
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

神経幹細胞特異的なエンハンサーによる遺伝子発現制御機構の解明

Analysis of gene expression control mechanism by neural stem cell-specific 
enhancers

４０５８８４７２研究者番号：

佐野坂　司（SANOSAKA, Tsukasa）

研究期間：

２１Ｋ０６３９６

年 月 日現在  ６   ５   ７

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究課題では、神経幹細胞特異的なエンハンサーを同定する為に、エンハンサー領
域から転写されているenhnacner RNA（eRNA）に着目し、そのeRNAとゲノムに結合している転写因子を統合的に
解析することでエンハンサー候補領域を705箇所同定した。また、複数の領域においてそのエンハンサーの標的
となる遺伝子の同定にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, in order to identify neural stem cell-specific 
enhancers, we focused on enhnacner RNA (eRNA), which is transcribed from enhancer regions, and 
identified 705 enhancer candidate regions. We also succeeded in identifying potential genes targeted
 by the enhancer in multiple regions.

研究分野： バイオインフォマティクス

キーワード： エピジェネティクス　エピゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エンハンサー領域の同定は、ゲノムの種間での保存割合や、ゲノムにおける転写因子の結合位置の同定といった
過去の報告から予測されていたものの、実際に活性のあるエンハンサー領域の同定には至っていなかった。本研
究課題ではエンハンサー領域の同定とその標的遺伝子の同定したことにより、組織特異的遺伝子の発現制御機構
の一端を明らかにした。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
エンハンサーと呼ばれるゲノム領域は数百塩基の長さからなるが、そこに組織、および時期特

異的に異なる転写因子が結合することで、エンハンサーは遺伝子の時空間的な発現制御を行な
っている。エンハンサーには様々な病気に関連する一塩基多型（SNP）が存在することや、エン
ハンサー領域のゲノム変異が発がんに関わることが報告されており、ヒトゲノム 上に存在する
エンハンサーを効率的に同定することが急務となっている。エンハンサー領域には多くの転写
活性化因子が結合するため、それら転写因子の結合領域を同定することでエンハンサー領域の
予測が可能であり、クロマチン免疫沈降法（Chromatin Immuno-Precipitation, ChIP）と次世代シー
ケンサーを組み合わせた方法（ChIP-Seq）の技術革新により、様々な転写因子の結合を指標にエ
ンハンサー領域の同定が行われてきた。しかしながら、同定された領域に必ずしもエンハンサー
としての機能（エンハンサー活性）がある訳ではないことが以前から分かっており、研究代表者
等の解析でもエンハンサー活性のある領域の絞り込みが課題となっていた。また、エンハンサー
がどのようにして標的遺伝子の転写を促進するかという活性化メカニズムも統一された結論は
出ていない。そのため、エンハンサー領域の同定に加え、エンハンサー活性の制御メカニズムに
関する研究は国内外で非常に注目されているものの、その全体像が明らかにされたとは言い難
い。 
 
２．研究の目的 
ゲノム解析の結果、ヒトには 10 万を超えるエンハンサーが存在すると見積もられており、組織

特異的なエンハンサーは次々と同定されているが、実際に同定されている数は少なく、特定の遺
伝子に限られているのが現状である。近年では、複数のエンハンサー領域が協調的に働いている
ということが報告されており、1 領域の解析ではなく、ゲノム全体でエンハンサー領域を網羅的
に捉えることが必須である。研究代表者等は、これまで神経幹細胞の性質維持に必須であるエン
ハンサーを次世代シーケンサーを用いて同定してきた。本研究課題では、それらエンハンサーに
よって制御されている遺伝子を同定するとともに、そのエンハンサーの活性自体を制御するメ
カニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
エンハンサー活性のある真のエンハンサー領域の同定 
エンハンサー領域に結合する転写因子（EP300 や BRD4）やエンハンサー領域で見られるヒス

トンアセチル化状態をに加え、eRNA の発現領域を総合的に判断し、エンハンサー領域の絞り込
みを行う。この際、エンハンサー領域に共通配列があるか等の in silico 解析も行う。 
 
エンハンサーの標的遺伝子の探索 
一般的に、網羅的解析では、同定したエンハンサーに対して最も近傍に存在する遺伝子を標的

遺伝子として解析することが多いが、このようにして同定された候補標的遺伝子は半分が間違
っていることが報告されている。研究代表者自身も、実際に近傍に存在しない標的遺伝子を過去
に複数見出しているため、1 細胞 RNA-Seq のデータを用い、エンハンサーの ON/OFF を 1 細胞
レベルで把握し、標的候補遺伝子の発現変化を見ながら標的遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
神経幹細胞におけるエンハンサーの同定 
 エンハンサー活性のある真のエンハンサーを同定する為に、その指標としてエンハンサーRNA
（eRNA）の発現部位を解析した。近年、エンハンサー領域から eRNA と呼ばれる non-coding RNA
が双方向に転写されること、さらに、この eRNA の発現量とエンハンサー活性に相関があること
が報告された。そこで、non-coding RNA を含めた全ての RNA の転写開始点を検出できる CAGE-
Seq を行った結果、神経幹細胞において 705 箇所の eRNA 転写領域を同定した。この際、eRNA
の発現領域と、エンハンサーの指標である EP300 の結合や、ヒストン修飾（H3K27 アセチル化）
といった複数の指標を統合的に判断し、エンハンサー領域を絞り込んだ。 
 
エンハンサーの標的遺伝子の同定 
エンハンサーの標的遺伝子は、エンハンサーの近傍に存在する場合もあるが、近傍でない場合

や数 Mbp 離れているものも存在する。このような標的遺伝子を探索するためには、エンハンサ
ー活性（eRNA の発現）と標的遺伝子（mRNA）の発現を 1 対 1 の対応で比較する必要があるが、
通常の RNA-Seq では、eRNA や標的遺伝子の発現は平均化されてしまう為、1 細胞レベルでのト
ランスクリプトーム解析が必要であった。1 細胞 RNA-Seq の技術は急速に普及してはいるもの



の、その手法のほとんどが mRNA をキャプチャーする方法であるため、eRNA を含めた non-
coding RNA は検出できていない。そこで本研究では、全ての転写産物を検出可能な RamDA-Seq
を導入し、1 細胞レベルで eRNA の検出を行った。その結果、mRNA に加えてエンハンサー領域
からの転写産物（eRNA）も検出可能であり、さらにその eRNA の量は細胞ごとに異なる発現パ
ターンを示していることが明らかとなった。この RamDA-seq の結果を基に、複数の標的候補遺
伝子を同定した。 
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