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研究成果の概要（和文）：クロマチン鋳型からの転写活性化には、必要な時期に必要な遺伝子領域のヌクレオソームの
みを破壊することが必要である。我々は、転写基本因子TFIIDがヒストンのアセチル化を認識し、CIAを特定の領域にリ
クルートすることで、特定のヌクレオソームを破壊する分子機構を提唱してきた。本研究では、TFIIDのTAF1のHATドメ
インとTAF7の複合体の結晶構造解析、及び機能解析に用いる系の構築を試みた。TAF1 HAT-TAF7については、大量発現
・大量精製の系を構築し、結晶化スクリーニングを行っている。機能解析については、DNA上に転写開始因子であるTBP
, TFIIBを分子集合させる系の構築を進めている。

研究成果の概要（英文）：Nucleosomes are the fundamental repeating units of chromatin. To initiate the 
transcription reaction, histones must be removed from genomic DNA at gene coding regions. Previously, we 
determined the cocrystal structure of CIA and double bromodomain, and proposed a recruitment and 
disassembly model (hiMOST model). In this study, we established the methods for large-scale purification 
of the HAT domain of TAF1, and the conserved domain of TAF7. In order to perform functional analysis of 
TFIID in chromatin transcription, we also tried to reconstitute the complex of TBP and TFIIB on promoter 
DNA.

研究分野：結晶学・構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
クロマチン鋳型からの転写活性化には、必要
な時期に必要な遺伝子領域のヌクレオソー
ムのみを破壊することが必要である。我々は
これまでに、転写基本因子 TFIIDがヒストン
のアセチル化を認識し、ヒストンシャペロン
CIA を特定のプロモーター領域にリクルー
トすることで、特定のヌクレオソームを破壊
するという分子機構をタンパク質複合体の
立 体 構 造 に 基 づ い て 提 唱 し て き た 
[Natsume et al., Nature (2007); Akai et al., 
PNAS (2010)]。 
 このような背景において、ドメインレベル
の立体構造情報から提唱された分子機構を、
タンパク質複合体レベルからのモデルに伸
展させることが期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 研究期間内に、下記 2点を達成することを
本研究課題の目的とする。 
 
(1) TAF1 HAT ドメイン–TAF7 複合体の結
晶構造解析 

(2) 機能解析に用いる TFIIDの精製 
 
 
３．研究の方法 
(1) 平成 24 年度 
 TAF7 の大量発現系・大量精製系は既に構築
済みである。平成 24 年度は TAF1 の HAT ドメ
インの大量発現系・大量精製系の構築を行う。
これらのタンパク質の精製が終わり次第、
TAF1 HAT ドメイン–TAF7 が安定に複合体を形
成する条件や、ドメイン領域の探索を行う。 
 TFIID については大量培養・大量精製を繰
り返して行い、精製純度の向上を試みる。 
 
(2) 平成 25 年度以降 
 TAF1 HAT ドメイン–TAF7 複合体について、
平成 24 年度に見いだした安定な複合体を形
成する条件やドメイン領域を参考にして複
合体を調製し、結晶化スクリーニングを行う。
結晶が得られ次第、放射光施設で回折データ
を収集して結晶構造を決定する。結晶の質に
問題がある場合は、変異体の活用と結晶の凍
結条件の最適化を行い、結晶の質の改善を試
みる。 
 TFIID については、電子顕微鏡等で精製標
品の均一性を確認しつつ、平成 24 年度に引
き続き精製純度の向上を試みる。 
 
 
４．研究成果 
(1) 平成 24 年度 
 TAF7 の精製法を既に確立していたものの
純度が 90%程度と不十分だったので、純度向
上のための精製法の改善を行った。その結果、
純度 95%の精製標品が得られたので結晶化を
行ったが、結晶を得られる兆候が見られなか

った。そこで精製後のサンプルの状態を確認
するためにプロテアーゼによる限定分解・CD
解析を行ったところ、構造形成領域と変性領
域が共存することが示唆された。 
 さらに詳細に精製標品の状態を調べるた
めに、安定同位体ラベルしたタンパク質を用
いて NMR 測定を行い、得られたシグナルを帰
属したところ、大部分の領域は変性している
が、数アミノ酸の領域がいくつか、とびとび
に2次構造を形成していることが示唆された。
以上の解析から、TAF7 は単独では立体構造を
形成せず、相互作用相手と相互作用すること
で始めて明確な立体構造を形成することが
示唆された。 
 この結果を受けて、さらに TAF7 の立体構
造を安定化させるための相互作用相手であ
る、TAF1 の各種ドメインの精製方法の確立を
行うこととした。TAF1のHATドメイン周辺は、
ユビキチン様ドメイン-HAT ドメイン-ユビキ
チン化酵素ドメイン(E1/E2 ドメイン)-RAPID
ドメイン(TAF7 と直接結合するドメイ
ン)-HMG ボックス(DNA 結合ドメイン)という
構成になっているので、これらのドメイン及
びその組み合わせについて精製方法の確立
を行うこととした。これまでに、ユビキチン
様ドメイン、HAT ドメイン、HAT ドメイン
-E1/E2 ドメイン、E1/E2 ドメイン-RAPID ドメ
イン、RAPID ドメイン、HMG ボックス下記の
ドメインについてHISタグ融合タンパク質を
大腸菌にて発現させるためのコンストラク
トを構築済みである。 
 
(2) 平成 25 年度 
 TAF7 の立体構造を安定化するための相互
作用因子の準備を進めてきた。これまでに
TAF7 は、TAF1 の HAT ドメインのすぐ隣（C末
端側）に存在する RAPID ドメインと相互作用
することが示されているので [Chiang & 
Roeder, Science (1995)]、RAPID ドメインを
含む TAF1 の各種領域等（ユビキチン様ドメ
イン・HAT ドメイン・HAT-E1E2 ドメイン・
HAT-E1E2- RAPID-HMG ド メ イ ン ・
E1E2-RAPID-HMG ドメイン・RAPID-HMG ドメイ
ン・HMG ドメイン）について、大腸菌でのリ
コンビナントタンパク質の発現と可溶化の
確認を行った。結果、ユビキチン様ドメイ
ン・E1E2-RAPID-HMG ドメイン・RAPID-HMG ド
メイン・HMG ドメインについて、発現と可溶
化を確認することができた（図 1,2）。 
 HAT ドメインを含む領域については、大腸
菌内で発現はするものの可溶化されなかっ
たので、無細胞系での発現を試みた。結果、
HAT ドメインについて、わずかながら発現・
可溶化を確認できた。さらに、TAF7 と
TAF1-RAPID ドメインのモル比が揃った複合
体を精製する目的で、TAF7-TAF1-RAPID 融合
タンパク質の発現コンストラクトを作成し
た。 
 



 

図 1 TAF1 の各種領域の発現実験(その 1) 
左上から順に、HMG ドメイン・RAPID ドメイ
ン・HAT ドメイン・mock に関する結果。 
 

 

図 2 TAF1 の各種領域の発現実験(その 2) 
左上から順に、E1E2+RAPID ドメイン・
HAT+E1E2 ドメイン・・mock に関する結果。 
 
(3) 平成 26 年度 
 TAF1, TAF7の精製と結晶化を進めると同時
に、TAF1HAT-TAF7 複合体の機能解析を行うた
めの実験系の立ち上げを行った。 
 TFIID はプロモーターDNA 上に分子集合し
て機能することから、プロモーターDNA 上に、
TAF1, TAF7を含む転写関連複合体を分子集合
させることを試みた。まず、TFIID の DNA 結
合サブユニットである TBP を精製し、さらに
TBP の DNA への結合を安定かする TFIIB, 
TFIIA を精製した。 
 TFIIB はシングルポリペプチドなので、大
腸菌で単独で発現させて精製した。TFIIA に
ついては2サブユニットの因子であるためか、
サブユニット単独では大腸菌内では全く可
溶化しない。そこで、TFIIA の 2 subunit を

融合して発現させるコンストラクトを作製
し、発現・精製した。精製タンパク質とプロ
モーターDNA を順次混合して、TBP-DNA-TFIIB
が複合体を形成することを確認した。 
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