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研究成果の概要（和文）： 

細胞機能は厳密にコントロールされた mRNA 量のバランスによって成立している。mRNA を転写
する RNA polymerase II(RNAPII)は、触媒サブユニット RPB1 のリン酸化により分類される。ゲ
ノムワイドな RNAPII のリン酸化レベルと mRNA 発現量の関係は未だに不明である。我々はリン
酸化 RNAPII の分布と mRNA の発現量の関係について解析した。mRNA の発現量が Ser2 と Ser5 の
段階的なリン酸化と強く相関していることを明らかにした。結果、複雑な mRNA 発現制御機構は
RNAPII のリン酸化の状態によって３つのカテゴリーに分類可能であることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cellular function is regulated by the balance of stringently regulated amounts of mRNA. 
Previous reports revealed that RNA polymerase II (RNAPII), which transcribes mRNA, can 
be classified into the pausing state and the active transcription state according to the 
phosphorylation state of RPB1, the catalytic subunit of RNAPII. We examined the 
correlation between the phosphorylation of RNAPII and mRNA expression levels using a 
combined analysis by ChIPseq and RNAseq. We could visualized the recruitment of various 
phosphorylated RNAPIIs. Our analysis indicated that the complexity of quantitative 
regulation of mRNA levels could be classified into three categories according to the 
phosphorylation state of RNAPII. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞の機能はゲノム上の遺伝子の正確かつ
制御された転写によって成り立っている。タ
ンパク質をコードしている遺伝子から転写
された mRNA の量は多様であり、その転写の
制御はクロマチン構造上の様々な核内因子
によって成されている。その中の一つの重要
な 制 御 メ カ ニ ズ ム は 、 RNA polymerase 

II(RNAPII)の活性制御である。RNAPII は蛋白
質を転写するコード遺伝子のすべてと多く
の非コード遺伝子を転写しているが、その
RNAPII の活性は、RNAPII の巨大な触媒サブ
ユニットの１つである RPB1 のリン酸化の状
態と相関している。RPB1 は他のタンパク質に
はみられない C 末端ドメイン(CTD)を持って
いる。それは種間で保存性の高い７つのアミ
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ノ酸のリピート配列(N - Tyr1 - Ser2 - Pro3 
- Thr4 - Ser5 - Pro6 - Ser7 - C)から成っ
ており、哺乳類ではそのリピートは 52 回繰
り返している。このリピート構造を構成して
いるアミノ酸は、リン酸化修飾や単糖修飾と
いったアミノ酸修飾の潜在的な標的となっ
ている。転写制御において、ゲノム DNA に結
合していないフリーの低リン酸化 RNAPIIは、
最初に遺伝子プロモーター領域にリクルー
トされる。RNAPII がプロモーター領域から離
れて転写を開始するためには、CTD Ser5 をリ
ン 酸 化 さ せ る 役 割 を 持 つ general 
transcription factors の一つである TFIIH
が必要である。プロモーターから離れた
RNAPII は、転写開始点(TSS)の下流まで移動
する可能性があるが、それだけでは NELF や
DSIF などの pausing factor により、mRNA の
生産的な伸長反応は妨げられてしまう。この
現象は Promoter proximal pausing として知
られている。mRNA の生産的な伸長反応は CTD 
Ser2 残基のリン酸化と共に引き起こされる。
RNAPII の Promoter proximal Pausing は遺伝
子発現レベルの調節に寄与している可能性
がある。Pausing のため全長の mRNA は全く検
出されない可能性も考えられる一方で、
RNAPII のエントリーとエスケープが様々な
割合で起こることによって、高い発現量も含
めて様々なレベルの mRNA が発現される可能
性もある。最近の研究ではヒト線維芽細胞や
ES 細胞において、不活化遺伝子のプロモータ
ー上に RNAPII が結合している場合があるこ
とが示されている。さらにマウス ES 細胞で
は、bivalent gene において、Ser5 がリン酸
化され Ser2 がリン酸化されていない RNAPII
が TSS 周囲に集積している。これらの遺伝子
は、分化マーカーとして知られているが、未
分化な状態にも関わらず低いレベルで検出
され得る。近年、次世代型の高速シークエン
サー技術とそれを使った cDNA 解析法が革命
的なツールとして使われる様になってきた
が、これらのシークエンスデータが、「active 
transcription」の状態の遺伝子から発現し
たものを示しているのか、「Pausing」の状態
の遺伝子から発現したものを示しているの
か、in vivo でゲノムワイドな RNAPII のリン
酸化状態は検証されていない。「pausing」の
状態にある RNAPII が存在する遺伝子のうち
いくつかは、分化において重要な役割を担っ
ている。それ故、RNASeq と RNAPII の関係を
理解することは非常に重要である。RNASeq で
同定されたすべての遺伝子上にある RNAPII
のリン酸化状態を評価するために、我々は
Ser2 及び Ser5 がリン酸化されていないフリ
ーの RNAPII を除外し、RNAPII の Ser2 と Ser5
残基がリン酸化されることによって活発に
転写されている遺伝子と、Ser5 残基のみがリ
ン酸化された RNAPII が存在する「Pausing 

state」にある遺伝子を区別する必要がある。
RNAPII のリン化状態と mRNA の発現レベルと
の関連を評価することにより、活発に転写さ
れている遺伝子と Pausing 状態にある遺伝子
の同定が可能になる。 
 
２．研究の目的 
Northern blotting 法や RT-qPCR 法、SAGE 法
や発現アレイ法など様々な技術が遺伝子の
発現レベルを定量し解析するために開発さ
れてきた。近年開発された次世代シークエン
サーは一度の実験で何千万ものタグを読み
込むことにより、これまでの技術と比較して
非常にバイアスの少ない mRNA 発現解析を可
能とした（RNASeq）。RNASeq は既知の転写産
物の定量のみに留まらず、新規の転写産物の
同定、組織特異的な alternative splicing
を調べることが可能である。この技術は、従
来の発現アレイと比較して 1000 倍以上の感
度で発現遺伝子の定量化が可能であり、現在
行うことのできる mRNA 発現量定量ツールの
中では最も優れている様にみえる。しかしな
がら、RNASeq は独自の問題点も有している。
その一つとしてあげられるのは、参照配列を
必要とする点である。次世代シークエンサー
は、以前の技術と異なり、25-200bp の短いフ
ラグメントを一回の実験で何千万個もシー
クエンスする。このフラグメントは「リード」
とも言われ、既知のトランスクリプトームに
マッピングすることにより遺伝子の発現が
定量される。しかしながら、よく研究された
マウスやヒトのトランスクリプトームです
ら未だに不完全であり、RNASeq の解析は参照
配列によって制約をうけ、新規転写産物を同
定するためには別の計算が必要であった。
TopHat は既知のトランスクリプトームの情
報によらず、新規のスプライシングサイトを
含めて、新しい転写産物を評価する道を開い
た。更に Cufflinks は、リードをゲノム参照
配列にマップすることで、スプライシングを
考慮しつつ 1kbp あたりのすべての転写産物
の定量を可能にする。これらのマッピング技
術による定量法の弱点は、ゲノム参照配列に
マップする際に比較的短いタグをゲノムに
マッピングするということである。シークエ
ンスをマッピングできるかどうかは mRNA の
構造に依存しており、mRNA に共通の構造であ
るホモログが存在する時には、統計的な解析
結果にバイアスが生じる可能性がある。それ
ゆえ、これらのバイアスを克服するためには、
ゲノムへ 1対 1対応でマップされるユニーク
な情報だけではなく、ゲノム上の２か所以上
の場所にマップされる「multiple hit」の情
報も利用する必要がある。TopHat ではパラメ
ータの１つにこのマッピング数をコントロ
ールできる「Max multihits」があり、マッ
ピング効率の最適化を行うことが可能であ



 

 

る。しかしながらこのパラメータが mRNA の
同定に与える影響の詳細は、いまだ検証され
ていない。それゆえ、我々は ChIPSeq のデー
タと RNASeq のデータを組み合わせることに
よって、リン酸化 RNAPII の分布と mRNA の発
現量の関係について解析した。 
 
３．研究の方法 
我々は次世代シークエンサーを用いて CTDの
リン酸化による RNAPII の制御機構を解析す
ることにより、どの様にして mRNA 発現量が
コントロールされているのかを明らかにし
た。我々はすべての遺伝子について、RNAPII
のリン酸化状態を分類した。さらに、これら
のデータと最適化された「Max multihit」パ
ラメータを用いた RNASeq から得られたゲノ
ムワイドな遺伝子発現データを組み合わせ
ることにより、mRNA の多様な発現と RNAPII
のリン酸化の状態の関連性を明らかにした。 
 
４．研究成果 
「pausing」状態と定義される遺伝子のどの
くらいが mRNA を発現し、どの程度の量を発
現しているかもまだ明らかになっていない。
そこで RNASeqで検出された遺伝子について、
どのくらいの「active transcribing gene」
と「pausing gene」が存在するのかを調べた。
「Max multihits」パラメータを増加させた
時、RNASeq と ChIPSeq で共に見つかる共通の
遺伝子の数よりも、RNASeq でのみ見つかる遺
伝子の数の方が増える傾向がある。Multihit
を過剰にすると発現していない遺伝子まで
カウントしてしまうリスクを増やしてしま
うため、我々は「max multihit = 10」とい
う最適化されたパラメータを用いて FPKM>0
となる遺伝子を検出した。ChIPSeq において
陽性の peak を抽出する際には、Peakcaller
の 一 つ で あ る PeakSeq を 用 い て 、 P 
value<0.05, FDR<0.05の基準に当てはまるも
のを抽出した。遺伝子については、RefSeq で
定義されるヒト遺伝子(計 23,821 遺伝子)に
ついて評価を行った。結果、62.7%にあたる
14,954 遺伝子が RNASeq にて FPKM>0 または
ChIPSeq にて Ser2 または Ser5 のリン酸化が
陽性である RNAPII が存在すると判定された。
Ser2P が陽性と判定された 7,918 遺伝子のう
ち、87%にもあたる 6,860 遺伝子が Ser5P も
陽性と判定された。一方で、Ser5P が陽性と
判断された 11,590 遺伝子のうち、6,860 遺伝
子(59%)が Ser2P も陽性と判断された。この
結果は、Ser5, Ser2 が順序だってリン酸化さ
れる必要があることを示唆している。しかし
ながら、13%にあたる 1,058 遺伝子は Ser2P
単独陽性と判定されている。これらの遺伝子
について UCSC(University of Calfolnia, 
Santa Cruz)のゲノムブラウザを用いて
ChIPSeq の結果を可視化すると、Ser2P 単独

陽性遺伝子は比較的遺伝子が密集している
領域に存在している。さらに、ChIP-qPCR の
データも合わせて検証すると、例えば Ser2P
単独陽性と判定された SOX15 については、本
来 Ser2P は TES に近づくにつれ徐々にシグナ
ルが増えてくるのだが、Ser2P は TES よりも
TSS 付近で同定されていることが分かる。こ
のことから、Ser2P 単独陽性遺伝子は、周囲
の遺伝子の影響を受けることよって生じた
偽陽性かこの領域に存在する未知の転写産
物を示している可能性が考えられる。CTD が
リン酸化されていない RNAPII はまずプロモ
ーター領域にリクルートされ、Ser5 がリン酸
化されるとプロモーターから解放される。次
に Ser2 がリン酸化されることによって
「active transcription」が開始されるが、
転写が終了したとしても RNAPII は停止反応
が起こるまで走り続ける。このことが、
ChIPSeq の解像度の悪化を惹起し、遺伝子が
密集している領域での偽陽性の一因になっ
ている可能性がある。この弱点を克服するた
めに、我々は遺伝子にまたがっている peak
のみを陽性とする基準を設けている。このこ
とは「Promoter proximal pausing」の状態
にある RNAPII が検出される効率に悪影響を
及ぼす可能性があるが、この条件下でも TSS
周囲に pausing している Ser5 リン酸化
RNAPII は十分検出されている。面白いことに、
RNASeq は「active transcription」遺伝子
(Ser5P+, Ser2P+)のみならず、「Promoter 
Proximal Pausing」遺伝子(Ser5P+, Ser2P-)
についても比較的高い遺伝子発現量を検出
しており、両者は FPKM>0 遺伝子の大部分を
占めていた。これらの結果は Ser5 と Ser2 の
リン酸化が２段階で遺伝子の発現量と相関
していることを示している。そのことはさら
に、RNASeq は、その高すぎる感度のために、
背景にあるリン酸化 RNAPII によるエピジェ
ネティックな転写調節機構を無視してしま
う可能性があることを示唆している。マウス
の ES 細胞では分化マーカーのいくつかは
Ser5P 単独陽性遺伝子であり、低いレベルで
しか mRNA を発現していないことが示されて
いる。しかしながら、RNASeq の高い感度の結
果、これらの遺伝子は RNASeq で同定される
可能性があるため、幹細胞における分化マー
カーの発現の解釈には気を付ける必要があ
る。RNASeq で FPKM>0 と判定された 13,462 遺
伝子のうち、ChIPSeq にて Ser2P もしくは
Ser5Pが陽性と判定された遺伝子は11,156遺
伝子(83%)存在した。残りの 2,306 遺伝子
(17%)は RNASeq にて FPKM>0 であったが、
ChIPSeq では Ser2P も Ser5P も同定されなか
った。ChIPSeq にて Ser2P もしくは Ser5P が
陽性と判定された 12,648 遺伝子のうち 88%
あたる 11,156 遺伝子は RNASeq にて FPKM>0
と判定された。さらに「pauising」遺伝子や



 

 

「active transcription」遺伝子についてそ
の機能を調べるために、我々はGene Ontology
の中に有意な関連 term がないか Fisher 検定
を 用 い て 抽 出 を 試 み た 。「 active 
transcription」遺伝子については数百の GO 
term が有意と判断され、「Pausing」遺伝子に
ついてはミトコンドリア遺伝子を含めた少
数の GO term が有意と判断された。いずれの
解析でもハウスキーピング遺伝子以外に特
異的な遺伝子の有意な集積は認められなか
った。 
これまでに示した通り、mRNA の発現量は
RNAPIIの Ser2と Ser5の段階的なリン酸化に
よってグループ分けされ、リン酸化のレベル
に応じて発現量は増加する傾向にあった。こ
のことは遺伝子発現量を３つのカテゴリー、
つまり「High pausing, High elongation」
「 High pausing, Low elongation 」「 Low 
pausing, Low elongation」、に分けることが
できることを示唆していた。このことから、
ロジスティック回帰分析を用いると、遺伝子
は FPKM の値に応じてカテゴリー化すること
ができる。解析は RNASeq で FPKM>0 と判定さ
れた 13,462 遺伝子を対象とした。これまで
で述べた通り、Ser2P 単独陽性と判断された
588 遺伝子については、その Ser2P は周囲の
遺伝子の影響を受けたことによる偽陽性の
可 能 性 が あ っ た た め 、 こ の 解 析 で は
Ser2P,Ser5P double negative に加えてカウ
ントした。さらに、FPKM の値に応じて、RNAPII
の Ser2/Ser5 のリン酸化の状態がどのくらい
の割合で認められるか、確率プロットを作成
した。RNASeq によって得られる FPKM の値が
上昇するにつれて、RNAPII がリン酸化される
割合(ChIPSeq で P-value<0.05, FDR<0.05 の
基準で判定されるリン酸化の割合)は上昇し
た。最終的に FPKM が 0 付近では約半数程度
の遺伝子が ChIPSeq ではリン酸化 RNAPII の
存在が証明できない「Low pausing, Low 
elongation」群に属していることが分かる。
一方でリン酸化 RNAPII が証明された遺伝子
のうち、FPKM が 1 以下の遺伝子に関しては半
分以上が Ser5P single positive の遺伝子で
あった。Ser5P single positive 遺伝子は FPKM
の値が約 6に達するまで上昇し続けた。この
ことから、FPKM の値が比較的高くても意外に
「pausing」遺伝子と判定された遺伝子が多
いといえる。Ser2P/Ser5P double positive 
RNAPII に関連する遺伝子の割合は FPKM の値
が増えるにつれて上昇し、最終的には 90%以
上となった。我々の解析は様々な遺伝子発現
量 FPKM から Ser2/Ser5 のリン酸化の割合を
推測することができる。それぞれのカテゴリ
ーの境界はロジスティック回帰分析の確率
プロット上では水平方向に傾いており、遺伝
子発現量の決定には RNAPII の Ser2/Ser5 リ
ン酸化以外の別の因子の存在が疑われるが、

遺伝子発現量と RNAPII のリン酸化は概ね相
関していると言える。これはエピジェネティ
ックな因子を使って様々な遺伝子発現量を
説明した初めてのモデルである。将来的には
転写因子やヒストン修飾など別のエピジェ
ネティックな因子を組み合わせて同様のモ
デルを用いることにより、遺伝子発現量を説
明することができる。 
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