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〈要 約〉

　転写メディエーター複合体は遺伝子の発現機構において重要な役割をはたし，エンハンサーからの情報をRNAポリメラーゼIIへと伝達するのがその役割である．その構造および機能は酵母からヒトまで保存されており，酵母では21個のサブユニットからなる超分子複合体を形成し，ヘッドモジュール，ミドル/アームモジュール，テイルモジュールと名づけられた3つの独立したモジュールから構成されている．転写機構の解明において転写メディエーター複合体の機能および構造の解析は必須であるが，転写メディエーター複合体は巨大かつ複雑であるため研究は困難をきたしていた．今回，筆者らは，転写メディエーター複合体において主要な機能をつかさどるヘッドモジュールのX線結晶構造解析を行い，分解能4.3Åでの構造の決定に成功した．このヘッドモジュールは7つのサブユニットが複雑にからみあうというまったく新規な構造をとっていた．そのことから3つのドメインからなる柔軟性と安定性とをもちあわせ，RNAポリメラーゼIIおよび基本転写因子との複雑な相互作用を可能にしていることを解明した．

はじめに

　転写は遺伝子の発現においてもっとも重要な生命現象のひとつであり，その分子機構の解明は生命科学における重要な課題である．真核生物ではRNAポリメラーゼIIがすべてのmRNAの合成を行っている．このRNAポリメラーゼIIは遺伝子の上流の領域に結合するエンハンサー，あるいは，基本転写因子などさまざまな因子により制御されている．超分子複合体である転写メディエーター複合体はこれらを機能的に結びつけており，転写を理解するうえでもっとも重要な因子のひとつである1)．転写メディエーター複合体は酵母からヒトにいたるまで機能的および構造的に保存されている．出芽酵母では21個のサブユニットからなり，ヘッドモジュール，ミドル/アームモジュール，テイルモジュールと名づけられた3つの独立したモジュールから構成されている2)．しかし，多数のサブユニットから構成されるという複雑さ，細胞における発現量の少なさ，1 MDaをこえる大きさから構造研究は難航しており，分子機構についての詳細はほとんどわかっていない．

　筆者らは，数々の最新技術を導入することにより，転写メディエーター複合体の主要な機能をつかさどるヘッドモジュール3) の構造決定に成功した．驚くべきことに，このヘッドモジュールは7つのサブユニットが複雑にからみあい3つのドメインを形成して安定性と柔軟性とをあわせもつという構造をとっていた．構造解析，生化学的な実験，遺伝学的な解析，そして，過去の研究報告から，転写メディエーター複合体のヘッドモジュールはRNAポリメラーゼIIや基本転写因子と相互作用し，それぞれを適切な位置に配置する調整役として機能する機構を明らかにした．

1．超分子複合体の発現と構造決定

　超分子複合体の構造解析はその大きさ，複雑さ，結晶化試料の大量調製のむずかしさ，高品質な結晶調製の困難さ，などさまざまな問題があることから難解である．現在までに構造解析された超分子複合体は，リボソーム，RNAポリメラーゼIIを含め，天然に発現したタンパク質から調製した試料を用いた例がほとんどである．しかし，転写メディエーター複合体の発現量は出芽酵母を100リットル培養しても精製ののち数mgと，この方法で30 mg程度は得られるRNAポリメラーゼIIなどと比べ非常に低く，結晶構造解析には組換えタンパク質による大量発現法を用いることが必須であった．そこで，バキュロウイルス-昆虫細胞を用いた組換えタンパク質発現系を用い，転写メディエーター複合体の主要な機能をつかさどるヘッドモジュールを発現させた．超分子複合体の発現のため開発されたMultiBacシステム4) と，複数の遺伝子を同時にクローニングすることのできるSLIC（sequence and ligation independent iloning）法5) とを組み合わせ，高効率な超分子複合体の発現系を実現した．この発現系を最大限に利用することで，64種類にものぼるコンストラクトについてスクリーニングを行った結果，結晶構造解析に適した結晶を得ることに成功し，それを用いてX線結晶構造解析を行った．不運にもこの結晶は単結晶ではなく双晶（merohedral twin）であったため，それをできるだけ単結晶に修正する条件の検索に多大な時間を費やすことになった．

　構造解析は重原子クラスターを用いた初期位相の決定とセレノメチオニン置換タンパク質の単波長異常分散法とを組み合わせ，初期電子密度を分解能4.3Åで得ることに成功した．この低い分解能のため，低分解能でもモデル構築のしやすい領域のモデル構築をまず行い，さらにセレノメチオニンに由来するメチオニン残基の位置，2次構造の予測，サイズの大きい芳香族側鎖の位置を目印にアミノ酸残基の位置決定を行った．その結果，7つのサブユニットからなる超分子複合体，転写メディエーター複合体のヘッドモジュールの結晶構造を分解能4.3Åで決定することに成功した（図1，PDB ID：3RJ1）．

2．転写メディエーター複合体のヘッドモジュールの全体構造

　ヘッドモジュールの全体構造は，以前，筆者らのグループが報告した電子線顕微鏡による構造解析の結果と同じく，アルファベットのYのようなかたちをしていた6)（図1）．7つのサブユニットが複雑にからみあい3つの独立したドメインを形成しており，ドメインどうしは柔軟なリンカー領域でつながれていた．この3つのドメインをNeckドメイン，Fixed Jawドメイン，Movable Jawドメインと名づけた．柔軟なリンカーでつながれていることは，電子線顕微鏡による構造解析においてMovable Jawドメインがいくつかの異なったコンフォメーションをとることを非常によく説明することができた．

3．転写メディエーター複合体のヘッドモジュールにおける複合体の形成機構

　複合体の形成機構の謎はNeckドメインのユニークな構造にかくされていた．Neckドメインは5種類のサブユニットからなる10本のαヘリカルバンドルをコアとした非常にユニークな構造をとっていた（図2a）．αヘリカルバンドル構造は膜タンパク質などによくみられそれ自体に目新しいことはない．ところが驚くべきことに，Neckドメインの場合，10本のαヘリカルバンドルが5種類のまったく違ったサブユニットから構成されていた．この構造をさらにくわしくみると，NeckドメインにおいてはまずMed11-Med17-Med22からなる5本の長いαヘリカルバンドル構造が安定な相互作用をつくり，そこにMed6-Med8がからみつくようにして複合体のあいだの相互作用を形成していた．また，転写メディエーター複合体のヘッドモジュールは基本転写因子TFIIDのサブユニットのひとつ，TBP（TATA binding protein）やTFIIHとの相互作用が報告されている7,8)．これらの相互作用の領域はNeckドメインにあり，このことから，Neckドメインは複合体の形成のみならずタンパク質間相互作用にも重要な役割をもつことが示唆された．

4．転写におけるヘッドモジュールの役割

　近年，転写の過程において転写開始から鎖伸長に切り替わる過程が幹細胞の自己複製に重要な役割をはたしていることが明らかになった9)．この過程では，RNAポリメラーゼIIのもつC末端ドメインが基本転写因子TFIIHによりリン酸化をうけることが必要であり，このリン酸化は転写メディエーター複合体のRNAポリメラーゼIIからの解離も促進し，転写の過程が転写開始から鎖伸長へと切り替わるのに重要な役割をはたしている10)．さらに，転写メディエーター複合体はTFIIHによるRNAポリメラーゼIIのC末端ドメインSer5のリン酸化を促進することが報告されている11)．しかし，RNAポリメラーゼIIのC末端ドメイン，転写メディエーター複合体，そして，TFIIHとのあいだの相互作用の機構は謎につつまれていた．この研究で得られた転写メディエーター複合体の構造情報と過去の研究報告とをあわせると，ヘッドモジュールはRNAポリメラーゼIIとTFIIHをつなぐ架け橋となり，それぞれの位置を安定化し転写開始から鎖伸長への切り替えを促進しているのではないかと考えられた（図2b）．

おわりに

　転写メディエーター複合体のヘッドモジュールの構造決定は想像以上に困難であったが，最先端のタンパク質発現技術とX線構造解析法とを駆使することでこれに成功し，構造生物学の分野にブレークスルーをもたらすことができた．驚くべきことに，転写メディエーター複合体のヘッドモジュールは7つのサブユニットが複雑にからみあった構造を形成することで安定性と柔軟性とをあわせもつという，過去に観測されたことのない新規な構造をとっていた．このような構造はそれぞれのサブユニットをターゲットとした従来の構造解析法により解明することは不可能であり，超分子複合体の全体をターゲットとしたことではじめて明らかになった成果である．この研究は，超分子複合体は複合体として研究しなければその実態はわからないという好例であった．細胞には数多くの超分子複合体が存在し重要なはたらきをしており，これら超分子複合体の構造および機能の研究は今後の重要課題である．また，超分子複合体の構造研究が基礎研究のみならず，超分子複合体をターゲットにしたドラッグデザインなどの応用に重要な役割をはたすことは明らかであろう．
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〈図説明〉

図1　転写メディエーター複合体のヘッドモジュールの全体構造

リボン図と電子密度図を示した．
図2　Neckドメインの構造とRNAポリメラーゼII-転写メディエーター複合体-TFIIH複合体のモデル

（a）ヘッドモジュールのNeckドメインの構造．

（b）RNAポリメラーゼII，転写メディエーター複合体，TFIIHからなる複合体のモデル．RNAポリメラーゼII（緑色のリボン図）とヘッドモジュールの結晶構造を，RNAポリメラーゼIIと転写メディエーター複合体の電子線顕微鏡による構造（灰色）にあてはめた．RNAポリメラーゼIIのC末端ドメイン（Pol II CTD）を赤色の線で示す．
