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研究成果の概要（和文）：本研究では、核構造と結びついたゲノム構造・機能環境に着目し、扁平上皮癌特異的
マスター転写因子TP63の発現が誘導され維持されるメカニズムを解明することを目的とした。
TP63の発現を誘導するスーパーエンハンサー(SE)をDNA-FISH法可視化し、核内空間における局在解析を実施し
た。TP63を含めたいくつかのＳＥが核膜孔近傍に局在化することが明らかになった。この局在化にはSE構成タン
パク質と核膜孔構成分子の分子間相互作用が関わっていた。この分子間相互作用を生化学的に検出するための方
法を考案し、MS解析を組み合わせることで、SE構成因子や核膜孔相互作用因子について完全プロファイリングを
達成した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanisms by which the expression of the 
squamous cell carcinoma-specific master transcription factor TP63 is induced and maintained, 
focusing on the genomic structure and functional environment associated with nuclear architecture. 
The super-enhancers (SEs) that induce the expression of TP63 were visualized using DNA-FISH method, 
and their localization within the nuclear space was analyzed. It was revealed that several SEs, 
including TP63, localize near the nuclear pore. This localization was found to involve molecular 
interactions between SE component proteins and nuclear pore complex constituents. A method was 
devised to biochemically detect these molecular interactions, and by combining it with MS analysis, 
a comprehensive profiling of SE components and nuclear pore interaction factors was achieved.

研究分野： Cancer cell biology

キーワード： nucleus　nuclear transport　gene regulation　genomic function　phase separation　super enhanc
er　squamous cell carcinoma
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、細胞の重要な機能発現に関わるマスター転写因子の発現量は、核構造と結びついた分子基盤によ
り保証されていることが明らかとなった。とりわけ、ゲノムの空間的な配置に関わる分子基盤の一面が明らかと
なり、これらを操作する低分子化合物開発がすすむことで、目的とする細胞分化誘導技術の創成やがん治療戦略
につながることが期待される。
また、近年注目される相分離現象に関与するタンパク質の網羅的な解析技術基盤の開発にも成功し、この技術は
核内相分離によるゲノムトポロジー形成機序の解明に役立ち、生命科学の発展に貢献することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
転写因子は、DNA に結合し、遺伝子の発現を調節するタンパク質である。マスター転写因子は、

細胞の性質を決定する遺伝子発現ネットワークを確立するコア転写因子であり、その影響は幹
細胞の性質管理からがん細胞への形質転換・悪性化まで及ぶ。 
申請者は、上皮組織に由来する扁平上皮癌（Squamous Cell Carcinomas; SCCs）におけるマスタ
ー転写因子が制御する遺伝子ネットワークを解明してきた（1, 2）。MTF の機能を阻害するとがん細
胞は死滅するため、マスター転写因子と DNA の結合を阻害する化合物は有効ながん治療薬にな
ると期待されてきたが、化合物創製の難しさもありそのようなアプローチでの成功例はない。よ
って、マスター転写因子を分子標的とした治療法を確立するには、新たな視点でマスター転写因
子を遮断する必要がある。 
私たちは、着眼点を『マスター転写因子が制御するものは何か：遺伝子発現ネットワーク』から
『マスター転写因子を制御するメカニズム：①マスター転写因子の発現誘導、②マスター転写因
子の核内移行』へと変更することで、マスター転写因子を制御する新たな因子、核膜孔複合体分
子ヌクレオポリン（NUP）を同定した。30種類存在する NUP 分子の中で、NUP62 は SCCs 特異的マ
スター転写因子 TP63 の核内移行を制御することを解明した（3）。この TP63 の新規核内移行メカ
ニズムは、同誌 EMBO  Reports の news & view に採用されるなど高く評価された。 
一方、未だ解明されていない点が本課題の核心をなす学術的な問い、「どのようにマスター転写
因子の発現が誘導・維持されるの
か？」である。最近、NUP の一つ
NUP153 は特定ゲノム領域と認識
し、遺伝子の発現環境を整備する
ことが報告された（4）。申請者は、
現行若手研究 B(H29-H31)の成果
から NUP153 が SCCs 特異的マスタ
ー転写因子 p63 の発現を誘導・維
持することを世界で初めて見出し
ている。この NUP153 による p63 遺
伝子領域を認識するメカニズムを
解明し、本課題の核心をなす問い
に答えたい。 
 
２．研究の目的 
NUP153 が TP63 遺伝子領域を認識するメカニズムを明らかにし、細胞の運命を決定するマスタ

ー転写因子 TP63 の発現が誘導され、維持される機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
【3-1】TP63 遺伝子の発現を誘導するスーパーエンハンサー（SE）の核内局在解析 
TP63 遺伝子領域の核内局在情報を得るために、TP63 遺伝子の転写を促進する SE に注目し、Se
構成因子である BRD4 タンパク質の集合体(Puncta)を指標にした共焦点レーザー顕微鏡解析を行
った。さらに、TP63 遺伝子に対して確立される SEの核内分布を調べるために、申請者らが同定
した TP63 の SE 領域に対するプローブを用いて 3D-DNA-FISH 解析を行った。 
 
【3-2】TP63ｍRNA 搬出効率の解析 
TP63 に由来する mRNA の核内局在について RNA-FISH 法と免疫染色法を用いたアプローチで、共
焦点顕微鏡による３D解析イメージングを行った。 
 
【3-3】核膜孔 NUP153 と SE の相互作用解析 
共焦点顕微鏡による解析から、NUP153 と SE 構成因子である BRD4 の共局在化は認められたが、
免疫沈降法による解析では両者の相互作用が認められなかった。NUP153 の C 末領域には、フェ
ニルアラニン-グリシンのリピート配列（FG 領域）が存在し、NPC 構造上核内へ突出している。
FG 領域は天然変性領域としてふるまうが、天然変性領域を介した分子間相互作用は、環境依存
性が強いことが知られている。そこで、NUP153 と BRD4 の相互作用が、天然変性領域に依存して
いる可能性を検討するために、これらを再構成できる液‐液相分離（LLPS）‐再構成（Assist）
‐免疫沈降法（LAIP 法）を開発した。 
 
４．研究成果 
【4-1】TP63 遺伝子の発現を誘導するスーパーエンハンサー（SE）は核膜孔近傍に局在する 
共焦点レーザー顕微鏡解析から、約 20％の SE は核周縁に存在し、これらの大部分が NUP153 と
共局在することがわかった。3D-DNA-FISH 解析から、TP63 の SE は核周縁に局在するが、NUP153



の発現量を抑制すると核内へ移行することがわかった。これらより、NUP153 は、TP63 を含めた
いくつかの SEを核膜孔近傍に局在化させる因子であることが示唆された。 
 
【4-2】TP63 遺伝子の核膜孔近傍への局在化は TP63ｍRNA 搬出効率を高める 
TP63mRNA の核内局在について RNA-FISH 法と免疫染色法を用いたアプローチで、共焦点顕微鏡に
よる３D 解析イメージングを行った。３D-DNA-FISH 法の結果と一致し、NUP153 の発現量を抑制
した細胞では、TP63 を含めた複数の SE が核内に移行した。このとき、細胞外に運搬される TP63‐
mRNA は有意に減少し、その結果 TP63 タンパク質の発現量も減少した。TP63 は SCC の悪性形質
の根幹となる転写因子であるため、NUP153 を抑制した細胞の増殖能は有意に減少した。以上よ
り、NUP153 は SE を核膜孔近傍に局在化し、効率的に遺伝子発現を誘導する機能があることが明
らかになった。 
 
 
【4-3】NUP53 と BRD4 は天然変性領域を介した分子間相互作用は TP63 遺伝子の核膜孔近傍局在
化の分子基盤である 
 免疫沈降後のサンプルに 5%-PEG を添加することで、タンパク質による相分離をアシストする
LAIP 法を開発した。この方法では、共焦点顕微鏡による NUP153 と BRD4 の共局在の結果と一致
し、NUP153 と BRD4 の相互作用が認められた。重要なことに、FG領域を欠損した NUP153 は BRD4
との相互作用が著しく減少した。これらは、FG 領域を介した分子間相互作用が、SE の核膜孔近
傍配置に関与していることが示唆された。 
 
以上より、核膜孔によるゲノム構造の空間的な局在制御は、遺伝子発現制御機序を理解するうえ
で重要な役割を果たすことが明らかになった（下図）。 
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