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研究成果の概要（和文）：

RNA ポリメラーゼ II により転写された RNA は mRNA、non-coding RNA (ncRNA)は様々な

形のプロセシングを受け、異なる運命をたどる。この運命決定機構について解析をおこない、

転写伸長制御因子が分裂酵母ヘテロクロマチン ncRNA の運命決定に関与することを明らかに

した。さらに、分裂酵母ヘテロクロマチンにおいて ncRNA が DNA:RNA ハイブリッド形成を

通じてクロマチン近傍に残りヘテロクロマチン形成に寄与するという新規の機構を発見した。

また転写伸長制御因子が転写伸長を制御する分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：

mRNA and non-coding RNA, both of which are transcribed by RNA polymerase II, have
different fate with different RNA processing processes. We analyzed the mechanism for
the fate-determination mechanism and found that transcriptional elongation factors
were involved in fate-determination process of heterochromatic ncRNA in fission yeast.
We also found that fission yeast heterochromatin ncRNA formed DNA:RNA hybrid to
remain on chromatin and plays a role in heterochromatin formation. In addition, we
revealed the mechanism to regulate elongation of transcription by transcriptional
elongation factors.
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された RNA は mRNA、non-coding RNA

(ncRNA)あるいは何らかの原因で不要な

RNAといったRNAそれぞれの性質に応じた

様々な形のプロセシングを受け、異なる運命

をたどる。このような RNA 運命決定は遺伝

情報デコードを制御する非常に重要なステ

ップである。最近の解析結果から「転写とプ

ロセシングの共役」，すなわち転写伸長途中

の RNAPII 上で様々な RNA プロセシング反

応が起こることが示唆され、「RNA の運命決

定の過程が転写と共役する。」という概念が

生まれつつあった。しかし、この「転写と

RNA の運命決定の共役」の分子機構はよう

やく研究の端緒についたところで、その詳細

はほとんど解明されていなかった。

研究代表者の村上は RNAiシステムに依存

する分裂酵母のヘテロクロマチン形成の解

析を行なって来た。このシステムではヘテロ

クロマチン領域で転写される ncRNA から合

成される siRNA がヘテロクロマチン形成に

重要な役割を果たしている。そして興味深い

ことに siRNA 合成はヘテロクロマチンに依

存しており、クロマチン構造が何らかの形で

ncRNA の運命を決定していることになる。

村上はこのシステムに関し、RNAPII がこの

ncRNA の転写を行うだけでなく、ncRNA か

らの siRNA 合成を誘導することを示すとい

う結果を得ていた。一方分担者の山口は転写

の伸長反応の制御に関わる転写伸長因子群

の同定と解析を行なってきた。そして、その

過程で、これら転写伸長因子が RNA 切断に

も関与することを示す証拠を得ていた。

２．研究の目的

上記の背景をもとに、本研究課題では、「転

写と共役しておこる RNA 運命決定の制御」

の分子機構を明らかにする事を目的にすし

た。このために代表者、分担者は今までの研

究成果をふまえ、それぞれ異なるアプローチ

を用いて転写に共役した RNA 運命決定機構

の共通原理の解明をめざした。

３．研究の方法

(1) 村上：「ヘテロクロマチン形成にかかわる

ncRNA の運命決定と動態」

分裂酵母のヘテロクロマチンはヘテロクロ

マチン内で転写される ncRNA は mRNA と

同じ RNA ポリメラーゼ II により転写される

が、転写後 RNAi 因子により siRNA へとプ

ロセシングを受け、mRNA とは異なる運命を

たどる。以下の二点に焦点を絞り解析を進め

た。

① ヘテロクロマチン形成にかかわるncRNA

の運命決定

ncRNAの転写をおこなうRNAポリメラーゼ

II を中心とする転写装置のなかで、RNA の

運命決定にかかわる可能性のある因子を選

択し、遺伝子破壊を系統的におこない、ヘテ

ロクロマチンに異常が生じるかどうかを検

討する。さらに異常が生じた破壊株について

分子遺伝学的解析を進め、ncRNA の運面決

定に関与するかどうかを解析する。

② ヘテロクロマチン形成にかかわるncRNA

の動態

RNAi に依存するヘテロクロマチン形成のモ

デルでは転写後 ncRNA がクロマチンに結合

し RNAi因子結合のプラットフォームとして

機能していることが予想されている。しかし、

そのことは実験的に定められていなかった。

そこで、ヒストンを免疫沈降したときにヒス

トンとともに沈降する RNA を解析すること

で、ncRNA のクロマチン結合を確認できる

と考えた（ヒストン RIP 法）。またその手法

を使用することでクロマチン結合の分子機

構の解明を試みる。

(2) 山口：「転写伸長因子を介しておこる転写

伸長制御と様々な RNA 切断反応の制御メカ

ニズム」

① 転写伸長因子による転写伸長制御機構

転写伸長を制御する DSIF(Spt4,5 複合体)は

転写の初期段階で転写を一時停止させ、

pTEFb によるリン酸化により、転写伸長を

再開させ逆に転写伸長を促進する。この

DSIF による転写伸長促進機構を解明するた

め、試験管内転写系を用いて、DSIF による

転写伸長促進に必要な因子を精製同定する。

さらに、その因子が in vivo で果たす役割に

ついて培養細胞中の遺伝子上での局在、転写

活性の測定を中心におこなった。

② 転写伸長と共役して機能する RNA プロ

セシング因子の構造機能解析

転写伸長と共役して RNA プロセシングをお

こなう因子が数多くあるが、その中のいくつ

かについて、結晶構造解析を含めた構造・機

能解析をおこなった。



４．研究成果

(1) 村上：「ヘテロクロマチン形成にかかわる

ncRNA の運命決定と動態」

① ヘテロクロマチン形成にかかわるncRNA

の運命決定

分裂酵母ヘテロクロマチン ncRNA の運命決

定に関わることが予想される RNA ポリメラ

ーゼ II と協調的に働く各因子について遺伝

子破壊をおこない解析をおこなった。その結

果 Csk1 キナーゼを候補として同定した。

Csk1 は RNA ポリメラーゼ II の C 末リピー

トドメイン(CTD)および DSIF の Spt5 をリ

ン酸化する酵素 Cdk9（pTEFb のホモログ）

を活性化するキナーゼである。Csk1 変異株

ではヘテロクロマチンそのものの構造や転

写抑制機能は影響を受けないが、転写された

ncRNA の分解が異常をきたしており、Csk1

が ncRNA の分解の制御に関わることが示唆

された。Spt4 の破壊株(Spt5 は必須タンパク

質で遺伝子破壊をおこなえない)はCsk1と同

じ表現型を示すことから、Csk1-Cdk9 による

DSIF/Spt4-5のリン酸化がヘテロクロマチン

ncRNA の分解制御に深く関与することが明

らかとなった。この結果は転写伸長制御因子

がヘテロクロマチン ncRNA の運命決定に重

要であることを明確に示す物で、今後の展開

が期待できる。

② ヘテロクロマチン形成にかかわるncRNA

の動態

ヒストン RIP 法により、ヘテロクロマチン

ncRNA が実際にクロマチンに結合している

ことを明確に示した。また、この結合は転写

された ncRNA の一部が鋳型 DNA と

DNA:RNA ハイブリッドを形成することで

クロマチン近傍にとどまっていることがわ

かった。さらに、このハイブリッド形成がヘ

テロクロマチンの形成に必要であることを

示した。また、DNA:RNA ハイブリッド形成

の機構について検討を行い以下の知見を得

た（図１）。(a) DNA:RNA ハイブリッド形成

は RNAi 因子に依存する(b) ハイブリッド形

成は ncRNA の特定の RNA 配列に依存する。

このハイブリッド形成はヘテロクロマチン

には依存しない (c) (b)の RNA エレメントが

ない転写産物でもヘテロクロマチン内で転

写されることにより DNA:RNA ハイブリッ

ドを形成する。以上の結果は今まで想定され

ていなかったメカニズムである。真核生物で

はゲノムのほとんどの領域で ncRNA が転写

されることが示され、その機能が注目されて

いるが、少なくともその一部はクロマチン構

造制御に関わることが示唆されている。我々

の結果はこれらクロマチン構造制御に関与

する ncRNA を考える上で重要な貢献をする

と思われる。

図１ヘテロクロマインでのハイブリッド形成

(2) 山口：「転写伸長因子を介しておこる転写

伸長制御と様々な RNA 切断反応の制御メカ

ニズム」

① 転写伸長因子による転写伸長制御機構

DSIF による転写促進活性に必要な因子を試

験管内転写系を利用して精製をおこない、

Paf1 複合体と Tat-SF1 を得た。両者は DSIF

を介して協調的に転写伸長を促進する。また、

細胞内の fos 遺伝子の転写を解析したところ

Paf1, Tat-SF1 が DSIF 依存的に転写されて

いる fos 遺伝子に局在し、fos 遺伝子の効率良

い転写に必要であることがわかった。この結

果は今まで未知であった DSIF による転写伸

長活性化機構をはじめて明らかにする物で

ある。さらに今まで転写されているクロマチ

ン構造制御にかかわると考えられていた

Paf1 複合体が直接転写伸長反応促進にも関

与することをはじめて示した物である。

② 転写伸長と共役して機能する RNA プロ

セシング因子の構造機能解析

DSIF はリン酸化依存的に RNA 品質管理因

子 Dom3 と結合することがわかっていたが、

その結合に必要なドメインの詳細な解析を

おこない、結合に必要な Dom3 のアミノ酸を

決定した。さらにコロンビア大学の Tong 研

究室と共同で、DSIF のリン酸化ペプチドと

Dom3 の共結晶構造を解析した。一方、プロセ



シング因子 CFIm の機能・構造解析を行ない、

CFIm が(25)2-59-68 というヘテロ 4量体を形

成すること、そして細胞内において多数の遺

伝子上で選択的ポリ(A)付加を制御するユニ

ークな役割を果たしていることを明らかに

した。これらの結果は今後、未知の領域であ

る転写と RNA プロセシングの協調的制御の解

明の基礎となる重要な知見である。

以上の解析を通じて、今まで個々に解析が進

んでいた、転写伸長制御、RNA のプロセシン

グの協調的制御機構解明や、未知であった

RNA の運命決定制御の解明の糸口になる結果

である。また DNA:RNA ハイブリッド形成とい

う発見は今後ゲノム調節全体に大きなイン

パクトを与える可能性があると考えている。
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