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研究成果の概要（和文）：転写サイクルにおける情報変換機構のダイナミクスを解明することを目的として、コ
ンピュータ解析による新規な計算・情報科学のアプローチ手法を開発し、エンハンソソームにおける転写制御因
子間やヌクレオソームとの関係等に対して、それら超分子複合体の動的構造変化とその安定性を解析し、転写サ
イクルのメカニズムを解明した。一方、特に本新学術研究領域のさまざまな実験グループから生成される膨大な
データから生物的に意味のある情報や知見を引き出し、転写制御における重要なメカニズムを解明するため、マ
イクロアレイやRNA-Seq、ChIP-seqなどの実験データをもとにこれらの転写制御メカニズムに注目して解析を行
った。

研究成果の概要（英文）：In order to reveal the dynamic properties of the information transduction at
 the transcription cycle, new computational and informatics approaches have been developed. For the 
transcription factors in the enhanceosome and the relation to nucleosome, dynamic structural changes
 and the stabilities of the supramolecular complexes were analyzed so as to analyze the actual 
mechanisms in the transcription cycle. In addition, to extract biologically important and meaningful
 information and knowledges from the large scale data produced by the members of the research groups
 of the Transcription Cycle, mechanisms of transcription regulation were investigated based on the 
experimental data of Micro-array, RNA-seq, and ChIP-seq.

研究分野： 生物物理学
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１．	 研究開始当初の背景 
転写サイクルでは多岐にわたる生体高分子
が複雑に相互作用して情報変換を行いなが
ら、一連の反応過程を順序よく実行していく
ことで転写を実現する。精緻な解析のために
は原子分解能でのダイナミクスの解析が欠
かせないが、マイクロ秒を超える長時間分子
シミュレーション技術が出現してきた。一方、
マイクロアレイ、次世代シークエンサーなど
の実験技術が開発され、遺伝情報の発現制御
をゲノムスケールで網羅的に解析すること
も可能となってきた。これらにより、転写制
御を転写因子のダイナミクス、制御ロジック、
モジュール構造、ネットワーク、情報カスケ
ード、階層構造などに対して、先端的な計算
科学およびバイオインフォマティクス技術
によって解明する目処ができた。こうして、
従来のウェットだけの実験ではアプローチ
することが困難であった転写制御の機能解
明に対し、計算科学・情報科学というドライ
のアプローチにより統合的に解析が行われ
ることが求められるようになった。 
 
２．研究の目的 
(1) 転写サイクルにおける情報変換機構のダ
イナミクスを解明することを目的として、コ
ンピュータ解析による計算・情報科学のアプ
ローチでエンハンソソームにおける転写制
御因子間やヌクレオソームとの関係等に対
して、それら超分子複合体の動的構造変化と
その安定性を解析し、転写サイクルのメカニ
ズムを解明する。 
(2) RNA-Seq、ChIP-seqやマイクロアレイデー
タ等の実験データをバイオインフォマティ
クス技術によって解析・統合化し、情報変換
システムとしての転写サイクルを考察・解析
を行う。 
(3) 本領域のさまざまな実験グループから生
成されるゲノムワイドに解析された膨大な
データから生物的に意味のある情報や知見
を引き出すための情報解析技術やツールの
開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)	 RNAポリメラーゼ（RNAP）やエンハン
ソゾームなどの巨大な蛋白質複合体に対す
る分子動力学（MD）シミュレーションを高
速 に 行 う 新 規 ア ル ゴ リ ズ ム （ ZMM: 
Zero-Multipole summation Method）とそのプロ
グラム（psygene-G, omegagene）を開発し、さ
らに計算結果のトラジェクトリからダイナ
ミクスを解析する独自の新たな方法論
Multi-modal Dynamic Cross Correlation
（mDCC）法を開発し、種々の転写サイクル
を構成する分子系の解析に応用した。 
(2) RNAP 複合体、Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複
合体、Ets1 の天然変性領域, メディエータ・
サブウニット Med26 等の分子系について長
時間のMD計算および高効率の構造サンプリ
ングを実施して、ダイナミックな性質の解析

を行った。 
(3) ウェットの研究者との共同研究として、
様々な研究に対するゲノムワイドな実験結
果をモデルケースとして、転写制御機構の解
析を行った。マイクロアレイや RNA-Seq 、
ChIP-seqなどのゲノムワイドな実験結果に対
し、発現差異解析や peak calling、Gene Set 
Enrichment Analysis などの一般的な解析に加
え、それぞれの研究ニーズに合った解析を行
うために、様々なデータハンドリング手法、
統計解析手法を取り入れて解析を行った。 
(4) ゲノムワイドにおける転写因子の複合体
形成状態やそれに伴うヒストン修飾の局在
状態を解析するために公共のデータベース
GEO、ENCODEから転写因子やヒストン修飾
の ChIP-Seq データや遺伝子発現量の
RNA-Seq データを収集し統合的に解析を行
った。ヒト ES cell、マウス ES cell、Hela細胞
における転写因子と修飾ヒストンとヒスト
ンバリアントの ChIP-Seqデータを収集した。
これらの ChIP-Seq データをすべてに対して
peak callingをして、そのピーク領域の重なり
から転写因子複合体を示す cis-Regulatory 
Modules （CRMs）を定義した。どの転写因
子同士が協同的に働いているのか、またそれ
ら CRMsと H3K4me3, H3K36me3などの様々
なヒストン修飾やヒストンバリアントとの
関係性をマーケットバスケット分析などに
用いられるアソシエーション分析を Apriori
アルゴリズムにより行い特徴を抽出した。こ
の解析法の応用として、東工大・生命理工・
山口雄輝とのHela細胞におけるNELFと共起
する転写因子の探索と、長崎大・医・伊藤敬
との ES Cellにおける Sox2と共起する転写因
子の探索に活用した。 
(5) プール型 short hairpin RNAシークエンス
（ shRNA-Seq）解析法の検討を行った。
shRNA-Seq を用いたゲノムワイドスクリー
ニング法は、近年急速に発展てきた強力な遺
伝子機能解析法である。このような
shRNA-Seqのライブラリーには、目的とした
ものと違う遺伝子に RNAi が起きてしまう
off-target effect（OTE）による偽陽性候補を排
除するために、1遺伝子あたり平均 5～6種類
の shRNA が含まれている。しかし、現在同
一遺伝子に対する複数の shRNA の効果を考
慮に入れて変動遺伝子を統計的に評価する
方法は確立されていない。そこで順位による
ノンパラメトリックな手法を応用して同一
遺伝子に対する複数の shRNA の効果を評価
する方法を開発した。 
 
４．研究成果 
(1) 超分子複合体に適した分子動力学（MD）
シミュレーション・アルゴリズムと解析ソフ
トウェアの開発 
	 転写サイクルを制御する系は荷電に富ん
だ超分子複合体であり、従来の周期境界条件
に基づく MD手法（Ewald法）は必ずしもリ
アルな描像を与えない。研究代表者らは、結



晶や液体の純水の系等の均質系において理
論的に精度よく静電相互作用を算出できる
非 Ewald 法である Zero-Multipole summation
法のアルゴリズムを開発した。本研究により、
まず非均質的な蛋白質の系や二重鎖 DNA の
系においても、特に Zero-Dipole summation法
が良い精度でMD計算を実施できることが確
認された(Arakawa et al. 2013; Fukuda et al. 
2014)。逆空間での計算が不要であるこのアル
ゴリズムの特徴を活かして、比較的安価で並
列化も容易な GPU による高速計算用のプロ
グラム（psygene-G, omegagene）も構築し、本
研究によって導入した GPU サーバを用いて
さらなる高速化を図った(Mashimo et al. 2013; 
Kasahara et al. 2016)。 
	 さらに静的な分子間相互作用だけでなく
ダイナミックな相互作用に関する情報を抽
出するため、新たに mDCC法を開発した。通
常の相互作用の解析においては、原子が単一
の平均座標の周辺で振動している単純な動
きを仮定しているため側鎖のフリップのよ
うな動きの特徴を捉えることができない。新
規の手法では、原子の座標分布を混合正規分
布に当てはめ原子の動きを複数のモードの
重ね合わせとして記述し、各モード間の相関
を個々に解析して、従来は平均化によって見
過ごされてしまった詳細なダイナミックな
原子間の相関を抽出できることが示された。
(Kasahara et al. 2014 & 2016) 
(2) 転写サイクルを制御する新規な超分子複
合体構造に対するMD計算の実施とダイナミ
クスの解析 
①横浜市大・医・緒方一博との共同研究によ
り、主要な転写因子のひとつである Ets1を対
象とした転写因子–制御エレメント複合体形
成メカニズムの原子レベルからの解析を実
施した。彼らが X線結晶解析法によって決定
した Ets1-Runx1-CBFβ–DNA 複合体について
MD 計算を行い、DNA を介して Ets1 とパー
トナー転写因子が連動する分子機構を解析
した。MDシミュレーションの結果に mDCC
法を適用しモデル内の全原子ペアでの相関
を解析した。また複雑ネットワーク解析の分
野で用いられる中心性解析技術を応用して
原子間の相関ネットワークを可視化し、分子
複合体における転写因子同士や DNA との相
互作用を解析した。 
	 その結果、Runx1-CBFβ ヘテロダイマーが
存在する場合は DNA における特定の塩基の
コンフォメーションが有意に変化すること
が分かった。この塩基は Ets1 の HI2、H1 ヘ
リックス間のループ領域と相互作用してい
る が 、 Ets1–DNA の み の 状 態 で は
Ets1-Runx1-CBFβ-DNA複合体と比べ、このル
ープの相互作用がより安定であった。すなわ
ち Runx1-CBFβヘテロダイマーとの結合によ
って DNA のコンフォメーション変化が起こ
り、これが Ets1ループ領域との相互作用を不
安定化していると言える。これによってルー
プの揺らぎが増大し、複数のコンフォメーシ

ョンを過渡的に形成する現象が観測された。
さらにループから N 末端側の自己阻害モジ
ュールの顕著な不安定化が観測された。すな
わち Runx1-CBFβヘテロダイマーの結合が自
己阻害モジュールによる DNA 結合阻害を弱
めているものと考えられる。さらに mDCC	 
法による解析では、Runx1-CBFβから DNAを
介して Ets1 に至る動的相関のネットワーク
を 確 認 で き た 。 こ れ よ り 、
Ets1-Runx1-CBFβ-DNA 複合体における転写
因子間のアロステリックな情報伝達の分子
機構を原子レベルで解明できたと言える
(Kasahara et al. 2017)。 
②横浜市大・医・緒方一博との共同研究によ
り、転写因子 Ets1 における ETS ドメイン上
流の部位のリン酸化が与える転写制御への
影響を調べるため、全長 164残基のうち大き
な構造変化のない Lys318 以降の残基は拘束
した上で、不規則構造(IDR)となる Gln278か
ら Asp317の 40残基部分を解析した。IDR領
域の２つの Ser がリン酸化された場合とリン
酸化されない場合の構造多型を調べるため、
psygene-G による構造サンプリングを行って
自由エネルギー地形を描いた。その結果多数
の安定構造が予測されたが、リン酸化されな
い IDR は ETS ドメインの DNA 結合領域と
fuzzy な相互作用をしているのが観測された
一方、リン酸化された IDRではその DNA結
合領域との特異的な結合が観測された。この
研究から提案した Ets1 のアミノ酸変異によ
る DNA 結合実験が緒方一博のグループによ
ってなされ、分子シミュレーションの結果を
強く示唆する結果となった。 
③愛媛大・理工・平田 章との共同研究によ
り、彼らが X線結晶解析法によって決定した
Thermococcus kodakarensis 由来 RNA ポリメ
ラーゼ（Tko RNAP）に対するダイナミクス
の解析を行った。約 70 万原子からなる
RNAP11 量体について psygene-G による 150 
nsの MD計算を行った。さらに D/Lサブユニ
ットを人為的に除いた 9量体モデルについて
も同様の計算を行い、11量体モデルとの比較
を行った。mDCC法による動的相関解析も行
った結果、クランプの開閉運動の規模につい
てはD/Lサブユニットの有無による有意な差
は見られなかった。D/L サブユニットが 11
量体の会合の際に足場としての役割を果た
していることは既に報告されていたが、11量
体形成後にD/Lサブユニットを取り除いても
クランプの開閉運動を直ちに損なうことは
ないことが示された。ただし複合体内部の動
的相関には違いが見られ、特に触媒サブユニ
ットを介した運動に影響が見られた。 
④北大・医・高橋秀尚との共同研究によっ
て、メディエータ・サブユニット Med26に
ついてホモロジーモデリングを行い、パート
ナー分子については IDR であるとの予測に
基づいて十数残基のペプチドとして扱った。
Med26-EAF1、Med26-TAF7、Med26-AFF4 そ
れぞれの系を独立に用意し、V-McMDによっ



て分子複合体の自由エネルギー地形を描写
した。AFF4 については解析が完了していな
いが、TAF7 と EAF1 については異なる結合
様式が再安定構造であると予測された（図 1A、
B）。結合による分子スイッチは同じ結合部位
に対して競争的におこるのではなく、相手に
よって異なる結合部位を使い分けるメカニ
ズムが推定された。 
	 
	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)ウェットの研究者からの実験結果をモデ
ルケースとした転写制御機構の解析 
①東北大学・加齢研・本橋ほづみとの共同研
究により、巨核球分化における転写因子 p45
の機能を調べるために行われた p45 の
ChIP-Seq と p45 KO マウスと WT における
mRNA 発現量のマイクロアレイの結果に対
して、ChIP-Seqとマイクロアレイのデータを
繋ぎあわせる解析を行い、転写因子 p45が直
接的に制御に関与している遺伝子を特定し
た。最終的にはその解析結果を元に in vivoで
検証実験まで行われた結果が論文として公
表された(R. Fujita et al, 2013)。 
②長崎大・医・伊藤敬との共同研究により、
mouse ES cell における転写因子 Dzip3 と
Ring1B とユビキチン化ヒストン ubH2A の
ChIP-Seqのデータに対して、Dzip3と Ring1B
の協同的制御によりヒストンのユビキチン
化が行われている部位を特定した。他の実験
と合わせて論文として公表された(D. Inoue et 
al, 2015) 
③長崎大・医・伊藤敬との共同研究により、
mouse ES cellにおける転写因子 SMARCAD1
と CBP の ChIP-Seq のデータを解析すること
により、転写因子 SMARCAD1と CBPによる
協同的な制御が TSS 付近で行われているこ
とを見出した。他の実験と合わせて論文とし
て公表された(M Doiguchi et al, 2016) 
④横浜市大・医・田村智彦との共同研究によ
り、転写因子 IRF8 による単球・マクロファ
ージ分化におけるヒストン修飾 H3K4me3、
H3K36me3、H3K4me1と IRF8自体の ChIP-seq
データと、IRF8による発現量変動遺伝子を調
べたマイクロアレイのデータを解析し、ヒス
トン修飾の局在状態変化が転写における開
始・伸長といった制御機構に関係しているの
か調べた。その分化誘導時の、H3K4me3、
H3K36me3、H3K4me1のChIP-seqデータから、

IRF8 により発現が変動した遺伝子がどのよ
うな転写制御を受けているかを解析した。広
範囲のヒストンの局在状態を効率的に解析
するため NMF (Non-Negative Factorization)を
用いた。その解析の結果、H3K4me3 の TSS
から下流領域(~10kb)における局在状態の上
昇（H3K4me3のピークが下流側へブロードに
伸びるような変化）が遺伝子発現量の上昇に
影響していることが分かった。このような
IRF8 によってヒストン修飾の局在状態が変
化し、遺伝子発現量の変化があった遺伝子の
リストはフィードバックしている。 
⑤東工大・生命理工・山口雄輝との共同研究
により、リン酸化型 DSIF に特異的に結合す
る Dom3zの KO株、WT株それぞれにおける
PolIIの ChIP-Seq、nascent RNAの発現量を解
析した 4sU-Seq、 mRNA 発現量を示す
RNA-Seqのデータを解析した。遺伝子に対す
る PolIlの局在から nascent RNAを介して最終
的にプロセッシングされた mRNA に至るま
での一連の転写制御を解析し、Dom3z が合
成・分解での制御に関わっているか解析を行
った。Dom3zの KOにより合成・分解量とも
に変化していない遺伝子がほとんどであっ
た。比較的分解量や合成量の大きなもの小さ
なものはリストアップしてフィードバック
している。 
(4) 公共データベースの ChIP-Seqデータを利
用した転写における協同的制御機構の解析 
	 ゲノムワイドにおける転写因子の複合体
形成状態やそれに伴うヒストン修飾の局在
状態を解析するために各種 ChIP-Seq データ
を収集して統合的に解析を行った。mouse ES 
cell に関してピークの共起状態を調べるため
にアソシエーション分析を行うことで、既知
の事実ではあるが発生・分化に関わる
polycomb complexと bivalent domainの関係を
収集したデータと情報解析だけで見出すこ
とができた。しかし、非常に膨大な数の相関
ルールが抽出されたれおり、絞り込みが不十
分である。尤もらしい既知のルールは見つけ
ることができているが、まだ見つけられてい
ない新規のルールはどう絞り込んでいくか
が問題点である。 
	 また、この手法を利用して長崎大・医・伊
藤敬の研究対象である ES細胞の Sox2、横浜
市大・医・田村智彦の造血系細胞における
IRF8、東工大・生命理工・山口雄輝の Hela
細胞における NELF・DSIFに対して、他の転
写因子やヒストン修飾との関係を解析し、興
味対象の転写因子と関係がありそうな共起
関係をリストアップしフィードバックして
いる。この結果を元に、実際にウェットによ
り検証実験が進められているものもある。 
(5) 次世代シーケンサによる新規ゲノミクス
技術に対する解析法の開発 
	 shRNA-Seqの解析においては、それぞれの
shRNA の倍率変化（FC）の順位に対する遺
伝子毎の幾何平均を統計量として、偽陽性率
（FDR）を求め、陽性候補遺伝子の検出が可

図 1. MDシミュレーションによる予測構造 
A) Med26-TAF7,  B) Med26-EAF1 



能となった。実際の生物学データに本手法を
適用したところ、これまで採用されてきた最
も濃縮された shRNA で該当する標的遺伝子
を代表させる方法よりも精度が良いことが
明らかとなった。多発性骨髄腫由来のヒト
OPM-2細胞に Cellecta社製プール型レンチウ
イルス shRNA ライブラリーを導入し、ポマ
リドマイド処理をおこなった細胞とポマリ
ドマイド処理していない細胞の shRNA-seqデ
ータに対して本解析手法を適用することに
より、ポマリドマイドにより変動する遺伝子
をリストアップした。現在、リストに対して
検証実験が進められている。 
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