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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非コードRNA(プロモーター由来ncRNA-D
)が、RNA結合タンパク質TLSとの結合を介してその遺伝子発現を抑制することを示した(Nature 454:126-30,2008)。TLS
はpncRNA-Dの5末端側32-62を標的としていた。この領域は3末端側でステム-ループ構造をとるが、TLSは5末端32-44の
直鎖状部分に強く結合していた。さらに、HeLa細胞の高浸透圧処理により、pncRNA-Dのアデノシン特異的メチル化が低
下すると、逆にTLS結合が上昇した。現在、TLSのメチル化とRNA結合についても鋭意解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that the promoter-associated noncoding RNA-D (pncRNA-D) 
transcribed from a promoter region of the cyclin D1 gene represses its expression through binding of 
pncRNA-D to RNA-binding protein TLS (Nature 454: 126-130, 2008). TLS is found to target the 5’ end 
(32-62) of pncRNA-D. At the 3’ end (44-62) of pncRNA-D forms a stem-loop structure, while TLS firmly 
binds to the straight chain of the 5’ end (32-44) of pncRNA. Moreover, high-osmotic treatment of HeLa 
cells reduced methylation of the N6-adenosine (m6A) at pncRNA-D, but induced its binding to TLS. 
Recently, we have been analyzing effect of methylation of TLS on its binding to pncRNA-D. Methylation of 
long ncRNAs (lncRNAs) might regulate their physiological function presenting another exciting issue of 
the lncRNA biology.
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの大部分は転写され、その主要

な転写産物である長鎖非コード RNA(lncRNA)
が注目を集めている。とりわけ、多様な
lncRNA の生理機能が関心の的である。我々は、
転写制御因子としてのTLSを見出して研究す
る過程で、その機能には特異的 RNA 配列の結
合が必須であることを示し、pncRNA-D を同定
した。また、TLS 複合体解析から、アルギニ
ン特異的メチル化酵素 PRMT1 が TLS をメチル
化し、その機能を制御する結果も得た(BBRC, 
2011)。そして、TLS のメチル化が RNA 結合を
制御する予備的結果を得て、本研究を企画し
た。この目的の第一段階としては、TLS と RNA
結合の詳細な解析をすすめた。今回の報告で
は、この結果が主たるもので、TLS のメチル
化と RNA 結合に関する解析は進行中である。
さらに、pncRNA-D 自体のメチル化は予想外に
効果があり、この方向でも研究は進展してい
る。当初の目的は修正されたが目的の本質、
lncRNA 機能のメチル化による制御の解明は
確実に進展しており、本課題は成功したと認
識している。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、メチル化シグナルが長鎖

非コードRNAの機能発現を制御することを解
明することである。この目的の達成には、
pncRNA-DとTLSとの結合の詳細な解析が必須
であり、我々は NMR 解析を導入して生物物理
学的に TLS の標的 RNA 構造を決定した。そし
て、研究の進展に伴い、pncRNA-D 自体のメチ
ル化がRNA機能に重要な役割をもつという斬
新な結果を得て、この解析を進めている。当
初設定の TLS 自体のメチル化と RNA 結合、お
よびタンパク質結合への効果も現在研究が
進行中である。 
 
３．研究の方法 
RNA プルダウン法 

ビオチン標識の RNA を作成し、ストレプト
アビジン-ダイナビーズに吸着させる。これ
と HeLa 細胞核抽出液または GST-TLS タンパ
ク質を発現させた大腸菌ライゼートと１時
間、４℃でロテーターにてインキュベーショ
ンする。WCE 緩衝液にて４回洗浄後、SDS-サ
ンプル緩衝液で煮沸し、これを SDS-PAGE に
て展開後、特異抗体を用いて Western blot
法を実施した。 
一般的な実験方法 
SDS-PAGE 法、Western Blot 法、銀染色法

は、これまで論文発表した方法に従った（上
述の Nature 及び、Yoneda ら 2016)。NMR 解析
は、片平らの方法で行った(Yoneda, 2016)。 
 
４．研究成果 
まず、TLS が結合する pncRNA-D の詳細な 2

次構造を解明した(Yoneda et al. 2016)。と
りわけ、5末端側のステム-ループ構造の直鎖
状 RNA領域が TLS結合に必須であるという新

規性の高い結果が得られた。このRNA構造は、
生化学的解析と共に、NMR 解析でも確認され
た。これは本課題の大きな成果である(図 1, 
2)。 

 
これまでは、pncRNA-D 発現誘導に X線照射

を用いていた(Nature 2008)。これには、他
の施設の X線照射装置が必要なため、制約と
なっていた。今回、ソルビトールによる高透
圧処理が、X線照射よりも効率的に pncRNA-D
を誘導できることを示した(図 3,4)。今後、
簡便な浸透圧処理を活用できる利点は大き
い。この結果は、高浸透圧処理によるストレ
ス負荷と長鎖非コードRNAの関連という新た
な視点をもたらした。現在、次世代シークエ
ンサー解析で、高浸透圧処理でゲノムワイド
の lncRNA 発現変動を調べている。この中か
ら、メチル化により TLS への結合が制御され
る lncRNA を探索する。 
 
 

 
 
 



 
ソルビトールによる高浸透圧処理により、

TLSのpncRNAへの結合が上昇する結果を得た
(図 5)。一方、高浸透圧処理により、pncRNA-D
のアデノシンメチル化(m6A)が減少した(図
5)。このことから、pncRNA-D のメチル化によ
り安定性が低下することが示唆された。さら
に、pncRNA-D の配列上 A465 に m6A のコンセ
ンサス配列 GGACU を見出した。実際に、この
部位がメチル化されているか化学的に解析
していく。 
 

 
TLS の高頻度にメチル化されるアルギニン

残基(R)216・R218 付近のアミノ酸配列は、ヒ
トおよび脊椎動物、昆虫や線虫でも保存され
たアミノ酸配列である。この近傍の 27 マー
を選び、非メチルとメチル化したビオチン化
ペプチドを作成した。このメチル化ペプチド
に結合するタンパク質が同定されてきた(図
6)。 

 

現在、このメチル化依存的結合の生理的意
義を検討している。このように、pncRNA-D の
機能の発現にはメチル化シグナルが重要な
役割を果たすことが示された。今後は、ゲノ
ムワイドでのメチル化シグナルネットワー
クの解析を進めていきたい。 
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