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研究成果の概要（和文）：長鎖非コードRNA(lncRNA)がRNA結合タンパク質を介してどのように転写を抑制するのか未解
明な問題が多い。そこで、本研究では、アルギニンメチル化TLSの特異的モノクローナル抗体を作製し、HeLa細胞にお
いてRNA免疫沈降アッセイを行った。その結果、cyclin D1プロモーターから転写されるlncRNAがメチル化TLSと結合す
ることが明らかとなった。さらに、RNAゲルシフトアッセイにより、TLSのメチル化によりRNAオリゴヌクレオチドとの
結合が変化するという予備的結果を得た。これらより、RNA依存性の転写制御がRNA結合タンパク質のメチル化修飾によ
り制御されるという可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to uncover how the long non-coding RNAs (lncRNAs) regu
late transcription via RNA-biding proteins. To investigate the role of arginine-methylation of RNA-biding 
protein TLS, we first developed a monoclonal antibody against arginine-methylated TLS. We performed RNA-bi
ding immunoprecipitation assays using HeLa lysate and this antibody. We found that the lncRNA transcribed 
from cyclin D1 promoter binds to methylated TLS by RT-PCR. Our preliminary data also suggest that arginine
 methylation of TLS might enhance the biding to RNA oligonucleotides. These results suggest that the RNA-d
ependent transcription is regulated by arginine-methylation of RNA-biding protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子の発現調節機構は、生命現象の根幹
の一つである。近年、転写調節において、タ
ンパク質、特にヒストンの翻訳後修飾が重要
であることが明らかにされている。我々は、
DNA損傷刺激により転写が抑制されるcyclin 
D1 (CCND1) 遺伝子において、CCND1 プロモー
ターから転写される長鎖非コード RNA が RNA
結合タンパク質である Translocated in 
LipoSarcoma (TLS) と結合することで CCND1
遺伝子の転写抑制を誘導することを明らか
にした。これは、長鎖非コード RNA 依存的な
転写抑制という新しい遺伝子の発現制御機
構を提唱するものである。しかしながら、長
鎖非コードRNAが制御する転写抑制の作用機
序については未解明の問題が多い。我々は、
TLS に結合するタンパク質複合体を精製し、
TLS がタンパク質アルギニンメチル化酵素 
(PRMT1) と複合体を形成していることを明
らかにした。また、PRMT1 が TLS のアルギニ
ンをメチル化修飾することを示した。 
 そこで、長鎖非コード RNA 依存的な転写抑
制において、TLS のアルギニン特異的なメチ
ル化修飾の役割に着目した。 
 
 
２．研究の目的 
 ここ数年で長鎖非コードRNAに関する研究
論文が、急速に発表されている。世界中で急
速に研究が行われている長鎖非コードRNAで
はあるが、その作用機構や生理的な意義につ
いては未知の部分が多い。 
 本研究は、長鎖非コード RNA 依存的な転写
制御における RNA結合タンパク質 TLSのアル
ギニン特異的なメチル化修飾の機構とメチ
ル化TLSの転写調節における役割を明らかに
することが目的である。 
 
 
３．研究の方法 
（１）TLS のメチル化アルギニンに特異的に
結合する因子の同定 
 我々は、TLS に結合するタンパク質複合体
を精製し、PRMT1 が TLS と複合体を形成し、
TLS の 216、218 番目のアルギニン(R216, 
R218) をメチル化修飾することを見出した。
そこで、TLS のメチル化修飾を受けたアルギ
ニンを特異的に結合する因子の同定を試み
た。方法としては、GST 標識した TLS を大腸
菌で発現させ、PRMT1 を用いて TLS を in 
vitro においてメチル化させた後、HeLa 細胞
の核抽出液を加え、メチル化 TLS 複合体を形
成させた。その後、その複合体を精製し、
SDS-PAGE によりタンパク質を分離した。非メ
チル化 TLS とメチル化 TLS を比較し、銀染色
によりメチル化TLS複合体に特異的なバンド
を同定し、ゲルから切り出し、質量分析によ
るペプチド解析を行った。 
 
（２）RNA オリゴヌクレオチドとメチル化修

飾された TLS との結合解析 
 TLS による CCND1 遺伝子の転写抑制には、
長鎖非コード RNAが TLS に結合することが必
要である。そこで、TLS がアルギニン特異的
な修飾を受けることで長鎖非コードRNAとの
結合が変化するかどうかを調べた。方法とし
ては、大腸菌で発現させた野生型 TLS あるい
はRNA結合ドメインを欠損した融合タンパク
質 TLS-CHOP を用いて、PRMT1 の存在下、非存
在下において P32標識した RNA オリゴヌクレ
オチドと反応させた後、RNA ゲルシフトアッ
セイを行った。 
 
（３）長鎖非コード RNA による転写抑制にお
ける in vivo での長鎖非コード RNA とアル
ギニンメチル化 TLS との結合解析 
 DNA 損傷刺激における CCND1 遺伝子の TLS
による転写抑制には、長鎖非コードRNAがTLS
に結合することが必要である。そこで、長鎖
非コード RNA 依存的な転写抑制において、長
鎖非コードRNAとメチル化TLSが in vivo で
結合するかどうかを調べた。具体的には、メ
チル化TLSを特異的に認識する抗体を用いて
RNA 結合タンパク質免疫沈降 (RIP) アッセ
イを行った。得られた total RNA を用いて
CCND1 プロモーターから転写される長鎖非コ
ード RNA とアルギニンメチル化 TLS との in 
vivo における結合を RT-PCR 法で解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）TLS のメチル化アルギニンに特異的に
結合する因子の同定 
 TLS のメチル化修飾を受けたアルギニンに
特異的に結合する因子の同定を試みた。GST
標識した全長TLSを大腸菌で発現させ、PRMT1
を用いて in vitro で TLS をメチル化させた
後、HeLa 細胞の核抽出液を加え、メチル化
TLS 複合体を形成させた。その後、その複合
体を生化学的に精製し、電気泳動でタンパク
質を分離し、銀染色を行った（図１）。非メ
チル化 TLS とメチル化 TLS とを比較し、メチ
ル化TLS複合体に特異的なバンドをゲルから
切り出し、質量分析によりペプチド配列を決
定した。その結果、Elongation factor 1α, 
γ、actin、PRMT1、が同定された（図１）。
これらの因子は、非特異的な結合である可能
性が高いため、現在、ビオチン標識した TLS
の 216、218 番目のメチル化アルギニンを含
むペプチドを用いて、TLS のメチル化アルギ
ニンに特異的に結合する因子の同定を試み
ている。 
 
（２）RNA オリゴヌクレオチドとメチル化修
飾された TLS との結合解析 
 TLS がアルギニン特異的なメチル化修飾を
受けることでRNAとの結合が変化するかどう
かを調べた。大腸菌で発現させた野生型 TLS
あるいはRNA結合ドメインを欠損した融合タ
ンパク質TLS-CHOPを用いて、PRMT1の存在下、



非存在下で反応させた後、P32で標識した RNA
オリゴヌクレオチドを加え、RNA ゲルシフト
アッセイを行った（図２）。その結果、TLS が
PRMT1 によりメチル化されることで、RNA オ
リゴヌクレオチドへの結合の増加が見られ
た。また、RNA 結合ドメインを欠損した融合
タンパク質 TLS-CHOP では、RNA オリゴヌクレ
オチドとの結合は見られなかった。今回、RNA
オリゴヌクレオチドとTLSの結合におけるア
ルギニンメチル化の効果は劇的ではなかっ
た。その理由として、TLS が大腸菌の内在性
のRNAと非特異的に結合している可能性があ
るため、今後は、TLS を RNase 処理し、精製
した後、RNA ゲルシフトを行う予定である。
また、現在、CCND1 プロモーター由来の長鎖
非コード RNA を in vitro で合成した RNA を
用いて、メチル化 TLS との結合アッセイを行
っている。 
 
（３）長鎖非コード RNA による転写抑制にお
ける in vivo での長鎖非コード RNAとアルギ
ニンメチル化 TLS との結合解析 
 長鎖非コードRNA依存的な転写抑制におい
て長鎖非コード RNA とメチル化 TLS とが in 
vivo で結合しているかどうかをメチル化
TLS を認識する抗体を用いて RNA 結合タンパ
ク質免疫沈降 (RIP) アッセイにより解析し
た。CCND1 プロモーターから転写される長鎖
非コード RNAとアルギニンメチル化 TLSとの 
in vivo における結合を RT-PCR 法により調
べた。 
 まず、アルギニンメチル化修飾を受けた
TLS を認識するモノクローナル抗体を作製し、
抗体の特異性を確認した（図３）。その結果、
今回得られたマウスモノクローナル抗体
2B12 は、TLS のアルギニン残基が非対称のジ
メチル化修飾を受けている場合のみ、特異的
に認識し、非メチル化 TLS は認識しないこと
がわかった。 
 そこで、次に、HeLa 細胞の細胞抽出液と
2B12 抗体を用いて、RIP アッセイを行った。
得られた total RNA を逆転写した後、CCND1
プロモーターから転写される長鎖非コード
RNAをPCR法で調べた（図４）。その結果、CCND1 
プロモーターD領域から転写されるlncRNAが、
メチル化 TLS と結合することがわかった。今
後は、他の長鎖非コード RNA とメチル化 TLS
の結合をゲノムワイドに網羅的に解析する
ことを検討している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ TLS のメチル化アルギニンに特異的に
結合する因子の同定 
 メチル化 TLS 複合体を形成させた後、タン
パク質を SDS-PAGE で分離した後、銀染色を
行った。メチル化 TLS 複合体に特異的な２カ
所のバンドを切り出し、質量分析によりペプ
チド配列を決定した。 
 
 

 
図２ RNA オリゴヌクレオチドとメチル化修
飾された TLS との結合解析 
 野生型 TLSあるいは RNA結合ドメインを欠
損した融合タンパク質 TLS-CHOP を用いて、
PRMT1 によりメチル化させた後、P32標識した
RNA オリゴヌクレオチドと反応させ、RNA ゲ
ルシフトアッセイを行った。 
 

 
図３ アルギニンメチル化修飾を受けた TLS



を認識するマウスモノクローナル抗体の特
異性 
 メチル化基質 SAM の存在下、非存在下にお
いて in vitro のメチル化アッセイにより、
GST 標識 TLS をメチル化修飾させた後、GST
標識 TLS をプルダウンした。SDS-PAGE を行っ
た後、2B12 抗体を用いてウェスタンブロット
解析を行った。 
 
 

 
図４ 長鎖非コードRNAによる転写抑制にお
ける in vivo での長鎖非コード RNA とアル
ギニンメチル化 TLS との結合解析 
 HeLa 細胞において、メチル化 TLS を認識す
る 2B12 抗体を用いて RNA 結合タンパク質免
疫沈降アッセイを行った。得られた RNA を逆
転写した後、CCND1 プロモーター由来の長鎖
非コード RNA について PCR 法で解析した。 
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