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概要 ＥＡ (600字～800字程度にまとめてください。) 

本研究では、クロマチンとRNA-RBP(RNA-binding protein)複合体の物理的相互作用を解明す

べく、RNase処理によってクロマチン画分から遊離されるタンパク質を質量解析を用いて解析

し、ヒトHeLa S3細胞とK562細胞でRNAを介してクロマチンに結合しているRBPsの網羅的ス

クリーニングを試みた。その結果、hnRNPs、spliceosome構成因子、Ku80やDNA-PKcsを含

むDNA損傷修復に関わる因子、ILF3/2複合体、クエン酸回路で働く酵素の一部を含む約160

種のタンパク質がRNase A処理によってクロマチン画分から優先的に遊離されることがわか

った。また、転写伸長の阻害剤であるDRBを用いて、クロマチンとRNA-RBP複合体との相互

作用が転写の過程とカップルしているのかどうかを検討した結果、DNA損傷修復に関わる因

子のRNAを介したクロマチン結合は転写の伸長と連結していることが示唆された。また、

RNA-RBP複合体を濃縮し解析する別の技法として、細胞核内のRNAとRBPをUV架橋した後

にシリカマトリックスを用いて核内RNA-RBP複合体を精製する手法の最適化にも取り組ん

だ。その結果、上述の方法に加えて転写因子やエピジェネティクな遺伝子発現制御因子など

がRNA結合因子として同定された。よって、これらの比較的に簡単で安価な手法でクロマチ

ン上や核内に存在するRBPを同定できることがわかった。今後の研究で、上記の手法や

CLIP-seq法を未分化と赤血球様に分化させたK562細胞に適用し、1)同定されたRBPに結合す

るRNAの解析や 2)血球細胞の分化時に重要な核内RNA-RBP複合体の同定を行い，更に

3)CRISPR/Cas9等で同定したRBPのRNA結合能を欠損させた細胞を作製し表現型を解析す

ることで血球分化や脱核などの大規模ゲノム編成におけるRNAとRBPの相互作用の分子機構

や生物学的意義が明らかにされる事が期待できる。 
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欧文概要 ＥＺ 

Here we investigated physical interaction between chromatin and RNA-RBP (RNA binding 
protein) complexes by performing mass spectrometry analysis of RNase-solubilized 
chromatin-associated proteins using HeLa S3 and K562 cells. As a result, we identified 
approximately 160 proteins including hnRNPs, sliceosome components, DNA damage repair 
factors and several enzymes involved in citric acid cycle, as candidate RBPs associated with 
chromatin via RNA interaction. 
Furthermore, the treatment of the cells with an inhibitor of transcriptional elongation, DRB 
revealed that the RNA-mediated interaction of DNA damage repair factors with chromatin is 
coupled with transcriptional elongation. In addition to the above-mentioned method, we 
attempted to purify and concentrate nuclear RNA-RBP complexes by UV-crosslinking and 
following silica matrix column purification. This resulted identification of additional RBP 
candidates such as several transcription factors and epigenetic regulators. Taken together, we 
believe that these simple and relatively cost-effective methods successfully enabled us to identify 
(mainly known) nuclear or chromatin-associated RBP candidates. Future studies including 
application of the above-mentioned methods and CLIP-seq to undifferentiated and 
erythrocyte-like differentiated K562 cells and CRISPR/Cas9-based mutagenesis of identified 
RBPs will help to unravel molecular mechanisms and biological significance of physical and 
functional RBP-RNA-chromatin interactions in erythrocyte differentiation and large-scale genome 
reorganization during the process. 
 

 


