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研究成果の概要（和文）：RNA ポリメラーゼ II（Pol II）は、DNA 遺伝情報を RNA に転写する酵

素である。Pol II の C-末端領域（CTD）は転写中にリン酸化され、遺伝子発現調節に重要な役

割を果たしている。近年私は、リン酸化 CTD に特異的に結合する新規ヒト因子 PCIF1 を同定

した。本研究では、PCIF1 の遺伝子発現調節における機能を解析した。その結果 PCIF1 は、

転写初期段階の Pol II に遺伝子プロモーター近傍で結合し、Pol II のリン酸化状態を制御

していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：RNA polymerase II (Pol II) copies genetic information from DNA to RNA.  
The carboxy-terminal domain (CTD) of Pol II is subjected to reversible phosphorylation during 
transcription cycle and plays an important role in gene expression. Recently, I identified a novel human 
protein PCIF1 as a phosphorylated CTD-interacting protein. In this study, I investigated PCIF1’s 
function in gene expression. My data suggests that PCIF1 binds Pol II at promoter region during early 
phase of transcription cycle and modulates phosphorylation level of the CTD. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）真核細胞生物において、RNA ポリメラ
ーゼ II（Pol II）は、細胞周期、細胞外シグ
ナル、発生・分化のプログラムに応じて全て
のタンパク質遺伝子の DNA 情報を RNA に転写
している。RNA に転写された遺伝情報は、転
写後 mRNA プロセシング、核外輸送、翻訳と
いった段階を経て発現する。近年の研究から
Pol II は転写調節因子と相互するだけでは
なく、様々な転写後過程の調節因子と直接相

互作用しながら転写を行っており、転写と転
写後過程は Pol II を介して密接に連携して
いることが明らかとなった。このような遺伝
子発現の協調的制御における Pol II の機能
は、Pol II 最大サブユニットのカルボキシ
ル末端領域(CTD)のリン酸化および構造変換
によって調節されている。CTD は進化的に良
く 保 存 さ れ た ７ ア ミ ノ 酸 配 列
（Y-S-P-T-S-P-S）の繰り返しから成る特徴
的なドメインで、主に２番目（Ser2）および
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５番目(Ser5)のセリンが転写中にリン酸化
を受ける。転写サイクルに応じた Ser2 およ
び Ser5 のダイナミックなリン酸化パターン
の変化は、転写の各段階で必要とされるヒス
トン修飾因子や RNA プロセシング因子など
様々な因子の転写伸長装置への結合を制御
している。したがって CTD のリン酸化や構造
変化を制御している因子を同定し、それらの
作用機序を解析することは、遺伝子発現過程
を協調的に制御している核内分子機構を解
明するために非常に重要であると考えられ
る。 
 
（２）私は近年、新規因子 PCIF1(Fan. et 
al.,BBRC,301, 378-385, 2003)、プロリルイ
ソメラーゼ Pin1、酸化還元酵素様がん抑制
遺伝子候補産物WWOXといったヒトWWドメイ
ン蛋白質が、WW ドメインを介してリン酸化
CTD に直接結合出来ることを見いだした。
PCIF1 は高等真核生物に特異的なタンパク
質で、マウスではほとんどすべての組織で発
現がみられる。これまでの解析から PCIF1
はリン酸化 Ser5 に特異的に結合することを
見出しているが、PCIF1 の遺伝子発現調節に
おける機能の詳細は明らかになっていない。
またプロリルイソメラーゼ Pin1 は、細胞周
期調節因子として同定された因子で、標的蛋
白質の pS/T-P のプロリン異性化促進を介し
て標的因子の活性を調節している。近年
Pin1 は、がん発症や神経疾患との関わりで
注目され、がん治療の標的遺伝子としても期
待されている。私はこれまでに、Pin1 が細
胞周期 M 期において Pol II の活性を抑制的
に制御していることを米国のグループとの
共 同 で 報 告 し た (Xu. et al., Genes & 
Dev.,17, 2765-2776, 2003)。しかしリン酸
化 CTD を介した遺伝子発現調節における
Pin1 の役割についてはいまだ不明な点が多
い。また WWOX は、１６番染色体上の様々な
がんで高頻度に欠失のみられる不安定な領
域に存在するがん抑制遺伝子で、様々ながん
細胞で WWOX 発現の減少・消失が観察されて
いる。WWOX は細胞質に存在すると考えられ
ているが、性ホルモン刺激などに応答して核
内に移行することが報告されている。これま
での予備的な解析結果から、WWOX が Pol II
に特異的に結合しうることを示唆する結果
を得ている。さらにこれら３種類の CTD 結合
蛋白質が、mRNA 3’末端生成因子を含む様々
な mRNA プロセシング因子とも相互作用出来
ることを示す予備的な解析結果を得ている。
これらの知見は、同定した CTD 結合因子が、
転写と mRNA プロセシングのカップリングに
関与している可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は CTD を介した遺伝子発現過程

の協調制御システムを解明するために、私が
近年同定した新規リン酸化 CTD 結合蛋白質
（PCIF1、Pin1、WWOX）が、Pol II の機能調
節においてどのような役割を果たしている
か、またそれらが転写と RNA プロセシングの
カップリングに関与しているかを生化学的、
細胞生物学的、遺伝学的に解析することを目
的としている。 
 
（２）具体的には以下のことを明らかにした
い。PCIF1、Pin1 および WWOX が、①Pol II
による転写を調節する活性を持っている
か？②転写サイクルのどの段階または転写
される遺伝子のどの領域で Pol II と結合す
るか？③Pol II のリン酸化やユビキチン化
といった翻訳後修飾または安定性を調節し
ているか？④細胞内で Pol II を含めどのよ
うな蛋白質と相互作用しているか？⑤恒常
的な mRNA プロセシングまたは選択的スプラ
イシングや選択的ポリ(A)付加に関与する
か？⑥転写と RNA プロセシングのカップリ
ングに関与しているか？ 
 
３．研究の方法 
（１）新規因子 PCIF1、Pin1 および WWOX が
Pol II を含めどのような蛋白質と細胞内で
相互作用しているかを検索した。 
 
① ヒトPCIF1、Pin1、WWOX、YAP1およびPQBP1
の WW ドメインを GST 融合タンパク質として
大腸菌で発現・精製した。精製した GST-WW
タンパク質と HeLa 細胞の総抽出物をもちい
GST プルダウン法により結合因子の検索を行
った。 
 
② PCIF1 含むヒト細胞内複合体の精製・同
定を試みるため、IBA 社の One-STrEPTMアフ
ィニティー精製タグをそれぞれの因子の C-
末端側に付加した蛋白質を発現するヒト安
定細胞株を樹立した。なお誘導性遺伝子発現
をおこなえる安定細胞株を樹立するために、
Invitrogen 社の Flp-In TRex システムを利
用した。融合蛋白質の発現レベルを、添加す
るテトラサイクリンの量を調節することに
よって内在性の蛋白質と同等レベルに調節
し、その細胞抽出物より One-STrEPTMタグア
フィニティー精製によって PCIF1 を含む細
胞内複合体の精製をおこなった。精製した分
画を、SDS-PAGE により分離し、トランスジ
ーンを持たない細胞株との比較をおこない、
特異的なバンドを切り出し質量分析による
質量タグ法を用いた蛋白質同定を試みた。ま
たウエスタンブロットによって候補タンパ
ク質の共沈の確認を行った。 
 
（２）高頻度相同組換えをおこすニワトリ B
細胞株 DT40 を用い、Pin1、PCIF1、および



 

 

WWOX の遺伝子ノックアウトをこころみた。
PCIF1 に関しては、テトラサイクリン受容体
蛋白質が高発現している DT40 細胞株である
DT40 tet-off 細胞を親細胞株として、ホモ
ノックアウト DT40 細胞株および遺伝子発現
をオフに出来るコンディショナルノックア
ウト細胞株をすでに樹立しているが、今回
DT40 野生株を出発細胞株として新たにトリ
PCIF1 遺伝子をノックアウトした細胞株を樹
立した。以下の点について遺伝子ノックアウ
トによる影響を検討した。(A)細胞全体の Pol 
II のリン酸化状態および安定性。(B)特定の
内在性遺伝子の発現レベル。 
 
（３）HeLa 細胞において PCIF1 特異抗体を用
いたクロマチン免疫沈降(ChIP)解析をおこ
ない、恒常的に発現する遺伝子（GAPDH、PPIA）
および誘導性の遺伝子（c-fos）における
PCIF1 の分布をリン酸化 Pol II の分布と比較
した。 
 
（４）ヒトHeLa細胞で、PCIF1に対するsiRNA
導入によって PCIF1 遺伝子ノックダウンを
行い、 (A) 様々な転写活性化ドメインによ
るレポーター遺伝子の転写活性化、(B)特定
の遺伝子上に存在する Pol II の分布および
リン酸化 Pol II の分布状態、および(C) 特
定の内在性遺伝子の発現レベル、が影響を受
けるかを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）相互作用因子の検索 
① GST-WW ドメインタンパク質をもちいた
GST プルダウン解析の結果、PCIF1、Pin1、WWOX
のWWドメインはHeLa細胞抽出物からリン酸
化 Pol II を特異的に沈降させた。PCIF1 と
Pin1 の WW ドメインは、ノコダゾール処理し
た HeLa 細胞抽出物から転写伸長因子
DSIFp160 を沈降させた。さらに Pin1 や WWOX
の WW ドメインによって転写制御に関わる複
数の核内複合体の構成因子が沈降した。興味
深いことに mRNA前駆体ポリ(A)付加酵素複合
体の構成因子が WWOX の WWドメイン特異的に
沈降した。新たに同定した WWOX および Pin1
の標的因子・複合体の候補は、遺伝子発現制
御に関わる核内複合体であった。今回の結果
は、これら癌関連因子による細胞癌化への関
与のメカニズムを解明する上で新たな知見
を与えるものと期待される。 
 
② One-STrEPTM アフィニティータグを利用
した PCIF1 結合因子検索の結果、Pol II の
大半のサブユニットが質量分析によって同
定された。またウエスタンブロットによって
結合している Pol II はすべてリン酸化型で
あることが判明した。Pol II 以外のタンパ
ク質は同定できなかった。 

 
（２）ニワトリ B 細胞株 DT40 を用いた細胞
機能検索 
① PCIF1ノックアウトによる細胞全体のPol 
II リン酸化状態および細胞増殖能の変化は
観察されなかった。ホモノックアウト細胞株
は野性株に比べ、ニワトリ Pin1 の発現が約
２倍上昇していた。独立して樹立した２種類
の PCIF1 ホモノックアウト DT40 細胞株にお
いて、いずれも Pin1 の発現上昇が観察され
た。しかし PCIF1 のレスキューによって Pin1
の発現レベルはもとに戻らなかった。 
② コンディショナルノックアウトDT40細胞
株における PCIF1 の消失に伴い、4 種類の恒
常発現遺伝子の発現亢進と、逆に Notch シグ
ナルの標的遺伝子の発現低下が観察された。 
 
（３）HeLa 細胞を用いたクロマチン免疫沈降
解析の結果、恒常的に発現している Pol II
遺伝子においても、また誘導性の遺伝子にお
いても同様に PCIF1 の分布は、プロモーター
近傍に集中し、Pol II の分布と類似する傾向
にあることが示された。 
 
（４）HeLa 細胞における PCIF1 ノックダウン
によって、(A)様々な転写活性化ドメインに
よるレポーター遺伝子の転写活性化が大き
く亢進した。(B) 恒常的に発現している Pol 
II 遺伝子のプロモーター近傍での Ser5 のリ
ン酸化が低下した。(C) 恒常的に発現してい
るいくつかの Pol II 遺伝子の発現レベルが
低下または増加した。 
 
（５）本研究結果より、PCIF1 がプロモータ
ー近傍でリン酸化 Ser5-Pol ll と結合し、転
写の開始段階から伸長段階への移行に関与
している可能性が示唆された。近年のゲノム
ワイドな遺伝子発現研究から、転写されてい
ない (または転写が完了していない) 多く
のヒト遺伝子のプロモーター近傍にもPol II 
が存在しており、それらの Pol II は Ser5 が
リン酸化されていることが明らかとなった。
このことは、これまで考えられていたよりも
多くの遺伝子が、何らかの機構でプロモータ
ー近傍に一時停止しており、転写活性化には
この抑制状態の解除が必要であることを示
唆している。こうしたプロモーター近傍にお
ける Pol II の全般的な一時停止に PCIF1 ま
たは Pin1 が関わっている可能性を示唆して
いる。 
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