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緒緒  言言  

 
遺伝子発現は細胞の状態を決定する最も基本的な因子のひとつである。インスリン刺激を初めとした外部環境変化は

シグナル伝達経路を介して細胞内へと伝えられ、遺伝子発現変動を引き起こす。細胞内RNAは遺伝子発現産物として
生成され、その量は主に転写因子を初めとした転写制御と、主に RNA 結合タンパク質（RBP）によって制御される
RNA 分解のバランスにより決定される。近年、環境変化に対する遺伝子発現プロファイルの形成には転写のみならず
RNA分解も重要な影響を与えることが明らかになっている［1］。したがって、インスリン刺激に応答した遺伝子発現
制御メカニズムを真に理解するためには、RNAの転写と分解を同時に定量する必要がある。 
近年、転写やRNA分解などのカイネティクスをゲノムワイドに定量するための手法が多く開発されている。例えば

Herzog らは、4-チオウリジン（4sU）標識したRNAを、次世代シーケンサ（NGS）を用いて網羅的に計測すること
で、細胞内RNAの転写をゲノムワイドに定量するSLAM-seqを開発している［2］。この手法では、RNAに取り込ま
れた4sUがアルキル化を受けると、アデニン（A）ではなくグアニン（G）との対合が惹起されるという性質を利用し
て、標識RNAを同定する。また我々は過去に、5-ブロモウリジン（BrU）を用いて細胞内RNAを標識し、細胞内RNA
の分解をゲノムワイドに定量する BRIC-seqを開発している［3］。この手法では、免疫沈降法により BrU標識 RNA
を単離することで、RNAの分解速度を網羅的に計量する。しかし、これらの手法の多くは転写や RNA分解など特定
の制御に着目したものであり、複数のカイネティクスを同時に計測した例は存在しない。 
本研究では、複数の核酸アナログを組みあわせて RNA 合成速度と分解速度を同時に定量する手法“Dyrec-seq”を
開発した（図1）。ここでは、あらかじめBrUで標識した細胞内RNAを、引き続き4sUにより標識する。4sU標識に
際してBrUが取り除かれる為、BrU標識RNA量は経時的に減少する。また4sU標識に伴って、4sU標識RNA量は
経時的に増加する。したがって、BrU標識もしくは 4sU標識RNAをNGSで定量し、微分方程式より導かれる数理
モデルにフィテッィングすることで、それぞれの遺伝子におけるRNA合成速度および分解速度を、網羅的かつ同時に
推定する。本研究で開発した本手法により、インスリン刺激に応答する遺伝子発現に対する転写制御および分解制御を

解明する基盤を整えると共に、これらのカイネティクスが RNA 量や外部刺激応答に与える影響を明らかにした［4］。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．細細胞胞内内RRNNAAにに対対すするるBBrrUUおおよよびび44ssUU標標識識  

RNA合成速度と分解速度を同時に定量するため、ヒト子宮頸がん由来HeLa細胞をBrUおよび 4sUで標識した。
あらかじめHeLa細胞を、BrUを含む培養液中で 12時間前培養し、引き続き培養液を 4sUを含むものと交換した。
培養液を交換した後、0、15、30、45、60、120、240、480、720分後に細胞を回収し、RNAを精製した（Total-RNAs）。
培養液交換に伴って、BrU標識RNA量は経時的に減少し、4sU標識RNA量は経時的に増加する。精製したRNAを
二群に分けて、片方からBrU標識RNAを単離するため抗BrdU抗体による免疫沈降を行い（IP-RNA）、また他方を
ヨードアセトアミド（IAA）により処理することで新生RNA中の4sUをアルキル化した（Alkyl-RNA）。アルキル化
4sUは逆転写の際にAの代わりにGと対合するため、新生RNAは特異的な変異（T-to-C変異）を含むRNAとして
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検出される。IP-RNAおよびAlkyl-RNAを3’ 非翻訳領域（UTR）依存的な配列決定法であるQuantSeq［5］を用い
て定量した。 
22．．細細胞胞内内RRNNAAににおおけけるる合合成成おおよよびび分分解解速速度度のの同同時時評評価価  
次に得られたQuantSeqデータから個々の遺伝子のRNA合成速度と分解速度を推定した。ここでRNA合成速度は
「単位時間当たりに合成されたRNA数（本研究では、CPM単位）」、RNA分解速度は「単位時間当たりに分解された
RNAの割合」として定義される。SLAM-seq解析に用いられるSlamDunkツールを用いて、Alkyl-RNAに含まれる
各リードをアラインメントし、続いて T-to-C変換を探索することで、4sU標識 RNAに由来するリードを定量した。
4sU標識RNAは、培地交換後に合成されたRNAと見なすことが出来る。また同ツールを用いて IP-RNAに含まれる
各リードをアラインメント、BrU標識RNAに由来するリードを定量した。BrU標識RNAは、培地交換以前の段階で
合成された既存RNAと見なすことが出来る。これらの新規合成RNA、および既存RNAの時間変化を、数理モデルを
用いて解析することで、個々の遺伝子のRNA合成速度と分解速度を推定した。 
時刻𝑡𝑡における新規合成RNA数（𝑥𝑥𝑡𝑡）および既存RNA数（𝑦𝑦𝑡𝑡）は以下の式で表される。 
 

𝑥𝑥𝑡𝑡 =
𝑘𝑘𝑠𝑠
𝑘𝑘𝑑𝑑

(1 − 𝑒𝑒−𝑘𝑘𝑑𝑑(𝑡𝑡−𝑡𝑡0)) + 𝛽𝛽1 

𝑦𝑦𝑡𝑡 = α𝑒𝑒−𝑘𝑘𝑑𝑑𝑡𝑡 + 𝛽𝛽2 
 
ここで𝑘𝑘𝑠𝑠 および𝑘𝑘𝑑𝑑 は、それぞれRNA合成およびRNA分解速度を表す。また、𝑡𝑡0、α、𝛽𝛽1、および𝛽𝛽2は、それぞ
れ核酸アナログがRNAに取り込まれるまでの時間遅れ、スケーリングファクター、新規合成RNAのバックグラウン
ド、および既存RNAのバックグラウンドを表す。これらの式に、QuantSeqデータから得られた新規合成RNA量お
よび既存RNA量をフィッティングすることで、個々の遺伝子のRNA合成速度および分解速度をゲノムワイドに推定
した。これにより定常的な発現の認められる計4,702遺伝子について、RNA合成速度と分解速度を求めた。 
33．．RRNNAA合合成成おおよよびび分分解解速速度度がが遺遺伝伝子子機機能能ににももたたららすす影影響響  
これらの RNA 合成・分解速度は、細胞の生理的機能にどのような影響を与えるのだろうか？遺伝子をそれぞれの

RNA合成速度と分解速度により4つのクラスに分類、各クラスに対する遺伝子オントロジー（GO）解析を行い、以下
の知見を得た（図2）：（i）シグナル伝達に関連するRNAは合成速度が速い、（ii）スプライシングなどの転写後制御に
関わるタンパク質をコードする RNA は合成が早く、分解が遅い、（iii）転写因子をコードする RNA は分解が早い、
（iv）アセチル化などの翻訳後修飾を受けるタンパク質をコードする遺伝子は分解が遅い。これらの結果から、RNAは
その機能や生理的役割に応じて、転写や分解の制御を最適化している可能性が示唆された。一般的に定常状態における

遺伝子の発現レベルは、その合成速度と分解速度の比で決定されることが知られている。本研究で測定した合成速度と

分解速度の比（𝑘𝑘𝑠𝑠 𝑘𝑘𝑑𝑑⁄ ）を各遺伝子の発現レベルと比較した結果、これらの間に強い正の相関が認められた（R２＝0.85、
p＜0.01）。また理論的には、外部刺激に対する遺伝子発現応答の速さは、RNA の合成速度ではなく分解速度によって
決定されることが知られている。 
以上の結果より、RNA合成速度および分解速度と各RNAの生理的機能の間に、以下のような関係が示唆された。 

（i） リン酸化タンパク質などシグナル伝達因子をコードする遺伝子は、一般的に高いレベルで恒常的な発現を示す。 
（ii） スプライシング因子などの転写後因子は、高いレベルで恒常的に発現するが、細胞外刺激に対する応答は遅い。 
（iii） 転写因子をコードするRNAは種類によって発現レベルは異なる一方で、細胞外刺激に対する応答は早い。 
（iv） アセチル化などの翻訳後制御をうけるタンパク質をコードするRNAは、細胞外刺激への応答が遅い。 
これらの知見により、遺伝子発現量の制御メカニズムや機能によって細胞外刺激への応答が異なる理由の、少なくと

も一部を説明することが可能となる。これにより、遺伝子の機能と発現の挙動を統合的に理解することが可能となった。 
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図1．RNA合成速度と分解速度を同時定量する“Dyrec-seq”の模式図 

細胞を150μM BrUを含む培地で培養し、細胞内RNAをBrUで標識する。続いて培地を200μM 4sU
を含むものと交換する。4sU標識後の各時点において、細胞内RNAを回収する（左）。回収および精製
した細胞内RNA （Total-RNA）を2つに分けて、片方から免疫沈降法によりBrU標識RNAを単離し 
（IP-RNA）、他方をアルキル化する（Alkyl-RNA）。アルキル化により4sU標識RNAはT-to-C置換と
して検出することが可能となる（右）。 

 
 

 
図2．RNA合成速度と分解速度が遺伝子機能にもたらす影響 

RNA合成速度と分解速度の組み合わせによりRNAの時間的発現プロファイルが制御
される。細胞内RNAの存在量は、RNA合成速度と分解速度の比として決定され（斜
め矢印）、外部刺激に対する応答の速さはRNA分解速度のみにより決定される（縦矢
印）。RNA合成速度と分解速度を示す遺伝子の機能を調べることで、各機能を示す遺
伝子の時間的発現プロファイルがRNA合成や分解制御によってどのように制御され
るかが明らかになる。 
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考考  察察  

 
本研究では、BrU と 4sU という 2 つの核酸アナログを用いることで、細胞内 RNA の合成速度と分解速度を同時  

かつ網羅的に測定する“Dyrec-seq”を開発した。また計測した RNA 合成および分解速度と各遺伝子の機能を比較   

することにより、発現量や細胞外刺激に対する応答がどのように制御されるかを実験的に検証した。これらの結果を基

に我々は、複数の核酸アナログを用いてRNAのダイナミクスをRNA自体に記録する“RNA dynamics recording”の
概念を提唱する。これにより、RNA 制御の各段階の寄与や時間的変化を独立に定量することが可能となった。今後は
本研究で開発したDyrec-seqを用いて、インスリン刺激に応答した遺伝子発現変動に対する転写制御およびRNA分解
制御の寄与を解明する。 
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