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研究成果の概要（和文）：Elongin A（EloA）は、RNAポリメラーゼII(Pol II)によるmRNA鎖合成を促進する転写
伸長因子であると同時にユビキチンリガーゼ(E3)の基質認識サブユニットとしても働く。本研究では先ず、伸長
因子EloAの標的としてHox遺伝子を同定した。次いで、EloA-E3複合体の形成が、DNA傷害並びにα-amanitin等の
Pol II伸長阻害剤により促進されることを明らかにした。さらに、EloA-E3が細胞内でCSBと相互作用し、同会合
がDNA傷害、α-amanitin等で促進されること、CSBがEloA-E3のDNA傷害部位へのリクルートメントを促進するこ
と等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Elongin A (EloA) performs dual functions as the transcriptionally active 
subunit of RNA polymerase II (Pol II) elongation factor Elongin and as the substrate recognition 
subunit of an ubiquitin ligase (E3) that ubiquitylates Pol II in response to DNA damage. In this 
study, we first identified Hox genes as the targets of elongation factor EloA. We also investigated 
the mechanisms governing conversion of the Elongin complex from its elongation factor to its E3 
form. Assembly of EloA into the E3 was strongly induced by DNA-damaging agents; and α-amanitin, a 
drug that induces Pol II stalling; and by other various stimuli. In addition, we demonstrated (i) 
that EloA and the E3 subunit Cul5 associate in cells with the Cockayne syndrome B (CSB) protein, 
(ii) that this interaction was also induced by DNA-damaging agents and α-amanitin, and (iii) that 
CSB protein promotes stable recruitment of the EloA-E3 to sites of DNA damage. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
RNA ポリメラーゼ II（pol II）による mRNA

の転写は開始、伸長、終結、リサイクリング

の 4つの過程から成る。従来、転写開始が最

も重要なステップと考えられてきたが、最近

の技術革新により可能になったゲノムワイ

ド解析の結果、実に 3-4 割の遺伝子の発現の

ON/OFF が伸長段階で決定されていることが

判明し、伸長過程が一躍重要な制御の場とし

てクローズアップされてきた 1)。この過程の

制御に関わる転写伸長因子はこれまで 10 種

以上単離されているが、その内のいくつかは

ヒトの疾患病態と密接に関連する（p-TEFb と

NELFは各々HIV、D型肝炎ウイルスの増殖と、

また、相互転座により MLL と融合タンパクを

形成する ELL、ENL、AF4 等は急性白血病の発

症と密接にリンクしている）ことが明らかと

なり、転写伸長因子病という疾患概念が生ま

れている 2)。 

申請者らはこれまでに TFIIF、EloA とその

ファミリー (Nature 1992, Science 1995, 

JBC 2000, 2002)の 4 つの因子を単離してき

た。TFIIF が開始にも必須な基本因子である

のに対して、EloA の生理的意義は不明であっ

たが、最近 EloA-/- 型のマウス胎仔および ES

細胞の神経系発生・分化能について解析した

結果、同胎仔では脳、脊髄における感覚神経

の形成の低下を、また同 ES 細胞ではレチノ

イン酸（RA）による神経分化ならびに一群の

神経分化関連転写制御因子の発現の著明な

低下を認め、EloA が神経堤細胞からの感覚神

経への分化に促進的に作用していることが

示唆された（Cell Reports 2012）。しかしな

がら、ChIP 解析に有用な抗 EloA 抗体が存在

しなかったため EloA の直接的な標的遺伝子

の同定には至っていない。 

さらに申請者らは、EloA が UV 照射等の転

写抑制刺激によりEloB/EloCを介してCullin 

5(Cul5)/Rbx2複合体と会合してEloA-E3複合

体を形成し、pol II の最大サブユニットであ

る Rpb1 をユビキチン（Ub）化してプロテア

ソームによる分解へと導くことも明らかに

している (EMBO J. 2008)。最近、EloA-E3 複

合体の形成を生細胞内でリアルタイムに解

析するため、EloAとCul5を赤色と黄色の別々

の蛍光タンパク質との融合タンパクの形で

発現させて、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）

解析により UV レーザー照射あるいは pol II

伸長阻害剤である-amanitin 処理後の両因

子の相互作用を経時的に追跡したところ、前

者の場合は照射の 1-2 分後より、後者の場合

も処理完了直後より両因子の会合が認めら

れ、続いて Rpb1 の分解が生じることが判明

した。非常に興味あることに、DNA 損傷チェ

ックポイント経路のインヒビターである

Chk1(Checkpoint kinase 1)阻害剤を加える

と、UV 照射後の EloA、Cul5 間の会合と Rpb1

の分解は著明に抑制されたのに対し、

-amanitin 処理後の両因子の会合と Rpb1 分

解は抑制されないことが明らかとなった。こ

れは、UV 照射等の DNA 傷害（+）型と

-amanitin 処理等の傷害（-）型の転写抑制

とでは、刺激後の EloA-E3 複合体形成促進の

メカニズムが異なることを強く示唆するも

のである。 
 
２．研究の目的 

本研究では、転写伸長／E3 因子 EloA の神

経分化制御における標的遺伝子の同定と DNA

傷害（+）型並びに傷害（-）型の各種刺激後

の EloA の伸長から E3への機能変換のメカニ

ズムの分子レベルでの解明とを目指して、以

下の課題に取り組む。 

（１）マウス ES 細胞-神経分化誘導系で作製

し た 胚 様 体 お よ び 胎 仔 を 用 い て

RNA-sequence および抗 EloA 抗体並びに抗

pol II抗体によるクロマチン免疫沈降（ChIP） 

-sequence を実施し、神経分化促進に関わる

EloA の標的遺伝子を同定する。 

（２）DNA 傷害（+）型並びに DNA 傷害（-）

型の刺激後の EloA の E3機能活性化に関わる

因子を同定する。 

（３）EloA-E3 の DNA 傷害部位へのリクルー

トメントを制御する因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）神経分化制御における EloA の標的遺

伝子の同定 

１）野生型および EloA-/- 型のマウス ES 細胞

をレチノイン酸（RA）非添加で４日、添加し

て４日の計8日間培養して形成させた胚様体

から total RNA を調製（培養期間 0、4、6、8

日の 4点）した。rRNA 除去後、RNA を増幅し

てライブラリーを作製、超高速シークエンサ

ーHiSeq 2000 (Illumina)により塩基配列を

決定して、EloA 欠失により RA による発現増

加が損なわれる遺伝子を特定した。 



２）上記(1)の ES 細胞-神経分化誘導系で野

生型 ES細胞を培養５日目以降 RA添加あるい

は非添加下で形成させた胚様体（培養8日後）

を回収、ゲノム DNA とタンパク質をクロスリ

ンクさせ断片化した後、抗 EloA 抗体並びに

抗 pol II 抗体を用いて ChIP を実施した。脱

クロスリンクして DNA を精製、ライブラリー

作製の後、HiSeq 2000 により塩基配列を決定

した。RA 添加により EloA 並びに Pol II の結

合の増加が認められたものを EloA の標的遺

伝子として同定した。 

 

（２）各種刺激後の EloA の E3 機能活性化並

びにEloA-E3の DNA傷害部位へのリクルート

メントに関わる因子の同定 

EloA-E3 の構成因子をはじめとする各種タン

パク間の細胞内での相互作用の有無は、各タ

ンパクを、Halo-tag、mCherry、GFP 等との融

合タンパクとして発現させ、蛍光共鳴エネル

ギー移動（FRET）法を用いて解析した。 
 

４．研究成果 

（１）神経分化制御におけるElongin Aの標的

遺伝子の同定 

野生型および EloA-/- 型のマウス ES細胞をレ

チノイン酸（RA）非添加で 4日間、次いで添

加して 4 日間培養して胚様体を形成させた。

培養開始前、開始後 4 日、6 日ならびに 8 日

目の ES 細胞あるいは胚様体を回収し、ゲノ

ムDNAとタンパク質をクロスリンクさせ断片

化した後、抗 EloA 抗体並びに抗 pol II 抗体

（D8L4Y, rabbit monoclonal antibody）を

用いてクロマチン免疫沈降（ChIP）を行った。

沈降物を脱クロスリンクした後DNAを精製し、

HiSeq 2000により塩基配列を決定した。Input 

DNA を対照として解析した結果、-actin、
GAPDH 等の housekeeping 遺伝子上には RA 添

加の有無に関わらずほぼ同等の EloA 並びに

pol II の集積が認められた。一方、homeobox

遺伝子群に属する Hoxd 等の遺伝子において

は、RA 添加前はほとんど EloA の集積が認め

られないが、RA 添加後に遺伝子コーディング

領域に著しい集積が認められることが判明

した（図 1）。また、pol II については、EloA-/- 

型の胚様体ではRAの添加前、添加後共にHoxd

のプロモーターから転写開始部位にかけて

多量の集積が認められたのに対して、野生型

の胚様体では RA 添加後に遺伝子のコーディ

ング領域から 3’領域にかけて顕著な集積の

増加が認められることが判明した（図 2）。以

上の結果から、EloA が Hoxd 等の遺伝子にお

いて RA 刺激による pol II のプロモーターか

らの遊離と伸長反応の促進に重要な役割を

果たしていることが示唆された。 

 

（２）DNA 傷害（+）型及び DNA 傷害（-）型

刺激後のEloAの E3機能活性化に関わる因子

の同定 

生細胞内でEloA-E3複合体の形成を検証する

ため、EloAはHalo-tagとCul5はmCherry-tag

との融合タンパクの形で発現させ、蛍光共鳴

エネルギー移動（FRET）法を用いて UV 照射

等、各種刺激後に EloA と Cul5 とが相互作用

することを確認した（図 3）。両因子間の会合

は、UV 照射等の DNA 傷害刺激並びに

-amanitin、DRB 等の pol II 伸長阻害剤によ

り促進された。また、EloA 依存性の転写を活

性化することが知られている ER ストレス誘

導 剤 thapsigargin 、 栄 養 飢 餓 誘 導 剤

histidinol や RA の影響について調べたとこ



ろ、何れの刺激も両因子の会合を有意に促進

することが明らかとなった（図 4）。さらに、

UV照射後の両因子の会合がATMキナーゼ阻害

剤の KU60019 により抑制されたのに対して、

その他の刺激後の会合は抑制されないこと

が判明し、DNA 非傷害型の刺激は DNA 傷害型

とは異なる経路で E3 複合体の形成を促進す

ることが示唆された（図 4）。 

 

（３）EloA-E3 の DNA 傷害部位へのリクルー

トメントを制御する因子としての Cockayne 

syndrome B（CSB）タンパクの同定 

EloA-E3 と Cockayne syndrome B（CSB）タン

パクとの細胞内での結合性の有無を検証す

るため、EloA、Cul5 はそれぞれ Halo-tag、

mCherry と、CSB は GFP との融合タンパクと

して発現させ、蛍光共鳴エネルギー移動

（FRET）法を用いてこれら因子間の相互作用

について解析した。その結果、EloA 及び Cul5

と CSB との会合が、各種 DNA 傷害刺激

（ camptothecin, etoposide, methyl 

methanesulfonate, aphidicolin, 

hydroxyurea 等）並びに-amanitin、DRB 等

の pol II 伸長阻害剤により顕著に促進され

ることが判明した（図 5）。また、UV 照射刺

激後の EloA と Cul5 間の会合が CSBの存在に

より顕著に促進されること、さらには、

EloA-E3 が細胞内の DNA 傷害部位にリクルー

トされるのにCSBの存在が必須であること等

を明らかにした（図 6）。続いて、EloA の各

種欠失変異体を用いて EloA-CSB 間或いは



EloA-Cul5 間の結合性と DNA 傷害部位へのリ

クルートメントとの関連について解析した。

その結果、EloA-CSB 間の結合性とリクルート

メントとの間には相関が認められたが、

EloA-Cul5 間については、EloA の BC box 欠

失変異体のように Cul5 との結合性は喪失す

るもののリクルートメントには異常をきた

さないものが存在することが判明した（図 7）。

以上より、EloA は Cul5 と E3 複合体を形成す

るより以前にDNA傷害部位にリクルートされ

得ると考えられた。 
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