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研究成果の概要（和文）：分裂酵母fbp1遺伝子の上流域から合成され、クロマチン弛緩を通じてfbp1遺伝子の大規模な
活性化に関わるlncRNA(mlonRNA)について以下の成果を得た。１）mlonRNAを介したクロマチン修飾・再編成に関わる因
子を特定。２）mlonRNA転写に必要な転写因子Atf1のクロマチン結合がmlonRNA転写により促進される正のフィードバッ
ク制御の発見。３）mlonRNAの細胞質ポリソームへの結合とuORFによる翻訳抑制の発見。４）RNA SeqによるmlonRNA候
補42個の同定。５）相反的に転写されるアンチセンスlncRNAの発見。６）マウス細胞でのmlonRNA様lncRNAの確認。

研究成果の概要（英文）：We previously identified a lncRNA involved in chromatin and gene regulation of fis
sion yeast fbp1 gene. This lncRNA (mlonRNA, metabolic stress induced lncRNA) is transcribed from the far u
pstream of fbp1 gene overlapping with the coding segment. In response to glucose starvation, cascade trans
cription of mlonRNAs occur to cause stepwise chromatin remodeling in the fbp1 promoter, followed by massiv
e induction of mRNA.
We here revealed histone modification is locally modulated by mlonRNA transcription and some chromatin mod
ifying proteins. Chromatin binding of Atf1, which is necessary for mlonRNA transcription, is enhanced by m
lonRNA transcription, thereby forming a positive feedback loop. We also discovered that mlonRNA is transpo
rted into cytoplasms to bind polysomes. Since mlonRNA harbors many uORFs, mlonRNA does not have little cod
ing potential. RNA Seq analysis revealed 42 mlonRNA-like lncRNAs as well as antisense lncRNAs. We also det
ected mlonRNA-like lncRNA in mice cultured cells.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年のゲノムワイド転写物解析により、
ゲノム上のタンパク質をコードしない領域
から莫大な種類の非翻訳 RNA(ノンコーディ
ング RNA 、ncRNA)が合成されていること
が明らかになっている。現在、これらの機能
未知の RNA に関する研究が活発化しており、
次々とその重要性が明らかにされている。 
 200 ヌクレオチド超の長さを持ち、polyA
テールやキャップ構造を有する ncRNA は、
長鎖非コード RNA(lncRNA, long noncoding 
RNA)と呼ばれている。研究開始当時はその
実体がおぼろげに明らかになってきた頃で、
まだ機能未知のものが大半であった。当時の
事例としては、哺乳類の不活性 X染色体の成
立に関わる XISTや、がんの悪性化に関与す
る HOTAIR などがある。これらの lncRNA
は、遺伝子発現制御に重要な役割を果たすこ
とが示唆されていたが、研究開始当時はその
遺伝子調節機構は不明な点が多かった。 
 当研究室では、2008 年に分裂酵母の糖新
生に必須な遺伝子である fbp1+遺伝子の領域
において、グルコース飢餓時に lncRNA の
一種(mlonRNA, metabolic stress induced 
lncRNA)が、カスケード的に発現誘導される
ことを見出した(Hirota et al., Nature 2008)。
この lncRNAの転写は fbp1+遺伝子の２kb上
流（CREB/ATF型転写因子 Atf1の結合部位
が近傍に存在）から開始されるが、段階的に
転写開始点が下流にシフトした。これに呼応
するように、転写開始点近傍のクロマチン構
造が弛緩し、ヌクレアーゼに対する超感受性
部位が順次下流側に出現することから、
mlonRNA 転写により局所的でクロマチン再
編成が誘発されることが明らかになった。さ
らに、このクロマチン変化に伴い、遺伝子の
すぐ上流に存在する TATA配列近傍に、RNA
ポリメラーゼ IIの結合を安定化するC2H2Zn
フィンガーRst2が呼び込まれ、結果として大
規模なmRNAの合成に至ることが示された。 
  
２．研究の目的 
1)mlonRNAによるクロマチン再編成・ヒス
トン修飾制御の分子機構 
 lncRNAの一部はエピゲノム修飾を制御す
ることが知られている。例えば、HOTAIRは
ポリコーム因子PRC2やヒストン脱メチル化
酵素 LSD1などと結合し、これらを標的の遺
伝子領域近傍に呼び込むことが知られてい
る(Rinn et al., Cell 2007)。 
 そこで分裂酵母のmlonRNAが fbp1+遺伝
子上流域のヒストン修飾にどのような影響
をもたらすかについて詳細に解析を行う。さ
らには、ヒストン修飾やクロマチン再編成に
関わる因子の同定を行い、mlonRNAを介し
たクロマチン制御の機構を明らかにする。 
2)mlonRNAの安定性・翻訳制御の機構 
 mlonRNAは 3’側にタンパク質をコードす
る領域を保有しているにもかかわらず、タン
パク質に翻訳されることがない。その理由を

探る。また、グルコース飢餓後 60分以上経
過すると、ほとんど検出できなくなる。
mlonRNAは、RNA品質保証系の標的となる
ような異常転写物とも捉えられるが、その分
解機構や安定性制御・細胞内局在が不明であ
る。これらを明らかにする。 
3)mlonRNAの普遍性の検討 
 mlonRNAと同様なクロマチン制御を介し
て代謝ストレス応答性の遺伝子活性化に関
わる他の lncRNAが存在するかを検証する。 
4)次世代超高速シーケンサーを用いた
mlonRNAのゲノムワイド解析 
 上記の実現のために、次世代シークエンサ
ーを用いた鎖特異的な RNA Seqを実施する
ほか、mlonRNA様 lncRNAを同定するコン
ピューター・プログラムを作成する。 
5)高等生物での検証 
 マウスなどの動物細胞を用いて、グルコー
ス濃度に応じて出現する lncRNAを解析する。 
以上を通じて、mlonRNAによるクロマチン
制御という概念をさらに発展させる。 
 
３．研究の方法 
1)mlonRNAによるクロマチン再編成・ヒス
トン修飾制御の分子機構 
 fbp1+遺伝子上流域の非コード領域を中心
に、抗ヒストンH3抗体や抗アセチル化ヒス
トンH3抗体、抗メチル化ヒストン抗体を用
いてクロマチン免疫沈降法(ChIP, chromatin 
immunoprecipitation)を行う。 
 また、ヒストンアセチル化酵素として
Gcn5、ヒストンメチル化酵素として Set1、
クロマチン再編成因子としてSnf22などに注
目し、遺伝子改変体について fbp1+遺伝子上
流域の転写活性化・ヒストン密度・ヒストン
修飾をクロマチン免疫沈降法で解析するほ
か、Atf1の結合への変異株の効果を検証する。 
2)mlonRNAの安定性・翻訳制御の機構 
 各種 RNA品質保証系変異株、フェナント
ロリンによるRNAポリメラーゼ IIの阻害と
ノザン解析を組み合わせ、mlonRNAの半減
期を解析し、どの因子がmlonRNAの分解制
御に関わるかを特定する。また、超遠心によ
りポリソーム画分を調製し、mlonRNAの局
在をノザンブロットで解析する。さらに、
fbp1+遺伝子上流域に翻訳を抑制する回文構
造や uORF (upstream ORF)の存在を検証す
る。 
3)mlonRNAの普遍性の検討 
 以下 4)で候補となった転写物について、連
続した lncRNAであるかどうかをノザンブロ
ットで確認する。また、ChIP Seq法により
ヒストン H3密度のゲノムワイド解析を行う。 
4)次世代超高速シーケンサーを用いた
mlonRNAのゲノムワイド解析 
 鎖特異的な RNA Seqを行い、センス鎖・
アンチセンス鎖それぞれに由来する RNA合
成をゲノムワイドに解析する。また、グルコ
ース飢餓後のいくつかの時間点について
RNA Seqによる解析を実施する。分裂酵母ト



ランスクリプトーム中から、fbp1+遺伝子上流
域のmlonRNAと同様な発現パターンを示す
転写物を抽出するコンピューター・ソフトウ
ェアを作成し、mlonRNA類似因子を網羅的
に同定する。また、atf1欠損株でも RNA Seq
を実施し、atf1依存性を確認する。 
5)高等生物での検証 
 マウス肝がん由来培養細胞などを用いて、
グルコース濃度に応じて出現する ncRNAを
データベース上の情報などを援用して検索
する。実際にこれらの細胞から調整したRNA
を鋳型として、候補について qRT-PCRを実
施し、定量的に検証する。 
 
４．研究成果 
1)mlonRNAによるクロマチン再編成・ヒス
トン修飾制御の分子機構 
 ヒストンH3の ChIPにより、fbp1+遺伝子
上流域において局所的なヒストン密度の低
下が確認された。いっぽうで、コード領域の
ヒストン密度は基本的にほとんど変化がな
いことが明らかになった。ChIPを用いた
fbp1+遺伝子上流域のヒストン修飾の解析に
より、グルコース飢餓後 15分程度でヒスト
ンH3K9のアセチル化が生じることが明ら
かになった。この際には、ヒストンH3K4の
トリメチル化も見られた。コード領域におい
ては、ヒストンH3K9のアセチル化は低いま
まであったが、グルコース飢餓後にmRNA
が大量に合成される頃には、コード領域 5’側
にヒストンH3K4のトリメチル化が顕著に
生じることが明らかになった。 
 ヒストンアセチル化酵素 Gcn5の変異体で
は、H3K9のアセチル化レベルが著しく低下
した。gcn5変異体では、fbp1+遺伝子上流域
のクロマチン変化や fbp1+遺伝子の活性化が
大きく阻害された。また、Gcn5の ChIPで
は、グルコース飢餓時に Gcn5が fbp1+遺伝
子上流域に呼び込まれることが明らかにな
った。以上から、この領域のヒストンH3K9
のアセチル化のほとんどが、Gcn5によるも
のであることが明らかになった。 
 分裂酵母で唯一のH3K4トリメチル化酵
素である Set1の遺伝子破壊株では、ゲノム
全体のヒストンH3K4のメチル化レベルの
消失が認められた。set1遺伝子破壊株では、
fbp1+遺伝子上流域のクロマチン再編成や
mRNAの合成誘導には大きな影響は見られ
なかったが、高レベルのmRNA合成が持続
できないという異常が観察された。Set1によ
るH3K4のトリメチル化は、mlonRNAを介
したクロマチン制御への貢献はほとんどな
いが、高いレベルの転写活性の維持に重要で
あることが明らかになった。 
 クロマチン再編成因子Snf22の変異体では、
fbp1+遺伝子上流域のクロマチン再編成や
fbp1+の遺伝子活性化が著しく阻害された。し
たがって、この領域のクロマチン再編成は
Snf22が主要な役割をはたすことが示された。 
 fbp1+遺伝子上流域に結合する Atf1の遺伝

子欠損株を調べると、mlonRNA合成誘導の
著しい欠損とともに、ヒストン密度やアセチ
ル化などの修飾の変化が失われた。 
 また、atf1欠損株では Gcn5の fbp1+遺伝
子上流域への結合が大幅に抑制された。この
ことは、Atf1が fbp1+遺伝子上流域に結合す
ることで、Gcn5の呼び込みがおこなわれる
ことを示している。 
 さらに、フェナントロリンを用いて転写自
体を抑制すると、Atf1の fbp1+遺伝子上流域
への結合が著しく低下することが明らかに
なった。いっぽうで、非コード RNA転写を
伴わない他の Atf1結合部位では、このよう
な転写依存性はほとんど見られなかった。 
 以上の結果から、Atf1の fbp1+遺伝子上流
域への結合が初期のmlonRNAを開始し、こ
のmlonRNA転写がさらにAtf1の fbp1+遺伝
子上流域への結合を促進して「正のフィード
バックループ」を形成し、クロマチン変化が
加速する仕組みが明らかになった。(図 1) 

2)mlonRNAの安定性・翻訳制御の機構 
 mlonRNAが 5’キャップ構造を有すること
を確認した。また、mlonRNAの安定性や翻
訳制御を明らかにするため、グルコース豊富
時およびグルコース飢餓時にフェナントロ
リンを添加し、RNAポリメラーゼ IIによる
RNA合成を停止して、その後に RNAの減衰
速度をノザンブロットにより解析した。その
結果、mlonRNAの半減期は 30分程度、
mRNAは 2時間以上であった。 
 核内のエキソソームの構成成分である
Rrp6の変異株では、mlonRNAの半減期が
70-130分と 2〜4倍程度延長することが示さ
れた。いっぽうで、rrp6欠損株でも一定の
mlonRNAの分解が起こることが示された。
この結果は、一部のmlonRNAが核外から細
胞質に移行していることを示唆する。 
 そこで、グルコース飢餓時のいくつかの時
間点について、ショ糖密度勾配遠心を用いた
細胞分画を行い、ポリソーム分画を回収した。
その結果、mlonRNAがグルコース飢餓直後
には全体的な翻訳抑制に応じてモノソーム
画分に存在し、その後ポリソームに結合した
後、緩やかに消失することが示された。 
 次に、種々の RNA品質保証系の変異株を
用いて、mlonRNAの半減期を調べた。配列
をコンピューター・プログラムで解析したと
ころ、mlonRNAの 5’領域には比較的長めの
回文構造が認められたが、これを欠失させた
株でもmlonRNAの安定性などに影響がほと
んど認められなかった。また、mlonRNAの
上流には多数の uORFやレアコドンが存在
することが示された。uORFの集中的な存在
は、ナンセンス介在分解系（NMD, nonsense 



mediated decay）による分解制御を示唆して
いる。 
 そこで、NMDに関わる upf1変異で
mlonRNAの安定性を調べたが、ほとんど影
響がなかった。polyAテール側からの分解に
関わる酵素の変異体でも、半減期にはほとん
ど影響がなかった。反面、5’脱キャップに関
わる ste13変異株では、約 2倍程度の安定化
効果が認められた。以上から、細胞質に移行
したmlonRNAはNMD経路の分解や 3’側か
らの分解から一部免れ、主として 5’脱キャッ
プを経て翻訳に共役した分解を受けること
が明らかになった。 
3)mlonRNAの普遍性の検討 
次項の次世代シークエンサーによる RNA 
Seq解析により同定された候補の中から、上
位数候補については、ノザンブロットによる
解析をおこなった。その結果、これらの候補
がいずれも連続する lncRNAであることを確
認した。抗ヒストンH3抗体を用いた ChIP 
Seq法により、これらの領域のヒストン密度
のグルコース飢餓時の変化を調べた。その結
果、これらのいずれもが fbp1+遺伝子上流域
と同様な変化パターンを示した。 
4)次世代超高速シーケンサーを用いた
mlonRNAのゲノムワイド解析 
 ゲノム支援の枠組みを利用して、東京大学
の菅野純夫研究室と共同で鎖特異的 RNA 
Seq実験を行った。得られたリードを分裂酵
母ゲノムにマッピングし、リード数の分布パ
ターンの時間変化を数値ベースで比較する
コンピューター・プログラムを作成した（東
京大学・平田祥人特任准教授との共同研究）。
このプログラムを利用して、分裂酵母トラン
スクリプトーム中で 42個の候補転写物を同
定した。また、atf1遺伝子欠損株で同様の
RNA Seqを実施し、これらの遺伝子の atf１
依存性を確かめた。 
 また、これらの lncRNA転写とオーバーラ
ップして、アンチセンス lncRNAが合成され、
センス RNAの存在量と逆相関することが明
らかになった。（図 2） 
図 2 鎖特異的 RNA Seqの結果 
fbp1+遺伝子上流域のリードのマッピング。上

段 4行はセンス鎖（赤色）で、それぞれグル
コース飢餓後 0、15、60、120分後。下段 4
行はアンチセンス鎖（青色）で、それぞれグ
ルコース飢餓後 0、15、60、120分後。最下
段に fbp1+遺伝子のコード領域（太線）とUTR
（細線）を示す。センス鎖とアンチセンス鎖
の転写に負の相関があることがわかる。 

5)高等生物での検証 
 マウスの膵臓や肝臓に関する既存のトラ
ンスクリプトームデータを用いて、グルコー
ス濃度に応答して発現すると思われる非コ
ード RNAを数件選び出した。次に、マウス
肝がん由来培養細胞やマウス膵β細胞由来
の培養細胞について、培地のグルコース濃度
を変化させ、その前後で RNAを抽出した。
この RNAを用いて、前述の候補転写物につ
いて定量的 RT-PCRを行った。その結果、一
部のアンチセンス RNAを含む lncRNAの存
在を確認した。これらがmlonRNAと同様の
RNAか否かについて検証を行っている。 
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