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研究成果の概要（和文）：転写因子によって、転写調節領域にリクルートされる転写制御因子の同定法の確立を行った
。現在、質量分析計を用いて転写制御因子の同定を行っている。本研究推進によって、転写調節領域マイクロビーズを
用いて、メディエーター複合体によって、新規の転写伸長因子複合体Little elongation complex （LEC）がsmall nuc
lear RNA遺伝子などのプロモーター領域にリクルートされることもわかった。

研究成果の概要（英文）：We performed the purification of transcription regulatory factors using 
immobilized promoter DNA template. We perform Mass spectromic analysis to
identify transcription regulatory factors. We took advantage of the method and found that novel 
transcription elongation complex called "little elongation complex (LEC)" is recruited to the snRNA gene 
promoters by Mediator complex.

研究分野： 遺伝子発現制御

キーワード： 転写制御
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１．研究開始当初の背景 
 転写因子によって制御される遺伝子のほ
とんどは RNA ポリメラーゼ II（以下 Pol II）
によって mRNA に転写される。転写の過程
は、転写開始、伸長、そして終結の主に 3 つ
の過程からなるが、転写因子は特に転写開始
において重要な役割を果たす。転写開始の過
程で、転写因子は特定の DNA 配列に結合す
ると、クロマチンリモデリング因子やヒスト
ン修飾因子、コアクチベーターなどのさまざ
まな因子を転写調節領域にリクルートし、そ
れらの働きを利用して転写調節領域のクロ
マチン構造を解く。その後、転写因子はさら
にコアクチベーターなどと共役し、基本転写
因子群や Pol II をプロモーター領域にリクル
ートし、転写開始を促進する。申請者はこれ
までに、細胞の核抽出液から転写因子を免疫
沈降法により精製し、それと結合する転写制
御因子を同定してきた【Takahashi H, et al. 
Cell 2011】【Takahashi H, et al. J Biol Chem 
2009】。ところが、遺伝子発現制御に関わる
因子のほとんどは、転写調節領域などのDNA
あるいはクロマチン上で機能している。その
ため、DNA 存在下で転写因子を精製するこ
とが、転写因子と共に機能する転写制御因子
を同定する上で有利であることが判明した。
本研究において、申請者はクロマチン再構成
した転写調節領域をマイクロビーズに固定
化し（以下、クロマチン化転写調節領域マイ
クロビーズと呼ぶ）、それを用いて転写因子
と結合し転写調節領域にリクルートされる
転写制御因子を網羅的に同定する方法を確
立する。 
  
２．研究の目的 
 転写因子による遺伝子発現制御の解明を
目的に、さまざまな転写因子によって転写調
節領域に特異的にリクルートされる転写コ
アクチベーターやクロマチン制御因子を、ク
ロマチン再構成した転写調節領域をマイク
ロビーズに固定化し、それを用いて網羅的に
同定する方法を確立する（図 1 参照）。さら

に本研究では、さまざまな転写因子によって、
どのような転写制御因子が転写調節領域に
特異的にリクルートされるのかについて、網
羅的に明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（1）転写因子のそれぞれの結合配列を有す
るクロマチン化転写調節領域マイクロビー
ズ（図 1 参照）、転写因子のリコンビナント
タンパク質、HepG2 細胞や HeLa 細胞から
抽出した核抽出液をそれぞれ作製する。 
（2）クロマチン化転写調節領域マイクロビ
ーズを用いて、転写因子によってプロモータ
ー領域にリクルートされる転写制御因子を
精製し、それらを質量分析計によって網羅的
に同定する（図 2 参照）。 
（3）同定された転写制御因子が転写因子と
結合し、転写因子の存在下で、マイクロビー
ズ上の転写調節領域にリクルートされるか
どうかを明らかにする。 

 
（4）同定された転写制御因子が転写因子に
よって実際の転写調節領域にリクルートさ
れ、細胞内でそれらの遺伝子発現制御に関わ
っているのかに関して、ChIP（クロマチン免
疫沈降）解析を行い明らかにする。 
 
４．研究成果 
 転写因子 Sp1 と HNF4αによって特異的に
リクルートされる転写制御因子を同定する
ために、Sp1 や HNF4α結合配列をそれぞれ
有する転写調節領域 DNA、Sp1 と HNF4α
のリコンビナントタンパク質を作製した。ま
た、HeLa 細胞と HepG2 細胞の大量培養を
行い、その核抽出液を精製した。Sp1 と
HNF4α 結合配列を有するクロマチン付きの
転写調節領域 DNA とヌクレオソームを混合



し、転写調節領域 DNA をクロマチン化した。
マイクロビーズに固定化した転写調節領域
を、Sp1 や HNF4αリコンビナントタンパク
質、核抽出液と共に混合し、Sp1 と HNF4α
によってそれぞれ転写調節領域にリクルー
トされる転写制御因子の精製を行っている。
また、転写調節領域マイクロビーズを用いて、
メディエーター複合体によって、新規の転写
伸長因子複合体 Little elongation complex 
（LEC）がプロモーター領域にリクルートさ
れることがわかった。この時、メディエータ
ー複合体は LEC を small nuclear RNA遺伝子
領域にリクルートし、それらの転写を制御す
ることも明となった【Takahashi H, et al. 
Nature communications 2015】。 
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