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〈要 約〉

　転写において中心的なRNA合成酵素であるRNAポリメラーゼIIは，多くのプロモーター領域においてRNAの合成を双方向性に開始する．RNAポリメラーゼIIはプロモーター領域の近傍で一時停止し，そののち，タンパク質をコードする遺伝子の方向（センス方向）に優先的に伸長することにより長いmRNAを合成する．一方で，アンチセンス方向への転写はすぐに終結し，合成された短い非コードRNAはRNAエキソソームにより分解される．転写伸長の制御は遺伝子の発現の制御において重要であるが，転写開始および開始伸長の動態と転写の方向性を規定するゲノムの情報の関係性については不明であった．この研究において，筆者らは，転写開始点の近傍における転写の一時停止と，より下流においてRNAポリメラーゼIIがCpGアイランドを過ぎて最初の安定なヌクレオソームを通過するときの転写の一時停止とを空間的に分離し，多くのプロモーター領域において，ポリアデニル化シグナルによるセンス方向での早期の転写終結が最初の安定なヌクレオソームのすぐ下流において起こることを明らかにした．早期の転写終結により産生されたポリA鎖をもつ短いRNAは，アンチセンス方向に合成された短い非コードRNAと同様にRNAエキソソームにより分解され，U1 snRNPはこの早期の転写終結を抑制し下流への転写伸長を促進した．さらに，DSIFやNELFといった転写の一時停止を促進するタンパク質，P-TEFbやがん遺伝子産物であるMycといった転写の一時停止を解除するタンパク質は，この2種類の転写の一時停止に対し別々に寄与することも明らかにされた．以上の結果から，転写の方向性に影響をおよぼすゲノムの情報，すなわち，ポリアデニル化シグナル，U1 snRNP認識配列，CpGアイランドおよびヌクレオソームの分布を反映した転写伸長チェックポイントの存在が提案された．
はじめに

　転写において中心的なRNA合成酵素であるRNAポリメラーゼIIは，多くのプロモーター領域においてRNAの合成を双方向性に開始する1)．この双方向性の転写は多くの種において観察され，タンパク質をコードする遺伝子においては，センス方向に遺伝子のmRNAが，アンチセンス方向には多くの場合1 kbより短い上流非コードRNAが合成される．また，エンハンサー領域においてはエンハンサーRNAが双方向性に合成される．これらの非コードRNAはRNAエキソソームにより分解され，通常，その発現量は遺伝子のmRNAよりも少ない2)．
　遺伝子のmRNAの末端に起こるポリA鎖の付加はポリアデニル化シグナルによりひき起こされ，代表的なポリアデニル化シグナルはAAUAAAである．ポリアデニル化シグナルから10～30 bp下流においてRNAの切断およびポリA鎖の付加が起こり転写は終結する（図1a）．このポリアデニル化シグナルはタンパク質をコードする遺伝子以外の領域においては高い頻度で分布しており，遺伝子間のどの部位で転写が起こってもすみやかにポリアデニル化シグナルによる転写終結がひき起こされる．mRNA遺伝子はその全長mRNAの合成を可能にするため，進化の過程において，転写ユニットの全体におけるポリアデニル化シグナルの頻度が低下し，また，プロモーター領域の近傍における5’側スプライス部位の頻度が上昇している3)．スプライソソームを構成するU1 snRNPは5’側スプライス部位を認識し，近傍のポリアデニル化シグナルによる転写終結を抑制し，転写伸長と成熟mRNAの産生を促進する3,4)．つまり，プロモーター領域を起点としたポリアデニル化シグナルとU1 snRNP認識配列の非対称的な分布が転写の方向性を制御すると考えられている3,4)（図1b）．
　RNAエキソソームは上流非コードRNAやエンハンサーRNAの分解を制御することは知られているが，センス方向の転写における役割については不明な点が多い．また，双方向性の転写の制御はクロマチンのリモデリングやヒストンの修飾とも密接に関係することが知られている．プロモーター領域の近傍におけるクロマチンのリモデリングやヒストンの修飾はRNAポリメラーゼIIの動態そのものに影響をおよぼすことが知られており，これがプロモーター領域の近傍におけるRNAポリメラーゼIIの一時停止（転写のポージング）である（図1a）．これまでに，転写の一時停止を制御する分子機構が提案されているが，ポリアデニル化シグナルとU1 snRNP認識配列の非対称的な分布による転写伸長の動態の制御と転写の一時停止との関係性は不明であった．この研究において，筆者らは，RNAエキソソームのコンディショナルノックアウト系を構築し，これらの関係性について詳細に探索した．
1．RNAエキソソームの標的となる非コードRNAの同定

　RNAエキソソームの標的となるRNAを網羅的に同定するため，マウスのES細胞において，CRISPR-Cas9系を用いてRNAエキソソーム複合体の主要な構成タンパク質であるExosc3のコンディショナルノックアウト系を構築した．マウスのES細胞においてExosc3遺伝子は生存に必須であり，Exosc3遺伝子を除去したのちRNAシークエンシングおよび2Pシークエンシングを実施した．2PシークエンシングはポリA鎖をもつRNAを濃縮しポリA鎖の付加する部位を網羅的に同定および定量する手法である．
　RNAシークエンシングにより，既報のとおり，RNAエキソソームの除去により上流非コードRNAおよびエンハンサーRNAの量が増加することが確認された．また，de novoにトランスクリプトームを構築することにより，RNAエキソソームにより分解される新規の長鎖非コードRNAが同定され，現在，知られている非コードRNAのカタログは完全ではないことも示唆された．さらに，2Pシークエンシングにおいても，RNAエキソソームの除去により上流非コードRNAおよびエンハンサーRNAについてポリアデニル化されたRNAが増加することが確認された．
2．第1イントロンにおけるポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結

　2Pシークエンシングにより，約3500という多くの遺伝子について，転写開始点からセンス方向に約800 bp下流をピークとして，RNAエキソソームの除去によりポリアデニル化された短いRNAが劇的に増加することが明らかにされた．この部位は，転写開始点の近傍において低いポリアデニル化シグナルの頻度が遺伝子内のレベルにもどる部位と合致した．RNAエキソソームの標的となるこの短いRNAへのポリA鎖の付加は第1イントロンに限局してみられた．さらに，転写終結にともないRNAの切断およびポリアデニル化をひき起こすタンパク質がこの短いRNAの産生にもかかわることが確認され，これらの短いRNAはプロモーター領域の近傍におけるポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結の産物であると結論づけた（図2）．また，この短いRNAの不安定化に核内ポリA鎖結合タンパク質が部分的に関与することも明らかにされた．
　U1 snRNPの抑制はプロモーター領域の近傍におけるセンス方向でのポリアデニル化シグナルによる未成熟な転写終結をひき起こすことが知られているが，RNAエキソソームの除去とU1 snRNPの抑制を組み合わせて比較することにより，U1 snRNPが第1イントロンにおけるポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結を強く抑制することが確認された．これまでの報告と合致して，U1 snRNPの効果はセンス方向でのみみられ，U1 snRNPは第1イントロンだけではなく転写ユニットの全体にわたりポリアデニル化による転写終結を抑制した．対照的に，RNAエキソソームの効果は第1イントロンに限局された．
3．ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結は最初の安定なヌクレオソームのすぐ下流において起こる

　第1イントロンにおけるポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結は，ヒストンH3のLys4のトリメチル化といったヒストンの修飾やヒストンH2AのバリアントであるH2A.Zの濃縮したCpGアイランドの端，および，安定なヌクレオソームの分布する濃度が低い領域の端において高い頻度でみられた．そこで，複数のMNase-seq法のデータのあいだのばらつきの解析と，ケミカルマッピングにより得られたヌクレオソームの中心対称軸の情報とを統合することにより，マウスのES細胞において安定なヌクレオソームの中心対称軸のカタログを作成し，早期の転写終結の起こる部位との関係性をさらに詳細に検討した．安定なヌクレオソームはCpGアイランドの端から両方向に高い頻度で分布することが確認された．
　この解析により，早期の転写終結はセンス方向およびアンチセンス方向の両方向において，転写開始点からみて最初の安定なヌクレオソーム（第1ヌクレオソーム）のすぐ下流で起こることが判明した（図2）．ヌクレオソームの配置はゲノムにおけるAA/TT/TAジヌクレオチドの周期的な分布に強く影響をうけるが，AA/TT/TAジヌクレオチドの分布と早期の転写終結におけるポリアデニル化シグナルの分布はよく相関することも見い出された．このことから，ゲノムの塩基配列の特徴が安定なヌクレオソームの配置およびポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結の部位の決定の両者に強く影響をおよぼすことが示唆された．
4．ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結とクロマチンのリモデリング

　ヌクレオソームの構築はChd1，Chd4，Ep400といったさまざまなクロマチンリモデリングタンパク質により制御される5)．Chd1はプロモーター領域の近傍のヌクレオソームを通過するときのRNAポリメラーゼIIの動態を制御することが知られている6)．第1ヌクレオソームの近傍においてクロマチンリモデリングタンパク質の分布について調べた結果，さまざまなクロマチンリモデリングタンパク質がセンス方向の第1ヌクレオソームとアンチセンス方向の第1ヌクレオソームに非対称的に集積し，ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結の起こる遺伝子においてはChd1，Chd2，Chd9がより強く結合することが明らかにされた．
　RNAポリメラーゼIIは転写開始点の直下の約50～100 bpの位置で一時停止することが知られており，DSIFやNELFといった転写の一時停止を促進するタンパク質と，P-TEFbといった転写の一時停止を解除するタンパク質による制御をうける．一方で，転写の一時停止はプロモーター領域の近傍のヌクレオソームを通過する際にも起こることが知られている．これらの現象は，プロモーター領域の近傍における転写の一時停止として記載されることも多い7)．ここで，安定なヌクレオソームの分布の情報を考慮することにより，とくに，センス方向およびアンチセンス方向の第1ヌクレオソームが離れている場合には，転写開始点の近傍における転写の一時停止と，第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止とを空間的に分離することにより，転写伸長を制御するタンパク質の分布の状況を詳細に比較することが可能になった．NELFやDSIFは転写開始点の近傍にもっぱら集積するのに対し，P-TEFbの構成タンパク質であるCdk9は転写開始点の近傍から第1ヌクレオソームまでより幅広く分布し，さらに，P-TEFbと相互作用する転写伸長因子複合体も転写開始点の近傍から第1ヌクレオソームのあいだに幅広く分布していた．ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結が起こる遺伝子においては，これら転写の一時停止を制御するタンパク質がより強く結合しており，クロマチンリモデリングタンパク質の分布のパターンとあわせて，早期の転写終結が起こる遺伝子においてはクロマチンのリモデリングおよび転写の一時停止の制御がより活発であることが示唆された．
　また，RNAポリメラーゼIIのC末端ドメインのリン酸化の状態を解析したところ，早期の転写終結の起こる部位を通過する際にSer2のリン酸化が強く上昇し，その前後においてRNAポリメラーゼIIの動態が大きく変わることも示唆された．この結果は，Cdk9がRNAポリメラーゼIIのC末端ドメインに対する代表的なリン酸化酵素であることとよく合致した．
5．ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結と転写の一時停止
　早期の転写終結と転写の一時停止との関係性についてさらに調べるために，RNAポリメラーゼIIについてのChIP-seq法による解析，および，合成された直後の新生RNAを網羅的に解析するGRO-seq法による解析についてデータを再解析した．安定なヌクレオソームの分布の情報を考慮することにより，センス方向およびアンチセンス方向の第1ヌクレオソームが離れている場合について，転写の一時停止を制御するタンパク質が転写開始点の近傍における転写の一時停止および第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止にどのように関与するかを解析することが可能になった．その結果，転写の一時停止を制御するタンパク質の分布のパターンと合致して，DSIFあるいはNELFをノックダウンした場合には転写開始点の近傍のみで転写の一時停止が解除されたのに対し，Cdk9の阻害剤であるフラボピリドールの処理では両方の部位において転写の一時停止が起こり，とくに，第1ヌクレオソームの前後におけるRNAポリメラーゼIIの分布が強く影響されることが明らかにされた（図2）．さらに，早期の転写終結の起こる遺伝子においては，フラボピリドールによる第1ヌクレオソームにおける転写の一時停止がより強く起こることが見い出され，この部位が転写伸長の制御において重要なチェックポイントであることが示唆された．
　ヒトの細胞におけるGRO-seq法による解析のデータの再解析においても，転写開始点の近傍における転写の一時停止，および，CpGアイランドの端における転写の一時停止が確認されたことから，第1ヌクレオソームの近傍における早期の転写終結は種をこえて共通する機構であることが示唆された．
6．がん遺伝子産物Mycによる第1ヌクレオソームにおける転写の一時停止の制御

　Myc遺伝子は重要ながん遺伝子であるが，その産物は転写の一時停止を解除する機能をもつことが報告されている8)．そこで，Mycと早期の転写終結および2つのタイプの転写の一時停止との関係について検討した．ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結の起こる遺伝子のプロモーター領域においては，より高い頻度でMycが結合していた．Mycの阻害剤を用いた転写の一時停止の解析により，P-TEFbと同様に，Mycも転写開始点の近傍における転写の一時停止および第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止の両者を制御し，早期の転写終結の起こる遺伝子においてはMycによる影響がより大きいことも明らかにされた．転写の一時停止とMycによる遺伝子の発現の制御との関係について調べたところ，Mycの抑制による転写開始点の近傍における転写の一時停止の変化とMycの除去による遺伝子の発現の変化とのあいだに相関はみられなかったのに対し，第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止の変化と遺伝子の発現の変化とのあいだには相関がみられた．具体的には，フラボピリドールおよびMycの阻害剤により第1ヌクレオソームの近傍において転写の一時停止が起こり，かつ，早期の転写終結の起こる遺伝子においてはMycの除去による発現の低下がもっとも強くみられた．さらに，第1ヌクレオソームの近傍において転写の一時停止の変化がみられる遺伝子は，Mycの標的となる遺伝子の特徴であるRNAのプロセシング，DNAの代謝，クロマチンの修飾といった機能と密接に関係していた．これらのことから，早期の転写終結の起こる部位における転写の一時停止の制御が，Mycの標的となる遺伝子の発現の制御において重要な役割をもつことが示唆された．
おわりに

　この研究により，多くのプロモーター領域について，通常はRNAエキソソームにより分解される新規のポリA鎖をもつ短いRNAがセンス方向で合成されることが明らかにされた．これまで，同様のRNAはアンチセンス方向については確認されていたがセンス方向についてはくわしく解析されておらず，両方向でポリアデニル化シグナルによる未成熟なRNAの転写終結が起こっていることになる．CpGアイランドの端における転写の一時停止，また，センス方向での未成熟なRNAの転写終結は報告されていたが9,10)，この研究により，その位置関係の全体像が明らかにされた．このポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結はU1 snRNPにより抑制されるが，センス方向での転写開始点の近傍におけるスプライシングのシグナルが第1イントロンにおける早期の転写終結を抑制し，また，第1イントロンのスプライシングと下流への転写伸長を可能にすることになる．いいかえると，スプライシングのシグナルが両方向での早期の転写終結からセンス方向への転写伸長を振り分ける方向性を決定するともいえるだろう．
　ポリアデニル化シグナルの頻度は，遺伝子内においては遺伝子間に比べ低いが，遺伝子内では均等に分布する．しかしながら，第1ヌクレオソームの近傍においてのみポリアデニル化シグナルによる転写終結が起こっており，ポリアデニル化シグナルによる転写終結と転写の一時停止の位置関係を考慮すると，第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止によりRNAポリメラーゼIIが一時停止し，ポリアデニル化シグナルによるRNAの切断およびポリアデニル化の頻度が上昇すると考えられる．そして，このチェックポイントを通過してからは，RNAポリメラーゼIIのC末端ドメインのSer2のリン酸化の亢進とともに，全長mRNAの産生にむけてRNAポリメラーゼIIの転写伸長能は上昇し，転写終結の頻度は低下すると考えられる．
　この研究におけるもうひとつの重要な結論は，転写の一時停止を制御するさまざまなタンパク質は転写開始点の近傍における転写の一時停止と第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止に対し別々に寄与することである．とくに，第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止がP-TEFbやMycにより制御され，Mycの標的となる遺伝子の発現と相関していたことから，ポリアデニル化シグナルによる早期の転写終結が遺伝子の発現を制御する重要な転写伸長チェックポイントであることが示唆される．Mycの結合および早期の転写終結はCpGアイランドをもつ遺伝子において高い頻度でみられ，CpGアイランドをもつ遺伝子が細胞の増殖の制御に重要であることを考慮すると，この転写伸長チェックポイントの理解がMycによる発がんの機構を理解し抑制するうえで重要なのかもしれない．また，この転写伸長チェックポイントはがんにおいてみられる転写制御タンパク質あるいはスプライシング制御タンパク質の異常の生物学的な意義を理解するうえでも重要であることが推察される．
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〈図説明〉
図1　RNAポリメラーゼIIによる転写
（a）RNAポリメラーゼIIの動態．
（b）双方向性の転写およびポリアデニル化シグナルとU1 snRNP認識配列の非対称的な分布．
図2　この研究のまとめ

CpGアイランドが長い遺伝子の場合，転写開始点の近傍における転写の一時停止と第1ヌクレオソームの近傍における転写の一時停止を空間的に分離して解析することができる．
