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研究成果の概要（和文）：我々は、cyclin D1 遺伝子プロモーターから転写される

(promoter-derived noncoding: pnc)RNA が、その発現を抑制することを発見した(Nature 454: 

126-30, 2008)。この pncRNA の転写開始点を決定し、pncRNA の転写を誘導するタンパク質の精

製を試みた。その結果 DNA 修復系タンパク質 5 種類と核構造体 paraspeckle 構成タンパク質 2

種類の合計 7種類のタンパク質が同定された。この成果は、pncRNA 転写には DNA 修復系が関与

し、転写の場は paraspeckle であることを示唆している。この成果は、ncRNA 転写に新境地を

開拓することになる。 
 
研究成果の概要（英文）：We have identified that promoter-derived noncoding RNA (pncRNA) 
is transcribed from the promoter region of the cyclin D1 gene and represses the expression 
of the gene (Nature 434: 126, 2008). We have also determined a transcriptional initiation 
site of pncRNA and purified transcription factors inducing the transcription of pncRNA. 
The purification provided five proteins involving DNA repair and two of 
paraspeckle-related proteins. These data suggest that the transcription of the pncRNA 
requires the DNA repair system and the transcription is located in the paraspeckle area 
of nuclei. This will enhance elucidation of novel mechanisms of the ncRNA transcription. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究は、最近我々が見出した新規非コー
ド(noncoding:nc)RNA 転写機構の解明を目的
とする。タンパク質をコードしない ncDNA 領
域は、ゲノムの 9 割以上を占めるが、最近、
この ncDNAの 9割が転写されて ncRNA を生成

することが明らかにされた。しかしながら、
ncRNA 転写機構は大部分謎である。我々は、
cyclin D1 遺伝子プロモーターから転写され
る(promoter-derived nc: pnc)RNA が、その
発現を抑制することを発見した(Wang et 
al.: Nature 454: 126-30, 2008)。 
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そこで、この pncRNA の転写機構の全体像
を明らかにすることを考えた。この成果は、
ncRNA 転写機構解明の基盤を確立すると期待
される。pncRNA は、A,B,D,E を同定したが、
本研究では主に pncRNA-D を用いる。 
 
２．研究の目的 

本研究は、最近我々が見出した新規非コー
ド(noncoding: nc)RNA転写機構の解明を目的
とする。タンパク質をコードしない ncDNA 領
域は、ゲノムの 9 割以上を占めるが、最近、
この ncDNAの 9割が転写されて ncRNA を生成
することが明らかにされた。しかしながら、
ncRNA 転写機構は大部分謎である。我々は、
cyclin D1 遺伝子プロモーターから転写され
る(promoter-derived nc: pnc)RNA が、その
発現を抑制することを発見した(Wang et 
al.: Nature 454: 126-30, 2008)。本研究で
は、この pncRNA の転写機構の全体像を明ら
かにすることを目的とする。この結果は、
ncRNA 転写機構解明の基盤を確立すると期待
される。 

具体的には以下の項目を実行する。すなわ
ち、(1) pncRNA の転写開始点の決定、(2) 
pncRNA プロモーターを認識する基本転写因
子の精製と結合部位の決定、(3) pncRNA プロ
モーターの解析、(4) DNA 損傷刺激による
pncRNA 転写を誘導する転写因子の同定、(5) 
pncRNA プロモーター欠損 ES 細胞の作製と
pncRNA 誘導の消失実験である。 
 
３．研究の方法 
5'RACE 法  
5'RACE(Rapid Amplification of cDNA End)
法は、得られた cDNAの情報をもとにさらに
上流をクローニングすることで、完全長 cDNA
配列を得ることを目的とする。5'-Full RACE 
Core Set(Takara)を用い、inverse PCR を利
用して未知の 5'末端領域を増幅し、pcDNA ベ
クターにクローニングして、5'末端の配列を
決定した。  
 
ビオチン標識 pncRNAプロモーターによる転
写開始複合体の精製  
すでに得られていた pncRNA-D 領域の上流部
分に ATリッチな転写開始点を同定し、その
上流 160塩基をビオチン標識DNA として人工
合成し、精製に用いた。このオリゴに、放射
線非照射および照射の HeLa細胞核抽出液を
調製し、結合タンパク質を精製した。 
 
質量分析  
SDS-PAGE で精製タンパク質画分を展開し、銀
染色でタンパク質バンドを確認してゲル片
を切り出した。これを、トリプシン処理して、
nanoLC-MS/MS 装置を用いて解析を行った。 
 

４．研究成果 
本研究の研究計画は次の5項目を設定して

いる。(1) pncRNA の転写開始点の決定、(2) 
pncRNA プロモーターを認識する基本転写因
子の精製と結合部位の決定、(3) pncRNA プロ
モーターの解析、(4) DNA 損傷刺激による
pncRNA 転写を誘導する転写因子の同定、(5) 
pncRNA プロモーター欠損 ES 細胞の作製と
pncRNA 誘導の消失実験である。 
放射線照射および非照射のヒト子宮頸が

ん由来 HeLa 細胞株から mRNA を調製しての
5'RACE 法を用いた解析から、(1)が成功した。
転写開始点から200塩基対上流までの配列解
析から、(2)を試みると、基本転写因子の結
合は検出されなかった。そして、転写開始点
の上流160塩基対が転写開始領域と考えられ
た。この 160 塩基対の配列をビオチン標識オ
リゴヌクレオチドとして合成し、pncRNA 転写
を誘導するタンパク質の精製を試みた。その
結果、Kuタンパク質を含む DNA 修復系タンパ
ク質 5種類と核構造体paraspeckle構成タン
パク質 2種類(NONO, SFPQ)の合計 7種類のタ
ンパク質が同定された(図)。一方、基本転写
因子は同定されなかった。以上から、(3)(4)
が達成された。 
この結果は、pncRNA 転写開始には DNA 修復

系のタンパク質がリクルートされ、その転写
開始の場はparaspeckleであることが示唆さ
れた。さらに、pncRNA-D の転写終結点を決定
し、pncRNA-D の全長は 606 塩基対であること
を示した。現在、この配列をもとに siRNA を
作成して pncRNA-D の消失実験が進行してい
る。以上の結果ら、当初の目的(1)-(5)は完
遂された。さらに、全長 pncRNA-D を得て、
その 2次元構造の決定に挑戦している。 
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