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クロマチン構造はエピジェネティックな遺伝子機能の制御の基盤となる．最近，クロマチン構造を規定するヒストン修飾は転写装置を介して転写と共役して起こることが明らかになってきた．そこで，特にRNAポリメラーゼIIを中心にその分子機構を解説する．


1. はじめに
真核細胞の長大なDNAはクロマチン構造をとり核に収納されている．ヒストンH2A, H2B, H3, H4それぞれ2個ずつからなるオクタマーにDNAが巻きついたヌクレオソームがさらに折りたたまれてクロマチン構造を形成している．そして，折りたたみの凝集度や結合するタンパク質の構成が異なるさまざまなクロマチン構造が存在する．このクロマチン構造が，転写や複製などのDNA上で起こるさまざまな反応をエピジェネティックに制御している．
クロマチン構造の制御の基礎となるのはヒストンの化学修飾である．ヒストンは，DNAが巻きつくコア領域から飛び出すN末端領域を中心に，メチル化・アセチル化・リン酸化・ユビキチン化などの化学修飾を受けている．これらの修飾を特異的に認識・結合するタンパク質が，さまざまなクロマチン構造制御機能を持つ因子と相互作用することでクロマチン構造を制御する．つまり，クロマチン構造はヒストン修飾のパターンにより規定されていることになる．たとえば，活性化クロマチンであるユークロマチンは，高いヒストンアセチル化とヒストンH3の4番目のLys（H3K4）のメチル化により規定されている．一方，テロメア・セントロメア・反復配列上に形成される不活性なヘテロクロマチンは，低いヒストンアセチル化やヒストンH3の9番目のLys（H3K9）のメチル化により規定されている．
最近の解析技術の進歩により，発生・分化あるいは環境変化の過程でゲノム全体のヒストン修飾・DNAメチル化がダイナミックに変化することが明らかになっている．しかし，そのダイナミックな変化を引き起こす制御メカニズムについては，一部が明らかになったにすぎない．その中でRNAポリメラーゼII（RNAPII）が転写と共役したヒストン修飾に直接関わることが最近明らかになってきた．この機構の存在は転写が活発に起こるユークロマチン領域の解析からまず明らかになった1）．ところが面白いことに，転写を抑制するはずのヘテロクロマチンにおいてもRNAPIIが転写と共役したヒストン修飾を行うことがわかってきた．本稿では，RNAPIIによるクロマチン構造制御について，出芽酵母と分裂酵母で最近明らかになった具体的な例をあげながら紹介する．

2. RNAポリメラーゼII CTDリン酸化と遺伝子内でのヒストン修飾
RNAPIIはタンパク質をコードする遺伝子の転写だけでなくnoncoding RNA（ncRNA）の転写も行う．転写の際にRNAPIIは，転写伸長制御やRNAのプロセシングに関わる因子と相互作用する．この相互作用に中心的役割を果たすのがRNAPIIの最大サブユニット（Rpb1）のC末端領域（C-terminal domain：CTD）である．Rpb1 CTDは，酵母からヒトまでよく保存されたYSPTSPSという7アミノ酸の繰り返し配列で，分裂酵母では26回，ヒトでは52回繰り返している．この配列のS, T, Yは転写に伴いリン酸化される（図1）．そのリン酸化パターンの変化に伴う相互作用タンパク質の変化が，転写伸長やRNAプロセシングを制御する2）．たとえば5番目のセリンのリン酸化（S5P）は転写開始直後に上昇し，mRNAの5′-キャップ付加酵素の呼び込みを行う．2番目のセリンのリン酸化（S2P）は転写の後半部で上昇し，転写されたRNAのポリ（A）付加などのプロセシングに関与する2）．そして最近，これらのCTDリン酸化修飾が，転写される遺伝子内部のクロマチン修飾にも重要なことがわかってきた．
[image: ]図1 RNAPIIのCTDリン酸化による転写と共役したヒストンH3K4およびK36のメチル化制御

たとえば，出芽酵母においてH3K4のジメチル化・トリメチル化（H3K4me2・me3）は，H3K4特異的メチル化転移酵素Set1を含むCOMPASS複合体がCTD-S5Pと相互作用することで転写ユニットの前半に多く集積する1, 3）（図1）．
一方，H3K36のジメチル化・トリメチル化（H3K36me2・me3）は転写領域の後半で観察されるが，特にトリメチル化の程度が高い．出芽酵母，分裂酵母ともにH3K36メチル化酵素はSet2のみである．Set2には，哺乳類のホモログにも保存されるRNAPIIと相互作用するSet2-Rpb1-interacting（SRI）ドメインが存在する．出芽酵母ではSRIドメインはS2とS5がリン酸化されたCTDと相互作用する（図1）．そのためH3K36me3は転写の半ばから後半で高くなる4）．一方，K36me2, me3を認識・結合するヒストン脱アセチル化酵素が存在し，転写ユニット内のヒストン脱アセチル化を行っている．そしてSet2のSRIドメインを欠失させるとゲノム全体のK36me2・me3の消失がみられると同時に，転写ユニット内部の潜在的プロモーターからの異常な転写産物が蓄積する．つまり，H3K36メチル化を認識・結合するヒストン脱アセチル化酵素は，転写ユニット内の潜在的プロモーターからの異常な転写の抑制を行う役割を担っているといえよう5）．
我々は，分裂酵母のSet2もSRIを介してS2リン酸化型CTDと相互作用することを最近見いだした（S5リン酸化の必要性は未確認）．分裂酵母のSRI欠失変異ではH3K36me3は消失するが，H3K36me2が転写ユニット全域にわたり観察される．このことは分裂酵母Set2がSRI-CTD相互作用以外に転写装置と共役してジメチル化を行い，その後CTD-S5のリン酸化に伴いCTDと結合し，トリメチル化を行うことを示唆している6）．分裂酵母ではH3K36メチル化は，アンチセンス転写やサブテロメアでの転写の抑制に寄与する．面白いことに，SRIドメインの欠失変異はSet2欠失と同様にこれらの転写抑制が消失することから，H3K36メチル化による転写抑制はH3K36me3を特異的に認識・結合する因子により仲介されていることがわかる6）．哺乳類ではSet2ホモログの他にH3K36me2までしか修飾活性がない酵素の存在が複数知られており，哺乳類でもH3K36me2とme3の使い分けが存在することが予想できる7）．

3. 転写と共役したヘテロクロマチン形成
転写について不活性なヘテロクロマチンにおけるRNAPIIの関与はどうであろうか．
分裂酵母は，哺乳類をはじめとする真核生物と同様にH3K9メチル化とそれに結合するSwi6（HP1タンパク質の分裂酵母ホモログ）により規定される恒常的ヘテロクロマチンを持つ．そして，ヘテロクロマチン内で転写されるncRNAを基質にしてRNAi（RNA inhibitory）因子によって生成するsiRNA（small interference RNA）が，セントロメア周辺のヘテロクロマチン形成に必要なことが示されている8）．この系で重要なのは，RNAi因子がクロマチン上に集合して機能することである（図2）．この集合の中心となるのはヘテロクロマチン由来ncRNAとRITS（RNA induced transcriptional silencing）複合体である．RITSはAgo1, Chp1, Tas3からなるヘテロ三量体で，保存されたRNAi因子であるArgonauteファミリータンパク質Ago1は，ncRNA由来siRNAを取り込み，そのsiRNAと相補的配列を持つRNAに結合する．また，Chp1のもつクロモドメインはH3K9me2, 3を認識結合すると同時にRNAに結合する9）．最終的にRITSはsiRNA産生に必要な因子群をncRNAに集合させるとともにH3K9メチル化酵素を含む複合体CLRC（Clr4 methyltransferase complex）を呼び込みヘテロクロマチン形成を促す（図2）10）．
[image: ]図2 RNAi依存性ヘテロクロマチン形成におけるRNAPIIのCTDリン酸化の機能

我々はRNAPIIの2番目のサブユニットのアミノ置換変異が，通常の転写にはほとんど影響を与えないにも関わらず，RNAi依存性ヘテロクロマチン形成を特異的に阻害することを示し，RNAPIIによる転写がヘテロクロマチン形成と共役していることを示した11）．さらに，CTDの反復配列すべての2番目もしくは7番目のセリンをアラニンに置換した変異体（ctd-S2A, ctd-S7A）を作製し調べたところ，ctd-S2AではヘテロクロマチンのH3K9meやsiRNAに影響はないが，ctd-S7A株ではsiRNAが産生されず，RNAi依存性ヘテロクロマチンが崩壊することを発見した（Kajitaniら，投稿中）．CTD-S7のリン酸化は最近発見され，snRNA（small nuclear RNA）の転写に関与することが示唆されているが，その機能の詳細は明らかではない．分裂酵母では転写ユニットの前半および後半で高くなる（Kajitaniら，投稿中）．
さらに詳細な解析の結果，図2に示すモデルを考えている．RITSはCTD-S7P依存的に転写途中のRNAPIIと相互作用する．RNAPIIと相互作用したRITSのChp1はそのクロモドメインを使い，ヘテロクロマチンから転写されるRNAを捕捉すると同時にH3K9me2, 3に結合し，ncRNAをクロマチン上につなぎとめる（図2左）．そして，RITS複合体はつなぎとめたncRNA上にタンパク質相互作用を介してRNAi因子を集合させ，効率よくsiRNAを生産する（図2中央）．また，Ago1が結合するsiRNAを使ったRITS複合体のRNA結合活性は，siRNA増幅ではなくその後のH3K9メチル化反応に関与すると考えている（図2右）．

4. おわりに
以上，RNAPII-CTDのリン酸化を介して，転写と共役してクロマチン構造制御を行うシステムを紹介した．CTDリン酸化以外にも，転写伸長に働くヒストンシャペロンSpt6や転写開始から伸長に働くメディエーターのRNAi依存性ヘテロクロマチン形成への関与など，転写装置によるクロマチン制御の例が報告されている12, 13）．現在，ゲノムのほとんどがRNAPIIにより転写され，多くのncRNAが産生されていることが明らかになり，ncRNAの機能が注目されている．しかし，X染色体不活化に関わるxistRNAなどのクロマチン制御ncRNAが存在する一方で，RNAPII自体が転写と同時にその領域のクロマチン構造を制御することが重要で，転写されるncRNAには機能がないケースもあるかもしれない．その意味で，ゲノム全体のクロマチン構造制御を理解するために，RNAPIIによる転写と共役したメカニズムは今後重要な研究対象となると考えている．
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CTD-S7のリン酸化依存的にRITS複合体はRNAPIIと相互作用し，Chp1のクロモドメインを使って転写されたncRNAとH3K9me2, 3と結合する．その後RITSはつなぎとめたRNA上にRNAi因子を呼び込みsiRNAの産生が起こる．合成されたsiRNAはRITSのAgo1に取り込まれ，このsiRNAの相補性を使いncRNAと結合したRITSはH3K9メチル化酵素複合体を呼び込みヘテロクロマチンを形成する．
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[image: ]図1 RNAPIIのCTDリン酸化による転写と共役したヒストンH3K4およびK36のメチル化制御

CTDの反復配列のS5のリン酸化は転写初期に起こり，H3K4メチル化酵素Set1を含むCOMPASS複合体と結合しメチル化を行う．H3K36メチル化酵素Set2はSRIドメインを介して2番目と5番目がリン酸化されたCTDと結合し，転写後期にメチル化を行う．



OEBPS/image/figure2.image1.png
RITSH#&H
“
Tasg
JOERALY \ ZAHHRNA == 1 @

O
a1 RNAlE?\

T OO F VA

H3KOX F )LALBER

A

NcRNA

H3K9me2, 3





OEBPS/cover.png
|

7rEXT (7
ORARROLEPORR %L

AR (R EMEE O (I - MEEDS]
B RS

CERBMABS/ 1 XNYT 1 7 I REEMOARER A A
W LKA

OEEFHONEHEMFOURS L Kt RN AR

OS5 S W 5 A< MBS TTP &8
a8 YWD

OATIOIORTMBALTRTEL S CPL7> 5~ KIFA
512 R ERNT 0L RIE

Ot BORFHORN | LOHNHEENPORROSR

SHERTOWERED S (F 3 7 7 T LHBE TR
T3y TS IERR

O LTRGUEHOMEY > /IR ERHEORRRALN
8185 8EHEREE, CLEC

OKEH_SRBEMNDERS &% 5 TREMONN £ HE
oBB

P
OEAKRT S GATORET T2 N> B ORRIS SRAR
T

@=EENO BNP L IS NS BEME—NBRED SR
534

0K MO—BIERFORMARBIE THET? =AMy
75 HOWRERE : HARIF HTSNLLS Y
SORRIRE A LROEEAR

Hiche >

OEAMMET O MM - MANRE - Hippo T F 1
BH (R AT 5>/ W stip

OTH B IERARENOHERLONNIR L)

R SIS SL K ) R S LT
OHEM=® hL— 47 EHA L ANBDT £ ) XPAR
11 Lk SRERRC £ 7 07 > WAHN
LEURBOYT 7T (7Y 2 BT STAREITLTS

ORATREIS T FINATF S M D> 545
IS & ORI S U L0 ARG AN TR
GUEREB O F 3> FUTD CL R BHLBAD I

>~ HARMR OrAC

OREFES 27 (T3> 1) M E Noteh S TFNDIA
2 b7 12 5 9L A R OHTEBI I
OB HENYRARORTAR 534K 0T

FozZaNs—t
A OBEMIE S T PA 57" L5352/ IHM
WsSUTORBIHAE

anumza  ARE(LESR

THE JAPANESE BIOCHEMICAL SOCIETY

TEL.03-3815-1913 FAX.03-3815-1934

No.32017






OEBPS/image/photo1.image1.png





OEBPS/image/figure1.image1.png
-
COMPASSH A ‘@
&

(Y1-82-P3-T4-S5-P6-S7)n

CTD
RNARY £ 5—+€lI

H3K4me2,3

H3K36me2,3





