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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、転写終結・3’プロセシング部位の選択機構を「反応場(構造)」と
「機能」の両面から明らかにすることである。前者については、我々が開発した抗体を用いた周辺因子の
proximity-dependent biotinylation法を用いて構造面の解析を進めた。後者については、候補因子のノックダ
ウンや1,6-ヘキサンジオール処理が選択的ポリ(A)付加に及ぼす影響をRNA-seq等により解析した。これらによ
り、NELF、CBC、CF-Im等の転写・RNAプロセシング因子がCajal Bodyの構成因子と協力して多くの遺伝子の選択
的ポリ(A)付加を制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the selection mechanism of 
transcription termination and 3' processing sites from the viewpoints of both "reaction field 
(structure)" and "function." For the former, we analyzed the structural aspect using our 
proximity-dependent biotinylation method using antibodies. For the latter, we analyzed the effects 
of knockdown of candidate factors and 1,6-hexanediol treatment on alternative polyadenylation by 
RNA-seq. These results revealed that transcription and RNA processing factors such as NELF, CBC, and
 CF-Im cooperate with Cajal Body components to regulate alternative polyadenylation in many genes.

研究分野：分子生物学、生化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： RNAポリメラーゼII　転写伸長　選択的RNAプロセシング　核内構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
選択的ポリ(A)付加は、初期発生やB細胞の成熟分化、に関わるほか、その異常はグリオーマ等の疾患にも深く関
与しており、選択的スプライシングや選択的プロモーターの使用と並んで、多様で複雑なトランスクリプトーム
の形成に重要な役割を果たしていることが分かってきている。本研究成果は、こうした多様で複雑なトランスク
リプトームの形成機構、特に核内構造との関わりの理解を深めるのみならず、今後、転写・RNAプロセシング因
子の遺伝子変異と疾患との関連の解明にも資するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

転写終結・3’プロセシング部位の選択機構として、選択的ポリ(A)付加という細胞分化やシグナ

ル伝達等に関わる制御機構と、望ましくない遺伝子内部の潜在的ポリ(A)付加シグナルを読み飛

ばす機構の 2種類が知られている。これらの分子機構の全体像は未だ明らかでないが、申請者ら

は最近、NELF bodies という核内ドメインが後者に重要な役割を果たしていることを見出した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、転写終結・3’プロセシング部位の選択機構について「反応場(構造)」と「機能」

の両面から明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

本研究では主に以下に述べる 2つの相補的なアプローチにより目的の達成を目指す。 

構造面からのアプローチ 

申請者らは液液相分離によって形成される細胞内ドメインの構成成分を解析する新規プロテオ

ーム解析法を開発した。本研究では proximity-dependent biotinylation through antibody and peroxidase

（PBAP）法を用いて NELF bodies の構成成分を網羅的に同定する。PBAP 法とは (i) 細胞を免

疫染色の要領でホルムアルデヒド固定した後、(ii) 抗原抗体反応を介して HRP を配置し、( iii) 

そこにフェノールビオチンと H2O2 を添加し、ペルオキシダーゼ活性によって短寿命のフェノ

キシラジカルを発生させて周辺タンパク質の Tyr、Trp、His、Cys 残基等をビオチン化するとい

うもので、既存の方法よりも数十倍高感度である。アビジンビーズ精製後、インプットやコント

ロールとともに SILAC

プロテオーム解析を行

って、特異的な周辺タ

ンパク質を網羅的に同

定する (図 1)。クロマ

チンや RNP も共精製

されるので、次世代シ

ーケンサーを用いて周

辺 DNA/RNAを解析す

ることもできる。 

機能面からのアプローチ 

申請者らは転写終結・3’プロセシング部位の変化を検出できるレポーターアッセイ系を確立した。

本研究ではこのレポーターアッセイ系を用いて機能的スクリーニングを行い、選択的 PAS や

cryptic PASの制御に関わる因子群を網羅的に同定する。 

 

４．研究成果 

(1) PBAP法を用いて 1,6-ヘキサンジオール-/+で NELF周辺因子のビオチン化反応を行い、SILAC

法により比較定量プロテオーム解析を行った。その結果、NELF bodiesと共局在する複数のタン

パク質を同定した。 

図 1. in situ周辺因子ビオチン化法、PBAPの概要 



 

 

(2) さらに、PBAP 法の水平展開として、核内にドット状の局在を示す 3'末端プロセシング因子

CF-Im に注目した。HeLa 細胞を 1,6-ヘキサンジオールで処理したところ、CF-Im の核内局在が

変化し、CF-Imの集積が液液相分離によるものであることが示唆された。さらに、熱ショックや

その他のストレスを加えたところ、ある種の条件下で CF-Im の核内局在が変化することが判明

した。 

(3) PBAP法を用いたプロテオーム解析により CF-Imの周辺因子を探索し、多数の周辺因子を同

定した。この結果を以前、Cajal Bodyマ

ーカーの Coilin に対して実施した

PBAP 法のデータと比較したところ、

部分的なオーバーラップが認められ、

Cajal Body タンパク質がエンリッチし

ていることが確認できた。このことは、

免疫染色をおこなったとき、CF-Im が

Cleavage Body という核内ドメインに

ある程度局在し、Cleavage BodyとCajal 

Body が部分的に重なるという知見と

整合的である。 

(4) 1,6-ヘキサンジオール処理の有無で PBAP法を行い、CF-Im周辺でビオチン化される因子を調

べたところ、多くの周辺因子でビオチン化レベルが 1,6-ヘキサンジオール処理によって低下した

ことから、これらの因子を含む核内ドメインへの集積が液液相分離によるものであることが示

唆された。 

(5) RNA-seqデータを用いて、1,6-ヘキサンジオール処理、CF-Imノックダウン、NELFノックダ

ウンによって共通して alternative polyadenylation（APA）に影響を受ける遺伝子の候補を特定し、

その影響を 3'-RACE等によりバリデーションした (図 2)。 

(6) 当初計画では、転写終結・3’プロセシング部位の変化を検出できる RFP/GFPデュアルレポー

ターアッセイ系を用いて機能的スクリーニングを行い、選択的 PASや cryptic PASの制御に関わ

る因子群を網羅的に同定する予定だった。しかし pooled sgRNAライブラリースクリーニングの

予備検討を行ったところ、RFP/GFP の蛍光量比が個々の細胞間でかなりバラつき、集団として

の解析はできてもシングルセルレべルでは難しいことが判明した。 

(7) そこで方針を切り替え、選択的ポリ(A)付加により異なるアイソフォームを発現する内在遺

図 2. NELF、CBC、MTR4による cryptic PAS抑制 

図 3. CD47遺伝子の APAは CFImによる制御を受ける 



 

 

伝子 CD47の発現変化を捉えるスクリーニング系を代わりに確立した。CD47遺伝子からは APA

により 2種類の mRNAバリアントが生じるが、long isoformから翻訳される CD47は細胞表面に

提示されるのに対し、short isoformから翻訳される CD47は細胞内に保持される。細胞表面と細

胞内の CD47 をそれぞれ緑と赤で標識された抗 CD47 抗体で免疫染色し、APA の変化を高感度

で検出できる実験系を確立した (図 3)。 

(8) 確立されたスクリーニング系に基づき、sgRNA ライブラリー (約 19,000 のタンパク質コー

ド遺伝子に対する約 76,000の sgRNAを発現するレンチウイルスベクター) を導入し、内在遺伝

子をランダムに不活化した後、抗 CD47抗体で細胞を染色し、FACSで赤緑比が増減した細胞集

団を回収し、ゲノム DNAを鋳型にして sgRNA配列を PCR増幅し、次世代シーケンサーにより

sorting前後でエンリッチした sgRNA配列を特定した。以上により、CD47の APAに関わる遺伝

子の候補群を同定した。 

(9) 横浜市大の髙橋秀尚教授、鈴木秀文助教のグループとの共同研究で、Mediatorと Cajal Body

が複製依存的ヒストン遺伝子の 3'末端における Pol IIの一時停止に重要な役割を果たすことを明

らかにした。この共同研究において PBAP法の技術供与等に貢献した。 
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