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研究の概要 
 HNF4αや LXRαなどの核内受容体あるいは WTAP に対する特異抗体を用いて、転写調節や RNA 

プロセッシングにかかわるタンパク質複合体を抗体磁気ビーズによる高感度プロテオミクスに 

より解析する。また、共焦点顕微鏡や新たに抗体プローブを用いた軟 X線顕微鏡による撮像法 

を開発し、核内微細構造と転写マシナリーおよび細胞周期との関連を見出す。 
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１．研究開始当初の背景 ４．これまでの成果 
ステロイドホルモン受容体に代表される

核内受容体はクロマチンのリモデリングや
修飾などを行うタンパク質複合体と相互作
用して、様々な遺伝子の転写を活性化するこ
とが知られている。さらにスプライシングや
輸送あるいは分解などの RNAプロセッシング
も同時に制御され、スペックルなどの核内の
微細構造と転写が密接な関係を持って制御
されている可能性が示唆されていたが、詳細
なメカニズムは不明である。 

HNF4αは MODY1（若年発症成人型糖尿病）
の原因遺伝子として同定された核内受容体
で、肝臓・すい臓・小腸の器官形成や糖脂質
代謝に重要な役割を果たしている転写因子
である。高親和性の抗体を作製し低ノイズの
磁気ビーズに付加した抗体磁気ビーズを用
いて、遠沈せずに少量のサンプルから効率よ
く目的タンパク質の複合体を精製・ショット
ガンプロテオミクスにより同定する技術を
確立した。培養ヒト肝芽腫細胞（HepG2 細胞）
１０ｃｍディッシュ１枚からの細胞サンプ
ルで HNF4α複合体を精製し、複合体タンパク
質を数百種類同定した。 

２．研究の目的 
転写を調節するマシナリーは多数のタン

パク質によって形成される複合体よりなり
時系列をもったシークエンシャルな相互作
用を形成する。このような多数のタンパク質
による調節機構の時間的空間的な変化を解
明するための新たな解析手法を開発するこ
とを目的とする。 

内在性の HNF4αは６種類のスプライシン
グアイソフォームの間でヘテロあるいはホ
モ２量体を形成しており、また一部は HNF4
γとヘテロ２量体を形成して糖代謝に重要
な CIDE-B 遺伝子を転写調節していることが
わかった。また新たなリン酸化部位やユビキ
チン化部位等の修飾箇所を同定した。転写マ
シナリー
の複合体
として、
クロマチ
ンリモデ
リングに
関 わ る
WINAC コ
ンプレッ
クス、HAT

３．研究の方法 
 バキュロウイルス免疫法等により作製し
た高親和性モノクローナル抗体を低ノイズ
磁気ビーズに付加し、複合体を免疫精製して
ショットガンプロテオミクスにより同定す
る。内在性の複合体を高感度に検出する手法
を開発する。複合体構成タンパク質の定量的
測定による時系列変化の解析を目指す。抗体
金属ナノパーティクルプローブによる軟Ｘ
線顕微鏡の開発を行い、核微細構造と転写マ
シナリーの空間的変化を解析する技術を開
発する。 



５．今後の計画 複合体の STAGA コンプレックスおよび NuA4
コンプレックス等、NurD コンプレックス
(HDAC)を同定した。スプライシングコンプレ
ックスも見出され、核局在解析や全ゲノム解
析からもスプライシングへの関与が示唆さ
れた。これらの複合体の関係をプロットする
と、図のように同一のタンパク質が複数の機
能の異なる複合体に含まれて作用をしてい
る像が明らかになる。また、転写調節のコア
クチベーターとしては、NCoA62/SKIP、PELP1、
CREBBP と新規に PerQ2/GIGYF2 等を候補とし
て同定した。同様に糖・脂質代謝に関与する
核内受容体 LXRαについて共焦点顕微鏡を用
いた局在解析により、核小体の dense 
fibriller component に局在し、リボゾーム
RNA の転写調節に関与している可能性が示唆
された。 

 HNF4αの新規コアクチベーターの候補を
同定しており、シグナルによる複合体および
リン酸化等の修飾の時系列と局在変化、相互
作用の形式等のダイナミックな過程を解析
する手法を開発する。 
 スプライシングや輸送などの RNAプロセッ
シングに関与するタンパク質と RNAを同定し、
抗体やイメージング技術を用いて、空間的時
間的変化を解析し、RNA プロセッシングと細
胞周期との関連を解明する。 
 軟Ｘ線顕微鏡による観察技術を高めるた
め、さらにコントラスト解像度を上げ、ＣＴ
画像を取得する。また、数１０ナノメートル
の低波長域の撮像にチャレンジする。 
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