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研究成果の概要（和文）：塩基対単位での転写開始活性データから転写を近位・遠位より制御する非コードゲノ
ム領域（プロモーター、エンハンサー）を予測する技術の改良を実施した。転写開始活性データ、ヌクレオソー
ム構造やヒストン修飾をはじめとする多階層のゲノム機能データを統合的に可視化する技術を開発した上で、転
写の方向性(片側方向、両側方向)、様式(発散性、収斂性)を中心とした解析を実施し、主に様式を中心とした数
理モデルを構築した。これに基づく予測技術を開発し、精度・感度共にそのゲノム位置に関わらず高い感度を達
成した結果、これまでに見過ごされてきた転写制御領域までも同定することができた。

研究成果の概要（英文）：We successfully improved a method to predict promoters and enhancers, 
non-coding genomic region to regulate gene expression from neighboring and distal regions, based on 
transcription initiation activities. Firstly we performed integration of multiple layers of 
functional genomic data, such as transcription initiation activities, nucleosome structure, and 
histone modification. Next we revisited the feature of transcription initiation activities from the 
perspectives of directionalities (unidirectional, bidirectional) and architecture (convergent and 
divergent). We developed a new prediction method based on the examined feature, in particular the 
architecture, and succeeded to increase precision and recall of the predicted results. Finally we 
identified a set of overlooked regulatory regions in the human genome.

研究分野： ゲノミクス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転写制御領域は多くの場合、複数のエピジェネティック測定結果の組み合わせ（オープンクロマチン領域、ヒス
トン修飾など）によって同定されることが一般的であるが、本研究で取り組んでいるのは、転写開始活性という
単一のデータセットからこれを同定する手法である。臨床研究などへ展開していく際には試料が限定されること
から、数少ない測定で多くの情報が得られることが望ましい。本手法はそのような応用においても、高精度・高
感度の転写制御領域同定に道を開くものである。

※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 
生命の遺伝情報はゲノム DNA にコードされており、生物を構成する最小単位である細胞はそれ
が必要とする分子を適切なタイミングで、かつ適切な量だけ合成することで、その生命を維持し
自律的活動を行なっている。DNA を鋳型として RNA を合成する転写は、その合成の第一段階
であり、細胞における転写機構の解明は、現在においても中心的命題である。転写の契機となる
現象を実験的に測定するため、日本でこれまでに培われてきた完全長 cDNA 作成技術と次世代
シーケンサーを組み合わせ、転写開始活性を一塩基単位でゲノムワイドに定量する CAGE 法の
開発に申請者らはこれまで携わってきた。哺乳類ゲノムの機能解明を目指す国際共同研究プロ
ジェクト FNATOM における CAGE 解析を通じて、転写開始活性パターンの分類や一塩基単位
での変化（ずれ）などを明らかにした他、遺伝子近傍から転写を制御する領域（プロモーター）、
遠位より制御する領域（エンハンサー）などを網羅的に同定した。 
 
２．研究の目的 
細胞の分子的基盤を形成する上での基本プロセスである転写について、これを統御する転写制
御領域を、高解像度かつゲノムワイドに定量された転写開始活性から推定する技術を改良する。
近位・遠位より転写に影響を与えるプロモーター、エンハンサーのサブクラスを始めとする様々
な転写制御領域における転写開始活性の構造を抽象化した数理モデルを構築することで、転写
の結果である転写活性プロファイルより転写の要因である転写制御領域を推定（リバースエン
ジニアリング）し、精度向上を実現する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヌクレオソーム構造データの取得 
転写が起きない状態のゲノム DNA はヒストン・タンパク質に巻きついたヌクレオソーム構造を
とるなど、転写反応とその物理的基盤は密接に関係している。そこで、トランスポザーゼ Tn5 を
用いたヌクレオソーム構造の実験的測定(ATAC-seq)を実施する。 
 
(2) 転写開始活性データの取得 
転写開始活性を塩基対単位で測定する方法として、メッセンジャーRNAや長鎖非コードRNAの5’
末端を選択的に配列決定する CAGE 法がこれまで効果的に用いられてきた。細胞に含まれる全て
の RNA（トータル RNA）を対象とする当該手法において、細胞内で安定的に保持される RNA は転
写活性に比して高頻度で観測される一方、転写後すぐに分解される RNA は相対的に低頻度で観
測される。つまり転写後調節によるバイアスが観測結果に含まれ、転写開始活性そのものはダイ
レクトに反映されていないという懸案があった。一方、エンハンサーに由来する RNA(eRNA)を高
感度に補足することを目的として、転写直後の新生 RNA を実験的に分画しこれを CAGE 法により
測定する手法(NET-CAGE 法)を村川らと開発した 1。新生 RNA は転写後の分解や細胞質での安定化
を受ける前の状態であることから、当該測定結果は転写開始活性をダイレクトに反映すること
が期待される。そこで本手法を用いた転写開始活性データの測定を実施する。 
 
(3) 転写開始活性やエピゲノム等といった機能ゲノミクスデータの統合 
主たる解析対象である転写開始活性データを解釈する上では、転写反応の物理的基盤であるヌ
クレオソーム構造のみならず、ヒストンや DNA 等の化学修飾(エピジェネティック・マーク)、こ
れらの統合解析処理した結果、等との塩基対レベルでの精査が必要である。そこで、広く利用さ
れているデータが数多く編纂されている UCSC ゲノムブラウザ・データベースを用い、独自に取
得したデータをも扱うことで、データ可視化、抽出、再計算を円滑に行う機能ゲノミクスデータ
の統合解析環境を整備する。 
 
(4) 転写開始の数理的構造抽出 
転写開始を特徴付けるパラメータとして、転写の向き(センス鎖、アンチセンス鎖)、転写制御領
域の幅、転写開始活性のレベルなどが考えられる。そこで、これらと他のエピジェネティックマ
ーク等との相関を検討した。特に、ゲノム各領域の機能を低い解像度ながらも多面的に特徴づけ
るゲノムセグメンテーション、DNA-タンパク質複合体のオープン・クローズを 1ヌクレオソーム
単位で測定した DNaseI-seq, ATAC-seq データとの相関関係を精査する。また研究の進行中、新
しいデータセットとして、ヌクレオソーム単位でプロモーター・エンハンサーを判別したデータ
(ENCODE cCREs)が公開されたことから、これとの相関関係解析も追加的に実施する。その他、刺
激応答等によって遺伝子発現が変化する際には、エンハンサーの活性化が先行するという制御
モデルが知られていることから、これと転写開始活性シグナルの変化に着目した精査を行う。こ
れらによって上記で得られた転写開始活性の数理的構造を基に、転写制御領域を予測するモデ
ルを構築し、さらにこれを実データに対して適用する。 
 



４．研究成果 
本研究で主たる解析対象とするモデルとして、これまで既に蓄積されてきたデータなどを考慮
し、乳がん由来細胞株 MCF-7 を選定した。この細胞より測定したヌクレオソーム構造、転写開始
活性データに加え、公開されている同細胞株への測定結果、機能アノテーション結果を統合的に
精査する環境を整えた。世界中で試みられている測定や解析結果をタイムリーに取り込んだ解
析や評価を実施するため、trackhub と呼ばれるデータ共有フレームワークの利用を検討した。
これは公開データと自身のデータを統合的に扱うことを可能とする強力なフレームワークであ
る一方、その環境設定が煩雑であるという困難があった。そこで、統合対象となるデータファイ
ルのディレクトリ構造を参照することで環境を自動的に整える技術を開発した 2。これによって
主たる解析対象である MCF-7 細胞のみならず、他細胞由来のデータの統合的な扱いも極めて円
滑にできるようになった他、研究開始時点では予想されていなかったデータが公開された折に
も、これを用いた統合解析環境を速やかに具現化することができた。当該プログラムは本研究に
用いられた他、一般の研究者も利用可能な形として公開しており、データベースの構築などにも
活用されている。 
 
統合化された複数階層データを用い、エピジェネティックマーク等を参照しつつ転写活性の数
理的構造の抽出を試みた。双方向に転写されている領域の同定がエンハンサー領域の予測につ
ながることを確認する一方、エンハンサー領域にも片側方向にしか転写が起きていない領域が
存在することも見出された。また、エンハンサーと対比されることの多いプロモーターについて
も、双方向に転写されるものも存在する。そこで、転写開始の方向性が片側方向(unidirectional)、
両側方向(bidirectional)を対立軸として捉えるのでなく、これら転写制御領域はいずれも発散
的(divergent)な転写が起きている領域と位置づけることで、プロモーター・エンハンサーの統
一的な枠組みを構築した。発散的な転写が起きている領域はおよそヌクレオソームと対応して
いることも見出し、これは転写反応の物理的基盤であるヌクレオソーム構造であるという知見
と一致するものであった。 
 
併せて、遺伝子発現の動的な変化に際して、エンハンサーとそれに対応するプロモーターの活性
化タイミングに関する検討を行った。トータル RNA を対象とする CAGE で測定された転写開始活
性では、活性がピークに達する時期がプロモーターではエンハンサーと比して遅くなることが
過去に報告されており、同様の現象が確認できた。一方、新生 RNA を対象とする NET-CAGE を用
いて測定された転写開始活性では、プロモーター、エンハンサー活性がピークに達する時期はほ
ぼ同時であることが見出された。エンハンサーとそれが制御するプロモーターの関係が逐一明
らかになっていない現在においては一般化することは難しいものの、少なくとも観測されたペ
アにおいてはプロモーターとエンハンサーのタイミングに関する階層性はみられなかった。こ
れら二つのクラスの転写制御領域の活性化に関する厳密な差は認められなかったことから、プ
ロモーターとエンハンサーを同列に扱う枠組みに変更は必要とならないと判断した。 
 
これら数理的枠組みの下、CAGE データより転写制御領域を予測する技術（プログラム）の開発
に取り組んだ。既存手法では予測される転写制御領域が遺伝子より離れた場所に位置するもの
と、イントロンを含む遺伝子内に位置するもののいずれかに偏る傾向があったが、新規に開発し
た手法ではその双方を高感度に検出することに成功した。更にエクソン領域によって誘発され
るノイズをデータ処理によって一定程度抑えることにも成功し、イントロンなどの遺伝子内に
存在するエンハンサー領域を積極的に同定することができるようになった。最終段階として、こ
の結果を確認する実験測定に着手した。数百以上も存在する対象領領域の活性を体系的に測定
するため、超並列レポーターアッセイの準備を行った。これらの測定を実施することで、新たに
同定したエンハンサー領域候補の機能的検証が期待される。 
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