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研究成果の概要（和文）：研究期間内において、本領域全体で53本の論文を発表することができた。また投稿中
の論文も4本以上ある。これらの研究成果から、転写プロセス同士が非常に密に連携しあい、１つの転写プロセ
スが他のすべての転写プロセスに影響し得る一体化状態である転写ユニティー機構の存在を実証することができ
た。また、in situビオチン化法による多因子間相互作用の網羅的同定法を確立した。さらに抗体バーコーディ
ングを用いた多因子間相互作用の空間的定量法であるIBMseq法を確立した。これらの方法を用いて、さらに転写
ユニティー機構の解明を進め、その破綻による疾患メカニズムの解明研究を引き続き進めていきたい。

研究成果の概要（英文）：During the research period, 53 papers were published in our research group, 
with over four papers currently being submitted. These findings demonstrate the existence of a 
transcriptional unity mechanism, wherein transcription processes closely interact, and one process 
can influence all others. Additionally, we established a comprehensive identification method for 
multifactorial interactions using in situ biotinylation and the IBMseq method for spatial 
quantification of multifactorial interactions using antibody barcoding. Leveraging these methods, we
 aim to further elucidate the transcriptional unity mechanism and continue investigating disease 
mechanisms resulting from its disruption.

研究分野：ゲノム生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多因子間相互作用は核内の転写反応だけではなく、生体・細胞が外部刺激を受けて、その刺激に応答し遺伝子発
現を誘導するために必要となる「シグナル伝達」「転写」「RNAプロセシング」「mRNAの核外輸送」「翻訳」に
おいても必須であるが、その全貌は全く不明である。本研究において見出されてきた転写ユニティー機構のメカ
ニズムは様々なプロセスが相互作用することで、精緻に遺伝子発現が制御されていることを明らかにした。さら
に本研究領域で開発された新規の網羅的、定量的な多因子間相互作用解析法は転写ユニティー機構の解明研究だ
けでなく、様々な研究分野や臨床への応用も可能であると考え、今後さらに研究を進めていく。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞の機能発現には、ゲノム全体に分布する遺伝子の発現を適切に制御することが必須である。

タンパク質、RNA、DNA などを含む転写制御因子間での多因子間相互作用により転写は制御され

るが、限定された数の転写制御因子を組み合わせることにより膨大な種類の転写制御複合体を

形成することで、ゲノム全体の転写が時空間的に精緻に制御される。 

 転写制御は、核内で一連の転写プロセス（①転写因子と DNAからなる高次構造複合体エンハ
ンソソームの形成、②クロマチン領域の拡大、③クロマチンの脱凝縮、④転写開始前複合体の形

成、⑤転写開始、⑥転写伸長、⑦転写終結、⑧RNAプロセシング）が連続的に進行し、RNAが
合成されると考えられてきた。そのため、転写のプロセス毎の解析やその連携・共役に焦点が当

てられ、研究が進められてきた。しかし、申請者らの最近の研究によって、この転写プロセス同

士が密接に相互作用することが明らかになってきた。このような知見から、転写制御は従来考え

られてきたような連続反応モデルのみでは理解が困難であり、「それぞれの転写プロセスを構成

する多因子間での膨大な組み合わせの相互作用により転写プロセス全体が一体化し、遺伝子発

現を制御する機構」の存在が強く示唆された。 

さらに、ある特定の転写プロセスの異常が、遺伝子の転写全体の破綻を引き起こし、先天性心

疾患発症の機序となることや、がん増悪の機序となることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、このように転写プロセス同士が非常に密に連携し合い、1 つの転写プロセスが他

の全ての転写プロセスに影響し得る一体化状態を転写ユニティー（Unity：一体化）と定義する。

転写ユニティー機構では、異なる組み合わせの因子間の相互作用（多因子間相互作用と呼ぶ）に

よって、標的遺伝子（あるいは遺伝子群）ごとに特異的な転写ユニティーが構築されると考えら

れる。すなわち、転写ユニティー機構では、特定の組み合わせの転写制御因子間の相互作用によ

って、標的遺伝子に応じた転写量、スプライシングパターン、ヒストン修飾パターンが精密に決

定され、細胞は刺激への応答や恒常性の維持を実現すると考えられる。そこで本研究では、この

ような時空間的な多因子間相互作用によって形成される転写ユニティー機構の解明を目指す。

さらに、転写ユニティー機構を構築する多因子間相互作用を網羅的、定量的、かつ構造学的に超

高精細に解明することにより、その破綻による疾患メカニズムの解明を目指す。 

申請者らのこれまでの研究により、エンハンサーなどの転写調節領域や遺伝子領域を含むゲノ

ム DNA のみならず、転写産物である新生 RNA や non-coding RNA などの RNA もタンパク質との相

互作用により多因子間相互作用を形成し、転写ユニティー機構に関与すると考えられる。そこで、

このような時空間的な多因子間相互作用による転写ユニティー機構を明らかにするためには、

従来の転写研究で重要視されてきた生化学的なタンパク質複合体の解析を軸とする相互作用の

みでなく、タンパク質、ゲノム DNA、新生 RNA や non-coding RNA を含む多因子間で形成される

複雑且つ多様な相互作用を時空間的・網羅的に解明する必要がある。 

本研究では、多因子間相互作用を時空間的且つ網羅的に捕捉するために、「in situ ビオチン化

法による多因子間相互作用の網羅的同定法」の確立を行う。さらに、同定された多因子間の結合

を定量化するために、「抗体バーコーディングを用いた多因子間相互作用の空間的定量法の確立」

も行う。本研究では、このような革新的な技術開発を進めながら、「多因子間相互作用による転

写ユニティー機構」を、原子から分子、細胞、組織、個体レベルまで解明し、その破綻による疾

患メカニズムの解明を目指す。そのために下記を本研究の具体的な目的とする。 

●研究項目 A01（計画研究１）では、「in situ ビオチン化による多因子間相互作用の網羅的同定
法」を確立し、転写ユニティーを構成する多因子を網羅的に同定する。同定された多因子間相互
作用に関して、生化学・ゲノミクス・プロテオミクス解析（高橋）、ゲノム構造解析（西山）を
行い、転写ユニティー機構の分子メカニズムを細胞・組織・疾患レベルまで解明する。 
●研究項目 A02（計画研究２）では、新技術の開発として「抗体バーコーディングを用いた多因
子間相互作用の空間的定量法」の確立を行い（二村・粕川）、転写ユニティーを構成する多因子
間相互作用の定量化を行う。 



●研究項目 A03（計画研究３）では、仙石が Cryo-EM 解析・X線結晶構造解析によって、転写ユ
ニティーを構成する多因子間相互作用を構造学的に解明する。 
 このように本領域では、「多因子間相互作用による転写ユニティー機構」を構造解析から分子
ネットワーク、さらに細胞、組織、個体レベルまで解明し、その破綻による疾患メカニズムの解
明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）転写ユニティー機構を構成する因子の細胞内での多因子間相互作用を「in situ ビオチン
化法」によって網羅的に同定する。 
高橋は、メディエーター複合体のサブユニット MED26 に着目し、それが多因子間相互作用する
因子（タンパク質、RNA、ゲノム DNA を含む）を in situ ビオチン化法を用いて網羅的に同定す
る。MED26 の抗体を用いて、周辺の（半径 20 nm 以内）タンパク質を in situ でビオチン化する。
MED26 周辺のビオチン化されたタンパク質を、アビジンビーズを用いて精製し、質量分析計を用
いて網羅的に同定する。さらに、ビオチン化されたタンパク質と相互作用するゲノム DNA や non-
coding RNA を、次世代シークエンサーを用いて網羅的に同定する。また、高橋は西山と連携し、
MED26 や血球分化に必須の転写因子 IRF8 の組織・個体における役割を解明する。 
（２）転写ユニティー機構を構成する因子の細胞内での多因子間相互作用を「抗体バーコーディ
ングを用いたタンパク質間相互作用の定量化法」によって時空間的に定量化する。 
二村は、転写ユニティー機構を構成する因子の機能を明らかにする。さらに、二村は粕川と連
携し、転写制御因子間の複雑な多因子間相互作用を解析するために、DNA バーコードを用いて複
数の転写制御因子間の結合を同時に定量化かつ時空間的に解析する手法の開発を目指す。 
（３）転写ユニティー機構における多因子間相互作用の機能を構造から細胞・組織・個体レベル
まで解明する。 
 仙石は、Cryo 電子顕微鏡を用いて転写ユニティー機構を構成する転写制御因子の複合体の構造
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 ヒストン遺伝子と snRNA 遺伝子
は、それぞれ細胞の核内の“場”
である核内構造体 Histone locus 
body（HLB）と Cajal body（CB）に
おいて転写される。しかも、CB に
はヒストン遺伝子の転写終結因子
（U7 snRNP や NELF など）が集積
しており、CB と HLB は隣接会合し
て局在することがわかっていた。
このことから、ヒストン遺伝子を
含む HLB に CB が引き寄せられる
ことによって、ヒストン遺伝子の
転写終結が制御される可能性が予
想された。本研究によって、MED26
を含むメディエーター複合体と
LEC が、ヒストン遺伝子を含む HLB
に CB を引き寄せることで、ヒスト
ン遺伝子の転写終結領域でPol II
を一時停止させることが明らかとなった【Suzuki H, Takahashi H (責任著者), et al. Nat 
Commun, 13(1):2905, 2022】。MED26 と LEC の相互作用を欠失させ、その協働機能を喪失させた
変異型細胞を作製し解析を行ったところ、HLB と CB の会合が著しく低下すると共に、ポリ A 鎖
の付加された異常なヒストン RNA が蓄積することがわかった。さらに、ヒストン遺伝子の転写終
結領域近傍において、Pol II が一時停止していることが明らかとなり、この新規の一時停止を
“TPP”（TES proximal pausing）と名付けた。この TPP には、メディエーター複合体と LEC との
協働が必要であり、CB と HLB の会合によって TPP が引き起こされることも明らかとなった。こ
のように TPP は転写終結領域でポリ A鎖の付加を指令する配列直前に Pol II にブレーキをかけ
ることで、RNA にポリ A鎖が付加されないように調節する「ピットイン」の役割を果たしている
ことが明らかとなった（図参照）。 
また最近、MED26 は SEC や LEC の標的遺伝子領域で液滴を形成し、それらの標的遺伝子群の発
現を統合的に活性化することが明らかとなってきた【Suzuki H, Takahashi H (責任著者), et 
al. BioEssays, 45(4):e2200178, 2023】。このような液―液相分離によって形成される液滴の
機能を解明するために、高橋は抗体を用いた in situ ビオチン化による液滴構成因子の網羅的

図：メディエーター複合体と核内凝集体による転写終結

制御機構  



同定法を確立した。この手法を用いて、核内構造体の CB や核小体、γH2AX foci の構成因子の
同定を行ったところ、既知の因子に加えて多くの新規因子が同定された【Cell Reports, in 
revision】。 
 
 
多種多様なタンパク質や RNA による多段階な転写制御が遺伝子発現の根幹となる。これまでの
研究では、転写の各ステップの制御は連続反応として捉えられ、それぞれのステップは個別に研
究されてきた。転写因子はプロモーターやエンハンサーの活性状態を規定することから遺伝子
発現制御の中心的役割を担う。これまでに申請者らは、転写の各ステップをまたいだ複合的な転
写因子の機能を同定してきた。最近では、基本的な RNA スプライシング制御因子の 1 つである
SF3B2 が転写因子の選択的 RNA スプライシング制御を行うことで、癌特異的スプライシングバリ
アントを形成することを解明した（Nimura K, (co-first), et al. Cancer Res. 2019）。 
 まず、本研究期間において、高橋と共同研究を行い、
SF3B2 が転写制御に関与することを見出した（Kitamura et 
al. Cell&Biosci.2022）。SF3B2 は頭頸部腫瘍において高発
現すると予後不良となる。SF3B2 高発現した頭頸部腫瘍細
胞をマウスに移植すると腫瘍増殖が亢進した。SF3B2 の機
能を探るために CUT&Tag 法でクロマチンの結合部位、PAR-
CLIP 法で RNA の結合部位を同定した。その結果、SF3B2 は
クロマチンに対しては転写開始点近傍に結合しているの
に対し、RNA に対しては転写終結点近傍に結合していた。
SF3B2 が結合しているプロモーターでは RNA ポリメラーゼ
II のポージングが増加しており、SF3B2 のノックダウンに
よって、転写が増加することがわかった。また、SF3B2 はストレス応答性遺伝子の RNA 安定性を
低下させており、RNA のターンオーバーに関与していた。SF3B2 のクロマチン上での機能を探る
ために SF3B2 複合体を頭頸部腫瘍細胞から精製した。その結果、コヒーシンの構成因子である
SMC1A が複合体に含まれることがわかった。SMC1A は CTCF とも相互作用しクロマチン構造を制
御することが知られている。そこで、SF3B2 高発現が SMC1A や CTCF にどのような影響を与える
か検証した。SF3B2 高発現細胞では SMC1A や CTCF のクロマチンへの結合量が増加することがわ
かった。また SF3B2 と SMC1A または CTCF が共局在している遺伝子では SF3B2 高発現によって発
現が増加することがわかった。以上の結果より、スプライシング制御因子 SF3B2 が転写を制御す
るメカニズムを明らかにすることができた。 
 また、Cas9 と自分自身の配列を標的とできる stgRNA を組みわせることで、がん幹細胞関連転
写因子の発現を記録する方法の開発した（Umeki et al. CMLS. 2022）。がん細胞集団には抗がん
剤に抵抗性を示す幹細胞様の形質を持った細胞が存在すると考えれてきた。しかし、このような
細胞が集団中にどの程度存在し、どのように出現してくるか明らかではなかった。そこで、がん
幹細胞様形質を規定すると考えられている転写因子 NANOG、POU5F1、SOX2 の下流に Cas9 をノッ
クインした癌細胞を作製した。これらの癌細胞に抗がん剤、スフェア形成による刺激を与えたと
ころ、NANOG や SOX2 は確率論的に様々な癌細胞が発現することがわかった。一方、POU5F1 は刺
激特異的に発現する細胞がいることがわかった。このことから、癌細胞は確率論的、決定論的の
2つの方法で幹細胞様形質を持った細胞を生み出す可能性があることがわかった。 
本研究において、抗体バーコーディングを用いた細胞でのタンパク質間相互作用を空間的かつ
定量的に同定する手法 IBMseq を開発した（未発表データ）。IBMseq 法は DNA バーコードを付加
した抗体とポリマーに結合した DNA バーコードをポリマー中に封入した細胞内で PCR を行うこ
とで、DNA バーコードを連結し、タンパク質間の相互作用をネットワーク情報として記述する方
法である。これまでの研究で、様々な条件検討を行い、DNA バーコード付加抗体で核内のタンパ
ク質を標識し、核内で IBMseq を行う方法を開発した。マウス脾臓の B細胞の活性化過程をモデ
ルに IBMseq を行ったところ、タンパク質の増加に伴って IBMseq によって得られる PCR 産物量
が増加し、タンパク質量が変わらない因子のIBMseqではPCR産物量は一定となった。またIBMseq
データを解析した結果、複雑なネットワーク構造を持つことがわかった。B細胞は活性化によっ
てクロマチンや制御因子が核内に偏在していたものが分散する。このことと一致して、活性化に
よって因子のクラスターサイズが小さくなることがわった。 
 
クロマチン上での多因子間の相互作用がヒストン修飾を介して転写を統合的に制御する機構の
解明のため、2 種類のヒストン修飾酵素（H3K36 メチル化酵素 NSD2 と H2BK120 ユビキチン化酵



素 Bre1）とヌクレオソームとの複合体構造をクライオ電子顕微鏡の単粒子解析により決定した。 
（１）NSD2 （Sato et al. Nat Commun 2021） 
 ヒストン H3Lys36 のジメチル化（H3K36me2）は遺伝子発
現を制御するエピジェネティック修飾である。H3K36me2 レ
ベルは様々ながんにおいて上昇していることが知られて
おり、急性リンパ性白血病の一部では H3K36 メチル化酵素
NSD2 の点変異 E1099K が NSD2 活性を異常亢進させてがん
を引き起こす。一方、リンカーヒストン H1 は NSD2 の活性
を抑制し、一部のリンパ腫に見られる H1 遺伝子のミスセ
ンス変異は H3K36me2 レベル上昇を引き起こす。NSD2 がど
のようにヌクレオソーム上の H3K36 を特異的に認識する
か、また H1 がどのように NSD2 の活性を抑制するか、そし
てE1099KがどのようにNSD2活性を異常亢進させるかは解
明されていなかった。 
 本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析に
より、NSD2 の触媒ドメインがヌクレオソームに結合した複
合体の構造を決定した。NSD2 が結合したヌクレオソームは SHL 5.5 より外側の DNAが剝がれて
おり、それにより NSD2 の H3K36 へのアクセスが可能になっていた。H1 はヌクレオソームの両側
のリンカーDNA と同時に相互作用することによってヌクレオソーム構造を安定化することが知
られている。従って、H1 はヌクレオソーム DNA を剥がれにくくすることで NSD2 による H3K36 認
識に必要なヌクレオソーム構造変化を妨げ、NSD2 の活性を抑制していると考えられる。既報の
NSD2 アポ構造においては、自己阻害ループと呼ばれる領域が H3 結合クレフトを覆っていること
が知られていた。一方、今回の NSD2-ヌクレオソーム複合体構造においては、自己阻害ループは
コンフォメーション変化を起こして開いた状態をとり、それによりH3K36とその周辺残基のNSD2
への結合を可能にしていた。発がん性変異 E1099K による活性異常亢進メカニズムを調べるため
に生化学的解析を行ったところ、E1099K 変異は NSD2 の触媒回転数を増加させる一方でヌクレオ
ソームへの親和性には大きな影響を与えないことが明らかになった。また、分子動力学シミュレ
ーション解析から、E1099K 変異体においては自己阻害ループが開いた構造をとりやすくなって
いることが示唆された。これらの結果から、我々は「発がん性 E1099K は自己阻害ループの柔軟
性に影響を与え、H3 結合に適したコンフォメーションを取りやすくすることで活性を異常亢進
させる」というメカニズムを提唱する。 
（２）Bre1 （Onishi et al. Nat Commun 2024） 
 ヒストン H2BK120 のユビキチン化（H2BK120ub）は DNA 修復と転写伸長を制御するエピジェネ
ティック修飾である。ヒトにおいては、互いに相同な Bre1A/RNF20 と Bre1B/RNF40 の 2 種類のタ
ンパク質がヘテロ 2量体（Bre1 複合体）を形成し、H2BK120 ユビキチン化における E3 酵素とし
て働く。多くのがんにおいて H2BK120 レベルの低下が見られ、Bre1 複合体はがん抑制機能を持
つと考えられている。Bre1 複合体がどのように H2BK120 を特異的にユビキチン化するか、また
その機能がどのように制御されているかは解明されていなかった。 
 本研究では、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析に
より、Bre1 複合体がヌクレオソームに結合した状態の構造
を決定した。構造中で Bre1A と Bre1B が持つ 2つの RING ド
メインがヒストン上の酸性パッチと SHL6.0-6.5 領域のヌ
クレオソーム DNA の 2 か所にまたがるように結合してい
た。さらに、E2 タンパク質とユビキチンを含む仮想モデル
構造を構築したところ、ユビキチン化において共有結合を
形成するユビキチン Gly76 と H2BK120 が近傍に位置してお
り、本構造から Bre1 複合体の H2KB120 特異性が説明でき
た。また、ヌクレオソーム DNA を Bre1 が直接結合している
ことから、ヌクレオソーム構造の動的柔軟性が H2BK120 ユ
ビキチン化を制御している可能性が示唆された。 
 
研究期間内において、本領域全体で 53 本の論文を発表することができた。これらの研究成果か
ら、転写プロセス同士が非常に密に連携し合い、１つの転写プロセスが他のすべての転写プロセ
スに影響し得る一体化状態である転写ユニティー機構の存在を実証することができた。また、in 
situ ビオチン化法による多因子間相互作用の網羅的同定法を確立した。さらに抗体バーコーデ
ィングを用いた多因子間相互作用の空間的定量法である IBMseq 法を確立した。これらの方法を
用いて、さらに転写ユニティー機構の解明を進め、その破綻による疾患メカニズムの解明研究を
引き続き進めていきたい。 
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