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研究成果の概要（和文）： 

MARcode 法開発のため、DNA トポイソメラーゼ (トポ) IIβと複合体を形成し、神経細胞分化過

程で働くと考えられる核マトリクスタンパク質 SP120 に着目した。SP120 が AT-rich なトポ II

β作用点に特異的に結合することを示した。SP120 の MAR 結合ドメインを解析し、新たに RGド

メインが活性を持つことを見出した。SP120 が A または Tが３つ以上連続する配列（AT-patch）

に直接結合することを示した。網羅的解析により、多数の in vivo SP120 結合領域を同定した。

今後、同定配列を評価し、MARcode 法完成を目指す。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We focused on SP120, one of the nuclear matrix-associated proteins to develop MARcode, 
a prediction program for matrix attachment regions (MAR). It is suggested that SP120 is 
involved in the neuronal differentiation through its binding to DNA topoisomerase (topo) 
IIβ.We showed that SP120 specifically bound to AT—rich topoIIβ action sites. We 
performed a domain analysis for MAR-binding activity of SP120 and found that RG-domain 
had the activity. We showed the evidence that SP120 directly bound to AT patches (short 
stretches of consecutive A and T bases). We performed a genome-wide analysis to 
identify in vivo SP120 binding sites. We will further analyze the identified regions 
to develop the MARcode program.  
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１．研究開始当初の背景 
 DNA トポイソメラーゼ (トポ) II は、核
マトリクス(NM)と相互作用し、MAR 結合タ
ンパク質である SP120/ SAF-A/ hnRNP-U と
も複合体を形成することが当研究室で示さ
れている。トポ II には、αとβの２つのア
イソザイムが存在する。トポ IIαは増殖細
胞で特異的に発現しているのに対し、トポ
IIβは神経細胞分化過程で高発現し、この
時期に誘導される一部の神経特異的遺伝子
群(以下トポ IIβ制御下遺伝子群) の発現
に必要である。私達はこれまで神経細胞分
化過程でのトポ IIβの働きを明らかにす
る目的でその標的配列の網羅的解析を行っ
た。その結果、トポ IIβの作用点が GC−rich
領域とAT-rich領域というGC含量の偏った
2つのグループに分類できること、AT-rich
トポ IIβ作用点は遺伝子間領域に多く存
在していることを明らかにした。MAR もま
た AT-rich な遺伝子間領域やイントロン領
域に多く見つかっており、それらが実際オ
ーバーラップしていることをいくつかのケ
ースで確認している。以上の結果から同定
された AT-rich なトポ IIβ作用点には MAR
が存在する可能性が高い。MAR を予測する
プログラムは複数開発されているが，いず
れのプログラムでも報告された 165 個の
MAR のうち、約 2割にしか MAR の存在を予
測できない上，ランダムに選んだ (従って
おそらく MAR を含まない) 200 個のゲノム
配列の 1割に MAR を予測してしまうことか
ら、より精度が高い MAR 予測プログラムの
開発が必要とされている。 
 
 
２．研究の目的 
 核マトリクスタンパク質の 1つである
SP120 に着目し、このタンパク質が示す MAR
特異的 DNA 結合の機構を明らかにすること
により、MAR DNA の持つ一般的な性質を抽
出し、それを活用して MAR を予測するプロ
グラム MARcode を開発することを目的とす
る。 
 
 
３．研究の方法 

(1) AT-richなトポIIβ作用点にSP120が特

異的に結合するかの検証 

 

(2) MAR特異的DNA結合を示すSP120のドメ

イン解析 

(3) 制限酵素protection assayを用いた

SP120直接結合配列の同定 

 

(4) ChIP-seq法を用いたin vivo SP120結合

領域の網羅的同定 

 
 
４．研究成果 

(1) AT-richなトポIIβ作用点としてクロ

ーニングした26個のDNA断片にMAR活性があ

ることが既に共同研究者らにより示されて

いたので、それらのDNA断片にSP120が結合

するかを調べた。その結果、調べた26個の

クローンすべてが、試験管内でSP120に特異

的に結合した。しかし、それらの配列中に

コンセンサス配列は見出せなかった。 

 

(2) MAR特異的DNA結合に関与するSP120の

ドメインを解析した結果、これまでに報告

のあるSAF-boxのみでなく、RGドメインも

AT-rich MAR結合に必須であることが分か

った。少なくとも2つのDNA結合領域が協同

的に働くことによりMAR特異的結合が生じ

ることが分かった。 

 

(3) 制限酵素SspIを用いてprotection 

assayを行った結果、SP120は、AT-patch近

傍のSspI切断を特異的に抑制した。以上の

結果は、SP120が直接AT-patchに結合してい

ることを示している。 

 

(4) SP120のChIP-seq解析の結果、予想に反

してSP120の結合領域としてAT-richな領域

だけでなく、様々なDNA断片が同定された。

SP120が多機能性であること、複数のタンパ

ク質と複合体を形成していることが要因と



 

考えられる。今後、これらの配列を分類し、

MAR機能を有する領域を抽出することによ

りMARcode完成を目指す。 
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