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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経細胞の終末分化過程でトポイソメラーゼIIβ（トポIIβ）とSP120が標的
とするゲノム部位を、新世代シークエンサーで網羅的に同定することによって、この時期に特徴的な遺伝子発現の調節
機構を探り、以下の結果を得た。①トポIIβは一群の遺伝子の転写を、促進と抑制の両方向に調節している。②トポII
βが制御する遺伝子は特徴あるゲノムポジションを占めている。③トポIIβの作用点の一つ（Ts3）は終末分化におけ
る遺伝子発現で重要な役割を持つことが示唆された。④Ts3と重なるSP120結合サイトは核内の共局在部位としても同定
された。⑤Ts3はトポIIβを介する遠隔相互作用部位そのものである。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the characteristic gene regulation mechanism in terminally differentia
ting neuronal cells by identifying the genomic region targeted by DNA topoisomerase IIbeta (topo IIb) and 
its partner protein SP120/hnRNP U through massive sequencing on new generation sequencers. Results are sum
marized as follows: 1) Topo IIb regulates the transcription of groups of genes in both directions (up- and
 down-regulation). 2) Genes controlled by topo IIb are positioned non-randomly on the genome. 3) Analysis 
of the topo IIb action sites (toposites) suggested that the toposite enriched in intergenic regions (terme
d Ts3) has an important role in the gene expression of terminal differentiation. 4) The SP120-binding site
s overlapping with Ts3 toposites appear to be the target of topo IIb-SP120 complex, which was also demonst
rated by cytological methods as nuclear colocalization spots. 5) Ts3 toposites represent the topo IIb-medi
ated distant interaction sites involved.
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１．研究開始当初の背景 

（１）細胞核に収納されているゲノム DNA には一

定の三次元的秩序が存在する。一次配列上は遠く

離れたゲノム部位の間に特異的な相互作用が起

こり、これが遺伝子発現の調節にも関わっている。

我々は DNA トポイソメラーゼ IIβ分子（トポ II

β）が遠隔ゲノム部位に対して同時に作用し、神

経細胞の終末分化に必要な一群の遺伝子を転写

に導くとの間接的証拠を得ていた。 

（２）DNA/RNA 結合タンパク質 hnRNP U（SP120）

が RNA 依存的にトポ IIβと複合体を形成し、そ

の活性を調節すると共にトポ IIβの安定化にも

寄与していることを見いだした。SP120 はトポ II

βが核内で働くためには必須であり、トポ IIβ

の作用点（トポサイト）の決定にも直接的に関わ

っている可能性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

（１）新しく開発した方法により、相互作用を行

っているために近接関係にある遠隔ゲノム部位

にトポ IIβが作用しているとの直接的証拠を得

る。 

（２）トポ IIβの作用点と SP120 の結合部位を

個別に網羅的にマッピングし、その重なりを検出

することによりトポ IIβと SP120 が複合体とし

て作用するゲノム部位を特定する。 

（３）これらの結果を総合して、遺伝子の発現制

御におけるトポ IIβの役割を明らかにし、精神

疾患や癌などの診断・治療に応用可能な基礎的知

見を得る。 

 

３．研究の方法 

（１）主としてラット小脳顆粒神経細胞の初代培

養系における終末分化の解析を行った。新世代シ

ークエンサーを用いた大規模シークエンシング

を基本的方法論として以下に列挙する部位のゲ

ノムワイドなマッピングを行い、ゲノムブラウザ

ー上に同軸表示した。すなわち、トポ IIβに依

存して発現誘導を受ける遺伝子群（mRNA-seq）、

トポ IIβ作用点（eTIP-seq）、トポ IIβを介する

遠隔相互作用（eTIP-PES）、SP120 の結合部位

（ChIP-seq）である。eTIP-PES は本研究におい

て新たに開発した方法で、新世代シークエンサー

のペアエンド解析機能を利用している。 

（２）細胞化学的方法を用いてトポ IIβの核内

動態を解析した。また、上記マッピングから判明

した遠隔相互作用部位に対応する Bac クローン

をプローブとした二色 FISH 法によって、これら

のサイトの核内局在と空間距離を調べた。さらに、

トポ IIβと SP120 が共局在する核内部位を PLA

と呼ばれる方法で同定し、PLA-FISH 法でトポ II

βと SP120 の共局在部位に対応するゲノム部位

を同定した。 

 

４．研究成果 

（１）トポ IIβの核内動態：培養株細胞を用い

た解析から、分裂間期の核内でトポ IIβは核小

体領域に濃縮されているが、培地の温度を下げる

かトポ II 阻害剤で処理すると、急速に核質のク

ロマチン領域に移動した。逆に細胞内 ATP 濃度を

低下させると、もっぱら核小体に局在するように

なり、活性状態に応じて核質と核小体の間を可逆

的にシャトルすることが明らかになった。また、

終末分化の過程では、トポ IIβ活性に依存して

凝縮と脱凝縮を含むクロマチン高次構造の再編

成が起こった。 

 

（２）発現グループ：神経細胞が終末分化して成

熟する過程で多くの遺伝子の転写が誘導される。

ニューロンの初代培養系とトポ II 阻害剤
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