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研究成果の概要（和文）：スーパーエンハンサー（SE）は、集団的な遺伝子発現制御において主要な役割を果た
す領域であるとされているが実体は明らかでない。本研究では免疫B細胞の分化過程でNF-kBが核内に作る集積点
をSEの実体と予想し、その形成と遺伝子発現との関わりを研究した。NF-kBの核内集積点が、BRD4蛋白質と共局
在し、液－液相分離構造的性格を持つ転写開始点である可能性を明らかにし、さらに遺伝子発現との関係を詳細
に解析した。NF-kB下流には共同性や発現ゆらぎの大きい遺伝子転写が見られ、中でもCD83遺伝子の転写はNF-kB
集積と相関して変動し、SE形成によって制御されていることを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Cellular gene expression is regulated by complex molecular assemblies, among
 which the super-enhancer (SE) is considered to play a major role by regulating collective gene 
expression. However, the details of its function and structure are unclear. In this study, we 
investigated the relationship between gene expression and formation of the NF-kB foci in the nucleus
 during differentiation of immune B cells.
The NF-kB foci co-localized with BRD4 protein and were reversibly resolved by hexanediol, suggesting
 that they are a transcription initiation site with a liquid-liquid phase-separated structure. We 
analyzed NF-kB accumulation and gene expression in detail using RNA-seq and RNA-FISH, and found that
 downstream of NF-kB, the gene transcriptions were highly cooperative and fluctuating. Especially, 
CD83 gene transcription fluctuated in correlation with NF-kB accumulation. Single-cell transcription
 analysis also suggested that CD83 expression is regulated by SE formation.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 転写調節
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の基本単位である細胞が、全体性・一貫性を保って環境に応答し変化して行くには、多くの遺伝子発現が協
調して制御されることが必須であると考えられるが、その仕組みは不明な点が多い。我々は、免疫B細胞由来の
培養細胞の細胞成熟過程で、NF-kBという代表的転写制御蛋白質が、核内に多数の集積点を作ることを発見し
た。この構造の性質と遺伝子発現の関係を研究し、CD83を含む特定の遺伝子群の協調的制御の様子から、それが
スーパーエンハンサーと呼ばれる協調的遺伝子発現制御構造の一つである可能性を明らかにした。

※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 

 スーパーエンハンサー (SE) は、染色体上に遺伝子転写因子・転写制御因子が高密度に集積

した構造であり、複数のエンハンサー領域が集積して集団的な遺伝子発現制御を行うことによ

って、細胞運命決定等において主要な役割を果たす領域であるとして提唱された。しかし、そ

の実体は明らかでなく機能についても依然として多くの議論があった。 

 我々は大阪大学・岡田らと共同して、DT40 を用いて B 細胞分化シグナルによる転写調節因

子 NF-B を介した新規遺伝子発現の調節機構を研究し、スイッチ的な遺伝子発現調節のメカ

ニズムを明らかにした (Shinohara et al. 2014)。その研究過程で作成した GFP::NF-B 安定発現

細胞において、分化刺激後に細胞質から核内へ移行した NF-B 分子が明るい核内輝点を多数

形成することに気づいた (Fig.1)。直感的に、それらの蛍光輝点は転写部位であると予想したが、

その数は NF-B 下流で発現調節を受ける数百の遺伝子の十分の一以下しか存在せず、また細

胞間の輝点数のゆらぎが単純な統計ゆらぎ 

(平均値の平方根) よりも遙かに大きく、さら

に核質内 NF-B 濃度・輝点数・輝点の蛍光強

度の間に単純な比例関係が見られないなどの

疑問が存在した。 

これらの疑問に答えるべく、NF-B集積点

の構造・動態と、遺伝子発現の相関を詳細に解

析することによって、SEの実体に迫ることが

できると期待し、本研究を提案した。 

 

２．研究の目的 

 提案点におけるSE研究のひとつの限界は、ほとんどの研究が細胞集団の遺伝子解析手法によ

るものであり、生きた細胞内でSEの実体が直視されていなかったこと、さらに、1細胞レベルで

の遺伝子発現とSE形成の相関がほとんど知られていなかったことである。本研究では、単一細

胞レベルでNF-B集積点の形成と遺伝子発現解析を行い、両者の相関解析から集積点がSEであ

ることを検証するとともに、検証がなされればSEの機能の実体を明らかにすることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

 ニワトリ免疫 B 細胞由来の培養細胞 DT40 に対して GFP を融合した転写調節因子 NF-

B (具体的には NF-B 複合体中の RelA 蛋白質、以下 GFP::NF-B) を安定発現させた細胞

(内在性の RelA 遺伝子は破壊してある) をもちいて研究を進めた。この細胞の B 細胞受容体

を抗体刺激すると、数十分の内に細胞質から核内へ移行した GFP::NF-B が一過的に蛍光輝点

を多数形成する (Fig. 1)。NF-B の核移行を１細胞観察した例はこれまでにもあるが、このよ

うな核内集積点の報告例は我々の知る限り存在しなかった。スーパーエンハンサーの可視化例

はあるが、形成・解消のダイナミクスは見られていなかった。 

この実験系において以下の実験を行い、SEの動態を明らかにすることを目指した。。 

転写因子集積点の形成・解消ダイナミクス 

抗 B 細胞受容体抗体 (M4) 刺激後の核質における NF-B 濃度変化と輝点の形成・解消ダ

イナミクスを定量的に可視化計測する。種々の転写調節に関わる蛋白質等の抗体や阻害剤を用

いて、集積点の分子構成や形成・解消のメカニズムを明らかにする。 

遺伝子発現との関係 

 一細胞RNA-seq及びRNA-FISHを用いて遺伝子発現解析を行い、集積点動態と相関する動態を

Fig.1：NF-B集積点の形成 

抗 BCR抗体刺激前(左)と刺激後 20分(右)の細胞群 

 



 

 

持つ遺伝子群を同定し、それらの発現ダイナミクスおよび、発現制御メカニズムの解析を行う。 

 

４．研究成果 

転写因子集積点の形成・解消ダイナミクス 

3次元的な共焦点蛍光顕微計測法を確立して 

(Wabisana et al. 2020) 蛍光輝点形成のダイナミクス計

測を行い、DT40 細胞の分化刺激となるM4 抗体の環

境濃度に対する NF- B集積点形成の応答関数を求め

た。集積点の形成ダイナミクスは共同的反応を示唆し

ている (Fig. 2)。 NF-B 核内濃度との相関解析の結

果、集積点は核質濃度と正に相関して形成され、核質

濃度上昇と集積点形成それぞれの中央値を与える抗

体濃度は一致するが、集積点は NF-B の核質濃度が

低いとき相対的にできやすく、高濃度ではできにくく

なるという結果が得られた。これは何らかの凝集促進因子の濃度変動によって、共同的な集積

点形成反応が起きていることを示唆している。 

集積点は、転写促進因子 BRD4 の阻害剤で形成阻害され、K27 アセチル化ヒストン H3 や

RNA ポリメラーゼ II の抗体で染色されることなどから、転写開始点に存在していると考えら

れる。蛍光退色回復法により、集積点内の NF-kB 分子が溶液分子と容易に交換すること、さ

らにヘキサンジオール処理で消失し、洗浄後に復活するなど、液-液相分離構造と共通の性質を

持つルースな集合体であることが示唆された。 

 

遺伝子発現との関係 

１細胞 RNA seq により、M4 で刺激された DT40 

細胞において、核内集積点の形成と同様の on/off 的

な転写応答を示す遺伝子群が存在し、集積点形成と

転写で同様の刺激量に対する応答を示すことが明ら

かになった (Fig. 3)。この傾向は NFKBIA や CD83 

といった NF-B 直下にある遺伝子で著しい。しか

し、BRD4 阻害剤 JQ1 により、CD83 の転写は阻害

されるが、NFKBIA の転写は阻害されなかった。IKK-

16 により NF-B の核移行を阻害すると、NFKBIA, 

CD83 ともに転写阻害された。これらの結果は、CD83 

は NF-B 集積すなわち SE によって制御される一

方で、NFKBIA は SE を構成しない NF-B の制御下

にあることを示唆する。 

細胞間の転写量のばらつき (Fano 因子) を RNA-seq および RNA-FISH データに対して計

算したところ、いずれの結果も CD8 3 のばらつきが大きく、SE に依存した共同性の高い転写

応答が関係しているものと思われた。さらに Cicero アルゴリズム (Pliner et al. Mol Cell 2018) 

を用いて NFKBIA と CD83 それぞれと他の遺伝子との、M4 刺激後の転写変動の相関解析を

行ったところ、CD83 と相関する変動が多数発見されたのに対し、NFKBIA と相関する変動は

見つからなかった。 

以上の遺伝子発現解析の結果は NF-B集積により、CD83 遺伝子近傍に SE が形成されること

を強く示唆している (Wabisana et al. 2022)。 

Fig.2: 単一細胞内集積点形成形成数の

時間変化 

Fig.3: 集積点形成 (red) と遺伝子発現 

(blue) の抗体濃度依存性 
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