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研究成果の概要（和文）：遺伝子からRNAへ転写される領域とその量は、ゲノムDNAが折り畳まれるような構造
（クロマチン）の形態によって制御されていると考えられている。このクロマチン構造は、ゲノムDNAのメチル
化や、ゲノム領域に結合しているヒストンタンパク質の翻訳後修飾よって決定されると考えられてきた。この研
究課題では、ヒストンタンパク質の翻訳後修飾を人為的に変化させたときに、RNAへ転写効率の変化を調べた。

研究成果の概要（英文）：To measure the rate of transcription elongation, we used DRB treatment, an 
RNA polymerase inhibitor, and BrU labeling of the newly synthesized RNAs to recover the newly 
synthesized RNAs. We measured the elongation rate of model genes, such as the highly transcribed 
GAPDH gene. To determine how H3K27me3 modification affects the elongation rate of RNA polymerase in 
cells, cells were knocked down with SUZ12 and reduced H3K27me3 modification, resulting that H3K27me3
 modification is negatively correlated with the elongation rate of transcription.
Now, to investigate the comprehensiveness of this phenomenon, we performed RNA seq of a newly 
synthesized RNA and ChIP seq of H3K27me3.

研究分野： エピゲノムの変化と転写に関する研究、特に発がん機構に与える影響について

キーワード： ヒストン修飾　RNAポリメラーゼ　修飾酵素　H3K27me3　H3K36me3　　DRB
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の遺伝情報は、ゲノムDNAに書き込まれているが、その情報をどのように読み出しているのかについて、
様々な制御が存在していることが知られている。本研究では、特にゲノムDNAが結合しているヒストンタンパク
質の状態が、RNAとして読み出される過程にどのような影響を与えているのかを、実際の読み出し速度を測定す
ることで検証を行った。その結果、ヒストンの修飾は、読み出し量と同時に、その速度に影響を与えていること
を明らかとすることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

私たちは、NIH3T3 細胞を用いて、がん遺伝子 RAS の活性化による転写とヒストンの修飾
状態の時系列を追った網羅的解析を行ってきた。その結果、RAS の活性化によって転写が抑制
された遺伝子は、転写抑制後に H3K27me3 修飾が上昇することや、H3K27me3 修飾酵素
SUZ12 の抑制によって H3K27me3 修飾が起こらない環境であっても転写は抑制されること、
さらに特定の遺伝子の転写開始点を CRISPR-Cas9 システムで欠失させ、転写を停止させるだ
けで H3K27me3 修飾が誘導されることを報告した。すなわち H3K27me3 修飾によって転写が
抑制されるのではなく、RAS の活性化によって H3K27me3 修飾が誘導されるものでもなく、
H3K27me3 修飾は転写抑制の結果誘導されると結論した。 

H3K27me3 修飾酵素である PRC2 複合体の構成分子である SUZ12 をノックダウンすると、
H3K27me3修飾は著しく減少する。SUZ12のノックダウンしても、NIH3T3細胞では数個の
遺伝子を調べただけであるが、転写量に変化はなく H3K27me3 修飾と転写量の負の相関関
係が失われていることを見出している。一方で、K562 細胞で SUZ12 のノックダウンした
細胞で発現量の網羅的解析を行ったところ、一部の遺伝子ではあるが、転写量が相対的に
増加していることを見出した。このことは H3K27me3 修飾が積極的に転写を抑制している
遺伝子が存在することを示唆している。 

DNA のメチル化やヒストンの翻訳後修飾と遺伝子の転写量に相関があることが知られてい
るが、上述したような現象から、少なくとも H3K27me3 修飾については、転写量との間に単
純な因果関係もしくは相関関係が成立するわけでは無いことが示されている。 
 
２．研究の目的 

遺伝子領域の転写活性は、DNA のメチル化やヒストンの翻訳後修飾によってクロマチンの
構造が変化することが、転写活性化を制御する分子機構であると考えられている。ヒストンの
翻訳後修飾は、多様性があることから、その修飾パターンは「ヒストンコード」と呼ばれ生理
病理的に重要な役割を果たしている。本研究計画では、転写量を指標とするのではなくヒスト
ン修飾、特にヒストン H3K27me3 やヒストン H3K36me3 の状態と、転写の伸長速度を比較する
ことでヒストンコードと転写との相互の因果関係を明らかにし、ヒストン修飾の生理的意義を
示すことを目的とする。 

 
３．研究の方法 

日常的に転写量は RT-qPCR 法や RNA シークエンス法で決定されているが、この方法で
測定しているものは、mRNA 量であり、転写反応の後にスプライシング、ポリ A 付加がな
されている。mRNA 量はもちろん転写反応に依存はしているが、mRNA へ成熟する過程や、
RNA の分解の影響を受けており、直接的に RNA ポリメラーゼの動きを捉えているわけで
はない。ゲノム上の転写反応を調べるためには、転写伸長速度の測定が有用であろうと私
たちは考えた。本研究では、まず転写伸長速度と転写量および H3K27me3 修飾との相関性
を調べ、転写伸長速度が転写量に比して H3K27me3 修飾とより強く逆相関していることを
確認する。そして、H3K27me3 修飾酵素のノックダウンや転写活性化因子の誘導などで、
H3K27me3 修飾状態や、転写状態を強制的に変化させた際の転写伸長速度と H3K27me3 修
飾を調べることで、H3K27me3 修飾は転写伸長速度を抑制している可能性について検討す
ることとした。 

転写開始点を CRISPR-Cas9 システムで欠失させて転写を停止させると、遺伝子上の
H3K36me3 修飾は減少、逆に CRISPR-dCas9 を用いて転写活性化因子をプロモーター領域
に誘導し転写を活性化すると、H3K27me3修飾は低下しH3K36me3修飾は増加することが
知られている。すなわち、H3K36me3 修飾は、転写の活性化、不活性化において
H3K27me3 修飾と全く反対の性質を持つ。ヒストン H3K36me3 の修飾酵素である SETD2
は、RNA ポリメラーゼのカルボキシ末端と複合体を構成する。ことから、RNA ポリメラ
ーゼが遺伝子上に SETD2 をリクルートして H3K36me3 を誘導していると考えられている。
そこで、H3K36me3 の修飾量や修飾酵素 SETD2 が転写伸長速度を制御している可能性も
検証する。 

 
４．研究成果 

まず、K562細胞を用いて研究を行った。しかし、H3K27me3修飾酵素 SUZ12のノック
ダウンを行っても、安定的にヒストン H3K27me3 修飾の低下が観察されないので、
NIH3T3細胞で SUZ12をノックダウンも同時に行い、ノックダウンによる転写の変化につ



いて調べることに方針を転換した。ノックダウン細胞と正常細胞で RNA シークエンスを
行い、その結果を比較する事で転写の変化を調べた。この時、ヒストン H3K27me3 修飾
が全ゲノム上で著しく低下するしている事が確認された。 

この際、転写量が変化した遺伝子を選び、RNA の伸長速度を決定する条件検討を行っ
た。測定方法は、単位時間あたりに伸長した RNA を対象に核酸アナログを用いてラベル
し、ラベルされた RNA について、その量を qPCR を用いて決定した。 

次に、転写伸長速度を測定するために、RNA ポリメラーゼによる転写の阻害剤である
DRB 処理する事で、RNA ポリメラーゼを転写領域排除し、転写を一旦停止させる。その
後、DRB を洗浄し、BrU 含有培養液に置換し一定時間培養することで、新規合成 RNA を
ラベルした後に pre-mRNA を回収する。新規合成 RNA は BrU によってラベルされている
ので、Pre-mRNA から抗 BrU 抗体を用いて BrU でラベルされている RNA を回収する事で、
新規合成 RNA を回収できる。回収された RNA をテンプレートとして、遺伝子上に適切
な間隔で設計したプライマーを用いて qPCR 法で RNA 量を定量し、ラベルを行った時間
の間に RNA ポリメラーゼが移動した距離を測定する。転写量が非常に多い GAPDH 遺伝
子をモデル遺伝子として用いてこのアッセイシステムの構築を行ない、転写量の少ない
F-box タンパク質である Fbwx1 や Fbx7、また遺伝子の大きさが大きい NEK１なども調べ
ることが可能であった。 

同時にそれぞれの遺伝子の H3K27me3 修飾量をプロモーター領域および Gene body で
調べるために、抗 H3K27me3 抗体を用いた ChIP qPCR を行う。それによって、修飾量と
転写伸長速度との相関性を調べた。また、NIH3T3 細胞で SUZ12 をノックダウン細胞で
H3K27me3 の修飾量を減らした状態でも同様の測定を行い、H3K27me3 修飾量が転写伸長
速度との間に負の相関性があることが示唆された。 

以上の結果を踏まえて、NIH3T3 細胞および SUZ12 をノックダウン細胞の新規合成
RNA の RNA sequence と H3K27me3 の ChIP seq を行い、H3K27me3 の存在が RNA ポリメ
ラーゼによる RNA 合成に与える影響について網羅的な検討を行っている。 
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