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研究成果の概要（和文）：本研究では先行研究で見出した転写速度制御に重要なRNA polymerase II C末端領域
(CTD)のSer7のリン酸化(S7リン酸化)に着目してその作用機構と機能について分裂酵母を用いて解析をおこなっ
た。その結果S7リン酸化が転写のブレーキとして働くこと、そのブレーキ機能の一部は転写初期でのクロマチン
構造制御を介した一時停止の亢進によりおこることを明らかにした。また、S7リン酸化による転写終結制御、ヘ
テロクロマチン形成制御、他のCTDリン酸化とのクロストーク、ストレス応答制御への関与、など多面的な機能
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that phosphorylation of Ser7 (S7-P) of RNA polymerase 
II C-terminal domain (CTD) is important for the regulation of transcription speed by RNA polymerase 
II. In this study, based on the previous results, we analyzed the function and action mechanism of 
S7-P using fission yeast. We found that S7-P functions as a “brake” of transcription at the 
transcription initiation site and that the braking mechanism includes the control of the chromatin 
structure at the initiation site. Furthermore, we indicated the multiple regulatory function of 
S7-P, including transcription termination, heterochromatin formation, other CTD phosphorylation and 
stress response.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： 転写速度　遺伝子発現　クロマチン　RNAポリメラーゼⅡ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞・生物が外的・内的環境変化に対応する仕組みの理解は生命理解のために重要であり、医学の進歩にも重要
である。本研究では、生命の環境適応に重要な遺伝子発現制御について、特に遺伝子読み取り過程である「転
写」の速度制御が最終的な遺伝子の発現に大きな影響を及ぼすことを示し、その分子機構の一部を明らかにした
ものである。今まで転写速度という観点からの研究は少なく、この分野に新たな視点を導入した。

※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 
タンパク質をコードする遺伝子は RNAポリメラーゼ II (Pol2)により mRNAとして転写され、
その後、RNAプロセシング・RNA運搬・翻訳のプロセスを経て発現に至る。一方、ゲノムの非
コード領域の大部分は Pol2により転写され、多くの non-coding RNA (ncRNA)を作り出す。ncRNA
の多くは機能未知であるが、一部は核内に留まりヒストン修飾を介したエピゲノム制御にかか
わるなど mRNAとは異なる運命・機能をもつ。転写から翻訳・RNAの機能発現に至る各過程は
個々に制御される一方で、互いに協調的に制御され複雑な制御ネットワークを作り出す。特に遺
伝子の機能発現の最初のステップである転写反応とそれに続く RNAプロセシングや運搬などの
RNA 運命決定の過程が協調的に制御されていることが示されつつある。さらに、転写調節の基
盤となるクロマチン構造(=エピゲノム)を規定するヒストン修飾も転写と共役して制御されるこ
とも示されてきた。これら転写と共役した制御システムが遺伝子機能発現で果たす役割の大き
さは認識されているものの、その研究対象は複雑かつ膨大で、その全体像や詳細な分子機構の大
部分は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をふまえて本研究では、「RNAの運命やエピゲノムがどのように転写と協調的に制
御されているのか」という問いに新たな切り口から迫ろうとするものである。 
 Pol2の最大サブユニット Rpb1の C末には CTD (C terminal domain)と呼ばれる、種を越えて保
存された 7アミノ酸の繰り返し配列（分裂酵母では 29回）をもつドメインが存在し、その 2, 5
番目のセリン(CTD-S2, -S5)のリン酸化は転写開始・伸長・終結反応制御の他に RNAプロセシン
グにも関与する（図 1）。これらのリン酸化に依存して、異なる制御因子が CTDに結合すると考
えられている(Erick & Geyer 2013 Chem Rev.)。 
 CTD-S7のリン酸化は CTD-S2, S5に比べて解析
が遅れており、その機能は未知の部分が多い。申請
者は分裂酵母を用いて CTD-S7 リン酸化に関して
解析をおこない、以下の知見を得た。 
(1) CTD-S7 リン酸化はゲノムワイドに転写に共
役しておこり、転写伸長のブレーキとして機
能する。 

(2) 分裂酵母はヘテロクロマチンから転写され
る ncRNA とそれから合成される siRNA に依存した RNAi 依存ヘテロクロマチン形成シス
テムをもつ。CTD-S7リン酸化は、siRNAを含み RNAiの effector因子である RITS複合体
の Pol2 との結合を促進し、ncRNA のクロマチン結合・siRNA 合成を制御する。それによ
り、最終的にヘテロクロマチン形成に必須の機能を果たす(Kajitani et al. 2017 PNAS)。 

 以上の知見をふまえ、本申請ではクロマチン研究のモデル生物として優れた分裂酵母を用い
て「CTD-S7リン酸化による転写速度制御を介して遺伝子発現が統合的に制御されているメカニ
ズムを理解する」ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1) CTD-S7リン酸化による転写速度調節とそれにともなうクロマチン構造やクロマチン結合因
子の動態変化の解析：CTD-S7リン酸化は転写の初期及び集結点近傍で上昇する事を ChIP-seqの
結果から見いだしていたので、野生型株と S7リン酸化がおきない CTD-S7A変異株を使い、CTD-
S7 リン酸化と転写一時停止や転写終結との関連を、転写高精度解析 PRO-seq、転写・クロマチ
ン制御因子の ChIP-seq、プロテオミクス解析、クロマチンアクセシビリティ解析 ATAC-seqを組
み合わせて解析した。 
（2）CTD-S7 リン酸化のヘテロクロマチンでの機能：CTD-S7A変異株では RNAi に依存するヘ
テロクロマチンン形成に障害が生じる。これは CTD-S7A変異による転写速度上昇が原因との仮
説をたてていた、そこで転写速度を上昇させる事が知られている変異を導入し、ヘテロクロマチ
ンへの解析をおこなった。 
（3）Pol2転写速度調節に関わる因子の遺伝学的解析：リン酸化状態を模倣する CTD-S7E変異は
致死となる。これは転写速度が極度に低下するためと考えられる。一方 CTDの繰り返しを野生
型の 29から 18に減少しても細胞は生育出来るが、この状態で S7をEに置換すると(CTD-S7Ex18)
高温(36度)・低温(18度)、では生育出来ないが通常温度(30度)では生育できる（Schwer et al. 2012 
PNAS）。これは高温・低温のストレス条件下での生育に転写速度制御が重要であることを示唆し
ている。この減少を利用して、CTD-S7Ex11株から高温で生育可能となる抑制変異株を単離する。
抑制変異株では CTD-S7Ex11変異による転写速度低下を復帰させる変異、すなわち転写速度低下
に関わる因子に変異が予想される。したがって、復帰変異株での変異遺伝子を同定することで転
写速度抑制に関わる因子を同定できると考えた。 
 

図１ 



４．研究成果 
(1) CTD-S7リン酸化による転写一時停止制御機構の解明 
 合成途中の nascent RNAを検出し転写の動態を観察できる PRO-seqを用いて野生型株と CTD-
S7A変異株での転写プロファイルを比較したところ、確かに CTD-S7A変異株では転写速度が上
昇していることが確認できた。 
 一方、ChIP-seq の結果から、CTD-Ser7 リン酸化は、転写開始点近傍の転写一時停止部位に顕
著な局在のピークがあることを見出していたので、CTD-S7リン酸化が転写一時停止を促進して
いる可能性について解析を進めた。詳細な PRO-seq 解析、クロマチンのアクセシビリティを解
析する ATAC-seq、から一時停止部位に重要な転写開始直後に存在する+1ヌクレオソームの局在
が CTD-S7 リン酸化で制御されていることが明らかになった。さらに ChIP-seq により、このリ
ン酸化は転写一時停止部位への各種ヒストンシャペロン集積を制御する事を明らかにした。以
上から CTD-S7リン酸化は、ヒストンシャペロン局在をッ制御する事で、転写一時停止の立体障
害となる+1 ヌクレオソーム交換反応を介して転写一時停止の安定化と解除のバランスを制御す
るという新規モデルを提唱するに至った（Kajitani et al. 投稿準備中）。 
 
(2) CTD-S7リン酸化による転写終結制御 
 PRO-seq 解析から CTD-Ser7 リン酸化は転写早期終結を抑制する機能があることを見出した。
CTDと相互作用することが知られている転写終結因子 Pcr11，Seb1，Rhn1の ChIP-seqの結果か
ら、CTD-Ser7リン酸化は転写終結因子 Pcf11と Seb1を遺伝子内部、特に転写終結領域に集積さ
せる機能があることを見出した。以上の結果から、CTD-S7リン酸化は転写終結因子を呼び込む
タイミングを制御することで正しい転写終結を引き起こすのではないかと考えている。 
 
(3) CTD-S7リン酸化による RNAi依存性ヘテロクロマチン制御 

CTD-S7A変異株ではセントロメア RNAi 依存ヘテロクロマチンの欠損がおこる。これが CTD-
S7Aによる転写速度上昇に起因するとの仮説をたてた。これを確認するために、転写速度が上昇
することがすでに知られている Pol2の最大サブユニットの変異 rpb1-E1106GがRNAi依存ヘ
テロクロマチンに及ぼす影響を検討した。すると rpb1-E1106G変異は CTD-S7A変異と同
様のヘテロクロマチン欠損の表現型を示し、転写速度制御がヘテロクロマチン形成に重要
であることが確認できた。 
 また CTD-S7 リン酸化が呼び込む転写終結因子がヘテロクロマチン形成にも関与しうるか、検
討を行ったところ、CTD-S7Aと転写終結因子 pcf11破壊の 2重変異株でヘテロクロマチンの増強
がおこることがわかった。この増強がおこる分子機構は現時点で不明だが、転写速度・転写終結
制御とエピゲノム制御のリンクを考える上で重要な知見と考えている。 
 
(4) CTD-S7リン酸化による他の CTDリン酸化の制御 
 CTDのリピートを形成するアミノ酸のうち Ser7のリン酸化以外にも、Tyr1, Ser2, Ser5のリン
酸化が知られており、それぞれ転写調節、RNA プロセシング制御に関与することが知られてい
る。CTD-S7A変異体を用いた解析から CTD-S7リン酸化が Tyr1, Ser2のリン酸化を抑制している
ことを明らかにした。特に Ser2 リン酸化は転写伸長時から終結にかけておこるリン酸化で、転
写伸長因子や終結因子を制御する事が知られている。したがって、Ser7リン酸化が転写速度を抑
制するメカニズムのすくなくとも一部はこの Ser2リン酸化抑制であると考えられる。 
 
(5) CTD7リン酸化と遺伝学的相互作用を示す因子の探索 
リン酸化状態を模倣する ctdS7E変異は致死となるが CTDのリピート数を野生型の 29から 18に
減少させると、18℃あるいは 36℃では生育できない温度感受性を示す。そこで、「3. 研究の方
法」で示した様に CTDS7リン酸化と遺伝学的に相互作用する因子を同定するために、高温での
生育阻害を抑制する復帰変異株の単離を試み、複数の候補株を得た。特にヒストンアセチル化複
合体 SAGA のサブユニットをコードする遺伝子の変異体を多く得た。SAGA は転写制御に広範
に関わることが知られている複合体で、アセチル化だけではなくヒストン H2B ユビキチン化に
かかわる DUB モジュールも含む。今回得られた復帰変異は特にこの DUB を構成する因子に集
中している。実際 DUB モジュールの Sgf73 の欠損は S7Ex18 の温度感受性を抑制する事を確認
した。従って SAGA/DUBモジュールが CTD-S7リン酸化による転写制御に関与する事、またそ
の制御が細胞の熱応答制御に関与することが示唆された。我々を含む複数の先行研究から、ヘ
テロクロマチン形成因子の標的として熱ストレス応答遺伝子が同定されていること、他の生物
種では、熱ストレス応答遺伝子は転写一時停止の優れたモデル遺伝子座であることが知られて
いる。以上から、転写速度制御が、エピゲノム変化を介してストレス応答を制御するという仮説
をたてるに至った。 
 
以上、本研究では CTD-S7のリン酸化による転写速度制御を中心にその分子機構やアウトプット
の解析を進めてきた。CTDの各種リン酸化のなかでも S7リン酸化の研究は遅れているが、その
中で我々の解析は重要な知見を蓄積しているといえよう。今後各項目について分子機構の詳細
を明らかにしていきたい。 
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