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研究成果の概要（和文）：本研究は、遺伝子発現の重要な制御ステップであるゲノム転写とそれに共役するRNA
プロセシング機構の理解を目標に掲げ、それに必要な解析方法の開発と医学的に役立つ知見を得ることを目的と
した。まず、転写されたばかりのRNAを解析可能なPOINT法論を確立に成功した。POINT法により、正確な転写開
始点、RNA切断点、スプライシングのキネティクスを明らかにした。また、発生段階における選択的スプラシン
グの重要性も明らかにした。さらには、大腸がんや腎臓がんにおける転写終結破綻機構についても新たな知見を
得た。本研究の成果は、基礎生物学の発展に貢献するだけでなく、がん等の病気の治療法の開発に役立つ可能性
がある。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to understand a gene transcription and its coupled RNA 
processing, which are important regulatory steps in eukaryotic gene expression, and to develop 
necessary analytical methods and gain medical insights. Firstly, we successfully established the 
POINT method, which allows analysis of newly transcribed RNA. My POINT method reveals precise 
transcription start sites, RNA cleavage sites, and kinetics of co-transcriptional splicing. We also 
demonstrates the importance of alternative splicing during developmental stages. Additionally, the 
mechanisms of transcription termination defect in colorectal cancer and kidney cancer are revealed. 
The findings of this research contribute to the advancement of basic biology and also the 
development of treatment methods for diseases such as cancer.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、生命の根幹をなす遺伝子発現制御の理解に大きく貢献するものである。今回開発したPOINT法
は、転写解析法として簡便で得られる情報量が多いため、現在世界中で広く使われている。本研究において、
POINT法はがんで破綻している転写終結反応を検出し、その破綻ががん細胞の増殖に影響していることを明らか
にした。このことは、転写終結反応が抗がん剤開発の標的となりうることを示している。本研究の成果は、がん
のみならずウイルス感染や神経疾患などの病気に関わる遺伝子発現を正確に解析することを通して、今後医学的
な発展に貢献する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究者は、遺伝子発現の重要な制御ステップであるゲノム転写とそれに共役する RNA プロセ

シング機構の理解を目標に掲げ、研究開始当初、以下のような知見を得ていた。 

超高解像度新生 RNA 解析法 mNET-seq の開発とその応用 

哺乳類 RNA polymerase II（Pol II）の C 末端ドメイン (C-terminal domain, CTD) は、7ア

ミノ酸（Y1S2P3T4S5P6S7 ）52 回リピートから構成され、真核生物において進化的に保存されてい

る。試験管内生化学実験から、CTD のリン酸化は RNA プロセシング因子群と Pol II 転写装置の

相互作用を制御していることが知られているが、細胞内での制御機構は解析技術の制限により

未だによくわかっていない。今までのゲノムワイドな転写解析方法は、全細胞から得られた 

Total RNA や poly A 付加 RNA など、定常状態の RNA のプロファイルに役立ってきた。しかし、

細胞内 RNA 安定性がそれぞれで異なることから、転写活性を調べるためには、Pol II から新た

に合成されたばかりの転写産物（新生 RNA）を解析する必要がある。本研究者はゲノム転写を理

解する目的で、Pol  II 転写活性を CTD リン酸化と同時に解析可能な方法を初めて確立した。

本研究者はその方法を mammalian Native Elongating Transcript (mNET)-seq 法と名付けた 

(Nojima et al., Cell 2015; Nojima et al., Nature Protocol 2016)。mNET-seq 法は単純かつ

強力なゲノワイド新生 RNA 解析技術である。mNET-seq 法は Pol II 転写活性中心を一塩基解像

度でプロファイルし、Pol II CTD リン酸化修飾特異的な新生 RNA を検出可能である。例えば、

4 番目スレオニンのリン酸化 (T4P) が転写終結部位、5番目のセリン 5のリン酸化 (S5P) がエ

クソン上での Pol II 一時停止に関わることを明らかにした。また、同じ条件下で質量分析法 

(Mass Spectrometry, MS) 行うことにより CTD リン酸化特異的な Pol II 転写装置の構成因子を

同定 (mNET-MS 法、 Nojima et al., Mol Cell 2018a)、ヒストン修飾特異的なヌクレオソーム

で保護されている DNA 断片を解析することにより高解像度エピジェネティクス解析 

(monoNucleosome-seq, mNuc-seq 法, Nojima et al., Mol Cell 2018b) にも適応可能である。

以上のように、mNET-seq 法は応用性が高く、転写に関わる多くの反応機構を明らかにするため

の有力なツールである。 

転写と共役した RNA スプライシング機構 

RNA スプライシング反応は遺伝子機能の多様性獲得に必要なだけでなく、RNA の安定性や品質管

理にも重要である。また RNA スプライシングは転写後に行われるのではなく、Pol II 転写中に

共役して行われる反応であることが知られている。本研究者は mNET-seq 法を用いて、Pol II 

CTD S5P がスプライシング中間体 RNA 保持に重要であること(Nojima et al., Cell 2015)、さら

に活性型スプライソソームが CTD S5P特異的に Pol II 転写装置へ呼び込まれることを明らかに

した。またスプライシング中間体 RNA 解析により、多くのイントロン除去が上流から順番に行わ

れるなど RNA スプライシングのキネティクスの一端を示した (Nojima et al., Mol Cell 2018a)。 

非コード遺伝子の RNA代謝と転写制御機構 

本研究者は、mNET-seq 法をはじめとする種々の RNA-seq 法を組み合わせたトランスクリプトー

ム解析から、タンパク質コードと非コード遺伝子（特に遺伝子間領域非コード RNA）から産生さ

れる転写産物の発現機構、さらにその転写産物の安定性の違いを明らかにした (Schlackow, 

Nojima et al., Mol Cell 2017)。特に、非コード遺伝子群の転写産物は、その RNA プロセシン

グ効率がタンパク質コード遺伝子群に比べ有意に低く、転写後の RNA 分解を引き起こすことが

示された。このことは、転写と共役した RNA プロセシングが非コード RNA の安定性や機能を決定



していることを示唆している。さらに、タンパク質コードと非コード遺伝子の転写制御機構の違

いを調べるために、mNuc-seq 法によりクロマチンの修飾状態を調べた。興味深い事に、リジン

36番目のトリメチル化ヒストン H3 (H3K36me3) がタンパク質コード遺伝子に特異的に見られ、

非コード領域にはほとんど検出されないことが示された。本研究者は、mNET-MS 法にて同定され

たヒストンシャペロン SPT6タンパク質が H3K36me3のコード領域特異性を決定し、非コード RNA

転写を抑制していることを明らかにした。重要なことに、SPT6 タンパク質の欠失は非コード領

域に多く見られる DNA複製部位のゲノム転写を大幅に活性化していた。このことから、非コード

領域での転写制御破綻が DNA複製装置と Pol II 転写装置との衝突を引き起こし、DNA複製スト

レスを誘導することが示された (Nojima et al., Mol Cell 2018b)。この成果により、非コー

ド領域ゲノム転写による細胞ストレス制御モデルが提唱された。 

 
 
２．研究の目的 
本研究者は哺乳類の遺伝子発現制御、特にゲノム転写と RNA プロセシング機構を明らかにする

ことを目標としている。特に、遺伝子多様性に関わる RNA プロセシングと Pol II 転写装置のク

ロストークや時空間的制御機構は未だに明らかにされていない重要な問いである。それらゲノ

ム転写制御機構の破綻は、がんやウイルス感染などで頻繁に見られるが、その分子機構は明らか

でない。さらに、哺乳類ゲノムの大部分を占める非コード RNA 領域の転写がどのように制御さ

れ、細胞にどのように影響を与えるのかも不明である。本研究では、独自に開発した革新的ゲノ

ム転写解析技術やその応用法によるトランスクリプトーム解析によって、ゲノム作動原理の包

括的理解することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
ゲノム転写サイクルにおける RNA スプライシングのキネティクス 

RNA プロセシングの一つであるスプライシング反応は転写中に起こることにより、その反応効率

を上げ、エクソン選択を精密に制御している。しかしながら、Pol II 転写装置がどの領域に到

達した際にスプライシングが完了しているのかなど、基本的な分子機構でさえ明らかでない。本

研究者は転写と共役した RNA プロセシング、特にスプライシングのキネティクスを解明する目

的で、新生 RNA一分子解析法を開発した（Sousa-Luis et al., Molecular Cell, 2021）。本研究

者は Pol II 転写装置から合成されているインタクトな新生 RNA を単離し、Oxford Nanopore 

Technologies (ONT)ロングリードシークエンサーにより解析した（研究開始当初 mNET-nano 法、

現在は POINT-nano 法に改名）。POINT-nano 法は Pol II 転写活性部位を一塩基解像度でプロフ

ァイリングすると同時に、スプライシング前後の新生 RNA を区別可能である。さらには、ゲノム

転写終結領域の新生 RNA の一分子解析も可能となるため、転写終結機構の解析にも有用である 

(リードスルーRNA)。転写中のイントロン除去の順序は選択的スプライシングや RNA品質管理を

制御すると考えられる。本研究では、ゲノム編集によって AID (Auxin-induced degradation)タ

グが付加された選択的スプライシング制御因子 PTBP1 を発現する ES 細胞（Makeyev 研究室、

UCLから提供）を用いて迅速にそのタンパク質を欠失させ、mNET 法や POINT 法にて転写中のエク

ソン選択ルールを明らかにした。 

ゲノム転写終結機構とその破綻機構の解明 
ゲノム転写終結反応は効率的な転写サイクルに必須とされる。興味深いことに、ヒストン H3K36

メチル化酵素 SETD2 遺伝子の変異が検出される腎臓がん細胞 (ccRCC) 、単純ヘルペスウイルス

やインフルエンザウイルス感染は非常に強い転写終結破綻を引き起こしていることが明らかに



なっている (Bauer et al., Cell Rep 2018; Zhao et al., NSMB 2018; Rutkowski et al., 

Nature Comm 2015; Grosso et al., eLife 2015)。しかしながら、その制御機構は未だに不明

な点が多い。本研究者はゲノム転写終結がどのように制御され、上記した ccRCC 細胞でどのよう

に破綻しているかを調べている。Pol II 転写活性は mNET-seq 法により正確に解析し、mNET-MS

法により転写複合体の同定を試みている。さらには、転写終結に重要なヒストン修飾、DNA配列、

DNA 構造や DNA修飾などを詳細に調べている。これらのアプローチから、Pol II 転写装置が転

写終結反応によって、どのように活性化遺伝子領域に制限され、下流非コード領域でのゲノムス

トレスを回避しているかを理解する。 

さらに、ゲノム転写終結破綻は異常遺伝子間 RNA スプライシングによって融合遺伝子産物（キ

メラ RNA）を産生する。このキメラ RNA 産生は、融合上流・下流遺伝子の発現やその機能を低下

させることが知られており、がん化またはがん細胞増殖促進に貢献していると考えられている。

しかしながら技術的な問題により、その制御機構は長らく不明である。本研究者は、ccRCC 細胞

または SETD2 ノックアウト細胞を用いて、POINT 法による新生 RNA 解析、クロマチン免疫沈降法

やメチル化 DNA プルダウン法によるクロマチン環境解析を行うことで、転写終結破綻と異常 RNA

スプライシングを引き起こしている因子群を同定しようとしている。その因子群の転写やスプ

ライシングへの影響は mNET 法や POINT 法で解析する。このアプローチから、SETD2 を介する転

写終結機構、さらにはその破綻によるキメラ RNA 産生機構を理解し、その産生機構を標的とした

がん細胞増殖抑制を目指す。 

 

４．研究成果 
新生 RNA 解析法 POINT の開発 

本研究者は以前確立した mNET-seq 法（Nojima et al., Cell 2015）を応用し、Pol II 転写装置

から合成されているインタクトな新生 RNA を単離する方法を確立した（Sousa-Luis et al., 

Molecular Cell 2021）。この方法を Polymerase Intact Nascent Transcript (POINT) 

technology と名付けた。 このインタクト新生 RNA は illumina シークエンサーを用いてゲノム

ワイドに解析できる（POINT-seq 法）。また、新生 RNA の 5’末端はゲノムワイド 5’RACE によ

って解析する（POINT-5 法）。そのことによって、転写開始点や RNA 切断部位を一塩基解像度、

かつ高感度に検出可能になった。さらには、Oxford Nanopore Technologies (ONT) ロングリー

ドシークエンサーと組み合わせることで、一分子新生RNA解析も可能となった（POINT-nano法）。 

転写と共役したスプライシング機構の解明 

POINT-nano 法は、Pol II 転写活性部位を一塩基解像度でプロファイリングすると同時に、スプ

ライシング前後の新生 RNA を区別する。さらには、ゲノム転写終結領域の新生 RNA の一分子解析

も可能となるため、RNA切断のタイミングやスプライシングとの関係性を知ることができる。本

研究で行った POINT-nano 法の解析により、哺乳類の Pol II 転写と共役したスプライシングは

Pol II が下流のエクソンに侵入した直後に完了可能であること、さらには 3’RNA プロセシング

が未完了な RNA は上流のスプライシングも未完了であることが明らかになった（Sousa-Luis et 

al., Molecular Cell 2021）。また、選択的 RNA スプライシング因子と知られていた PTBP1 の転

写に対する役割を調べた。mNET-seq 法の解析により、特定の遺伝子群の選択的スプライシング

が、転写中に PTBP1 によって制御されているが明らかになった。特に、細胞分化と共に変化す

る DNA メチル化酵素の選択的 RNA スプライシング、それに伴う DNA メチル化状態の維持に PTBP1

が重要であることを示した（Iannone et al., Molecular Cell 2021）。 

がんにおける転写終結破綻機構の解明とその生理学的影響 



がんではTranscriptional addictionと呼ばれる現象が見られ、特定の転写因子が優位となった

転写プログラムが確立されることが知られている。公共RNA-seq データ(TCGAやGTEx)を再解析

し、大腸がんにおける転写関連因子のRNA 発現を調べた結果、転写伸長因子として知られてい

るNegative elongation factor (NELF)の転写産物が大腸がんで有意に高発現していることを明

らかにした。さらに、初年度に開発した新生RNA解析法POINTを用いて、NELF 発現抑制時に転写

終結破綻が起きていること、その破綻がDNA 複製開始反応の抑制、それに伴う細胞周期の停止

が引き起こされることを明らかにした（Nakayama et al., BioRxiv）。 

がんクロマチン環境と転写終結についても調べた。クロマチン環境と転写産物の相関性はよ

く調べられているが、クロマチン環境変化がどのように”転写”へ影響するのか、はほとんど

わかっていない。本研究では、複数のがんで機能を失っているヒストンメチル基転移酵素遺伝

子の（KO）細胞やメチル基転移活性を失った腎臓がん患者由来細胞を用いて、新生RNA解析を行

った。その結果、転写終結の破綻が起きていることが明らかになり、その破綻ががんでのDNA損

傷オリジンになっていることが示唆された。現在、クロマチン環境をシークエンスや生化学的

手法で解析しており、詳細な転写終結機構を分子レベルで明らかにしようとしている（論文投

稿準備中）。 
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