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研究成果の概要（和文）：ヒトの遺伝情報を読み取る酵素RNAポリメラーゼIIに結合することが知られていた機
能未知のタンパクPCIF1が、遺伝子から読み取られたRNAの5’末端に存在する核酸塩基アデニンをメチル化する
（m6Am修飾）新規の酵素であることを東京大学および理研 の研究グループとの共同研究によって明らかにし
た。さらにPCIF1とヒト細胞内で相互作用する新たなタンパクを、免疫共沈降解析と質量分析によって同定し
た。

研究成果の概要（英文）：I identified PCIF1, a factor that interacts with the phosphorylated 
C-terminal domain of RNA polymerase II (Pol II), as cap-specific adenosine methyltransferase 
responsible for N6-methylation of m6Am at the 5’ end of Pol II-transcripts in collaboration with 
groups in the University of Tokyo and Riken. I also identified novel proteins interacting with PCIF1
 in human cells by coimmunoprecipitation and MS analysis. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子発現調節　mRNA生合成　転写　RNA化学修飾　mRNAキャップ　RNAポリメラーゼII

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊椎動物RNAの5’末端に存在するm6Am修飾を触媒する新規酵素を明らかにした本研究は、mRNA化学修飾を介する
遺伝子発現制御機構の解明に繋がる。さらにこの化学修飾が、ウイルスや細菌由来のRNAと自己のRNAを識別する
ためのマークとして機能し、生体防御に重要な役割を果たす可能性が考えられる。従って本研究の成果は、自然
免疫応答の新たな機構解明や抗ウイルス薬などの創薬への応用波及効果が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒトでは、約 2万種のタンパク遺伝情報が DNA ゲノムに書き込まれており、その全ては、一種類
の酵素 RNA ポリメラーゼ II (Pol II) によって RNA に転写されることで発現する。Pol II の最
大サブユニット C-末端には CTD と呼ばれる非常に特徴的な領域が存在し、Pol II の機能を調節
する重要な役割を果たしている。CTD は遺伝情報を読み取る転写過程において、可逆的なリン酸
化修飾を受けることで遺伝情報発現に関わる様々なタンパクが集合する足場として機能する。
CTD は７アミノ酸配列 (Y1S2P3T4S5P6S7) の繰返しからなり、プロリン以外の５残基は、転写の開
始・伸長・終結といった転写過程に応じてダイナッミクにリン酸化・脱リン酸化される。転写開
始時には S5が高度にリン酸化され，転写伸長過程では S2のリン酸化が昂進することが知られて
いる。CTD は，転写サイクル中に変化するリン酸化パターンに応じて様々な RNA プロセシング因
子やヒストン修飾因子が結合する足場として機能し，転写と他の遺伝子発現過程を共役させる
ことが明らかにされつつある(下図)。私は、リン酸化 CTD を介したヒト遺伝情報発現の新たな仕
組みの解明をめざし、リン酸化 CTD に特異的に結合するヒト新規タンパク質 PCIF1 を同定し、そ
の機能解析を行っている（文献 1〜3）。 

PCIF1 は、704 アミノ酸残基から
なる WW ドメインを有する核局在タ
ンパク質で、進化的にはハエ以上の
多細胞真核生物にのみ存在する。こ
れまでの解析から PCIF1 は、WWドメ
インを介してリン酸化 Pol II に試
験管内及び細胞内で特異的に結合
すること、また細胞レベルの解析に
おいて、レポーター遺伝子発現のト
ランス活性化を抑制的に制御して
いることを見出していた。さらにク
ロマチン免疫沈降解析(ChIP)によ
り、PCIF1 がヒトタンパク遺伝子の
プロモーター近傍に局在すること
を見出していた。そうした中、PCIF1
にはそれまで酵素活性ドメインは
見出せていなかったが、Aravind らは構造予測に基づき PCIF1 が進化的に保存された RNA 分子の
N6-メチルアデノシン(m6A)修飾活性有すると予想される領域をもつことを報告した（文献 4）。 
RNA の m6A 修飾は，真核生物 mRNA の内部にもっとも豊富に見られる化学修飾で、通常 mRNA 内

の 3’非翻訳領域 (UTR) や stop コドン周辺に高頻度に起こる。また一部の mRNA の 5’UTR にも
m6A 修飾が見られ、その修飾は熱ショックなどのストレスによって誘導されることが報告されて
いた。m6A 修飾は、メチル化・脱メチル化酵素によって可逆的に導入され、特異的な修飾塩基認
識タンパク質が結合することによって、mRNA の構造、プロセシング、輸送、安定性、翻訳といっ
た様々な mRNA 代謝過程の調節にかかわることが報告されつつあった。さらに m6A 修飾は、これ
らの調節を介して幹細胞性維持，初期発生，概日リズム，ストレス応答など様々な生命現象に重
要な役割を果たすことが次々に報告されるようになっていた。 
哺乳動物の m6A メチル化酵素は，methyltransferase-like 3 (METTL3), METTL14,Wilms’ 

tumour 1 associating protein (WTAP)の 3サブユニットからなる複合体で、METTL3/14 ヘテロ
ダイマーが活性ユニット、WTAP は制御サブユニットである。しかし METTL3/14 のノックダウン
によって全ての m6A 修飾が消失するわけではないことから、未知の m6A 修飾酵素が存在すると予
想されていた。特に mRNA 前駆体の 5’末端がアデノシンである場合、そのリボース 2’OH がメ
チル化されるとともに、塩基部分に m6A 修飾が起こる（m6Am 修飾）。この豊富に存在する修飾塩
基の役割と m6Am 修飾酵素の実体は全く解っていなかった。約 30%の m6A 修飾が mRNA 前駆体のイ
ントロン中に見出されることから、m6A 修飾は転写と共役しておこると予想されていたが、m6A 修
飾が mRNA 生合成過程のどのタイミングでおこるかも不明であった。 
私は、以上のような背景のもと、これまで明らかにしてきたPCIF1の機能・動態、そしてAravind

らの予想を考慮し、PCIF1 が転写と共役してプロモーター近傍で mRNA の m6A 修飾をおこなう新
規メチル化酵素であると予想した。特に想定修飾部位である mRNA 5’末端近傍は，未知メチル
化酵素が関与すると予想されている場所でもあった。 
 
1. Fan H, et al.  BBRC 2003.        3. Yunokuchi I, et al. Genes Cells 2009. 
2. Hirose Y, et al. BBRC 2008.      4. Iyer LM. et al. Bioessays 2015 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，PCIF1 が m6A 修飾活性を有する新規の RNA メチル化酵素であるかを検証し，どのよ
うな RNA 分子のどのような部位を標的とした修飾活性を有するかを明らかにすること、さらに
メチル化修飾を介した遺伝子発現調節メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 



３．研究の方法 
PCIF1 が m6A 修飾活性を有するかを検証し，その標的遺伝子の同定とメチル化修飾を介した遺伝
子発現調節メカニズムを明らかにするために、当初以下のような研究計画を立てた。 
（１）試験管内 RNA メチル化アッセイによって，PCIF1 の RNA m6A メチル化活性を検証する。 
（２）PCIF1 ノックアウト細胞株をもちい，PCIF1 に依存した m6A または m6Am 部位を同定する。 
（３）RNA m6A 修飾における PCIF1 のリン酸化 CTD 結合能の重要性を検討する。 
（４）ヒト細胞からのアフィ二ティー精製によって，PCIF1 相互作用因子を同定する。 
 
本研究は研究期間中、東京大学大学院工学系研究科の鈴木勉教授らとの共同研究を行い、上記

（１）と（２）については、鈴木勉教授の研究室が中心となり実行された。また（３）について
も分担して実行した。そこで本報告では特に（３）と（４）、および PCIF1 の遺伝子発現調節に
行ける機能検索を行ったので報告する。 
 
（３）PCIF1 は N 末端側に存在する WW ドメインを介してリン酸化 CTD に選択的に結合し、ヒト
遺伝子のプロモーター近傍にリクルートされると考えられる。PCIF1 による RNA の m6A 修飾にと
ってリン酸化 CTD に結合して転写過程と共役することすることが重要であるかを検討するため
に、リン酸化 CTD 結合能消失型の PCIF1 WW ドメイン変異体を作成し、ノックアウト細胞株に導
入し m6A または m6Am 修飾の減少が相補されるかを検討した。さらに CTD のリン酸化酵素 CDK7 の
阻害剤 THZ-1 で処理したヒト 293 細胞とコントロール細胞から調整した RNA をもちいて解析を
おこなった。 
 
（４）哺乳動物 mRNA の m6A 修飾は，METTL3, METTL14, WTAP の 3サブユニットから構成される
複合体によっておこなわれる。PCIF1 が単独で細胞内で機能しているのかは不明であるため，
PCIF1 を含むヒト細胞内複合体の精製・同定を試みた。PCIF1 と相互作用する新規因子を同定す
るために、抗 PCIF1 抗体をウサギ免疫抗血清よりアフィニティー精製し、それを用いヒト HeLa
細胞で免疫共沈降(Co-IP)解析をおこなうことにした。以前の生化学的分画を用いた局在解析に
より、PCIF1 は核分画、特にクロマチン分画に多く局在することが明らかとなっていたので、核
酸分解酵素処理を行った HeLa 細胞全核抽出物を Co-IP の出発材料とした。またコントロールと
して、東京大学鈴木教授より分与された PCIF1 ノックアウト細胞株の全核抽出物と抗 PCIF1 抗
体を用いた免疫沈降解析、および正常ウサギ IgG をもちいた免疫沈降解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）東京大学大学院工学系研究科の鈴木勉教授らとの共同研究によって、PCIF1 が Pol II 転
写産物のキャップ構造に続くアデニン 6 位のメチル化（m6Am 修飾）活性を有することを明らか
にし報告した（図 2, 文献 5）。ヒトの培養細胞において遺伝的に欠損すると、m6Am 修飾の N6-メ
チル基が完全に消失した。PCIF1 がもつこの特異的な活性から、PCIF1 を新たに CAPAM と名付け
た。また PCIF1(CAPAM)を欠損した細胞は酸化ストレスに対する感受性が向上しており、m6Am 修
飾が生理学的に重要な意義を持つことが示唆された。さらに PCIF1 による m6Am 修飾は、mRNA の
翻訳を促進していることを理化学研究所の研究グループとの共同で見出した。本研究において
私は特に、PCIF1 N 末端に存在する WW ドメインが、S5がリン酸化された CTD に特異的に結合す
ることを見出し、細胞内においても S5がリン酸化された Pol II と特異的に会合することを見出
した。これらのことから、PCIF1(CAPAM)は、転写伸長の初期段階に PolⅡへとリクルートされ、
転写と共役しながら m6Am 修飾を導入する新規 RNA メチル化酵素であることが示めされた。 
 
（２）ChIP 解析 の結果より、
PCIF1 は遺伝子のプロモータ
ー領域に転写活性依存的に局
在し、その局在は、CTD リン酸
化酵素 CDK7 の阻害によって
著しく阻害されることを明ら
かにした。 
 
（３）PCIF1ノックダウンによ
り発現が変化する遺伝子を、
DNA マイクロアレイを用いて
網羅的に探索した。その結果、
HeLa 細胞において、異なる 2
種類の siRNA によるノックダ
ウンで共通して 2 倍以上発現
量が変化したヒト遺伝子は
190個存在した。これらの遺伝
子群の中から、PCIF1ノックダ
ウンによって発現が変化し、



かつ PCIF1 レスキューによって発現回復するヒト遺伝子として RAB23 と CNOT6 を同定した。ま
た ChIP により、PCIF1 が転写活性依存的にこれら遺伝子のプロモーター領域にリクルートされ
ることを見出した。興味深いことに、PCIF1 発現抑制によって RAB23 と CNOT6 の前駆体型 mRNA
レベルは影響を受けず、成熟型 mRNA レベルのみが変化したことから、PCIF1 はリン酸化 Pol II
と結合し、特定遺伝子の発現を mRNA 安定性の段階で制御している可能性が示唆された。 
 
（４）m6Am修飾は脊椎動物特異的なものであるが、PCIF1 はショウジョウバエなどの無脊椎動物
にもそのパラログが存在することから、PCIF1 は m6Am修飾以外にも役割を持つと考えられる。そ
こで、PCIF1 が標的遺伝子プロモーターにリクルートされた後に、「遺伝子特異的」に別々の相
互作用因子をリクルートし、mRNA の安定性を増減させるメカニズムを想定し、相互作用因子の
探索をおこなった。そのために、精製抗 PCIF1 抗体とクロマチン分画を可溶化させた HeLa 細胞
全核抽出物を用いて PCIF1 を含むヒト細胞内複合体の精製・同定を試みた。その結果、PCIF1 特
異的に共沈降するいくつかの新規タンパク質が銀染色によって確認された。さらに鈴木教授ら
と共同で、それらの免疫共沈降タンパクを質量分析によって同定した。現在、同定した PCIF1 と
相互作用する候補因子群について、免疫共沈降解析、組換えタンパクをもちいた相互作用解析、
細胞免疫共染色などによって相互作用を検証している。今後はさらに、PCIF1 とその相互作用因
子が共同で制御する遺伝子群を同定し、その生理的意義を明らかにする予定である。 
 
（５）PCIF1 遺伝子のノックアウトは、細胞の生存および増殖能には影響しないことをこれまで
に見出している。そこで次に PCIF1 の機能を個体レベルで解析するために、まずマウスの各組織
における PCIF1 タンパク質の発現をウエスタンブロットで解析した。その結果 PCIF1 が小脳に
多く発現していることを見出した。現在、PCIF1 の個体レベルの生理機能を明らかにするために、
CRISPER/Cas9 システムを用いた PCIF1 ノックアウトマウスを作製している。 
 
5. Akichika et al. Science 363 (6423),eaav0080 2019 
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