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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウスES細胞におけるNanog遺伝子とその相互作用領域による転写制御
機構を明らかにすることを目的とし、sequential-DNA-RNA-FISH法および特定内在遺伝子の細胞核内局在および
転写活性可視化システム(STREAMING-tagシステム)を利用して、研究を実施した。STREAMING-tagシステムを新規
に開発し、転写活性状態の時にのみNanog遺伝子の近傍でRPB1およびBRD4がクラスターを形成することを見出
し、プレプリントサーバーで論文を公開した (Ohishi et al., bioRxiv, 2022)。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism of transcriptional 
regulation by Nanog genes and their interacting regions in mouse ES cells by using 
sequential-DNA-RNA-FISH and a　STREAMING-tag system for visualizing the nuclear localization and 
transcriptional activity of specific endogenous genes. We developed the STREAMING-tag system and 
found that RPB1 and BRD4 cluster in the vicinity of Nanog genes only when the gene is in a 
transcriptionally active state, and published a paper on a preprint server (Ohishi et al., bioRxiv, 
2022).

研究分野： 分子生物学

キーワード： ゲノム構造　遺伝子発現　多能性幹細胞　転写　ライブイメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、独自に開発した遺伝子イメージング技術を利用して、遺伝子活性状態依存的に特定因子が遺伝子近
傍でクラスターを形成することを見出した。本成果は遺伝子発現動態がどのように制御されているかを解く鍵と
なりえる成果である。遺伝子発現制御機構はあらゆる生命現象に関わる基本的なプロセスであり、大きな学術的
意義があるといえる。

※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 
近年の Chromosome Conformation Capture (3C)法及び Hi-C 法を含むその派生技術の発展によ

って、間期ゲノム DNA が細胞種特異的な高次ゲノム構造を持つことが明らかとなってきた。ま
た、本技術を利用して、多数の遠距離ゲノム領域間相互作用が特定遺伝子の発現制御に重要な役
割を果たすことが明らかにされてきた(Schmit et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2016)。一方で、相互作
用する領域が多数且つ広範囲に散在する場合、当該遺伝子と相互作用する領域による転写制御
機構を理解することは容易ではない。その一例として、多能性幹細胞において多能性維持に重要
な転写因子をコードする Nanog 遺伝子が挙げられる。Nanog はマウス ES 細胞において細胞間で
発現量多様性が認められる。研究代表者はこれまでに、転写のライブイメージングを利用した定
量解析から、本遺伝子のプロモーター活性状態の確率的な遷移およびその遷移速度の遅さ(低頻
度のバースト状転写発現)が、発現量多様性に有意に寄与していることを明らかにしてきた
(Ochiai et al., Sci Rep, 2014)。さらに、本現象の誘引機構を調べる目的で、生細胞内で特定遺伝子
の核内局在とその転写動態を同時に定量する技術、ROLEX システムを確立した(Ochiai et al., 
Nucleic Acid Reserach, 2015)。本技術を利用した解析から、転写活性状態では遅い核内流動性を、
転写不活性状態では早い核内流動性を示すことが明らかとなった。また、1) 研究代表者らは、
転写活性状態では Nanog はほぼ一定速度で転写することを明らかにしており、さらに 2) Nanog
プロモーター領域が多数のゲノム領域と相互作用するという報告(de Wit et al., Nature, 2013)から、
プロモーター活性状態依存的に相互作用の程度が大きく変化している可能性が考えられた。こ
れはすなわち、遠方転写調節領域とプロモーターの確率的な相互作用が Nanog 遺伝子の低頻度
のバースト状転写発現およびNanog発現量の細胞間多様性の背景にある可能性を示唆している。
Nanog 発現量の細胞間多様性は ES 細胞と同様の性質を持つマウス初期胚における内部細胞塊細
胞の分化方向性の決定に重要な役割を担っていると考えられているが、その出現機構は不明で
ある。そのため、Nanog 遺伝子と遠方転写調節候補領域の相互作用と転写の関係を明らかにする
ことは、遠方ゲノム領域との相互作用を介した転写活性化機構を理解することに加えて、哺乳類
の初期発生過程を理解する上で極めて重要である。しかし、Nanog プロモーターと相互作用する
領域全てが Nanog の発現調節に関与するのか、またそれらとの相互作用と転写活性化の関係は
依然として不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マウス ES 細胞における Nanog 遺伝子とその相互作用領域による転写制御機構を

明らかにすることを目的とし、sequential-DNA-RNA-FISH 法(Wang et al., Science, 2016)および改
良型 ROLEX システムを利用して、研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、マウス ES 細胞における Nanog 遺伝子とその相互作用領域による転写制御機構を

明らかにするために、研究項目１) 複数遺伝子座の解析を可能とする改良型 ROLEX システムに
よって、生細胞内における遺伝子領域間相互作用およびそれに伴って形成されると考えられる
転写制御因子と遺伝子発現の動態を解析した。さらに、研究項目２) sequential- DNA-RNA-FISH
法によって、上記転写調節領域と Nanog の相互作用およびその転写活性との関連を 1 細胞レベ
ルで明らかにした。 
 
(1) 研究項目１. 改良型 ROLEX システムによる複数ゲノム領域の相互作用と標的遺伝子の転写
の同時ライブイメージング  
研究代表者の研究結果では、Nanog の転写活性状態は平均持続時間が約 2 分間と、比較的短い

ことがわかっていた(Ochiai et al., Sci Rep, 2014)。また、エンハンサーとプロモーターの相互作用
→転写開始複合体の形成→転写開始までには複雑な反応が絡むことが知られている (Allen et al., 
Nat Rev Mol Cell Biol, 2015)。そのため、研究項目２において Nanog の転写活性化と転写調節領
域の相互作用の関係が明らかにできる可能性があるが、もし転写調節領域と Nanog プロモータ
ー領域との相互作用と転写活性化に時間差がある場合、時間的な位相のずれによって明確な相
関が見られない可能性が懸念される。このため、生きた細胞で転写活性と各ゲノム領域の核内局
在をリアルタイムに計測することで、初めて相関関係が明らかにできる可能性がある。研究代表
者はこれまでに、特定遺伝子の核内局在と転写動態を生細胞イメージングする技術、ROLEX シ
ステムを確立していた(Ochiai et al., Nucleic Acid Research, 2015)。本技術では、特定遺伝子の核内
局在を化膿レンサ球菌(Streptococcus pyogenes)由来の dCas9-GFP で、その転写活性を MCP-RFP
及び標的遺伝子にノックインした MS2 リピートで可視化していた。しかし本方法では標的ゲノ
ム領域の可視化精度が低く、他の遺伝子領域の可視化のために dCas9 を利用できないという問
題があった。また、MS2 RNA に MCP が結合することによってリボソームによる翻訳が阻害さ
れることが知られているため(Stripecke et al., Mol Cell Biol, 1994)、MS2 リピートは基本的に遺伝
子の 3’側へ挿入する必要があった。もし MS2 リピート挿入箇所が転写開始点から 10 kbp 下流に



あり、「平均」転写速度が 2 kbp/min の場合、転写開始から転写の可視化までに 5 分経過するこ
ととなる。転写速度は常に一定ではないため(Liu et al., PLOS Comp Biol, 2021)、転写開始点近傍
における正確な転写開始時の状況を把握することはできない。本研究ではこれら問題点を解決
する新規の遺伝子領域および転写活性イメージング技術を確立し、dCas9 を併用して転写調節領
域との同時イメージングを実施し、転写活性と構造動態の関係性を明らかにした。 
 
(2) 研究項目２.Sequential-RNA-DNA-FISH を利用したゲノム領域間相互作用と転写活性の関係
解明   

Nanog プロモーターと相互作用する領域と当該遺伝子プロモーター領域の直接的な相互作用
の関係を調べるために、sequential-RNA-DNA-FISH (Wang et al., Science, 2016; Guan et al., Biophys 
J, 2017; Takei et al., Nature, 2021)を実施した。sequential-RNA-DNA-FISH は固定した細胞に対して
まず RNA-FISH 解析することで特定遺伝子の転写活性状態を検出し、その後 DNA-FISH を連続
的に行うことで、特定遺伝子の転写活性状態と周辺ゲノム領域の空間配置を決定できる手法で
ある。これにより、 Nanog の転写活性状態と、候補転写調節領域の相互作用の関係を明らかに
できる。 
 
４．研究成果 
(1) 研究項目１. 改良型 ROLEX システムによる複数ゲノム領域の相互作用と標的遺伝子の転写
の同時ライブイメージング 
転写開始点(TSS)近傍の転写活性を測

定しつつ、遺伝子機能の阻害効果を最小限
に抑えるために、我々は Spliced TetO 
REpeAt, MS2 repeat, and INtein sandwiched 
reporter Gene tag (STREAMING-tag)システ
ムを考案した。本システムでは、まず標的
遺伝子領域のTSS近傍にSTREAMING-tag
を挿入する(図 1)。本 tag には MS2 リピー
トおよび TetO リピートが含まれている。
そのため、MCP-RFP および TetR-GFP を
発現させることで、それぞれ転写活性の可
視化および遺伝子領域の可視化が可能と
なる。また、これらリピート配列はスプライスアクセプターおよびスプライスドナー配列によっ
て挟まれている。そのため、これら配列は mRNA の成熟過程でスプライシングによって除去さ
れる。また、本 tag はノックイン成功細胞の選抜に利用可能なセレクションマーカーとして G418
耐性遺伝子を含んでいる。さらに、G418 耐性遺伝子はスプリットインテイン配列によって挟ま
れている。これらタンパク質は翻訳後にインテインのタンパク質スプライシング活性によって
除去される。インテインの両端にあるペプチドはつなぎ合わされる。そのため、STREAMING-tag
は遺伝子領域の可視化および転写活性の測定、ノックインの確認に利用できるが、遺伝子機能を
阻害しないことが期待される (Ohishi et al., bioRxiv, 2022)。 
我々は本 tag をマウス胚性幹細胞の Nanog 遺伝子にノックインした。その結果、転写量がわず

かに減少したものの、転写活性状態の細胞の割合には影響がなかったことから、それは比較的長
く(~6 kbp)、余分な RNA スプライシングが必要な STREAMING-tag の挿入による効果の可能性
が高いと考えた。 
我々はこれまでに、転写活性時の遺伝子近傍でRNA polymerase IIラージサブユニットのRPB1、

転写補因子の BRD4 が遺伝子の近傍でクラスターを形成することを見出していた (Li et al., Cell, 
2019; Nat Struct Mol Biol, 2020)。しかし、OFF 状態においてこれらクラスターが形成されないの
かどうかは明らかになっていなかった。これら細胞株に対して、RPB1、BRD4、メディエーター
サブユニットの MED19, MED22 に SNAPtag をノックインし、転写活性依存的なこれら因子の局
在と遺伝子との距離を計測した。その結果、RPB1 および BRD4 は転写活性時には Nanog 近傍で
クラスターを形成するものの、転写非活性時には近傍でクラスターを形成しないことがわかっ
た(図 2)。一方、メディエーターサブユニットに関しては、転写活性状態に関係なく遺伝子の近
傍でクラスターを形成することを見出した。これらクラスターの形成はおそらく Nanog エンハ
ンサー様領域との相互作
用と関係していると考え
られる。そこで、Nanog 
STREAMING-tag 細 胞 に
dCas9-HaloTag を発現する
細胞を樹立し、特定遺伝子
領域の可視化が可能な体
制を整えた。今後これら細
胞を利用して、高次ゲノム
構造動態と転写活性の関
係性、各種因子のクラスタ

図 1 STREAMING-tag システムの概要 

図 2 転写活性状態ごとの Nanog 遺伝子と各種転写制御因子クラスターとの距離の分布 



ー形成との関係性を明らかにしていく予定である。 
 
(2) 研究項目２.Sequential-RNA-DNA-FISH を利用したゲノム領域間相互作用と転写活性の関係
解明   
高次ゲノム構造を推測する技術として Hi-C 法がよく利用される。しかし、これら派生技術で

は特定遺伝子の転写活性状態ごとに特異的な高次ゲノム構造を知ることは困難である。そこで
本研究では sequential RNA-DNA-FISH 技術を利用する(Takei et al., Nature, 2021)。本方法では、
細胞を固定後、RNA に対して特異的な 1 本鎖 DNA プローブでハイブリする。プローブには特
殊なアダプター配列が付加されており、特定の蛍光基質のついた readout probe で染色し、蛍光顕
微鏡で撮影する。その後 readout probe を剥がし、別の readout probe で染色、という作業を繰り返
す。これにより、複数の RNA 分子の細胞内数および転写活性状態を知ることができる。さらに、
RNase 処理後にゲノム DNA を変性させ、1 次プローブをハイブリさせる。その後、RNA-FISH と
同様に readout probe をハイブリ、撮影を繰り返すことで多数のゲノム DNA 領域の空間座標を計
測できる。本研究では、Nanog 遺伝子領域周辺（55 Mbp)で、Nanog 遺伝子領域と相互作用する
領域、しない領域、また比較的発現量の高い遺伝子領域を含む 120 ゲノム領域を DNA-FISH の
標的とした。また、Nanog 遺伝子領域周辺で比較的発現量の高い遺伝子 80 種類を RNA-FISH の
標的とした。マウス ES 細胞を対象にして、sequential RNA-DNA-FISH を実施し、データ取得を
行った。解析手法を現在検討中ではあるものの、Nanog 遺伝子の転写活性状態および非活性状態
の高次ゲノム構造が取得されており、それぞれで違いが認められている。今後これらの違いが転
写活性状態にどう影響するかについて詳細な解析を進めていく予定である。 
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