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研究成果の概要（和文）：本研究では、転移因子機能の進化を明らかとするため、大規模並列レポーターアッセ
イ法(lentiMPRA)を用い、iPS細胞、神経前駆細胞における転移因子（MER11、MER34、MER52）のエンハンサー活
性を大規模並列的に解析した。その結果、MER11の多くがiPS細胞において特異的に高いエンハンサー活性を持つ
ことを見出した。さらに、得られたMER11バリアントのエンハンサー活性は、MER11の進化系統関係と一致し、ま
たエピジェネティック修飾（H3K27ac ChIP-seq, ATAC-seq）との相関から、霊長類進化過程におけるMER11エン
ハンサー活性の獲得・消失の変遷が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the functional evolution of transposable elements, we 
analyzed the enhancer activity of endogenous retrovirus families (MER11, MER34, and MER52) in iPS 
cells and neural progenitor cells using a massively parallel reporter assay (lentiMPRA). We found 
that many of MER11 showed high enhancer activity specifically in iPS cells. Furthermore, the 
enhancer activities measured by MPRA and epigenetic activities (H3K27ac ChIP-seq, ATAC-seq) of MER11
 evolutionary variants were consistent with their phylogenetic relationship. These results revealed 
the transition of gain and loss of MER11 enhancer activity during primate evolution.

研究分野：機能ゲノミクス

キーワード： エンハンサー　MPRA　転移因子　エピゲノム　ゲノム進化　iPS細胞　神経前駆細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
転移因子はヒトゲノムの半分近くを占め、近傍遺伝子の転写を制御するエンハンサーとして機能し、霊長類進化
において重要な役割を果たすと考えられているが、その詳細は不明である。
本研究により、比較的若い人内在性レトロウィルスMER11がiPS細胞で機能することを見出し、そのエンハンサー
活性の大規模定量データを作成・公開することで、転移因子研究コミュニティへ貢献できる。また、転移因子の
エンハンサー機能およびエピジェネティック機能を霊長類種間（ヒト、チンパンジー、マカクザル）で系統比較
することにより、転移因子の機能性から見たゲノム進化の理解に繋がる。

※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 
 
ヒトゲノムの 44%を占める転移因子は、機能を持たない”Junk DNA”と永らく考えられてきた。しかし、近
年の大規模エピゲノム解析から、一部の転移因子ファミリーは生化学的機能（ヒストン修飾など）あるい
は生物学的機能、例えば転写活性化を担うエンハンサー機能を持つことがわかってきた (Bourque et 
al., 2018; Kunarso et al., 2010)。転移因子はウィルス感染によりゲノムに組み込まれ、コピー&ペーストを
繰り返して増殖し、中立的変異を蓄積してきた。しかしながら、このように生じた変異がいかにしてエンハ
ンサー機能獲得に寄与し、進化過程で保存・変遷してきたのか、そしてそれがヒト進化にどう影響したの
か、その詳細は不明である。これに対し、転移因子の配列比較解析や生化学的特徴の解析を行った研
究はこれまでに多くあるものの、転移因子のエンハンサー活性を 1 塩基レベルで大規模機能解析した
研究例は存在しない。申請者は先行研究において、ヒト ES 細胞から誘導した神経前駆細胞において
エピゲノムマップ（RNA-seq, ATAC-seq, ChIP-seq）を作成したところ (Inoue et al., 2019)、MER11、
MER34、MER52 転移因子ファミリーがそれぞれ ES 細胞、神経前駆細胞特異的に活性型のエピジェネ
ティックマーク（クロマチンアクセシビリティおよび H3K27ac 修飾）を獲得することを見出した（未発表）。
これらのファミリーは真猿類（ヒト、チンパンジー、マカクを含む）進化の過程でゲノムに取り込まれ、コピ
ーペーストを繰り返す過程で様々な変異を蓄積し、細胞特異的なエンハンサー機能を獲得してきたと考
えられるが、その一つ一つの塩基置換が機能に及ぼす影響は依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、申請者が開発してきた新規のレポーターアッセイ法である lentivirus-based Massively 
Parallel Reporter Assay （lentiMPRA）(Gordon et al., 2020)を用い、MER11、MER34、MER52 転移因子
の全てのバリアントのエンハンサー活性を定量比較することで、転移因子がどのようにしてエンハンサー
機能を獲得し、進化的変遷を遂げたのかを、1 塩基レベルで明らかとする。 
 
３．研究の方法 
 
まず、MER11、MER34、MER52 転移因子ファミリーの真猿類（ヒト、チンパンジー、マカク）ゲノム内バリア
ント合計約 17,000 配列について、その DNA断片を合成した（Twist Bioscience を利用）。加えて、ポジ
ティブコントロールとして既知のエンハンサー配列、ネガティブコントロールとしてスクランブル化配列を
それぞれ 100 配列含めた。合成した DNA 断片を、プラスミドベクター内の最小プロモーター（mP）およ
び GFP レポーター遺伝子上流に挿入した。同時に、15bp ランダム配列（バーコードと呼ぶ）を GFP 遺
伝子の 5’UTR へ挿入し、エンハンサー-バーコードライブラリを作成した（図１）。エンハンサーとバーコ
ードの連鎖は、あらかじめ DNA-seq (NextSeq Mid-output PE150 を使用)により決定した。このライブラリ
をヒト iPS 細胞 (iPSCs)にレンチウィルスを介して導入し、3日間培養後、導入された DNAバーコードお
よび転写された RNA バーコードを抽出し精製した。神経前駆細胞 (NPCs)を用いる場合は、dual-Smad
阻害法 (Chambers et al., 2009)により神経誘導を行い、72時間後に DNA・RNAバーコードを抽出した。
複製実験として、同様の操作を 3 回行った。DNA-seq, RNA-seq を行い (NextSeq High-output PE75
を使用)、各バリアント毎のバーコード転写量（DNA バーコード：RNA バーコード比）を測定することによ
り、バリアントのエンハンサー活
性を定量した。データプロセシン
グ（エラー、ノイズ除去、マッピン
グ）、統計処理、定量解析は、バ
イオイン フォマテ ィクツー ル
MPRAflow  (Gordon et al., 
2020) お よ び MPRAnalyze 
(Ashuach et al., 2019)を用いて行
った。得られたデータについて、
各転移因子ファミリーの系統解
析と照らして比較し、エンハンサ
ー機能の変遷を検証した。 
 
４．研究成果 
 
まず、各転移因子バリアントのエンハンサー活性（連鎖する RNA バーコード：DNA バーコードカウント

比）について、3実験群間での再現性を検討したところ、高い相関を確認した（ピアソン相関関数＝0.83, 
図２A）。また、予想通り、既知エンハンサーポジティブコントロール（図２A, 緑）は高い活性を示し、スク
ランブル化配列ネガティブコントロール（図２A, 青）は低い活性を示したことから、lentiMPRA により得ら
れた結果は信頼性の高いデータであると結論付けた。 
 次に、MER11、MER34、MER52 は、それぞれ MER11A, B, C、MER34A, A1, B, C, C2, C_, D、

 
図 1. lentiMPRA概要 MER11C
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MER52A, C, D のサブファミリーとしてデータベース上にアノテーションされているため、各サブファミリー
について、iPSCs および NPCs におけるエンハンサー活性を検討したところ、MER11A, B, C（検証した
バリアントのうちおよそ 50%）が iPSCs において特に高いエンハンサー活性をすことが明らかとなった (図
２B)。したがって、MER11 は iPSCs において遺伝子の発現を制御するエンハンサーとして実際に機能す
る可能性が示唆された。 

 
 そこで、以下 MER11 に注目することとした。MER11 は、既存の転移因子データベースにおいて
MER11A/B/C として分類されているものの、全てのバリアントについて配列類似性を解析したところ、
MER11A/B/C は実際には 66個のクラスターに分割でき、MER11A/B/C間で入り組んだ類似性を示す
ことがわかった (図３A)。また、各クラスターについて系統解析を行ったところ、やはり相互に入り組んだ
類似性を示した (図３B)。このことから、既存の MER11A/B/C 分類は、その進化系統関係を正しく反映
していないと結論付け、このクラスター間類似性から新たに 4 つのサブグループとして再分類することと
した；MER11_G1 (図 3B青)、MER11_G 2 (図 3B紫)、MER11_G3 (図 3B緑)、MER11_G4 (図 3B黄緑)。
MER11_G1 は進化的に最も古く、また MER11_G4 は最も若いグループであると考えられる。 

 
 このようにして再定義した MER11_G1-4 に対し、lentiMPRA により測定したエンハンサー活性、エピジ
ェネティック活性（H3K27ac, アクセシビリティなど、data not shown）、および転写因子結合モチーフとの
関連を検証した (図４)。その結果、より若いグループである MER11_G3 および MER11_G4 が特に高い
エンハンサー活性を持つことがわかった。また、MER11_G3 はホメオボックス転写因子 (DMBX1, CRX
等)、ZIC, TEAD 等のモチーフを持つ一方、MER11_G4 は POU, SOX 転写因子モチーフを持つことが

 
図２. lentiMPRA実験概要. (A) 3実験群間の再現性.  (B) iPSCsおよびNPCs
における各サブファミリー毎のエンハンサー活性 
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図３. MER11 サブファミリー系統解析. (A) MER11 グループのクラスターネットワーク.  
(B) MER11グループの系統樹およびグループ間の配列類似性 (divergence rate) 



示された。すなわち、MER11_G3 はこれらの転写因子モチーフを維持する一方、一部の POU, SOX モ
チーフを持つバリアントが MER11_G4 としてゲノム内に拡大し、その過程でホメオボックス, ZIC, TEAD
モチーフを失ったと考えられる。このように、転移因子のゲノム内拡大に伴い、転写因子モチーフの獲
得および消失が起こり、エンハンサー機能が変遷していったと考えられる。また、転移因子機能の変遷
を正確に理解するためには、配列の系統関係に基づく正しい分類に基づいて、またエンハンサー活性
定量データと合わせて検証する必要があることも示唆された。 
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