長複合体）は、

転写エラーを起こしてミスマッチ塩基を取

り込んだときなどに、一時的に DNA 上を後

退して転写を休止する（後退複合体）。この

とき、RNA の 3’末端は鋳型 DNA からはがれ

た状態にあるが、RNAP にはこの 3’末端を切

断（校正）して転写を再開する機能が備わっ

ている。さらに、GreA 等の転写因子は、後

退複合体に結合して RNA 切断活性を大幅に

促進し、転写の校正に重要な役割を果たして

いる（Gre 因子複合体）。転写校正（RNA 切

断）の構造基盤を解明するために、これらの

複合体の結晶構造解析を行う。 



（３）外来因子による転写開始複合体形成の

阻害機構の解明 

転写開始の際には、RNAP は転写開始サ

ブユニットであるシグマ因子を結合してホ

ロ酵素となり、プロモーター配列特異的に

DNA に結合し、二重らせんをほどいて転写バ

ブルを含む開始複合体を形成する。細菌に感

染するバクテリオファージの多くは、自らの

転写因子を用いて宿主の転写を支配するこ

とが知られている。転写開始複合体の形成を

阻害する因子も知られているが、それらとホ

ロ酵素との複合体の結晶構造解析を行うこ

とで、外来因子が宿主の転写系を制御する仕

組みを解明するとともに、転写開始のメカニ

ズムに関する知見を得る。 
 
３．研究の方法 

高度好熱菌 RNAP に変異を導入し、分子

内架橋によって構造変化を検出するための

変異体（CPX 変異体）を作成した。反応条件

等を最適化し、構造変化を検出する系を確立

した。高度好熱菌 RNAP を用いて、後退複合

体や転写因子を結合した状態の複合体を再

構成し、結晶化・構造解析を行った。並行し

て、関連する変異体解析等を行った。 
 
４．研究成果 

（１）CPX 法の開発とそれを用いた RNAP

の構造変化と機能の相関の解明 

転写中の様々な状態における RNAP のコン

フォメーションを簡便に調べるために、CPX

（システインペア架橋）法を開発した。 

図 2 CPX 法の概要 

高度好熱菌の RNAP を用い、二カ所にシステ

イン残基を導入した変異体（CPX 変異体）を

作製した。この変異体では、RNAP が「ラチ

ェット型」コンフォメーションをとったとき

に高効率でサブユニット間にS-S結合が形成

されるため、コンフォメーション変化を検出

できる。これを用いて、代表的な転写複合体

における RNAP のコンフォメーションを調

べた。 

ミスマッチ塩基を取り込んで DNA 上を

後退した状態にある RNA ポリメラーゼのコ

ンフォメーションを調べたところ、DNA 上

を 1ヌクレオチド分後退して停止した状態で

は「タイト型」を、大幅に後退した状態では

「ラチェット型」をとっていることが示唆さ

れた。また、前者の 1 ヌクレオチド分後退し

た状態の RNAP に作用し、RNA の切断（校

正）を促進する転写因子 GreA は、RNAP を

ラチェット型に切り替えて高い活性を引き

出すことが明らかになった。さらに、GreA

によるラチェット型への変化は、主に RNAP

が後退や停止状態にあるときに引き起こさ

れ、通常の転写伸長複合体は抵抗性を示すこ

とが分かった。 

RNAP が合成した新生 RNA 鎖がヘアピ

ン構造をとれるような場合、RNAP は安定な

転写休止状態に入ったり、RNA および DNA

を解離して転写を終結したりする。RNAP の

コンフォメーションは、このような RNA ヘ

アピンによってもラチェット型に切り替わ

ることが明らかになった。 

このように、RNAP のラチェット型コン

フォメーションは多くの重要な転写機能に

深く関与していることが初めて明らかにな

った。新生 RNA や転写因子がタイト型とラ

チェット型の 2つのコンフォメーションの切

り替えに深く関与しており、転写の諸機能が

2 つのコンフォメーションの切り替えによっ

て制御されているという普遍的原理の存在

が示唆された (Mol. Cell 2015)。 

（２）転写エラーによる RNAP の後退と転写

校正機構の解明 

ミスマッチ塩基を取り込み、DNA 上を 1

ヌクレオチド分後退して停止した状態の

RNAP（後退複合体）および Gre 因子を結合

した状態の RNAP（Gre 因子複合体）を再構

成して結晶構造解析を行った。この 2 種類の

複合体において、RNAP は、前者ではタイト

型を、後者ではラチェット型をとっているこ



とが示され、CPX 法による実験結果とよく一

致する。後退複合体の構造は、伸長複合体の

構造とよく似ているが、活性部位のトリガー

ループと呼ばれるループが、後退にともなう

RNA の 3’末端突出に伴って折れ曲がった状

態になっているのが特徴である。CPX を用い

た実験で、後退複合体は伸長複合体よりもラ

チェット型に移行しやすい性質を持ってい

ることが示されていたが、折れ曲がったトリ

ガーループがその要因と考えられる。一方、

Gre 因子複合体では、ラチェット型 RNAP と

Gre 因子の一部が共同で新たな RNA 結合部

位を形成しており、突出した RNA の 3’末端

をそこに結合してより高い切断活性を実現

していると考えられる (Mol. Cell 2015)。 

図 3 後退複合体（左）および Gre 因子複合

体（右）の構造 

 

（３）外来転写因子による転写開始阻害機構

の解明 

バクテリオファージの多くは、宿主の転写

をハイジャックし、経時的に転写をコントロ

ールすることにより、自らの複製・増殖を達

成する。高度好熱菌ファージにコードされた

タンパク質 gp39 は、感染中後期に宿主であ

る高度好熱菌の転写をコントロールする転

写因子として機能することが知られている。

高度好熱菌の RNAP に直接結合し、宿主遺伝

子の転写を阻害する一方で、ファージ遺伝子

の転写は阻害しない。 

このメカニズムを明らかにするために、

gp39 を結合した状態の高度好熱菌 RNAP ホ

ロ酵素の結晶構造解析を行い、これに成功し

た。gp39 は、RNAP の RNA 排出口を構成す

るフラップとよばれるドメインを足場に結

合し、シグマサブユニットの C 末端ドメイン

(4)を大きく再配置していることが明らかに 

図 4 ウイルス因子 gp39 を結合した状態の

RNAP ホロ酵素複合体の構造 

なった。4はプロモーターの–35 領域を認識

する役割を担っているが、このドメインの位

置を大きくずらすことによって、転写開始に

必要な過渡的複合体の形成を妨げていると

考えられる。これにより、多くの宿主遺伝子

の転写が阻害される一方で、ファージの遺伝

子のプロモーターは–35 領域に依存しないも

のが多いため、この影響をあまり受けないと

考えられる。このように、ファージが自らの

転写因子を用いて宿主のプロモーター認識

を時間にともなって巧妙に制御する仕組み

を解明した (Genes Dev. 2014)。 
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