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1. 序論 

1.1 真核生物の転写制御機構 

 転写反応は、あらゆる生物を問わず遺伝子発現制御の要であり、RNA ポリメラーゼ

によって行われている。原核生物の場合には、ひとつの RNA ポリメラーゼが全ての遺

伝子の転写を担っており、単独で遺伝子プロモーター上の転写開始点から転写を行うこ

とが出来る。これに対して、真核生物には 3 種類の RNA ポリメラーゼが存在し、それ

ぞれ RNAポリメラーゼ I (Pol I),  II (Pol II),  III (Pol III)と命名されている。Pol Iは核小

体に局在し、リボソーム RNAの転写を担っている (1)。Pol IIは核質に局在し、タンパ

ク質をコードする全ての遺伝子の mRNAに加えて、核内低分子 RNA (snRNA)や多くの

非翻訳性 RNA (ncRNA)の転写を行う (2)。Pol IIIも核質に局在し、5S rRNAや転移 RNA 

(tRNA)に加えて、いくつかの小分子 RNA の転写を行う (3)。このように、真核生物の

RNA ポリメラーゼは、それぞれが役割分担を行うことによって様々な遺伝情報を効率

良く転写している。しかしながら、真核生物の RNA ポリメラーゼはそれら単独では特

異的な DNA配列を認識して結合する能力を有しておらず、配列特異的な転写開始には

多くのタンパク質と転写開始能を有する複合体を形成する必要がある。なかでも Pol II

の転写制御には巨大なタンパク質複合体が幾つも必要とされており、これらが Pol IIの

活性を時間的空間的に複雑に制御している。 

 Pol IIはRPB1からRPB12と名付けられた 12個のサブユニットから構成されており、

これらの内、RRB5, RPB6, RPB8, RPB10およびRPB12の 5サブユニットは Pol Iと Pol III

の共通サブユニットである。Pol IIの RPB1 には Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7 の 7

アミノ酸から成る C 末端領域の繰り返し構造 (CTD)が存在し、CTD は酵母では 26 回、

ヒトでは 52回の繰り返しを持つ (4)。特に転写サイクルの各過程で CTDがリン酸化を

受けることで Pol IIの機能が制御されていることが明らかになっており、CTDのリン酸

化は様々なリン酸化酵素や脱リン酸化酵素によって協調的に制御されている (5)。一般

的には、CDK7 による 5 番目セリンのリン酸化が転写の開始と mRNA キャッピング酵

素のリクルートに関わり、その後 CDK9 による 2番目セリンのリン酸化が転写伸長状態

への移行と mRNA の 3’末端プロセシング因子のリクルートを関わると考えられている 

(6)。また、7番目セリンは、5番目セリンと同様に CDK7 によって転写開始段階でリン

酸化され、snRNAの転写に必要であると考えられている (7)。 

 Pol IIの転写を制御するのに必要な基本転写因子 (General Transcription Factor, GTF)は、

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIFおよび TFIIHとそれぞれ名付けられた 5つが存在する。これ
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らのGTFと Pol IIは、段階的に遺伝子プロモーター上で会合し、転写開始前複合体 (PIC)

を形成することで活性化され、正確な転写を開始する (図 1A)。まず、TFIID によるコ

アプロモーターの TATAボックスへの結合が引き金となり、次に TFIIBがプロモーター

認識と TFIIDとの直接的な結合を介してリクルートされる。さらに、TFIIFと Pol IIが

正確な転写開始点へとリクルートされる。その後 TFIIE と TFIIH がリクルートされ、

TFIIE 依存的に TFIIH の DNA ヘリカーゼ活性を介して転写開始点近傍でプロモーター

が開裂する。その際同時に TFIIHのサブユニットである CDK7 によって CTDの 5番目

セリンがリン酸化を受けて転写が開始すると考えられている (8) (図 1B)。 

 

1.2 メディエーター複合体 

1990 年代前半に、精製タンパク質を用いた試験管内転写再構成系において、5 種類

の基本転写因子と Pol II のみでは転写活性化因子依存的な転写を再現できないことが

示され、転写活性化シグナルを転写開始複合体へと橋渡しする因子として同定された

のがメディエーター複合体 (メディエーター)である (9) (図 2A)。メディエーターは後

に、酵母からヒトまでの真核生物間で広く保存されることがわかった (10)。ヒトのメ

ディエーターは約 30個のサブユニットから構成されるが、サブユニットは種特異的な

ものも存在する (表 1)。また、構造学的研究から、head, middle, tailおよび CDK/Cyclin

という 4つのサブモジュールから構成されると考えられている (10,11) (図 2A)。特に、

head, middle, tailの 3つのモジュールから構成されるコア・メディエーター、または、

コア・メディエーターに CDK/Cyclin モジュールを含むホロ・メディエーターの 2つの

状態で存在すると考えられている (12)。 

各サブモジュールの機能的特徴として、tail モジュールは様々な DNA結合性の転写

活性化因子と相互作用することで転写制御シグナルのインプットに関わると考えられ

ている (13)。また、head モジュールは Pol II や GTF との直接的な相互作用を介して

PIC を遺伝子プロモーター上にリクルートすると考えられている (14)。そして middle

モジュールの機能は詳細に解析されていないが、tailモジュールからインプットした転

写制御シグナルを head モジュールに伝達する役割を果たしていると考えられている 

(図 2B)。メディエーターは転写活性化因子との相互作用により、様々な立体構造を取

ることが電子顕微鏡を用いた構造解析等から明らかになっており、相互作用する転写

活性化因子によって異なるコファクターとの相互作用にも繋がっている (15)。このこ

とは、メディエーターが単一的なものでなく、柔軟性を持って遺伝子発現制御に関わ
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ると考えられている (表 2)。最近では、転写活性化因子と転写開始複合体間のタンパ

ク質間相互作用によるシグナル伝達を越えて、遺伝子ループ構造の形成や ncRNAとの

相互作用を介して転写開始に関わることが報告されており、さらに転写開始だけでな

く転写伸長や転写終結、RNAプロセシングにも関わることが報告されている (16-21)。 

CDK/Cyclin モジュールはメディエーター中で唯一のキナーゼ活性を持つと考えられ

る CDK8 または CDK19 を有している (22)。CDK8 と CDK19 はパラログで相互排他的

関係にあり、CDK8 は酵母からヒトまでの真核生物間で保存されているのに対し、

CDK19 は脊椎動物にのみ存在する (23)。特に、ヒト CDK8 とヒト CDK19 では N 末キ

ナーゼ活性領域の 350アミノ酸の約 90%、C末側約 100 アミノ酸の約 50%が一致してお

り、両者に共通した遺伝子発現制御を行うと考えられてきたが、これら 2つの CDK が

果たす機能の分子機構は詳細にされていない。 

 

レチノイン酸による転写制御とメディエーター 

 レチノイン酸 (RA)は、細胞増殖をはじめ、発生や分化、免疫応答などの多様な生物

学的機能に必要とされる生理活性物質である。RA は、核内受容体の一つであるレチノ

イン酸受容体 (RAR)のリガンドとして機能し、RA 標的遺伝子の転写を制御している。

その際、RAR はレチノイド X 受容体 (RXR)とヘテロダイマー (RAR/RXR)を形成する

ことで、標的遺伝子のプロモーター内に存在するレチノイン酸応答配列 (RARE)と呼ば

れる DNA配列を認識する。RAR/RXRによる RAREの認識に RAは必要とされず、RA

非存在下において RAR/RXRは、ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC)を含むコリプレッ

サー複合体をリクルートすることにより標的遺伝子の転写抑制に働いている。一方、

RA が結合すると RAR/RXR は、RARE 認識を強めるような構造変換を通じてコリプレ

ッサー複合体を解離した後、SRC/p160 ファミリータンパク質を始めとするヒストンア

セチル化酵素 (HAT)複合体をリクルートすることにより標的遺伝子の転写活性化に働

いている (24)。胚性がん細胞 (EC)や胚性幹細胞 (ES)のような未分化状態を維持する細

胞は、RA シグナル経路を介した分化関連遺伝子の遺伝子発現の制御により神経細胞や

骨格筋細胞等の多様な体細胞系列へと分化する (25,26)。 

 メディエーターは様々な核内受容体依存的な転写制御に関与しており、RA 標的遺伝

子の転写制御にはMED1およびMED25サブユニットが RAR/RXRとの直接的な相互作

用を介して転写活性化を促すことが報告されている (27,28)。この過程では、RA によ

る転写誘導時に、RAR/RXRとMED1 との相互作用を介してホロ・メディエーターの構

造変換が起こることで、CDK/Cyclin モジュールが遺伝子プロモーター上から解離する



7 

 

ことで転写の活性化を促す。一方、CDK8 による転写抑制機構は、メディエーターと

Pol II 間の相互作用を CDK/Cyclin モジュールが立体的に障害することで転写活性化シ

グナルの伝達を妨げる機構やTFIIHのCyclin Hサブユニットのリン酸化を介したTFIIH

の CTDリン酸化阻害による機構がこれまでに提唱されているが (29,30)、メディエータ

ーCDK による RA標的遺伝子の詳細な転写抑制機構は明らかにされてない。 

 

転写因子 C/EBPβによる転写制御とメディエーター 

C/EBPβはCCAAT/enhancer binding proteinファミリーに属する転写活性化因子であり、

急性期の免疫応答、発がんや細胞増殖、また、細胞分化を制御する転写活性化因子とし

て知られている (31-33)。C/EBPβはホモダイマーを形成して標的 DNA配列を認識する。

C/EBPβには翻訳開始部位の変化によって発現制御される 3つのアイソフォームが存在

し、それぞれ p38、p33、p20 (またはそれぞれ Liver Activating protein*(LAP*)、LAPそし

て Liver inhibitory protein (LIP))と呼ばれている。細胞内で主に発現しているのは LAPと

LIPの 2つであり、LAPには転写活性化に必要な TAD (Transcriptional activation domain)

が存在しているが LIP にはこの領域が欠損しており転写抑制に関与している (32)。ま

た、C/EBPβは様々な翻訳後修飾を受けることが知られており、MAPK によりヒトの

C/EBPβの 235 番目のスレオニンがリン酸化されることが知られており、このリン酸化

によってメディエーターMED1 サブユニットとの相互作用が活性化することが知られ

ている (34,35)。 

ヒトの細胞内では C/EBPβは幾つかの遺伝子プロモーター上に結合することが知ら

れており、MAPK の活性化でそれらの遺伝子の転写を活性化する (36)。この転写制御

過程において、C/EBPβの活性化と同時にプロモーター上より CDK8 が解離することが

報告されている。また、MAPK によってリン酸化されていない C/EBPβは CDK8 を含

むメディエーターと相互作用し、リン酸化された C/EBPβは CDK8 を含まないメディエ

ーターと相互作用することが報告されている (37)。このように C/EBPβのリン酸化状

態の変化によって引き起こされる標的遺伝子の発現制御においても、メディエーターの

構造変化もしくはサブコンプレックスの交換が起こっていると考えられる。しかし、非

リン酸化型の C/EBPβによる転写抑制状態下での CDK8 の果たす役割やメディエータ

ーの変化が標的遺伝子の転写制御機構に与える影響は解明されていない。 

 

ヒストン修飾とメディエーター 

 メディエーターは Pol IIや基本転写因子に加えて、様々な転写制御因子と相互作用す
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ることが報告されているのに対して、ヒストン修飾因子やクロマチン構造変換因子との

相互作用はあまり報告されていない。これまでの報告では、ヒストン H3の 9番目リジ

ンに特異的なメチル化酵素である G9a とMED12サブユニットが相互作用し、非神経性

細胞での神経特異的な遺伝子発現を抑制していることや、CDK8を含むホロ・メディエ

ーターが HAT 複合体 STAGAの構成因子である TRRAPと GCN5L と協調的にヒストン

H3 の 14 番目リジンのアセチル化に関わることが知られている (38,39)。また、ヒスト

ン修飾酵素との相互作用因子を介さずに、CDK8が in vitro でMED12 サブユニット依存

的にヒストン H3 の 10 番目セリンのリン酸化を行うことが報告されている (40)。した

がって、転写制御の中核を成すメディエーターとクロマチン制御との関係性を明らかに

することは、転写制御とクロマチン制御の包括的な分子機構の理解に繋がると考えられ

る。 

 

1.3 エピジェネティックな遺伝子発現制御 

 遺伝情報を有する DNAは、4種類のヒストン (H2A, H2B, H3および H4)が 2つずつ

会合したヒストン八量体と共にヌクレオソーム構造を形成しており、この構造変換によ

って遺伝情報発現は制御されている。その際、DNA 配列の変化を伴わない後天的な遺

伝子発現制御、すなわち、エピジェネティックな遺伝子発現制御が働くことによりクロ

マチン構造変換が行われている。このエピジェネティックな遺伝子発現制御において特

徴的なのは、これらが可逆的な反応であり、細胞周期を通じて伝達されることにある 

(41)。さらに、遺伝子発現制御は様々なエピジェネティックな制御機構が関与しており、

これらを代表するのが DNAメチル化とヒストン修飾である。 

 

DNAメチル化 

 DNA メチル化は、ゲノム上のシトシンの次にグアニンが並ぶ 2 塩基配列が連続する

CpGアイランドにおいて高頻度に観察され、一般的には転写抑制に関わることが知られ

ている。DNA メチル化反応は DNA メチルトランスフェラーゼである DNMT ファミリ

ーによって担われており、新規のメチル基転移反応は DNMT3A や DNMT3B が行い、

細胞周期間のDNA複製時にはDNMT1がその維持に関わる (42,43)。転写においてDNA

メチル化は、3つの方法で転写に影響を与えると考えられている。一つ目は、転写因子

の遺伝子プロモーター上への結合を変化させることで、二つ目は、メチル化 CpG 結合

ドメインを含むタンパク質 (MBD)の遺伝子プロモーターあるいは遺伝子領域への結合

を変化させること。そして三つ目は、メチル化 DNAそれ自身によりクロマチン構造を
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変換させることである (44-46)。 

 また、ヒトの遺伝子の約 60%がプロモーターもしくは転写開始点 (TSS)付近に CpG

アイランドを有している。これまでは、TSS 付近の CpG アイランドに焦点を当てた解

析がほとんどであったが、近年のゲノムワイドな手法を用いた解析から、遺伝子内領域

の DNAメチル化が転写伸長を阻害するよりもむしろ促進することやスプライシング機

構にも関与することが報告されている (47,48)。 

 

ヒストン修飾 

 クロマチン構造の最小単位であるヌクレオソームは、147 塩基対の DNA がヒストン

八量体を取り巻く構造体を示し、ヒストンは C末側が球状の構造を取るのに対して、N

末側はヒストンテイルと呼ばれる突出した鎖上の構造を形成している (49) (図 3A)。ヒ

ストンテイルは、リジン残基のアセチル化、メチル化、ユビキチン化、SUMO化、アル

ギニン残基のメチル化や脱イミノ化、セリンおよびスレオニン残基のリン酸化、グルタ

ミン酸残基の ADP リボシル化、プロリン残基の異性化という多数の翻訳後修飾を受け

ることでクロマチン構造変換を介した転写制御に関与している。これらはヒストンコー

ドとも呼ばれ、特定のアミノ酸残基が受ける翻訳後修飾が特定の転写制御 を引き起こ

すことが提唱されている (図 3B)。中でも機能的によく解析されているのはヒストン H3

リジン残基のメチル化制御機構である。リジン残基のメチル化は、メチル化を受ける残

基の位置と入るメチル基の量によってその転写制御が異なることが知られている。また、

一つの HAT が様々なリジン残基のアセチル化に関わるのに対して、配列特異的なメチ

ルトランスフェラーゼが多数同定されていることから、非常に厳密な制御機構が働いて

いると考えられる。例えば、ヒストン H3の 27番目リジン のトリメチル化 (H3K27me3)

は、ポリコーム複合体の一つである PRC2 を構成する EZH2または EZH1によって行わ

れ、転写を抑制する (50,51)。また、ヒストン H3 の 36 番目リジンのトリメチル化 

(H3K36me3)は、酵母では Set2、ヒトでは SMYD2 によって行われ、転写伸長や遺伝子

コード領域から起こるクリプティック転写を制御すると考えられている (52,53)。 

さらに近年では、ヒストンのリジン残基の修飾状態に加えて、アルギニン残基のメチ

ル化とその制御機構が注目を受けている。アルギニン残基はモノメチル化と対称的なジ

メチル化 (SDMA)もしくは、非対称的なジメチル化 (ADMA)の 3 つのメチル化状態を

取りうる (54)。これに対応してアルギニン残基をメチル化するプロテインアルギニン

メチルトランスフェラーゼ (PRMT)もタイプ I, タイプ II, タイプ IIIそしてタイプ IV

に分けられており、タイプ Iが ADMA を、タイプ IIが SDMA を導入する (55)。ヒス
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トンのアルギニン残基のメチル化は、その修飾を認識するリーダー因子および脱メチル

化酵素ともにあまり多くを知られておらず、機能はよくわかっていない。しかし、具体

的な機構は未知ではあるが、タイプ Iの PRMT である PRMT1 の発現低下が ADMA で

ある H4R3me2s の低下を引き起こし、ヒストンテイルのアセチル化を低下させることが

知られている (56)。また、SDMA である H4R3me2s は、DNA メチル化酵素である

DNMT3A によって認識されてことや転写量が比較的少ない遺伝子のコーディング領域

で多いことが知られている (57,58)。このように、ヒストンテイルのアルギニン残基の

メチル化を含め、タンパク質メチル化修飾には解析の余地が多く残されている 。 

さらに、それぞれのヒストン修飾間のクロストークが存在する。例えば、H3K27me3

と H3K36me3 の修飾状態は互いに拮抗することや、H3S28 のリン酸化は H3K27me3 を

阻害し、H3K27 のアセチル化を促進すると考えられている (59,60)。加えて、各ヒスト

ン残基の修飾に対応するヒストン脱修飾因子も同定されている (表 3)。そして、遺伝子

上におけるヒストン残基の修飾状態は転写の状態と相関があり、修飾因子と脱修飾因子

によって厳密な転写制御が行われている (図 3C)。これらのことから、競合的なヒスト

ン修飾の制御は、可逆的なエピジェネティックな遺伝子発現制御を可能にし、生物の複

雑性を増すにつれてより高度な遺伝子発現制御を獲得してきたと考えられる。 

 

エピジェネティックスと疾患 

 エピジェネティックな遺伝子発現制御は、正常な発生や細胞分化を制御する一方で、

その遺伝子発現制御の破綻はがんをはじめとする様々な疾患に関わることが知られて

いる。DNA メチル化を行う DNMT3A においては、DNMT3A 遺伝子のフレームシフト

変異やナンセンス変異が急性骨髄性白血病患者でみられ、生存率の低下に繋がることが

報告されている (61)。H3K27me3 修飾を行う EZH2は、転移性の前立腺がんにおいて過

剰発現しており、細胞周期に関わる遺伝子の転写抑制を介して細胞増殖を制御している

と報告されている (62)。また、びまん性大細胞型 B細胞性リンパ腫患者では、EZH2の

メチルトランスフェラーゼ活性を示す SET ドメイン中にアミノ酸の点変異が報告され

ており、この変異は H3K27me3 活性が減少している (63)。 

既に、これらに対する選択的阻害剤が開発されており、中には臨床利用されているも

のも存在するが、これらの選択的阻害剤が生体内において働くメカニズムを完全に理解

されてはいない (64,65)。そのため、これら阻害剤の臨床応用にはエピジェネティック

な遺伝子発現制御を分子レベルで理解することが適切な治療薬としての使用には必要

不可欠であると考えられる。 
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 1.4 ポリコーム複合体 

 エピジェネティックなヒストン修飾を介して転写制御に関わる代表的な因子として

ポリコーム群 (PcG)タンパク質が知られている。PcGタンパク質は Hox 遺伝子の転写抑

制因子としてショウジョウバエで同定され、植物を含めて後生動物間で保存されている 

(66,67)。PcG タンパク質は転写抑制複合体 (PRC)を構成しており、PRC1 と PRC2 の 2

種類のサブタイプがこれまでに同定されている (図 4A)。PRC1 は、クロモドメインボ

ックスを持つ CBX ファミリー (CBX2, 4, 6-8), PCGFファミリー (PCGF1-6), RINGファ

ミリー (RING1a, RING1b)および HPHファミリー (HPH1-3)をコアサブユニットとして

構成されており、RING1aまたは RING1bの E3リガーゼ活性によるヒストン H2Aの 119

番目リジンのモノユビキチン化を介して転写抑制に関わっている (68)。また、PRC2 は、

H3K27 に対するヒストンメチルトランスフェラーゼ活性を有する EZH2 または EZH1

を含み、その他に SUZ12や EED, RbAp48をコアサブユニットとして含んでいる (図 4B)。

それぞれのサブユニットの役割は、SUZ12 が EZH2 のヒストンメチルトランスフェラー

ゼ活性を制御しており、EED は SUZ12 と同様にヒストンメチルトランスフェラーゼ活

性を制御することに加えて、WD40ドメインを介して H3K27me3 を認識し、遺伝子上へ

のPRC2リクルートを行うことで隣接したヌクレオソームにH3K27me3を伝播させると

考えられている (69,70)。しかし、PRC2の遺伝子上へのリクルートメント機構について

は、ショウジョウバエでポリコーム応答配列と呼ばれるシスエレメントや DNA結合性

のリクルート因子が同定されている一方で、これらは哺乳類の細胞を用いた解析からは

見出されていない (71)。代わりに、CpG アイランドや PRC2 のアフィニティー精製に

より同定された様々な相互作用因子群、さらに近年では生化学的な解析から幾つかのノ

ンコーディング RNA が PRC2 の遺伝子上へのリクルートに関わることが報告されてい

るが、細胞内においてこれらによる PRC2 リクルートメント機構がどのように働いてい

るかは完全に理解されてはいない (72-74)。 

 

ポリコーム複合体による分化制御 

 PRC2 は発生や分化に転写レベルで関与しており、適切な発生や分化には PRC2 によ

る転写制御が必須であると考えられる。PRC2 を構成する EZH2 が欠損した ES 細胞で

は、自己複製能は維持している一方で、適切に分化できなくなることが知られている。

これは、分化時に未分化マーカーを発現抑制できずに、中内胚葉分化に関わる遺伝子の

抑制状態が解除できなくなるためだと考えられる (51,69)。さらに、ノックアウトマウ
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スを用いた解析から、個体レベルでは SUZ12, EZH2 または EED遺伝子のノックアウト

胚はそれぞれ着床前の段階で胎生致死になることが報告されている (69,75,76)。 

また、PcG複合体の機能解析には、神経系や造血系などの分化系列が限定された組織

幹細胞も用いられている。神経前駆細胞の運命決定は発生段階に伴って、ニューロンや

アストロサイトへの分化へと分化するが、EZH2および EEDは大脳の発生後期段階にお

いて Ngn1/2 遺伝子の転写抑制に働いており、ニューロンへの分化を抑制することで、

アストロサイトへの分化に関与することが報告されている (77)。 

さらに、iPS 細胞作製時に見られる体細胞リプログラミングにおいても PRC2 との関

係性が報告されており、PRC2 の機能をサポートすると考えられている JARID2 や PCL2 

(Polycomb-like 2)のようなアクセサリータンパク質の欠損により神経芽細胞から iPS 細

胞への誘導効率が減少する (78)。それに対して、PRC2 サブユニットの過剰発現はリプ

ログラミングを促進すると報告されており、これは PRC2 による多能性遺伝子の発現制

御を介して行われていると考えられる (79,80)。このように、PRC2は転写抑制を介して

細胞の分化や自己複製能の維持、リプログラミングと密接に関与することが明らかにさ

れているが、遺伝子上へのリクルート機構は解析の余地が多く残されている。 

 

1.5 本研究の目的 

以上のような背景のもと、CDK8を介したメディエーターによる転写制御機構の解析

は進みつつあるが、CDK19に着目した解析はほとんど行われておらず、CDK19 による

遺伝子発現制御をはじめ 2つの CDK 間における機能的な違いに関する情報は極めて少

ない。これまでに当研究室において、CDK8 はヒトの組織で普遍的に発現しているのに対

し、CDK19 は組織により発現の仕方が異なるという発現特異性、CDK8 と CDK19 はそれぞ

れどちらかが CDKサブユニットとしてメディエーターに含まれるという相互排他性、さら

に、ある遺伝子の転写制御において CDK8 は活性化に CDK19 は抑制に働くという機能性の

3 点について違いが存在することを見出してきた (23,81)。これらは、CDK19 と CDK8 によ

る共通の遺伝子発現制御も存在する一方で、CDK8 または CDK19 に特異的な遺伝子発現制

御が存在する可能性が示唆される。特に、脊椎動物のみに備わる CDK19 にこそ特異的な遺

伝子発現制御が存在する可能性が強く示唆される。そこで、CDK19 を介したメディエータ

ーによる遺伝子発現制御および CDK19 が転写レベルで果たす生理的機能の解明を目的に、

転写制御における CDK19 の機能解析を行った。 
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図 1. RNAポリメラーゼと 5種類の基本転写因子からなる転写開始機構  

(A)  転写開始複合体形成の流れ。  

(B) 転写開始複合体形成は、TFIIDによるコアプロモーターの認識から始まり、TFIIB

が正確な転写開始点を決定した後、 TFIIF 依存的に Pol IIがリクルートされ、最後に

TFIIE依存的な TFIIHのリクルートにより転写開始複合体が完成する。  
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図 2. メディエーター複合体  

(A) メディエーター複合体による転写制御機構の模式図。メディエーター複合体は、

DNA結合性の転写制御因子と Pol IIを含む転写開始複合体の橋渡しを行うことで、

転写制御シグナルの伝達を担う。 

(B) 左：電子顕微鏡を用いて解いたヒトメディエーター複合体の構造。  

右：ヒトメディエーター複合体の模式図。(Tsai, K.L. et al. 2014 を参考にした。)   
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表 1. 種間におけるメディエーター複合体サブユニットの保存性  

ヒト(H.sapiens)、ショウジョウバエ(D. melanogaster)、出芽酵母(S. cerevisiae)、原虫

(E.cuniculi)、カビ(D. discoideum)、シロイヌナズナ(A. thaliana)、藻(T. pseudonana)、テト

ラヒメナ(T. thermophilia)、トリコモナス(T. vaginalis)におけるメディエーター複合体サブ

ユニットの保存性を示す。下線が引かれているサブユニットは、生存に必須なサブユニ

ット。白丸内の数字は、その種が保持するパラログ数を示す。(Bourbon, H.M. et al. 2008

を改変した。)  
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表 2. DNA結合性転写制御因子と結合するメディエーターサブユニット  

哺乳類細胞におけるメディエーター複合体のそれぞれのサブユニットと結合する DNA

結合性転写制御因子を示す。 (Poss, Z.C. et al. 2013 を参考にした。)  
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図 3. ヒストン修飾  

(A) ヒストン八量体の模式図を示す。ヒストン八量体は H2Aおよび H2Bから成る四量

体と H3 および H4 から成る四量体が組み合わさって構成されている。  

(B) ヒストン八量体は DNAと共にクロマチンの最小単位であるヌクレオソーム構造を

形成する。ヌクレオソーム構造は、ヒストンテイルが様々な翻訳後修飾を受けることに

より制御される。ここでは、ヒストン H3のヒストンテイルの一次構造と翻訳後修飾を

示す。(ヌクレオソームの結晶構造は Luger, K. et al. 1997 を改変した。) 

(C) 遺伝子上でのヒストン修飾パターンを示す。赤で示すボックスは転写活性化に、青

で示すボックスは転写抑制に関わることを表す。  
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表 3. ヒストン H3の翻訳後修飾を制御する酵素と細胞内機能における役割  

ヒストンH3の翻訳後修飾に関わる様々な修飾酵素 (writer)と脱修飾酵素 (eraser)を示す。

ヒストン H3のメチル化とアセチル化は主に転写制御を行うが、リン酸化が転写制御に

与える影響はあまり詳しく解析されていない。(Zhang, G. et al. 2014を 参考にした。) 

 

  



19 

 

 

図 4. Polycomb Repressive Complex 

(A) PRC2 と PRC1 の模式図。  

(B) 電子顕微鏡により解かれた AEBP2 を含むヒト PRC2 の電子顕微鏡画像とこれまで

に解かれたX線結晶構造を重ね合わせたもの。 (Ciferri C. et al. 2012を参考にした。) 

表は、PRC2 を構成するサブユニットとそれらの機能および有するドメインを示す。  
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2. 結果 

2.1 メディエーターCDK19サブユニットの新規相互作用因子の探索 

今回、CDK19の機能解析から、これまで混同されてきた可能性もある 2つの CDK間

の機能の違いを明らかに出来るだけでなく、脊椎動物における CDK19 の生理的機能を

分子レベルで明らかに出来ると考え、CDK19 による特異的な転写制御機構を見出すた

めに、CDK19 の相互作用因子の探索を行った。 

 

2.1.1 酵母 2ハイブリッド法を用いた新規相互作用因子の探索 

 まず、CDK19 の機能解析の足掛かりとして、CDK19 と相互作用する細胞核内で転写

制御に関わる因子の探索を目的として酵母 2ハイブリッド法 (Y2H)を行った。今回用い

たスクリーニング系は、野生型の CDK19 単独をベイトとして発現するホスト株にヒト

胎児脳由来 cDNAライブラリーをプレイとして遺伝子導入し、レポーター遺伝子の発現

により直接的なタンパク質間相互作用の有無および強度や相互作用領域の特定を可能

にさせるものである (図 5A)。約 4.0x10
7クローンをスクリーニングした結果、クロマチ

ンリモデリング複合体 ATPase 活性サブユニット BRG1 (82)、PRC2 複合体サブユニット

SUZ12 (69)、B細胞分化に関わる転写抑制因子 BCL6 (83)の 3因子をポジティブクロー

ンとして見出した (図 5B)。同様に、全長の CDK8を用いた Y2Hによりこれら 3因子と

の相互作用を解析したところ、相互作用はみられなかった (図 5B) また、シークエンス

解析から相互作用領域として得られたコード領域は、程度は異なるがいずれも N 末領

域が欠失した部分的な配列を有することが分かった (図 5C)。以降、スクリーニングに

よって得られた部分的な配列を Y2Hと表記する。以上より、BCL6, BRG1および SUZ12

の 3因子を、CDK19 の相互作用候補因子として同定した。 

 

2.1.2  CDK野生型組換えタンパク質を用いた in vitro相互作用解析 

 前節 2.1.1 で CDK19 の相互作用候補因子として見出した BCL6, BRG1 および SUZ12

とのタンパク質間相互作用をさらに検討するため、大腸菌より発現精製を行った組換え

タンパク質を用いて in vitro 相互作用解析を行った。BCL6と BRG1 については、スクリ

ーニングによって得られたY2H領域のN末にヒスチジンタグ (6H)を融合させたものを

組換えタンパク質として用いた。また、相互作用は抗 His tag 抗体を用いた免疫ブロッ

ト法により評価を行った。N 末にグルタチオン-S-トランスフェラーゼ (GST)タグを融

合させた野生型CDK19またはCDK8をベイトとした in vitro相互作用解析の結果、BCL6 
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Y2HとBRG1 Y2HはCDK19と直接結合することを明らかにした (図 6A)。しかし、CDK8

も CDK19 と同様に BCL6 Y2H および BRG1 Y2H と直接結合することが分かった (図

6A)。一方、SUZ12 については N末に GST タグを融合した SUZ12 の 4種類の欠失変異

体 (D1-4)と N末に 6Hを融合した野生型 CDK19または CDK8の組換えタンパク質を用

いて同様に in vitro相互作用解析を行った。その結果、SUZ12の 2つの欠失変異体であ

るSUZ12 D1およびD2がCDK19と直接結合することを明らかにした (図 6B)。さらに、

SUZ12もBCL6およびBRG1と同様にCDK8とも直接結合することがわかった (図6 B)。 

 

2.1.3  CDK欠失変異体組換えタンパク質を用いた in vitro相互作用解析 

 前節 2.1.2 において SUZ12, BRG1, BCL6と野生型 CDK19および CDK8との直接結合

することが明らかになったことから、CDK 側の相互作用領域を特定するため、CDK 欠

失変異体を用いて in vitro 相互作用解析を行った。CDK19 と CDK8 は N末からキナーゼ

ドメインまでの約 350 残基の領域が高度に保存されており、この領域はヒトでは 90％

を超える相同性を持つ。その一方、CDK19 は CDK8 に比べ、C末領域が約 50 アミノ酸

長くみられる (図 7A)。以上のことから、相同性の高い N末からキナーゼドメインまで

の領域と相同性の低いキナーゼドメイン以降の C 末領域をそれぞれ有する欠失変異体

を作製し、in vitro 相互作用解析に用いた。in vitro相互作用解析の結果、が BCL6, BRG1

および SUZ12は、CDK19 および CDK8 の相同性の高い N末からキナーゼドメインまで

の領域を介して両者と直接結合することを明らかにした(図 7B, C)。 

 

2.1.4  HeLa S3 細胞核抽出液を用いた in vitro 相互作用解析 

 これまでの解析から、BCL6, BRG1 および SUZ12 はいずれも単独の CDK19 および

CDK8 の両者と直接結合することを明らかにしてきた。また CDK19 と CDK8 は細胞内

において、それぞれが相互排他的にメディエーター複合体を構成している一方、

CDK/cyclin サブモジュールとしてメディエーターと解離した状態で存在する可能性も

ある (40)。以上のことから、BCL6, BRG1 および SUZ12が単独の CDK と相互作用する

のか、あるいは各 CDK が構成するメディエーターと相互作用するのかを検証するため、

BCL6, BRG1 および SUZ12の組換えタンパク質をベイトとして HeLa S3 細胞核抽出液

を用いた in vitro相互作用解析を行った。その結果、BCL6, BRG1 および SUZ12はいず

れも CDK19 と CDK8 の両 CDK と相互作用すること、また他のメディエーターサブユ

ニットであるMED6, MED17 との相互作用が見出されたことから、BCL6, BRG1 および
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SUZ12 はいずれも CDK を含むホロ・メディエーターと相互作用すると考えられる(図

7D)。 

 

 2.2 メディエーターCDK サブユニットによる転写制御を介した分化制御機構

の解析 

2.1章より、CDK19 および CDK8 が形成するメディエーターは、BCL6, BRG1 および

SUZ12が関与する転写制御と密接に関与することが示唆される。これらはいずれもクロ

マチン制御を介して転写制御を行うことが報告されている (69,82,83)。これまでに、メ

ディエーターとクロマチン制御との関係性は完全に理解されていないことから、CDK

を介したメディエーターによる新たな転写制御の一面を見出すことが出来ると考えた。

今回CDK19およびCDK8と直接相互作用することを見出した SUZ12が構成するポリコ

ーム複合体 PRC2 と BRG1 が構成する SWI/SNF 複合体は競合的な転写制御を行うこと

が報告されている (84)。特に、細胞分化に関わる遺伝子発現は SWI/SNF と PRC2 によ

ってバランスが保たれていると考えられている。しかし、遺伝子発現を切り替える際に、

SWI/SNFと PRC2 が遺伝子上で入れ替わるものの、これらがどのようなメカニズムで遺

伝子上へとリクルートされ、もしくは解離するかについてはほとんど明らかになってい

ない。そこで、これまでの結果から、メディエーターCDK サブユニットは、自らを足

場としてクロマチン制御複合体を遺伝子上にリクルートすることで分化制御における

遺伝子発現の切り替えに機能すると仮説を立て、メディエーターCDK サブユニットに

よる転写制御と分化制御に着目して研究を進めた。 

 

 2.2.1  PRC2サブユニット EZH2 との in vitro 相互作用解析 

 本研究では、2.1章で相互作用因子として同定された SUZ12が構成する PRC2 との関

係性に着目した。PRC2複合体は、SUZ12 以外にヒストンメチルトランスフェラーゼ活

性を有するEZH2とその活性をサポートするEEDがコア構成要素として含まれる (69)。

特に、EZH2 は CDK ファミリーに属する CDK1 によってリン酸化制御を受け、PRC2

の活性が制御されることが報告されていることから (85)、同様に CDK ファミリーに属

する CDK19 および CDK8 が EZH2 のリン酸化を介して PRC2 の活性を制御することが

予想される。そこで、メディエーターCDK サブユニットと EZH2 との関係性を追求す

るため、N末にGSTタグを融合した EZH2とN末に 6Hタグを融合した野生型の CDK19

または CDK8 を用いて in vitro 相互作用解析を行った。その結果、EZH2 は野生型の
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CDK19 および CDK8 の両者と直接結合することを明らかにした (図 8A)。さらに、EZH2

との結合に必要なCDK側の結合領域を特定するために、N末に 6Hタグを融合したCDK

欠失変異体を用いた in vitro 相互作用解析を行った。その結果、EZH2 も SUZ12と同様

に両 CDKのN末からキナーゼドメインまでの領域と直接結合することを明らかにした 

(図 8B)。 

これまでの結果から、EZH2とSUZ12が両CDKの同じ領域と直接相互作用すること、

また、EZH2 と SUZ12 同士の直接的な相互作用も報告されていることから、CDK19 お

よび CDK8 と EZH2 または SUZ12 との物理的な相互作用が競合的か、あるいは同時に

結合することで複合体を形成するかを検討するため、さらなる in vitro 相互作用解析を

行った。この相互作用解析では、GST-CTD をベイトとして CDK19 または CDK8 と結

合反応を行う際に、CDK19 および CDK8 と結合することを見出した SUZ12 D1 を段階

的に増やして結合反応に加えることで EZH2 と各 CDK 間の結合に与える影響を評価し

た。その結果、EZH2 と CDK19 の結合反応時に SUZ12 D1 のタンパク質量を段階的に

増やして加えても EZH2と CDK19との結合に影響はみられず、その一方で SUZ12との

結合が量依存的に強くなることが分かった (図 8C)。CDK8も同様に、EZH2との結合は

SUZ12 D1を加えることによる影響はみられず、SUZ12との結合は量依存的に強くなる

ことが分かった。これらのことから、CDK19 または CDK8が EZH2 および SUZ12と同

時に結合することで複合体を形成する可能性が示唆される (図 9)。 

 

2.2.2  CDK19 または CDK8によるリン酸化標的としての EZH2 の検討 

 リン酸化プロテオミクス解析から、EZH2 は CDK ファミリーに属する CDK1 によっ

て 2つのスレオニン残基がリン酸化を受け、PRC2 の活性に与えることが報告されてい

る (85,86) (図 10A)。前節 2.2.1 から、EZH2 が CDK19 および CDK8 のキナーゼドメイ

ンを含む領域と直接相互作用することが明らかになったことから、次に CDK19 または

CDK8 による EZH2 のリン酸化活性と特異性の検討を行った。はじめに細胞レベルで

CDK19 および CDK8 による EZHリン酸化活性を検討するため、Ntera2 cl. D1 細胞を用

いて siRNA導入による CDK19 または CDK8 の遺伝子ノックダウンを行い、EZH2のリ

ン酸化部位特異的抗体を用いた免疫ブロット法による評価を行った。その結果、CDK19

またはCDK8の遺伝子ノックダウンによるEZH2リン酸化への影響は観察されなかった 

(図 10B)。さらに、CDK19および CDK8 による EZHリン酸化活性を検討するため in vitro

リン酸化解析を行った。まず、HA タグと FLAG タグ (HF)が N 末にタンデムに融合し
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たCDK19 (HF-CDK19)またはCDK8 (HF-CDK8)を安定発現するHeLa S3細胞から調製し

た核抽出液を用いて、各 CDK が構成するメディエーター複合体の精製を行った (図

10C)。大腸菌より発現精製を行ったマウスの全長 Pol II CTD組換えタンパク質を基質と

して in vitro リン酸化解析を行った結果、精製した HF-CDK19 または HF-CDK8 を含む

メディエーターは、これまでに報告と一致して 5番目セリン特異的なリン酸化活性を示

した (図 10E)。このことは、CTDリン酸化活性を有する各 CDK を含むメディエーター

が精製出来ていることを示している。次に、大腸菌より発現精製した EZH2組換えタン

パク質を基質として in vitro リン酸化解析を行った。その結果、HF-CDK19 または

HF-CDK8を含むメディエーターは in vitroで EZH2の 492番目のスレオニン残基 (T492)

を強くリン酸化することを明らかにした (図 10F)。 

 

2.2.3 CDK19またはCDK8による神経細胞分化に関連するレチノイン酸標的

遺伝子の転写制御の解析 

 これまでの報告により、マウス ES 細胞においてメディエーター複合体は、多能性遺

伝子の転写活性化を行うことで幹細胞の多能性に関与していることが示唆されている 

(19)。また細胞分化の一部は、レチノイン酸 (RA)シグナル経路を介して誘導され、そ

の転写制御機構においてメディエーターが活性化に働くことが知られている (25,28)。

まず、分化シグナルを代表する RA によって制御される細胞分化に着目するため、RA

による神経細胞への分化を観察できるヒトの精巣性胚性腫瘍細胞である Ntera2 cl. D1

細胞を用いて、神経細胞分化に関わる RA標的遺伝子の mRNA発現量を RT-qPCRによ

り測定した (87)。RAによる刺激後、Nanog遺伝子の mRNA発現量は経時的にほぼ同じ

割合で減少し、一方、Pax6 遺伝子の mRNA発現量は 24時間から 48時間にかけて大き

く増加した (図 11A)。また、Lefty1 遺伝子と Cyp26a1 遺伝子の mRNA 発現量は RA 刺

激後 1時間から 2 時間にかけて大きく増加した (図 11B)。以上のことから、Nanog 遺伝

子と Pax6 遺伝子の mRNA 発現量変化の観察は RA 刺激を 48 時間に設定し、これらの

遺伝子を後期誘導遺伝子としてみなす一方、Lefty1 遺伝子と Cyp26a1 遺伝子の mRNA

発現量変化の観察は RA刺激を 2時間に設定し、これらの遺伝子を初期誘導遺伝子とし

てみなすこととした。 

次に、RA が制御する細胞分化に CDK19 または CDK8 が転写レベルで関与している

か検討を行うために、siRNA導入による CDK19または CDK8 の遺伝子ノックダウンを

行い、RA 標的遺伝子の mRNA 発現量に与える影響を RT-qPCR により測定した。その
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結果、後期誘導型の RA 標的遺伝子において、Nanog 遺伝子では未分化時に各 CDK の

遺伝子ノックダウンにより mRNA 発現量に有意な差は認められなかったが、分化誘導

時に CDK8 の遺伝子ノックダウンにより mRNA 発現量の減少が抑制された (図 11C)。

同様に、Pax6 遺伝子では未分化時に CDK8の遺伝子ノックダウンにより mRNA発現量

が増加するのに対し、未分化時に CDK19と CDK8のどちらの遺伝子ノックダウンにお

いても mRNA 発現量に優位な差は認められなかった (図 11D)。これらのことから、後

期誘導型の RA標的遺伝子は、タイミングや制御の仕方は異なるが CDK8によって転写

制御を受ける可能性が示唆される。また、初期誘導型の RA標的遺伝子において、Lefty1

遺伝子では未分化時にCDK19とCDK8の遺伝子ノックダウンによりmRNA発現量が減

少し、分化誘導時に CDK19 の遺伝子ノックダウンにより mRNA発現量の増加が抑制さ

れた (図 11E)。同様に、Cyp26a1 遺伝子では未分化時に CDK19 と CDK8 の遺伝子ノッ

クダウンにより mRNA発現量が減少し、分化誘導時に CDK19 と CDK8のどちらの遺伝

子ノックダウンにおいても mRNA 発現量に優位な差は認められなかった (図 11F)。こ

れらのことから、初期誘導型の RA 標的遺伝子は、CDK19 および CDK8 によって正の

転写制御を受ける可能性が示唆される。以上の mRNA発現量解析から、RAが制御する

神経細胞分化に CDK19および CDK8が転写レベルで神経細胞分化を制御している可能

性が示唆される。 

 

2.2.4  神経細胞分化時に起こるレチノイン酸標的遺伝子上におけるメディエ

ーター複合体と PRC2 の局在解析 

 前節 2.1.7 より、RA が制御する神経細胞分化に CDK19 および CDK8 が転写レベル

で関与する可能性が示唆されたことから、各 CDK を含むメディエーター複合体と各

CDKと相互作用することを見出してきたPRC2が直接RA標的遺伝子の転写制御に関わ

るかを検討するため、神経細胞分化に関わる RA 標的遺伝子上での CDK19, CDK8, 

MED1, SUZ12, 転写の指標である Pol IIおよび PRC2 による転写抑制の指標であるヒス

トンH3の 27番目リジンのトリメチル化 (H3K27me3)の存在量についてクロマチン免疫

沈降法 (ChIP-qPCR)を用いて解析した。今回の解析では、分化誘導時において初期誘導

される遺伝子は運命決定の選択性を担うことや様々なシグナル経路の副次的な影響を

介さずに転写制御機構を観察可能であること、また、前節 2.1.7 で CDK19および CDK8

の両者により転写制御を受けることが示唆されたことから、初期誘導型の RA標的遺伝

子であるLefty1遺伝子とCyp26a1遺伝子のプロモーターおよび遺伝子内領域をそれぞれ
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解析対象とした (図 12A, G)。さらに、CDK19または CDK8のそれぞれを特異的に認識

できる抗体が存在しないため、CDK19およびCDK8の解析には両者を認識する抗体 (以

下、CDK8/19 と表記)を用いた。まず Lefty1 遺伝子上では、mRNA の発現量変化と一致

して RA 刺激により Pol II はプロモーターと遺伝子内領域において存在量が増加した 

(図 12B)。そして、RA 無刺激状態でも CDK8/19 はプロモーター上に存在し、RA 刺激

によって CDK8/19 の存在量が増加した (図 12C)。これに付随して、コア・メディエー

ターを構成するMED1の存在量もプロモーター上で増加した (図 12D)。このことから、

RA 刺激に応答して CDK を含んだホロ・メディエーターが Lefty1 遺伝子プロモーター

上にリクルートされることが示唆される。また、SUZ12 もプロモーターと遺伝子内領域

に存在しており、RA刺激前後で Lefty1 遺伝子上での存在量に変化は認められなかった 

(図 12E)。さらに、PRC2 による転写抑制の指標である H3K27me3 の存在量も SUZ12と

同様に、RA刺激前後でLefty1遺伝子上での存在量に変化は認められなかった (図12F)。

これらのことから、Lefty1 遺伝子の転写活性化の際に、CDKを含むホロ・メディエータ

ーがプロモーター上にリクルートされ、転写の活性化に関与することが示唆される。ま

た、Cyp26a1 遺伝子上では、こちらも mRNA の発現量変化と一致して RA 刺激により

Pol IIはプロモーターと遺伝子内領域において存在量が増加した (図 12H)。そして、RA

無刺激状態でも CDK8/19 はプロモーター上に存在し、RA 刺激によって CDK8/19 の存

在量が増加した (図 12I)。これに付随して、コア・メディエーターを構成する MED1の

存在量もプロモーター上で増加した (図 12J)。このことから、RA刺激に応答して CDK

を含んだホロ・メディエーターが Cyp26a1遺伝子プロモーター上にもリクルートされる

ことが示唆される。また、Lefty1 遺伝子とは異なり、Cyp26a1 遺伝子プロモーター上の

SUZ12および H3K27me3 は RA刺激に応答して存在量が減少した (図 12K, L)。これら

のことから、Cyp26a1 遺伝子の転写活性化の際に、CDK を含むホロ・メディエーター

がプロモーター上にリクルートされ、転写の活性化に関与する一方で、その際、ホロ・

メディエーターの遺伝子上へのリクルートによってPRC2は遺伝子プロモーター上から

解離する可能性が示唆される。 

 PRC2 は主に、遺伝子プロモーター上に存在する一方で、そのリクルート機構は完全

には理解されていない。そこで、CDK19 および CDK8 が PRC2 の RA 標的遺伝子プロ

モーターへのリクルートに関与しているかを検討するため、siRNA 導入により CDK19

とCDK8を遺伝子ダブルノックダウンした状況下でRA刺激前後における Lefty1遺伝子

と Cyp26a1遺伝子の両遺伝子上での CDK8/19, SUZ12, MED1, 転写の指標である Pol II
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および PRC2 による転写抑制の指標である H3K27me3 の存在量について ChIP-qPCR を

用いて解析した。まず Lefty1 遺伝子上では、Pol II は CDK19 と CDK8 の遺伝子ダブル

ノックダウンにより、未分化時におけるプロモーターと遺伝子内領域での存在量に変化

は認められなかったが、RA 刺激後に遺伝子内領域での存在量がわずかながら減少した 

(図 13B)。このことは、Pol IIの転写開始から伸長への移行がうまく行われてない可能性

が示唆される。CDK19 および CDK8 は、遺伝子ダブルノックダウンを行うと、未分化

時において存在量は減少したが、予期に反して、RA 刺激後の存在量はわずかしか減少

しなかった (図 13C)。また、コア・メディエーターを構成する MED1 のプロモーター

上での存在量は、RA 刺激の有無に関わらず CDK19 と CDK8 の遺伝子ダブルノックダ

ウンにより変化は認められなかった (図 13D)。このことは、Lefty1遺伝子プロモーター

上へのメディエーターのリクルートは、CDK19 および CDK8に非依存的であり、コア・

メディエーターの形でもリクルートされる可能性が示唆される。そして、レチノイン酸

刺激前後に関わらずCDK19とCDK8の遺伝子ダブルノックダウンによる SUZ12および

3K27me3 のプロモーター上での存在量に変化は認められなかった (図 13E, F)。これら

のことから、Lefty1 遺伝子上への PRC2リクルートは、CDK19 および CDK8 を直接介さ

ない機構で行われる可能性が示唆される。一方、Cyp26a1遺伝子上では、Pol IIは CDK19

と CDK8 の遺伝子ダブルノックダウンにより、未分化時におけるプロモーターと遺伝子

内領域での存在量に変化は認められなかったが、RA 刺激後にプロモーター上での存在

量が増加した (図 13H)。このことは Lefty1 遺伝子で観察されたことと同様に、Pol IIの

転写開始から伸長への移行がうまく行われてない可能性が示唆される。CDK19 および

CDK8 は、遺伝子ダブルノックダウンを行うと、未分化時において存在量は減少したが、

予期に反して、RA刺激後の存在量に変化は認められなかった (図 13H)。また、コア・

メディエーターを構成する MED1 のプロモーター上での存在量は、RA刺激の有無に関

わらず CDK19 と CDK8 の遺伝子ダブルノックダウンにより変化は認められなかった 

(図 13I)。このことは、Cyp26a1遺伝子プロモーター上へのメディエーターのリクルート

は、少なくとも未分化時において CDK19および CDK8 に非依存的であり、コア・メデ

ィエーターの形でもリクルートされる可能性が示唆される。そして、レチノイン酸刺激

前後に関わらず CDK19 と CDK8 の遺伝子ダブルノックダウンによる SUZ12 および

3K27me3 のプロモーター上での存在量に変化は認められなかった (図 13K, L)。これら

のことから、Cyp26a1 遺伝子上への PRC2 リクルートは CDK19 および CDK8 を直接介

さない機構で行われる可能性が示唆される。 
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2.3 考察 

メディエーターCDK8 サブユニットによる転写制御機構への理解は徐々に深まりつ

つあるが、CDK19 を介した転写制御の分子機構については依然として多くの謎が残さ

れている。脊椎動物のみに備わる CDK19 の機能を分子レベルで理解することは、高等

動物における生命現象への理解に繋がることに加えて、生命現象の根幹を成す遺伝子発

現制御におけるメディエーターの重要性をさらに高めると考えられる。そこで私は、

CDK19 の転写制御における機能解析を目的に結合タンパク質のスクリーニングを行い、

CDK19 の相互作用因子として、SUZ12, BRG1, BCL6の 3因子を同定した。in vitro 相互

作用解析から、これらの 3因子は CDK19 および CDK8 の両者と相同性の高いキナーゼ

ドメインを含む領域と直接結合することに加え、各 CDK が構成するメディエーターと

結合することが明らかとなった。SUZ12, BRG1 および BCL6はいずれもクロマチン構造

変換に関与する因子であり、メディエーターによる転写制御とクロマチン制御が直接結

びつく可能性を示す意味で、非常に興味深い。さらに、SUZ12が構成する PRC2 とメデ

ィエーターCDK との関係性に着目して研究を進めた結果、2つの CDK は PRC2 を構成

する EZH2と直接結合し、これをリン酸化することを明らかにした。さらに、mRNA発

現量解析から、2 つの CDK が初期誘導型レチノイン酸標的連遺伝子の転写活性化に関

わることを明らかにした。そして、ChIP-qPCR解析から、Lefty1 遺伝子および Cyp26a1

遺伝子プロモーター上に各 CDK を含むメディエーターと PRC2 が共局在することを明

らかにした。これらの結果から、レチノイン酸による神経細胞分化時に CDK を含むホ

ロ・メディエーターが PRC2 と協調的にレチノイン酸標的遺伝子の転写制御を直接行う

ことが示唆された。このことはさらに、高等動物に特有の脳や神経の発生過程において、

メディエーターを構成する 2つの CDK が重要な働きを持つことを示唆している。 

酵母 2ハイブリッド法により、CDK19 の新規相互作用因子として、BCL6, BRG1 およ

び SUZ12 の 3 因子を同定した。これらの 3 因子は、酵母内では CDK8 とは相互作用せ

ず、CDK19 に選択的な相互作用を示したが、in vitro 相互作用解析では相互作用の選択

性が失われた。この理由の一つとして、相互作用の選択性にはタンパク質の翻訳後修飾

が関与する可能性が示唆される。in vitro 相互作用解析で用いたタンパク質は、大腸菌

より調製しており、大腸菌発現系ではヒトのタンパク質に起こりうる翻訳後修飾は行わ

れていない。CDK19 および CDK8 がリン酸化酵素であることも踏まえると、相互作用

因子に対するリン酸化修飾が相互作用の選択性を生み出すのに必要とされる可能性が

ある。他に、CDK が複合体を形成することが相互作用の選択性に繋がる可能性が示唆

される。メディエーター複合体中で CDK19 および CDK8は Cyclin C と複合体を形成し
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ており、酵母には Cyclin Cのオルソログである Srb11 が存在する (88)。酵母を用いてヒ

トのタンパク質間相互作用を解析する一つのメリットとして、偽陽性が少ないことが挙

げられ、酵母 2ハイブリッド法により見出した相互作用は直接的なものであると考えら

れる。しかし、CDK19 または CDK8 が酵母の内在性の Srb11 と複合体を形成した状態

での相互作用である可能性は排除できない。これらのことから、CDK19 または CDK8

間の相互作用の選択性については、ヒトの細胞内で CDK を含むメディエーターと相互

作用因子が構成する複合体同士の相互作用を確認することにより明らかにできると考

えている。 

EZH2はSUZ12と同様にPRC2を構成するサブユニットであり、EZH2のヒストンメチ

ルトランスフェラーゼ活性はPRC2による転写抑制機構に必須であるだけでなく、PRC2

の遺伝子上へのリクルートにも関わることが報告されている (66,85)。さらに、EZH2は

CDKファミリーに属するCDK1によって2つのスレオニン残基がリン酸化制御を受け、

このリン酸化制御はPRC2の活性にも影響を与えることが知られている。350番目のスレ

オニン残基 (T350)のリン酸化は、ncRNAとの相互作用を亢進させ、PRC2の遺伝子上へ

のリクルートに関わる (85)。また、492番目のスレオニン残基 (T492)のリン酸化はEZH2

のユビキチン化によるPRC2の不安定化を引き起こし、標的遺伝子プロモーター上の

H3K27me3を減少させる (86,89)。今回の精製タンパク質を用いたin vitro解析から、EZH2

はCDK19およびCDK8のキナーゼドメインを含む領域と直接結合すること、そして

CDK19およびCDK8を含むホロ・メディエーターがEZH2のT492をリン酸化することを

明らかにした (図8B, 10F)。これらのことから、CDK19およびCDK8がEZH2との相互作

用を介してT492をリン酸化することにより、PRC2の安定性を制御する可能性が示唆さ

れる。T492のリン酸化がPRC2の不安定化を引き起こすメカニズムは明らかにされてい

ないが、T492はEZH2とSUZ12の相互作用に用いられる領域に含まれる (85)。そして、

SUZ12が複合体の安定性やEZH2のヒストンメチルトランスフェラーゼ活性に必要とさ

れることが報告されていることから (69)、EZH2のT492のリン酸化はSUZ12との相互作

用を妨害することによってPRC2の不安定化を引き起こす可能性が示唆される。しかし、

細胞内におけるEZH2のリン酸化はCDK19またはCDK8の遺伝子ノックダウンにより大

きな影響は受けなかった (図10C)。このことは、細胞内でCDK1のようなCDK19やCDK8

とは異なるリン酸化酵素がEZH2のリン酸化に寄与している可能性やCDK19および

CDK8によるEZH2のリン酸化は限られた標的遺伝子上でのみ行われている可能性が存

在する。また、今回の解析ではCDK19またはCDK8を単独で遺伝子ノックダウンした際
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のリン酸化レベルを評価している。そのため、両CDKがEZH2のリン酸化に関わるので

あれば、その影響は見えにくいと考えられるため、両CDKを遺伝子ノックダウンした際

のEZH2リン酸化レベルも同様に評価すべきだと考えられる。さらに、in vitroリン酸化

解析で用いた各CDKを含むホロ・メディエーターには、精製した際にCDK19または

CDK8とは異なるリン酸化酵素を同時に精製した可能性は排除できない。このことから、

CDK19およびCDK8のキナーゼ活性阻害剤を用いたリン酸化解析を行うことで、CDK19

またはCDK8によるEZH2のリン酸化標的としての検討を行っていきたい。 

また、神経細胞分化に関わるレチノイン酸 (RA)標的遺伝子のmRNA発現量解析から、

CDK19およびCDK8がこれらの転写制御に関わることを明らかにした (図11)。しかし、

今回解析に用いたNanog, Pax6, Lefty1, Cyp26a1遺伝子のCDK19およびCDK8による転写

制御は統一的というよりも、むしろ遺伝子ごとにそれぞれ異なる転写制御を受けていた。

未分化時において、Lefty1遺伝子およびCyp26a1遺伝子のmRNA発現にはCDK19および

CDK8が関与することや後期誘導型のRA標的遺伝子のmRNA発現にはCDK8のみが関与

することはそれぞれ、両CDKに共通の遺伝子発現制御あるいはCDK8特異的な遺伝子発

現制御である可能性が示唆される。その一方で注目すべきは、RAによる分化誘導時に

おいて、CDK19の遺伝子ノックダウン時にのみ転写制御に関わることが示唆された点で

ある (図11E)。このことはCDK19特異的な遺伝子発現制御が存在する可能性を示唆する

ものである。今後はマイクロアレイやRNA-seqを用いた網羅的なトランスクリプトーム

解析を用いて、CDK19またはCDK8にそれぞれ特異的な遺伝子発現制御を見出すことで

2つのCDKにおける機能の違いにもアプローチできると考えている。 

さらに、ChIP-qPCRによる遺伝子上でのタンパク質局在解析から、CDKサブユニット

を含むホロ・メディエーターは、Lefty1遺伝子とCyp26a1遺伝子のプロモーター上に存在

し、直接これらの転写制御に関わることが示唆された (図12)。これに加えて、未分化

時においては、CDK19またはCDK8の遺伝子ノックダウンによってLefty1遺伝子および

Cyp26a1遺伝子のmRNA発現量が減少し (図11)、CDK19およびCDK8の遺伝子ダブルノ

ックダウンによってこれらの遺伝子プロモーター上のCDK19およびCDK8の存在量が

減少した (図13)。これらの結果は、CDK19およびCDK8を含むホロ・メディエーターが

RAによる分化誘導時だけでなく未分化時においても遺伝子プロモーター上で転写活性

化に働くことを示唆している。広くはメディエーターCDKサブユニットは転写抑制に働

くと考えられており、今回の解析からCDK19およびCDK8を介したメディエーターによ

る新たな転写制御の一面を見出すことが出来たと考えている。また、メディエーターと
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PRC2との関係性については、RA刺激によりCyp26a1遺伝子プロモーター上において

SUZ12とH3K27me3の存在量が減少した (図12K, L)のに対し、ホロ・メディエーターが

増加することから (図12I, J)、RA刺激によりCyp26a1遺伝子プロモーター上においてホ

ロ・メディエーターのリクルートはPRC2の解離を促す可能性が示唆される。さらに、

CDK19またはCDK8がPRC2の遺伝子上での局在に関わるか、CDK19およびCDK8の遺伝

子ダブルノックダウンを行った際のChIP-qPCRを行った結果、CDK19およびCDK8の遺

伝子ダブルノックダウンにより、Lefty1遺伝子とCyp26a1遺伝子のプロモーター上におけ

るSUZ12およびH3K27me3の存在量は変化しなかった。この結果から、メディエーター

の他のサブユニットがCDK以上にPRC2の遺伝子プロモーター上へのリクルートに関わ

る可能性やメディエーターがPRC2をリクルートするのではなく、逆にPRC2がCDKサブ

ユニットを介してメディエーターをリクルートしている可能性が考えられる。また、

PRC2がncRNAによって遺伝子上へとリクルートされるのと同様に、メディエーターの

CDK/Cyclinモジュールを構成するMED12はncRNAとの相互作用を介して遺伝子上へと

リクルートされることが報告されている (20)。これらの報告から、同種のncRNAによ

って同時にホロ・メディエーターとPRC2が遺伝子上へとリクルートされる可能性が考

えられる。これらの可能性については、PRC2サブユニットの遺伝子ノックダウンを介

したChIP-qPCRや、ゲノムワイドなChIP解析を行うことで明らかにできると考えている。

面白いことに、CDK19およびCDK8の遺伝子ダブルノックダウンにより、Pol IIはLefty1

遺伝子ではプロモーター上での存在量は変化せず、遺伝子内領域での存在量が減少した

ことに対し、Cyp26a1遺伝子ではプロモーター上での存在量が増加した一方、遺伝子内

領域での存在量は変化しなかった。これらのことは、Pol IIの転写開始から伸長への移

行がうまく行われていない可能性が示唆される。CDK8は、血清応答や低酸素刺激時に

転写伸長に関与することが示されており、分化シグナル応答に関してもCDK8および

CDK19が転写伸長に関与する可能性が考えられるため、Pol IIのリン酸化状態や他の転

写伸長因子にも着目しながら更なる解析を進めていきたいと考えている (16,17)。 

以上の結果より、神経細胞分化時においてCDKを含むホロ・メディエーターとPRC2

によるCyp26a1遺伝子の転写制御モデルが考えられる (図14)。未分化時においてPRC2

はプロモーター上でヒストンH3の27番目リジンのトリメチル化を行うことで転写抑制

に関わっている。レチノイン酸刺激により、RAR/RXRの構造変換が起きた結果、MED1

を介してメディエーター複合体が遺伝子上へとリクルートされ、CDK19またはCDK8に

よるEZH2のリン酸化が起こり、遺伝子上からPRC2が解離する。その後、Pol IIを含む転
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写開始複合体をメディエーターがプロモーター上へとリクルートし、CDK19または

CDK8によってPol IIのCTDがリン酸化を受け、転写開始から伸長へと移行するというモ

デルが考えられる。このモデルをさらに検討するためには、より細かなRA応答に対す

る、遺伝子上でのEZH2やEZH2のリン酸化の動きをChIP-qPCRにより確認する必要があ

ると考えている。 

最後に、今回同定した全ての相互作用因子はクロマチン制御、特にエピジェネティク

スと呼ばれる遺伝子配列の変化を伴わない後天的な現象に関与する。このエピジェネテ

ィックな遺伝子発現制御は、細胞分化だけでなく発がんや老化などの様々な後天的疾患

に関わると考えらており、特に PRC2 サブユニットの過剰発現や体細胞変異が多くのが

ん細胞において発見されていることから、このようなエピジェネティクス関連タンパク

質を標的とした創薬アプローチが注目されている  (63,90,91)。また、senexin A や

cortistatin Aといった CDK19および CDK8に選択的なキナーゼ活性阻害剤が開発されて

いるが、これら 2 つの CDK のリン酸化標的を含めて 2 つの CDK の生理的機能はよく

分かっていない (92,93)。本研究の結果は、CDK/Cyclin モジュールがそのキナーゼ活性

を介してクロマチン構造変換を制御することを示唆するものであり、CDK19 および

CDK8 を標的とした創薬の足掛かりになることが期待される。 
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図 5. hCDK19との新規相互作用因子の同定  

(A) 酵母 2ハイブリッド法 (Y2H)の模式図。N末に LexAタグの融合した hCDK19 の全

長をベイトに、ヒト胎児脳由来 cDNA ライブラリーをプレイとして用いた。レポー

ター遺伝子の発現によりポジティブクローンが得られるような選択培地を用いてス

クリーニングを行った。  

(B) スクリーニングによって得られたポジティブクローンである BCL6 (164-706aa)、

BRG1 (1522-1647aa)、 SUZ12 (147-739aa)と全長の hCDK19または全長の hCDK8との

相互作用解析。  

(C) Y2Hによって得られた hCDK19 との相互作用候補因子のアミノ酸モチーフを示す。

それぞれのアミノ酸モチーフの下に示す青線で示した領域が Y2H で確認された相互

作用領域である。黒枠内にそれぞれのアミノ酸モチーフの略語を示す。 
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図 6. BCL6, BRG1および SUZ12は in vitroで hCDK19と hCDK8の両者と相互作用す

る  

(A) GST-hCDK8 または hCDK19 とスクリーニングによって得られた領域を有する

6H-BCL6 Y2Hまたは BRG1 Y2Hを用いて in vitro 相互作用解析を行った。500 ngの

GST 融合タンパク質を Glutahione-Sepharose 4B を用いて精製した後、500 ngの 6Hタ

グ融合タンパク質を加えて結合反応を行い、タンパク質間相互作用を Hisタグに対す

る抗体を用いた免疫ブロット法により検出した。  

(B) (上) 作製した SUZ12欠失変異体の模式図。  

(下) GST-SUZ12 D1-D4 と 6H-hCDK8 または hCDK19 を用いて、(A)と同様の in vitro

相互作用解析を行い、6Hタグ融合タンパク質との相互作用を His タグに対する抗

体を用いた免疫ブロット法により検出した。 
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図 7. BCL6, BRG1および SUZ12は in vitroで hCDK19と hCDK8の相同性の高い領

域と相互作用する。  

(A) 作製した CDK 欠失変異体の模式図。  

(B) GST-hCDK8 または CDK19 の全長あるいは欠失変異体と 6H-BCL6 Y2H, BRG1 

Y2Hを用いた in vitro相互作用解析を行い、6Hタグ融合タンパク質との相互作用

を His タグに対する抗体を用いた免疫ブロット法により検出した。 

(C) 全長の hCDK8 または CDK19 と相互作用することが示された GST-SUZ12 D1 と

6H-hCDK8または CDK19の全長あるいは欠失変異体を用いて in vitro相互作用解

析を行い、6H タグ融合タンパク質との相互作用を His タグに対する抗体を用い

た免疫ブロット法により検出した。 

(D) GST-BRG1 Y2H, BCL6 Y2H, SUZ12 D1をベイトとして HeLa S3細胞核抽出液を用

いた in vitro 相互作用解析を行い、6Hタグ融合タンパク質との相互作用を His タ

グに対する抗体を用いた免疫ブロット法により検出した。 
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図 8. メディエーター複合体 CDKサブユニットは EZH2 と物理的に相互作用する。  

(A) GST-EZH2 または SUZ12 D2 と 6H-CDK8, CDK19または SUZ12 D2 を用いて in vitro

相互作用解析を行い、6H タグ融合タンパク質との相互作用を His タグに対する抗

体を用いた免疫ブロット法により検出した。  

(B) GST-EZH2と 6H-CDK8またはCDK19欠失変異体を用いて in vitro相互作用解析を行

い、6H タグ融合タンパク質との相互作用を His タグに対する抗体を用いた免疫ブ

ロット法により検出した。  

(C) GST-EZH2 と 6H-CDK8 または CDK19 との結合反応時に、SUZ12 D1 の量を段階的

に増やして結合反応に加えた際に EZH2と各 CDKとの結合に与える影響を in vitro

相互作用解析により評価した。 6H タグ融合タンパク質との相互作用は、His タグ

に対する抗体を用いた免疫ブロット法により検出した。  



37 

 

 

 

図 9. CDK8/CycC 複合体と PRC2複合体の相互作用モデル  

(A) CDK8 または CDK19と SUZ12および EZH2との相互作用モデル。  

(B) ヒトCDK8/Cyclin C複合体の結晶構造 (Schnider E.V. et al. 2011)とヒトPRC2-AEBP2

複合体の電子顕微鏡像 (Ciferri C. et al. 2012)を示す。  
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図 10. HF-CDK8またはHF-CDK19を含むメディエーター複合体は EZH2の 492番目ス

レオニンをリン酸化する。  

(A) EZH2 のアミノ酸モチーフの模式図。  

(B) Ntera2 cl. D1細胞に CDK8 または CDK19 を標的とする siRNAを終濃度 20 nM で導

入し 60時間の培養後、核抽出液を回収した。回収したタンパク質を SDS-PAGEに

よって展開し、免疫ブロットにより EZH2 リン酸化に与える影響および遺伝子ノッ

クダウン効率を評価した。siNCは Non targeting control を示す  

(C) FLAG M2 agarose を用いて精製したメディエーターを 0.3 mg/mL の FLAGペプチド

で溶出し、5-20%グラジエントゲルを用いた SDS-PAGEで展開し、silver stain MS kit 

(Wako)で銀染色を行った。  

(D) (C)で精製したメディエーターに含まれる各サブモジュールのサブユニットを免疫

ブロット法により確認した。 
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(E) 精製した大腸菌発現の GST-mCTD full lengthを用いて、in vitro で HF-CDK8 または

HF-CDK19 を含むメディエーターのリン酸化活性をそれぞれのリン酸化特異的な抗

体を用いて評価した。 

(F) 精製した大腸菌発現の GST-EZH2 を用いて、in vitro で HF-CDK8 または HF-CDK19

を含むメディエーターのリン酸化活性をそれぞれのリン酸化特異的な抗体を用いて

評価した。 
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図 11. CDK8または CDK19に遺伝子ノックダウンがレチノイン酸標的遺伝子発現に与

える影響  

(A, B) Ntera2 cl. D1細胞を 10 µM の retinoic acid (RA)で経時的に処理した後、トータル

RNAを回収してそれぞれの遺伝子の mRNA発現量を RT-qPCRで測定した (n=2)。  

(C, D) Ntera2 cl. D1 細胞に CDK8 または CDK19を標的とする siRNAあるいは非ターゲ

ット siRNA (siNC)を導入し、遺伝子ノックダウンを行った後、RA 処理または veicle 

(DMSO)処理したもののトータルRNAを回収し、RT-qPCRでNanog遺伝子またはPax6

遺伝子の mRNA発現量を測定した (*: p<0.05, **: p<0.01, student’s t test, n=3~5)。RA-: 

DMSO, RA+: 10µM RA, 48時間。  

(E, F) Ntera2 cl. D1 細胞に CDK8 または CDK19を標的とする siRNAあるいは非ターゲ

ット siRNA (siNC)を導入し、遺伝子ノックダウンを行った後、RA 処理または veicle 

(DMSO)処理したもののトータル RNA を回収し、RT-qPCR で Lefty1 遺伝子または

Cyp26a1 遺伝子の mRNA 発現量を測定した (*: p<0.05, **: p<0.01, student’s t test, 

n=3~5)。RA-: DMSO, RA+: 10µM RA, 2 時間。 
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図 12. Ntear2 cl. D1細胞を用いたレチノイン酸刺激による神経細分化に関わるレチノイ

ン酸標的遺伝子上でのタンパク質局在変化の観察  

Ntera2 cl. D1 細胞を 10 µM の retinoic acid (RA)で 2時間処理した後、それぞれの抗体を

用いて ChIP-qPCRを行った (*: p<0.05, **: p<0.01, student’s t test, n=3)。 

(A) Lefty1 遺伝子の模式図と qPCRに用いた遺伝子のプロモーターまたはイントロン領

域を増幅するプライマーの位置を示す。 

(B-F) Lefty1遺伝子プロモーターまたはイントロン上における Pol II, CDK8/19, MED1, 

SUZ12, H3K27me3 の ChIPシグナル。  

(G) Cyp26a1遺伝子の模式図と qPCRに用いた遺伝子のプロモーターまたはエキソン領

域を増幅するプライマーの位置を示す。 

(H-L) Cyp26a1 遺伝子プロモーターまたはエキソン上における Pol II, CDK8/19, MED1, 

SUZ12, H3K27me3 の ChIPシグナル。  
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図 13. Ntear2 cl. D1細胞での CDK19/8遺伝子ダブルノックダウンによる神経細分化に

関わるレチノイン酸標的遺伝子上でのタンパク質局在変化の観察  

Ntera2 cl. D1 細胞を用いて、CDK8と CDK19 を標的とする siRNAの同時導入または非

ターゲット siRNA (siNC)の導入による遺伝子ノックダウンを行った後、10 µMの retinoic 

acid (RA)で 2時間処理し、それぞれの抗体を用いて ChIP-qPCRを行った (*: p<0.05, **: 

p<0.01, student’s t test, n=3)。 

(A) Lefty1 遺伝子の模式図と qPCRに用いた遺伝子のプロモーターまたはイントロン領

域を増幅するプライマーの位置を示す。 

(B-F) Lefty1遺伝子プロモーターまたはイントロン上における Pol II, CDK8/19, MED1, 

SUZ12, H3K27me3 の ChIPシグナル。  

(G) Cyp26a1遺伝子の模式図と qPCRに用いた遺伝子のプロモーターまたはエキソン領

域を増幅するプライマーの位置を示す。 

(H-L) Cyp26a1 遺伝子プロモーターまたはエキソン上における Pol II, CDK8/19, MED1, 

SUZ12, H3K27me3 の ChIPシグナル。 
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図 14. 神経細胞分化時におけるメディエーター複合体と PRC2による転写制御モデル  

未分化時において PRC2はプロモーター上でヒストンH3の 27番目リジンのトリメチル

化を行うことで転写抑制に関わっている。レチノイン酸刺激後、MED1を介して遺伝子

上にメディエーターがリクルートされ、CDK19 または CDK8 により EZH2 がリン酸化

を受け、遺伝子プロモーター上から PRC2 が解離する。その後、Pol IIを含む転写開始

複合体をメディエーターがリクルートし、CDK19または CDK8によって Pol II CTDが

リン酸化を受け、転写開始から伸長へと移行する。  
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2.4 メディエーター複合体のキナーゼサブユニットによる転写抑制機構の解析 

 メディエーターの CDK サブユニットである CDK8 は、これまで一般的には転写の抑

制に関わると考えられてきた (29,94)。当研究室において、CDK19および CDK8 はそれ

ぞれが相互排他的にメディエーターを形成する一方で、マイクロアレイ解析から

CDK19 および CDK8 は HeLa S3細胞内では主に、ほぼ同一の遺伝子を標的として転写

の活性化と抑制の相反的に働くことを見い出してきた (23,81)。以上より、メディエー

ターの CDK が転写制御に関わることが示唆されるが、その分子メカニズムについては

不明な点が多い。その中でも、C/EBPβによる転写制御過程において、CDK8 が転写抑

制に関与している可能性が示唆されており、また、in vitro 転写解析から、CDK8 を含む

ホロ・メディエーターは転写活性化に対して抑制的に働くことが知られている (37,95)。

そこで、C/EBPβ標的遺伝子の制御における CDK19 と CDK8 の役割に着目し、ホロ・

メディエーターによる転写抑制の分子機構解明を目指した。 

 

2.4.1 C/EBPβ標的遺伝子上における CDK19 または CDK8 の局在解析 

 C/EBPβは MAPK によるリン酸化を受けて構造変換を起こすことにより活性化する

と考えられており、MAPK を活性化すると考えられている発がんプロモーターである

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)刺激により標的遺伝子の転写を活性化する (36)。ま

ず、HeLa S3 細胞においての C/EBPβ標的遺伝子の転写制御機構を解析するために、

HeLa S3細胞をPMAで処理した際の、C/EBPβ標的遺伝子のmRNA発現量を測定した。

その結果、C/EBPβ標的遺伝子である IL-8および TNFαの mRNA発現量が PMA刺激に

よって誘導されることが分かった (図 15A, B)。 

次に、これら遺伝子上での C/EBPβ, CDK19 および CDK8、そして転写活性化の指標

であるCTDがリン酸化された Pol IIの存在量をChIP-qPCRにより解析した。その結果、

mRNA 発現量解析からも予想されるように、IL-8 および TNFαの両遺伝子プロモータ

ー上における C/EBPβの存在量は、PMA刺激により増加した (図 15C, D)。このことか

ら、これらの遺伝子は HeLa S3細胞においても C/EBPβによって転写制御を受けており、

PMA 刺激により転写が活性化されることが分かった。また、転写活性化の指標である

リン酸化された Pol II CTD の存在量も、PMA刺激により IL-8および TNFαの両遺伝子

プロモーターおよびエキソン上で増加した(図 15C, D) 。そして、これまでの報告同様

に PMA 刺激により、IL-8 および TNFαの両遺伝子プロモーターでの CDK19 および

CDK8 の存在量が減少した (図 15C, D)。このことは、PMA 刺激に応答して CDK19 お

よびCDK8が IL-8および TNFα遺伝子プロモーター上から解離することを示しており、
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CDK19 および CDK8 が C/EBPβによる転写活性化に対して抑制的に関与することが示

唆される。 

 

2.4.2 CDK19または CDK8による C/EBPβ標的遺伝子の転写制御の解析 

 2.2.1の結果から、C/EBPβ標的遺伝子のプロモーター上においてCDK19およびCDK8

が転写抑制因子のように機能することが分かった。そこで、CDK19 および CDK8 が

C/EBPβ標的遺伝子の転写抑制に関与しているかをさらに検討するため、siRNA導入に

よるCDK19とCDK8の遺伝子ダブルノックダウンを行い、C/EBPβ標的遺伝子のmRNA

発現量を RT-qPCRにより測定した。その結果、IL-8および TNFα遺伝子の mRNA発現

量は、非誘導状態において CDK19と CDK8の遺伝子ダブルノックダウンによって増加

した (図 15E)。このことは、CDK19 および CDK8 が遺伝子プロモーター上に存在して

いる状態で IL-8および TNFα遺伝子の転写抑制に関与していることを示唆している。 

 

2.4.3 CDK8またはCDK19が構成するメディエーター複合体の新規相互作用因

子の探索 

 CDK19 および CDK8 による転写抑制機構を解明するために、HF-CDK8 または

HF-CDK19 を安定発現する HeLa S3 細胞株の核抽出液から、それぞれの CDK を含むメ

ディエーター複合体を精製し、相互作用因子の探索を行った。未知の相互作用因子を同

定するために、今回精製したメディエーター複合体の銀染色像から予想されるメディエ

ーター複合体サブユニット以外のバンドを相互作用因子とみなし、銀染色バンドを切り

出して、LC-MS/MS を用いて解析した。その結果、これらはそれぞれ PRMT5とWDR77

であることを明らかにした (図 16A)。さらに、免疫ブロット解析から PRMT5とWDR77

は HF-CDK19 または HF-CDK19 をそれぞれ含むメディエーターと相互作用しているこ

とが明らかになった (図 16C)。 

   

2.4.4 PRMT5 および WDR77との in vitroおよび in vivo相互作用解析 

 PRMT5とWDR77 は、anti-FLAG精製時に非特異的に相互作用が検出されるタンパク

質である (96)。そこで、CDK19 または CDK8 と PRMT5, WDR77 との相互作用をさら

に検証するため、HF-CDK8 または HF-CDK19 を安定発現する HeLa S3 細胞株の核抽出

液をゲルろ過後、約 2MDa のホロ・メディエーターに相当するフラクションから FLAG

精製を行った。その結果、HF-CDK8 を安定発現する HeLa S3細胞株から調製した核抽
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出液のゲル濾過より、ホロ・メディエーター特異的な MED12サブユニットがコア・メ

ディエーターのMED15サブユニットと共に約 2MDaの分子量にピークを持つことが分

かった (図 17A)。しかし、PRMT5 と WDR77 は約 1MDa に相当するフラクションにピ

ークがみられ、約 2MDa のフラクションにはあまり存在していなかった。この PRMT5

と WDR77 の約 1MDa のピークはメチロソームと呼ばれる複合体であると考えられる 

(97)。また、同様の結果を HF-CDK19 を安定発現する HeLa S3細胞株から調製した核抽

出液のゲル濾過解析により確認した (図 17B)。そして、両 CDKの約 2MDaのフラクシ

ョンを用いて anti-FLAG 精製を行い、共沈降したタンパク質を免疫ブロットにより確認

した。その結果、両 CDK が形成する複合体に他のメディエーターサブユニットおよび

PRMT5, WDR77 が含まれることが分かった (図 17C, D)。これらのことから、PRMT5

とWDR77はCDKを含むホロ・メディエーターと複合体を形成していると考えられる。 

 次に、PRMT5 と WDR77 が CDK19 または CDK8 と直接結合するかを検証するため、

N末に Sタグを融合させた PRMT5 (S-PRMT5)または WDR77 (S-WDR77)と HF-CDK19

または HF-CDK8を HeLa S3 細胞内で共発現させ、Sタグに対するアフィニティー精製

を行った。その結果、S-PRMT5および S-WDR77はそれぞれ、HF-CDK19またはHF-CDK8

と相互作用することが明らかになった (図 18A, B)。このことは、HeLa S3細胞より精製

された HF-CDK8または CDK19を含むメディエーターと PRMT5およびWDR77との相

互作用が FLAG精製による非特異的な反応ではないことを示している。さらに、大腸菌

発現の N 末に GST タグの融合した CDK19 または CDK8 と、同じく大腸菌発現の

S-PRMT5 および S-WDR77 を用いて in vitro 相互作用解析を行った。その結果、両 CDK

に PRMT5 とWDR77 が直接結合することが明らかになった (図 18C)。 

 

2.4.5 C/EBPβ標的遺伝子上における PRMT5、ヒストン H4R3メチル化および

DNMT3Aの局在解析 

 前節 2.4.4 より、CDK を含むホロ・メディエーターが PRMT5 および WDR77 と複合

体を形成することが明らかになった。PRMT5 は、タイプ IIに属するアルギニンメチル

基転移酵素であり、タンパク質のアルギニン残基に対称的なメチル基付加を触媒する 

(54)。特に、ヒストンタンパク質をメチル化することで知られており、ヒストン修飾因

子として機能するときは転写抑制因子である (55)。また、WDR77 は PRMT5 のコファ

クターとして知られている (97)。さらに、これまでのゲノムワイドな ChIP 解析から

H4R3me2s が発現量の少ない遺伝子上に局在していることが分っている (58)。これらの
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ことから、PRMT5 が直接 C/EBPβ標的遺伝子の転写抑制に関与しているかを検討する

ため、C/EBPβ標的遺伝子上での PRMT5 やそのヒストン修飾 H4R3me2s の存在量を

ChIP-qPCR を用いて解析した。その結果、PMA 刺激により、IL-8 および TNFαの両遺

伝子プロモーター上において、CDK19および CDK8 の挙動と同様に、PRMT5の存在量

が減少した (図 19A, B)。また、IL-8および TNFαの両遺伝子プロモーター上における

H4R3me2s の存在量も、PMA刺激により減少した (図 19A, B)。こさらに、PRMT5は、

DNMT3Aと直接相互作用することや、DNMT3Aは H4R3me2s を認識し、標的遺伝子の

CpG をメチル化することで転写抑制に関与すると報告されている (57)。これらのこと

から、IL-8および TNFαの両遺伝子プロモーター上における DNMT3Aの存在量も同様

に ChIP-qPCR より解析した。その結果、IL-8 および TNFαの両遺伝子プロモーター上

において、PPRMT5 と H4R3me2s の挙動と同様に、DNMT3A の存在量が減少した (図

19A, B)。そして、これまでの報告と一致して、H4R3me2s はエキソン領域にもみられ、

この修飾を認識すると考えられる DNMT3A もエキソン上に存在することが分かった 

(図 19A, B)。これらのことから、PRMT5 と DNMT3Aは、CDK19 および CDK8 と同様

に IL-8 および TNFαの両遺伝子プロモーター上に存在している状態で転写を抑制して

おり、PMA 刺激により、PRMT5 と DNMT3A が段階的に遺伝子プロモーター上から解

離することが示唆される。 

これまでの ChIP-qPCR 解析から、PMA 刺激による PRMT5 の C/EBPβ標的遺伝子プ

ロモーターからの解離は、CDK19 および CDK8 と同様の挙動を示すことが明らかにな

った。次に、CDK19 および CDK8 が PRMT5 の C/EBPβ標的遺伝子プロモーターへの

リクルートに関与しているかを検討するため、siRNA導入により CDK19と CDK8 の遺

伝子ダブルノックダウンを行った時の、C/EBPβ標的遺伝子上における PRMT5 および

DNMT3A の存在量を ChIP-qPCR を用いて解析した。その結果、CDK19 と CDK8 の遺

伝子ダブルノックダウンにより、IL-8 および TNFαの両遺伝子プロモーター上での

PRMT5 の存在量 10から 20%にまで減少した  (図 20A, B)。さらに、IL-8および TNFα

の両遺伝子プロモーター上での DNMT3Aの存在量も著しく減少した (図 20A, B)。この

ことから、PRMT5 と DNMT3Aは CDK19 および CDK8 によって C/EBPβ標的遺伝子の

プロモーター上へリクルートされることが示唆される。 

  

2.5 考察 

 メディエーターは、転写の活性化と抑制の両方を制御できる巨大な複合体である。こ
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れまでに、核内受容体を含む様々な DNA結合性の転写制御因子との相互作用を介して

メディエーターが転写の活性化に関わることが明らかにされてきたのに対して、転写の

抑制にどのように関わるかについては不明な点が多い。とりわけ、メディエーターによ

る転写の抑制には CDK/Cyclin モジュールを含んだホロ・メディエーターが関わると考

えられており、多様な抑制機構が報告されているがその実態については議論の余地があ

る。そこで我々は、2 つの CDK サブユニットを介したホロ・メディエーターによる転

写抑制機構に着目し、研究を行った。 

本研究では、PMA 刺激によって誘導される転写誘導系をモデルとして用い、HeLa S3

細胞においてCDK19およびCDK8は、C/EBPβ標的遺伝子のプロモーター上に存在し、

PMAによる発現誘導によりプロモーター上から解離すること (図 15)、また、それぞれ

の CDK を標的とする siRNAを導入すると、C/EBPβ標的遺伝子の mRNA発現量が増加

することから、CDK19 および CDK8 は C/EBPβ標的遺伝子の転写抑制から活性化への

移行に関わることを明らかにした (図 15)。さらに、CDK を含むホロ・メディエーター

による転写抑制機構を明らかにするために、CDK19 または CDK8 を含むメディエータ

ーと相互作用する因子の探索を行った。その結果、ヒストンメチルトランスフェラーゼ

である PRMT5とそのコファクターWDR77 を新規相互作用因子とした (図 16, 17, 18)。

さらに、in vitro相互作用解析から、これらの相互作用因子は CDK19 および CDK8 と直

接結合することを明らかにした (図 18)。PRMT5 はヒストン H4の 3 番目アルギニンの

対称的なメチル化 (H4R3me2s)を行い、転写抑制に関わると考えられている (55)。そこ

で、C/EBPβ標的遺伝子の転写制御における関係性を調べたところ、PRMT5 は C/EBP

βの遺伝子プロモーター上に存在し、PMA 刺激によってプロモーターから解離するだ

けでなく、H4R3me2sも PRMT5と挙動を同じくして減少することが明らかとなった (図

19, 20)。さらに、H4R3me2s を認識することで遺伝子上にリクルートされ，DNAのメチ

ル化を行うことで転写抑制に関わる DNMT3A との関係性にも着目したところ、

DNMT3Aも C/EBPβ標的遺伝子のプロモーター上に存在し、PRMT5 と協調的に転写抑

制に寄与していることが示唆された (図 19, 20)。これらの結果から、CDK19 と CDK8

は PRMT5を IL-8およびTNFαの両遺伝子プロモーター上にリクルートすることにより、

プロモーター領域のヒストン H4 の R3me2s 修飾を制御し、さらに H4R3me2s の認識を

介した DNMT3Aのプロモーター上へのリクルートを行うことで標的遺伝子の転写を抑

制していると考えられる (図 21)。 

C/EBPβは、非リン酸化状態では転写抑制に働き、この時にホロ・メディエーターと
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相互作用し、これをプロモーターにリクルートすることが知られているが、その詳細な

転写抑制機構は明らかにされていなかった (37)。今回の解析で得られた結果から、ホ

ロ・メディエーターの CDK サブユニットは PRMT5 および WDR77 をリクルートし、

メチル化されたヒストン H4 のアルギニン残基を DNMT3A が認識して転写抑制状態が

構築されると我々は考えている。そして、転写を活性化するときは C/EBPβは MAPK

によるリン酸化が構造変化を引き起こし、この構造変化を認識してホロ・メディエータ

ーから CDK/Cyclin モジュールが外れるか、ホロ・メディエーターとコア・メディエー

ターの交換が行われることにより標的遺伝子のプロモーター上でメディエーターの構

造変化が促されて転写の活性化が起こると考えられる。また、C/EBPβと相互作用する

と知られているメディエーターサブユニットは 2 つ知られており、MED23 はリン酸化

状態と非リン酸化状態のどちらでも相互作用するが、MED1 は C/EBPβのリン酸化によ

って相互作用が亢進することが知られている (35,37)。このように、少なくともコア・

メディエーターは C/EBPβ標的遺伝子の転写活性化に関わることから、今後は、mRNA

発現量解析や ChIP-qPCR を用いて C/EBPβの転写制御シグナルのメディエーターへの

入力およびメディエーターからの出力、そして遺伝子プロモーター上に存在するメディ

エーターの構成を解析することにより、転写活性化状態におけるメディエーターの役割

を詳細に理解していきたいと考えている。 

また、ChIP-qPCR解析から、C/EBPβ標的遺伝子である IL-8遺伝子および TNFα遺伝

子の転写制御は、CDK19 および CDK8 と PRMT5 によって協調的に行われることを明

らかにした。しかしながら、PMA刺激による PRMT5の遺伝子上での挙動と、H4R3me2s

の遺伝子上での挙動は完全に一致していない (図 20)。すなわち、TNFα遺伝子におい

て、PMA刺激により、プロモーター上における PRMT5 の存在量が著しく減少する一方

で、H4R3me2s の存在量は若干の変化が認められただけである。このことは、PRMT5

とは異なる PRMT が相補的に関与している可能性が示唆される。特に、PRMT7 は

PRMT5 と同様にタイプ IIの PRMT に属し、H4R3me2s に関わる (98)。さらに、脱メチ

ル化酵素である JMJD6 による脱メチル化反応は、IL-8 遺伝子および TNFα遺伝子にお

いて異なる可能性も考えられる。これらのことから、CDK19 および CDK8 と PRMT5

とは異なる PRMT や脱メチル化酵素との関係性についても明らかにしていきたいと考

えている。 

興味深いことに、PRMT5 のヒストンメチル化活性は WDR77 の CDK4 によるリン酸

化によって活性化されることが報告されており、CDK19 と CDK8 も PRMT5 のリクル
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ートだけでなく、活性制御に関与する可能性も考えられる (99)。今後は、CDK19 およ

び CDK8 による PRMT5 のリン酸化解析や、CDK 欠失変異体を用いた相互作用解析か

らメディエーターCDK と PRMT5 との関係性をより詳細に解析していきたいと考えて

いる。加えて、PRMT5の下流で機能する DNMT3Aによる DNAメチル化が C/EBPβ標

的遺伝子の転写抑制に関与しているかを検討するため、バイサルファイトシークエンス

解析によるゲノムワイドな DNA メチル化解析を行うことで、メディエーターによる

C/EBPβ標的遺伝子の転写制御を包括的に理解していきたいと考えている。 
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図 15. メディエーターCDK は C/EBPβ標的遺伝子の転写を抑制する  

(A, B) HeLa S3 細胞を 25 ng/ml の濃度で 2 時間の PMA刺激を行った後、トータル RNA

を回収して、RT-qPCRでそれぞれの遺伝子の発現量を解析した (n=2)。  

(C, D) HeLa S3 細胞を 25 ng/ml の濃度で 2 時間の PMA刺激を行った後、それぞれの抗

体を用いて ChIP を行い、IL-8 遺伝子または TNFα遺伝子のプロモーターまたはエキ

ソン領域を増幅するプライマーを用いて qPCR を行った (n=3)。 PMA 無刺激時のプ

ロモーター上での存在量を１とした時の相対値を示す。 各遺伝子の構造と qPCR で

増幅した領域 (PCR Taregts)をグラフ上の模式図で示す。 

 (E) HeLa S3 細胞を用いて、CDTK8 と CDK19を標的とする siRNAの同時導入または
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非ターゲット siRNA (siNC)の導入による遺伝子ノックダウンを行った後、 25 ng/ml の

濃度で 2 時間の PMA 刺激を行ったもののトータル RNA を回収し、RT-qPCR でそれぞ

れの遺伝子の発現量を解析した (n=4; *: p<0.05, **: p<0.01)。PMA無刺激時の siNCシグ

ナルを 1とした時の相対値を示す。  

(F) HeLa S3 細胞を CDK8と CDK19 を標的とする siRNAを同時に導入し、遺伝子ノッ

クダウンを行って回収した細胞抽出液を SDS-PAGE で展開し、免疫ブロットにより

タンパク発現に与える影響を確認した。  
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図 16. CDK19または CDK8を含むメディエーターと相互作用する因子の探索  

(A) HF-CDK19 または HF-CDK8 を安定発現する HeLa S3 細胞株から調製した核抽出液

から、FLAG M2 agaroseを用いてそれぞれのCDKを含むメディエーターを精製した。

精製した各 CDK を含むメディエーター画分を 4-15%グラジエントゲルを用いて

SDS-PAGEで展開し、銀染色を行った。その後、LC-MS/MS で切り出したバンドの解

析を行い、同定された相互作用因子を示す。  

(B) アフィニティー精製したメディエーター画分を SDS-PAGEで展開し、免疫ブロット

によってメディエーターの存在を確認した。  

(C) アフィニティー精製したメディエーター画分を SDS-PAGEで展開し、免疫ブロット

によって PRMT5 およびWDR77 との相互作用を確認した。  

(D) LC-MS/MS により検出されたペプチドとその mascot スコア。  
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図 17. 2段階精製を行ったメディエーターは PRMT5およびWDR77と相互作用する  

(A) HF-CDK8 を安定発現する HeLa S3細胞核抽出液を G4000SWｘｌカラムでゲル濾過 

を行い、それぞれの抗体を用いて免疫ブロットした。推定される分子量を上に表示

している。 

(B) HF-CDK19を安定発現するHeLa S3細胞核抽出液をG4000SWｘｌカラムでゲル濾過

を行い、それぞれの抗体を用いて免疫ブロットした。推定される分子量を上に表示

している。 

(C) HF-CDK8 を安定発現する HeLa S3細胞核抽出液の 2 MDa付近のフラクションから

anti-FLAG M2 を用いて、免疫沈降を行い、共沈降したタンパク質をそれぞれの抗体

を用いて検出した。 

(D) HF-CDK19を安定発現するHeLa S3細胞核抽出液の 2 MDa付近のフラクションから

anti-FLAG M2 を用いて、免疫沈降を行い、共沈降したタンパク質をそれぞれの抗体

を用いて検出した 



58 

 

 

図 18. PRMT5および WDR77 は in vivoおよび in vitroで、CDK19または CDK8を含

むメディエーターおよび両 CDKと直接相互作用する  

(A) HF-CDK8 と S-タグ融合 PRMT5 (S-PRMT5)またはWDR77 (S-WDR77)発現ベクター

を HeLa S3 細胞に導入して回収した細胞抽出液を用いて、S タグに対するアフィニテ

ィー精製を行い、S-PRMT5 または S-WDR77 との相互作用を Sタグに対する抗体を用

いて検出した。  

(B) HF-CDK19と S-PRMT5または S-WDR77発現ベクターをHeLa S3細胞に導入して回

収した細胞抽出液を用いて、Sタグに対するアフィニティー精製を行い、S-PRMT5 ま

たは S-WDR77 との相互作用を Sタグに対する抗体を用いて検出した。  

(C) 大腸菌発現GST-CDK8または CDK19と大腸菌発現 S-PRMT5または S-WDR77を用

いて in vitro 相互作用解析を行い、S タグ融合タンパク質との相互作用を S タグに対

する抗体を用いて検出した。  
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図 19. HeLa S3細胞を用いた C/EBPβ標的遺伝子上での PMA刺激によるタンパク質

局在変化の観察  

HeLa S3細胞を 25 ng/ml の濃度で 2時間の PMA刺激を行った後、それぞれの抗体を用

いて ChIPを行い、IL-8遺伝子 (A)および TNFα遺伝子 (B)のプロモーターまたはエキソ

ン領域を増幅するプライマーを用いて qPCRを行った (n=3)。 PMA無刺激時のプロモ

ーター上での存在量を 1とした時の相対値を示す (*: p<0.05, **: p<0.01)。 
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図 20. CDK8/19のダブルノックダウンを行った HeLa S3細胞における、C/EBPβ標的

遺伝子上でのタンパク質局在変化の観察  

HeLa S3細胞を用いて CDK8または CDK19を標的とする siRNAの同時導入あるいは非

ターゲット siRNA (siNC)の導入による遺伝子ノックダウンを行った後、25 ng/ml の濃度

で 2時間の PMA刺激を行い、それぞれの抗体を用いて ChIPを行い、IL-8遺伝子 (A)

および TNFα遺伝子 (B)のプロモーターまたはエキソン領域を増幅するプライマーを用

いて qPCRを行った (n=3)。 PMA無刺激時のプロモーター上での存在量を 1とした時

の相対値を示す (*: p<0.05, **: p<0.01)。  

  



61 

 

 

図 21. PRMT5を介したCDKを含むホロメディエーターによるC/EBPβ標的遺伝子の

転写抑制機構モデル  

C/EBPβ によって標的遺伝子上にリクルートされた CDK を含むホロ・メディエーターは、

PRMT5 および WDR77と相互作用している。PRMT5 はヒストン H4の 3番目アルギニ

ン残基の対称的なジメチル化修飾(H4R3me2s)を行い、この修飾を認識して DNMT3Aが

標的遺伝子上にリクルートされる。DNMT3Aはプロモーター領域の DNAメチル化修飾

を行い、これらの一連の流れを介して C/EBPβ 標的遺伝子は転写の抑制状態を維持して

いると考えられる。  
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3. 総括 

 あらゆる生物において転写は遺伝子発現の第一段階であり、様々な環境応答に対して

遺伝子レベルで生命の根幹を制御しているといえる。この時、多種多様なタンパク質が

時間的、空間的に厳密な転写制御を行っており、その中核を成すのがメディエーターで

ある。メディエーターは、細胞外からのシグナルを細胞核内で受容し、そのシグナルを

遺伝子発現へと導く役割を果たしており、これまでに転写の活性化と抑制の両方で機能

することが知られている。メディエーターは真核生物間で保存された約 30 個のサブユ

ニットから構成されており、それぞれのサブユニットが異なる機能によって転写制御に

関わっている。複合体中で唯一のキナーゼ活性を有する 2つの CDK サブユニットであ

る、CDK19 と CDK8 による遺伝子発現制御が注目されているが、その全容は明らかに

なっていない。特に、脊椎動物特異的に発現する CDK19 の機能解析はほとんど行われ

ておらず、CDK19 による遺伝子発現制御をはじめ 2つの CDK 間における機能的な違い

に関する情報は極めて少ない。そこで本研究では、メディエーターの 2つの CDK サブ

ユニットである CDK19と CDK8 に着目し、これらが行う遺伝子発現制御についての研

究を行った。 

 メディエーターの2つのCDKの足掛かりとして、相互作用因子の探索を行った結果、

エピジェネティックな転写制御に関わる因子との相互作用を見出した。まず、ヒストン

H3の 27番目リジンのトリメチル化を行う PRC2との関係性を追求した結果、メディエ

ーターと PRC2は神経細胞への分化誘導時において、協調的にレチノイン酸標的遺伝子

の転写制御を行うことが示唆された。この過程において、CDK19 および CDK8 は神経

細胞分化誘導時にレチノイン酸標的遺伝子の転写活性化を行っており、転写の抑制から

活性化へのスイッチとしての役割を担う可能性が示唆される。また、ヒストン H4 の 3

番目アルギニンの対称的なメチル化を行う PRMT5との関係性を追求した結果、CDK19

および CDK8は PRMT5の足場となることで C/EBPβ標的遺伝子の転写抑制を行うこと

を明らかにした。これらの解析から、CDK19 および CDK8 による新たな転写制御機構

を見出すことが出来たことに加えて、近年注目を浴びるエピジェネティクスとの新たな

関係性を見出すことが出来た。エピジェネティクスはクロマチン制御に関わっており、

近年では細胞のがん化や分化と密接に関係することが知られている。今回解析対象とし

たレチノイン酸標的遺伝子は細胞の分化やリプログラミングに関わる因子をコードし

ていることが多く、また、C/EBPβ標的遺伝子は発がんプロモーターである PMA によ

って制御を受ける。このことから、メディエーターは CDK サブユニットを介して遺伝
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子レベルで細胞分化やがん化の制御を行う可能性が示唆される。また、がんをはじめと

する疾患でメディエーターのサブユニットの発現異常や変異が報告されている。このこ

とは、メディエーターの転写制御における重要性が再認識されるとともに、再生医療や

がん治療においてメディエーター自身とメディエーターと相互作用するエピジェネテ

ィック修飾因子が創薬ターゲットとしての可能性を強く示唆している。そのため、メデ

ィエーターとエピジェネティック修飾因子による遺伝子レベルでの転写制御が、細胞レ

ベルあるいは個体レベルにおいてどのような生理学的機能を有するかについて検討し

ていきたいと考えている。 

 本研究においてメディエーターの 2 つの CDK 間の遺伝子発現制御における機能的な

違いを見出すことは叶わなかったが、CDK19 または CDK8 を含むそれぞれのホロ・メ

ディエーターによる転写制御機構の一部を明らかに出来たことは新しい発見であり、薬

学的にも意義のある発見が出来たと考えている。今後は、CDK19 または CDK8 をそれ

ぞれ特異的に認識する抗体を用いた ChIP シーケンスのようなゲノムワイドな機能解析

を取り入れることにより、CDK19 と CDK8 の機能的差異を明らかにし、メディエータ

ーによる遺伝子発現制御の理解を深めていきたいと考えている。 
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4. 実験方法 

4.1 酵母 2ハイブリッド法 

出芽酵母 Mavχ  (MATα ,ura3-52, leu2-3,112, trp1-901, his3-200, gal4Δ , gal80Δ , 

SPAL10::URA3, LYS2::KanMX-LexAop-His, GAL1::lacZ) をホスト株として用いた。全長ヒ

ト CDK19 の cDNA を組み込んだ pHLZ プラスミド (hCDK19/pHLZ)をベイトとして、

酢酸リチウム法を用いて形質転換を行った。ベイトタンパク質の発現をウエスタンブロ

ッティング法で確認後、ヒト胎児脳由来 cDNAライブラリー (Clontech)をプレイとして、

同様に酢酸リチウム法を用いて形質転換した。形質転換体に対して、ロイシンとヒスチ

ジンが欠落した選択培地 (SC-Leu-His)上でスクリーニングを行った。選択培地に播いて

3~5 日で生育してきたコロニーを新たな SC-Leu-His 培地に播き、形成されたコロニーに

対してコロニーチェック PCR を行った。アガロース電気泳動により単一バンドが確認

された PCR 産物をシークエンス解析し、BLAST (Basic Local Alignment search tool: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)を用いたアライメント解析から相互作用候補因子を

明らかにした。核内で転写制御に関わる因子をポジティブクローンとし、プラスミドを

精製後、ベイトタンパク質を発現するホスト株に再度導入し再現性の確認を行った。 

 

4.2 組換えタンパク質発現・精製 

cDNA を組み込んだ大腸菌発現用プラスミドで形質転換した大腸菌 Rosetta
TM 

(DE3)

を TBGM9 培地 (1% Bacto tryptone, 0.5 M NaCl, 0.1% NH4Cl, 0.3% KH2PO4, 1.5% 

Na2HPO4・12H2O, 0.4% Glucose, 1 mM MgSO4, 50 µg/ml Carbenicillin)で培養し、

OD595=0.4~0.6 の時に終濃度が 0.4 mM になるように IPTGを加えて、30℃、3時間でタ

ンパク質の発現を誘導後、遠心分離によって菌体を回収した。菌体は、バッファーB (0.5) 

(20 mM Tris-HCl (pH 7.9, 4℃), 10% (v/v) Glycerol, 0.5 M NaCl, 0.1% NP40, 10x Protease 

inhibitor, 0.2 mM PMSF, 10 mM -ME)で懸濁し、超音波処理によって破砕した。この溶

液に対して 15,000 rpm, 4℃, 10分間の遠心を行い、上清を可溶性画分として得た。6Hタ

グ融合タンパク質の精製では、BB (0.5)で平衡化した 20 µl の Ni-NTAアガロースレジン 

(QIAGEN) とイミダゾールを終濃度 10 mM で加え、4℃で 4時間の結合反応を行った。

結合反応後、遠心分離によって非結合画分を取り除き、1 ml の 40 mM のイミダゾール

を含むバッファーD (0.5) (20 mM Tris-HCl (pH 7.9, 4℃), 10% (v/v) Glycerol, 0.5 M KCl, 

0.1% NP40, 1x Protease inhibitor, 0.2 mM PMSF, 10 mM -ME)で 5 回洗浄後、バッファー

中のイミダゾール濃度を 100 mM, 150 mM と段階的に上げ、6Hタグ融合タンパク質を

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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溶出した。また、GST 融合タンパク質の精製では、BB (0.5)で平衡化した 15 µl の

Glutathione-sepharose 4B (GE Healthcare) を加え、4℃で 4時間の結合反応を行った。結

合反応後、遠心分離によって非結合画分を取り除き、1 ml のバッファーC (0.2) (20 mM 

Tris-HCl (pH 7.9, 4℃), 20% (v/v) Glycerol, 0.2 M KCl, 0.1% NP-40, 1x Protease inhibitor, 1 

mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 10 mM -ME)で 5回洗浄後、200 mM の還元型グルタチオンを

含む 200 µlの BC (0.1)中で 4℃、20分の溶出反応を 5回行いプールさせた。溶出したサ

ンプルは BC (0.1)中で、1時間 2回、14時間 1回の透析を行った。 

 

4.3 in vitro相互作用解析 

GST タグ融合タンパク質 500 ngと Glutathione-sepharose 4B (GE Healthcare) 7.5 µl、

Sepharose 4B (GE Healthcare) 7.5 µl を 400 µl の BC (0.1) で懸濁し、4℃で 2時間の結合反

応を行った。その後、遠心して非結合画分を取り除き、それぞれ 1 ml の BC (0.2)で 2

回、BC (0.1)で 1回レジンを洗浄した。洗浄済みの GSTタグ融合タンパク質 500 ngが結

合したレジンを 500 ng分の 6Hタグ融合タンパク溶液または 1 mg分の HeLa 核抽出液

と 200 µg/ml の BSAを含む 400 µlの BC (0.1)で懸濁し、4℃で 4時間の結合反応を行っ

た。その後、遠心して非結合画分を取り除き、それぞれ 1 ml の BC (0.2)で 2回、BC (0.1)

で 1 回レジンを洗浄した。レジンに結合したタンパク質を SDS バッファーで溶出後、

SDS-PAGEで展開し、immobilon P (Millipore)に転写して免疫ブロット法で検出した。転

写には、ウエット転写装置 (Bio-Rad) を使用し、100 mAで 14時間、トランスファーバ

ッファー (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol)中で、あるいは、セミドライ転写

装置 (Bio-Rad) を使用し、15 Vで 30分、セミドライバッファー (50 mM Tris, 39 mM 

glycine, 20% methanol, 0.1% SDS) 中で行った。転写後の膜は、2% BSAで室温 1時間の

ブロッキング後、リンスバッファー (10 mM Tris- HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA (pH8.0), 150 

mM NaCl, 0.1% Tween 20) で希釈した一次抗体溶液中で、室温 1時間または 4℃で一晩、

リンスバッファーで希釈した二次抗体溶液で室温 30 分の順に反応させた。検出は ECL 

(GE Healthcare)を用いた化学発光法により行い、X 線フィルム (富士フィルム) に感光

させた。 

 

4.4 in vivo相互作用解析 

 PRMT5 (FLJ90770AAAN)および WDR77 (FLJ12798AAAN)の cDNA 配列を NBRC 

(NITE Biological Resource Center)より入手した。これらの cDNA は、Gateway® Vector 

Conversion System (Invitrogen)を用いて改変した pTriEX-2 (Millipore)に、Gatewayのマニ
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ュアルに従って挿入し PRMT5 (S-PRMT5)またはWDR77 (S-WDR77)発現ベクターを作

製した。10 cmディッシュに播種した HeLa S3細胞に Lipofectamine
TM 

LTX (invitrogen)

を用いて、それぞれ 3 µgの HF-CDK8、HF-CDK19、S-PRMT5 または S-WDR77 発現ベ

クターを遺伝子導入した。遺伝子導入 24時間後に細胞を回収し、BC (0.3)で懸濁後ハン

ディソニケーターを用いて 10秒間の破砕を行った。破砕して回収した細胞抽出液に 20 

µl の S-protein agarose (Novagen)を加えて、4℃で 6 時間の結合反応を行った。その後、

遠心して非結合画分を取り除き、1 ml の BC (0.3)で 4回レジンを洗浄した。レジンに結

合したタンパク質を SDS バッファーで溶出後、SDS-PAGE で展開し、immobilon P 

(Millipore)に転写して免疫ブロット法で検出した。 

 

4.5 細胞培養 

HeLa S3細胞は 5% Calf serumを加えた DMEM培地 (ニッスイ)または RPMI培地 (ニ

ッスイ)を用いて 37℃、5% CO2 下で培養した。また、Ntera2 cl. D1 (NT2/D1)細胞は

American Type Culture Collection (ATCC)から入手した。NT2/D1 細胞は 10% Fetal bovine 

serum (Cell Culture Biosciences)と 1 mM ピルビン酸ナトリウム (Gibco)を加えた DMEM 

high glucose 培地 (Gibco)を用いて 37℃、5% CO2下で培養した。神経細胞への分化を誘

導には、10 µM all-transレチノイン酸 (Sigma)で 2日間または 2時間の刺激を行った。 

 

4.6 核抽出液調製 

 ラージスケールでの調整は、浮遊化させた HA/FLAG (HF)-CDK8 または CDK19を安

定発現する HeLa S3細胞株を 50 Lの RPMI (5% CS、70 µg/ml Penicillin G、150 µg/µl 

Streptomycin)で培養し、Dignam法 (100)に従って調整を行った。核抽出液はバッファー

C (20 mM Tris-HCl (pH 7.9, 4℃), 20% (v/v) Glycerol, 0.1 M KCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM 

PMSF)で透析を行った。また、スモールスケールでの調整は、10 cmディッシュ上で 90%

コンフルエントまで育った NT2/D1 を CELLOTION (ZENOAQ)で回収し、遠心後の細胞

体積を算出した。遠心後の細胞を 1ml の溶解バッファー (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM 

NaCl, 3 mM MgCl2, 0.1% NP-40, 2 mM DTT 1x Protease inhibitor)で懸濁後、遠心操作によ

り粗製の核を回収した。再度 1 ml の溶解バッファーで洗浄した後、1細胞体積分の抽出

バッファー (10 mM Tris-HCl pH 7.9, 0.3 M KCl, 0.2 mM EDTA, 10% (v/v) Glycerol, 2 mM 

DTT, 1x Protease inhibitor)で再懸濁し、氷上で 10分間の抽出を行い、遠心後の上清を核

抽出液として用いた。 
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4.7 HF-CDK8 と HF-CDK19が構成するメディエーター複合体の精製 

 HF-CDK8または CDK19を安定発現する HeLa S3細胞から調整した核抽出液 7 mgに

20 µlの anti-FLAG M2アガロース (Sigma)を加え、4℃で一晩結合反応を行った。それ

ぞれ 1 ml の BC (0.3)で 5回の洗浄と BC (0.1)で 1回の洗浄後、300 µg/ml の FLAGペプ

チドを含む BC (0.1)を加え、4℃で 30分の溶出反応を行った。溶出したタンパク質 10 µl

分は SuperSep
TM 

Ace 5-20% (Wako)を用いて SDS-PAGEによる展開後、Silver stain MS kit 

(wako)を用いた染色と免疫ブロット法により精製を確認した。 

 また、ゲルろ過精製時には、溶出画分に Protein Gアガロース (GE Healthcare)を 10 µl

加え、4℃で 1 時間の結合反応を行い、遊離している IgG を除去した。遠心後の上清を

BC (0.3)で平衡化したゲルろ過カラムである G4000SWxl 7.8 mm×30 cmカラム (Tosoh)

に添加して、分子量ごとに分画した。それぞれの分画を適当なタンパク質量になるよう

に TCA 沈殿によって濃縮した後、4-20%グラジエントゲル (第一化学)に流して銀染色 

(第一化学)と免疫ブロットを行った。 

 

4.8 in vitroリン酸化解析 

 大腸菌発現後、精製したGST融合の全長マウスCTDまたはEZH2を 2 µgと anti-FLAG

精製したHF-CDK8またはHF-CDK19がそれぞれ構成するメディエーター複合体 100 ng

をキナーゼバッファー (20 mM Tris-HCl (pH 7.9), 20% (v/v) Glycerol, 50 mM KCl, 5 mM 

MgCl2, 1 mM DTT, 20 µg/ml BSA, 50 µM ATP)中で 30℃、30分間反応させた。反応後のタ

ンパク質は SDS-PAGE で展開し、それぞれのリン酸化特異抗体を用いて免疫ブロット

法により検出した。 

 

4.9 RT-qPCR 

  NT2/D1 細胞を 12 ウェルプレートに 2.0x10
4 

cells/ml の濃度で播き、37℃、5% CO2

環境下で培養した。30-50%コンフルエントの細胞に siRNAを終濃度 20 nM になるよう

に Lipofectamine RNAi MAX (invitrogen)で導入し、60時間の培養を行った。細胞回収 2

時間または 48 時間前に終濃度が 10 µM になるようにレチノイン酸で刺激を行った。

ReliaPrep
TM 

RNA Cell Miniprep System (Promega)を用いてRNA精製を行い、逆転写には、

500 ngの精製した RNAから PrimeScript
TM

 RT Master Mix (TaKaRa)を用いて cDNAを合

成した。qPCRは、SYBR® Premix Ex Taq
TM 

II (Tli RNaseH plus) (TaKaRa)とMx3000P QPCR 

system (Stratagene)を用いて解析を行った。qPCRには、以下のプライマーを用いた。 
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Nanog  Forward: GCAGAAGGCCTCAGCACCTA 

  Reverse: AGGTTCCCAGTCGGGTTCA 

Pax6  Forward: GGTGAATGGGCGGAGTTATG 

  Reverse: TGACACACCAGGGGAAATGA 

Lefty1  Forward: CCCTGGACCTTGGGGACTAT 

  Reverse: AGTTCTCGGCCCACTTCATC 

Cyp26a1  Forward: TAAATGGATACCAGATTCCCAAGG 

  Reverse: CTTCCTTGTTGGTGAAGATCTCTG 

IL-8  Forward: AAGAAACCACCGGAAGGAAC 

  Reverse: ACTGCACCTTCACACAGAGC 

TNFα   Forward: GGCAGTCAGATCATCTTCTCG 

  Reverse: CAGCTTGAGGGTTTGCTACA 

CDK8  Forward: CCCTGAACTACTTCTTGGAGC 

  Reverse: CAGCTGGTCATGGTGATAAGG 

CDK19  Forward: GTCAGTCTACCTTAGAGAAAGCCAG 

  Reverse: AACTCCTTGAGAGCAAGAAC 

β -actin  Forward: TGGCACCCAGCACAATGAA 

  Reverse: CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 

  

4.10 クロマチン免疫沈降法 

 10 cmディッシュ上で 90%コンフルエントまで育った NT2/D1 細胞に、培地中に終濃

度 1%になるように 16% Formaldehyde を加え、室温で 10分間 クロスリンク反応を行っ

た。反応後、終濃度 0.125 M になるように 1.25 M Glycine 溶液を加え室温でさらに 5分

間反応させた。細胞を冷却した PBSで 2回洗浄し、CELLOTION (ZENOAQ)を用いて細

胞を回収した。遠心し、上清を除いた後、0.25% Sarkosyl、1 mM DTT、10x Protease inhibitor

を加えた RIPA 0バッファー ( 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton 

X-100, 0.1% Deoxycholate) で細胞を懸濁し、氷上で 10分間静置した。クロマチンの断

片化処理は、Bioruptor sonication device UCD-250 (Cosmo Bio)を用いて、インテンシティ

High で 14サイクル (15 s : on、45 s : off)の条件で行った。遠心後、回収した上清に終濃

度 0.3 Mになるように 5 M NaCl 溶液を加えた RIPA0.3 バッファー中で 5 µgの抗体と一



69 

 

晩反応させた。また同時に、Dynabeads Protein G (invitrogen)をそれぞれの抗体に対し 30 

µl 用意し、終濃度 1 mg/ml になるように 20 mg/ml BSAを加えた RIPA 0.3を用いて 4℃

で一晩ブロッキング反応を行った。一晩の抗体抗原反応後、ブロッキング反応済みの

Dynabeads Protein G を加え、さらに 4℃で 2時間反応させた。反応後、洗浄を RIPA 0.3

バッファー、 RIPA0 バッファー、 LiCl 洗浄バッファー (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM 

EDTA, 250 mM LiCl, 0.5 % NP-40, 0.5 % Deoxycholate) 、TEバッファー (10 mM Tris-HCl, 

pH 7.4, 1 mM EDTA, pH8.0)を用いてそれぞれ 1mlで 2回ずつ行った。洗浄後の免疫複合

体を、終濃度 0.2 Mになるように 5 M NaCl を加えた溶出バッファー (100 mM NaHCO3, 

1 % SDS)中で 65℃、6時間以上反応させ、溶出と脱クロスリンクを行った。脱クロスリ

ンク後、RNasea A 処理を 37℃で 1時間、Proteinase K 処理を 45℃で 2時間行い、DNA

を QIAquick PCR purification kit (QIAGEN)で精製した。精製した DNAは以下のプライマ

ーを用いて qPCRにより解析した。 

 

Lefty1 promoter  Forward: CACAGCCCAGACAGACTTGC 

   Reverse: TCACACCCCTGAGACCTCCT 

Lefty1 intron  Forward: TGCTGAGGGTCAAACTGGTAA 

   Reverse: TCATTCATTCCCACAGCACTC 

Cyp26a1 promoter  Forward: GAGTTCTTCTGCGCGATCCT 

   Reverse: TGATGAGGAAGCAAGGGAAA 

Cyp26a1 exon6  Forward: TGCAAGAGCAATCAAGACAACA 

   Reverse: CTTCAGAGCAACCCGAAACC 

IL-8 promoter  Forward: CCATCAGTTGCAAATCGTGGA 

   Reverse: GAAGCTTGTGTGCTCTGCTG 

IL-8 exon  Forward: GATACTCCCAGTCTTGTCATTGC 

   Reverse: AAACAAGTTTCAACCAGCAAGAA 

TNFα  promoter  Forward: TACCGCTTCCTCCAGATGAG 

   Reverse: AATCATTCAACCAGCGGAAA 

TNFα  exon  Forward: GACCACCACTTCGCCACCTG 

   Reverse: GTGGTTGCCAGCACTTCAC 
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4.11 siRNA 

 EZH2 のリン酸化解析および RA 標的遺伝子における CDK19 および CDK8 の機能解析の

ために、以下に示す各 CDK に対する 4 種類の siRNA を含む siRNA プールを調製し、

Lipofectamine RNAi MAXを用いて Ntera2 cl. D1細胞に終濃度 20 nMで導入した。 

siCDK19:  GAGCAUGACUUGUGGCAUA (J-004689-05) 

   GAUCGGAUAUUUAGUGUCA (J-004689-06) 

   UAAAGCCACUAGCAGAUUU (J-004689-07) 

   UAUGGCUGCUGUUUGAUUA (J-004689-08) 

siCDK8:   GGACAGAAUAUUCAAUGUA (J-003242-09) 

   GAGCAAGGCAUUAUACCAA (J-003242-10) 

   AGAAAUAGCAUUACUUCGA (J-003242-11) 

   CGUCAGAACCAAUAUUUCA (J-003242-12) 

Non-Target control (siNC):  D-001810-01-05 

 

4.12 抗体 

 RNAポリメラーゼ II: anti-Pol II N20 (Santa Cruz; sc-899)、anti-phosphorylated Pol II CTD 

(4H8, abcam; ab5408)、phosphorylation-specific anti-CTD [3E8 (pSer2) and 3E10 (pSer5)] 

(Ascenion)。 

メディエーター複合体 : anti-MED1 (Santa Cruz; sc-5334)、 anti-MED4 (Sigma; 

HPA006232)、anti-MED6 (Santa Cruz; sc-9434)、anti-MED12 (abcam; ab70842)、anti-MED15 

(protein tech. Group; 11566-1-AP)、anti-MED17 (abnova; H00009440-M02)、anti-MED18 

(Bethyl; A300-777A)、 anti-MED24 (abcam; ab80468)、 anti-Cyclin C (Santa Cruz; sc-1061)、 

anti-human CDK8/19 goat polyclonal (Santa Cruz; sc-1521)、anti-human CDK19 rabbit 

polyclonal (Sigma; HPA007053)。 

PRC2: anti-SUZ12 rabbit polyclonal (active motif; 39357)、anti-EZH2 rabbit polyclonal 

(Sigma; SAB1410354)、anti-pEZH2 T345 rabbit polyclonal antibody and anti-pEZH2 T487 

rabbit polyclonal antibody (kindly gifted from Dr. Danny Reinberg、New York University、 

New York)。 

ヒストン修飾 : anti-Histone H3 (abcam; ab1791)、anti-Trimethyl-Histone H3 (lys27) 

(millipore; 07-449)、anti-Histone H3 (tri methyl K27) (abcam; ab6002)、anti-phospho-Histone 

H3 (Ser28) (Millipore; 07-145)、anti-H3S10ph (upstate; 06570)、anti-H4R3me2s (abcam; 

ab5823)、anti-H4 (abcam; ab7311)。 

その他: anti-C/EBPβ (Santa Cruz; sc-150)、anti-PRMT5 (Millipore; 07-405)、anti-WDR77 
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(abcam; ab57722)、anti-DNMT3A (Santa Cruz; sc-20703)、anti-γ-tubulin goat polyclonal (Santa 

Cruz; sc-7396)、anti-5His (QIAGEN; 34660)、anti-HA (12CA5, Roche; 158316)、anti-S-tag 

(Novagen; 71549-3)、anti-FLAG M2 (Sigma; F3165)。 
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