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研究成果の概要（和文）：一塩基単位の解像度でプロモーター領域の転写活性情報を抽出する手法の開発を行った．平
均で1-2%ランダム突然変異を導入したヒトプロモーターに対し，次世代シークエンサーを用いた大規模なレポーターア
ッセイ系の構築を行い，プロモーター配列の解析と活性測定を行った．これらの情報を用い，プロモーター配列と活性
に関する線形モデルを構築によって，事前の知識が無くても転写制御の情報を抽出を可能にした．また，これらの成果
はプロモーター配列のデザインについての基礎情報として有用であると考えている．

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel method to characterize potential promoter activities of 
proximal promoters of human genes at a single-base resolution. We introduced an average of 1-2 % 
mutations at random positions and subjected them to systematic reporter gene assays. Their sequences and 
encoding promoter activities were characterized by the next generation sequencing technology. We could 
extract information on transcriptional regulation at a single-base resolution from the multiple linear 
regression model. We consider that it is possible to design of the promoter sequence from the promoter 
prediction model.

研究分野： ゲノムシステム医療科学分野

キーワード： 次世代シークエンサー　超並列レポーターアッセイ　プロモーター　転写因子結合配列
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１．研究開始当初の背景 
所属の研究室においては，これまでにヒト

プロモーター領域約 500 種類を含む約 750 
種類の DNA 断片のクローニングを行い, ヒ
ト培養細胞の HEK293 細胞に一過的に導入
し，ルシフェラーゼアッセイにより定量的な
プロモーター活性データを収集した．
（Sakakibara, Irie et al., DNA res., 2007）．
これら定量プロモーター活性データと DNA 
配列情報を基に，転写因子結合配列を説明変
数，プロモーター活性の“絶対量“を目的変
数とした線形和モデルとして，プロモーター
の数理モデルの構築を行った．その結果，予
測値と実測値の相関係数が約 0.6 となるよ
うなモデルを構築することができた（Irie et 
al., Nucleic. Acids Res., 2011）．またプロモ
ーター配列の機能エレメント抽出を目的と
して，ランダム点突然変異が入ったヒト EF1
α1 プロモーター配列約 250 種類のルシフ
ェラーゼアッセイを行った結果，変異型プロ
モーターは基の活性から約 0.01~6 倍の範囲
で変化することを確認した．このことからラ
ンダム突然変異プロモーターからより高い
活性，細胞内で望みの活性を持つプロモータ
ー配列の創生が可能になると考えている． 
しかしながら，これまでのプロモーターの解
析でプロモーター配列に対して 1つずつルシ
フェラーゼアッセイ行っているため，スルー
プットに関して課題があり，全プロモーター
領域をカバーするような形で変異箇所を探
索することが困難であった．そのため一塩基
単位の変化とプロモーター活性の情報を体
系的に収集するには別の実験的アプローチ
が必要であると考えられた．近年，次世代シ
ークエンサーの登場により，これまでのレポ
ーターアッセイのスループットをはるかに
超える効率の実験系の構築が実現すると考
えられた． 
 
２．研究の目的 
プロモーターはその領域中に存在する転

写因子結合配列と転写因子との相互作用に
よって遺伝子の転写量を制御している．した
がってプロモーター配列から遺伝子の発現
量を知ることが可能であれば遺伝子の機能
解析などの基礎研究分野において有用な情
報を与えることができると考えられる．また
配列の改変することで転写量を自由にコン
トロールすることが可能であれば，組み換え
タンパク産生など細胞内で転写量を厳密に
コントロールしたい場合や合成生物学分野
においてプロモーター活性のパラメーター
を自由に変動できるツールとして応用研究
分野においても有用なDNA 資源を提供する
事が可能になると考えられる．本研究では，
次世代シークエンサーを駆使した変異型プ
ロモーター配列の網羅的な解析を通じて，一
塩基単位の解像度でプロモーター配列の設
計原理を明らかにする．さらに望みのプロモ
ーター活性を持つプロモーター配列をデザ

インする実験的・情報学的な方法論の開発に
取り組んだ． 
 
３．研究の方法 
(1)エラープローン PCR による変異導入 
高効率にランダム変異を導入する目的と

するエラープローン PCR 法を行った．約 1kb
のプロモーターDNA に対して，dNTP の濃度の
バランスを，Mg2+と Mn2+を加える，計 80 サ
イクルのPCRを行うことで変異プロモーター
の作製を行った． 
 
（2）次世代シークエンサーによる変異活性
測定 
①変異プロモータープラスミドライブラリ
ーの作製 
次世代シークエンサーを使用したレポー

ターアッセイ用の変異プロモータープラス
ミドライブラリーを作製した．プロモーター
のタグ付けおよび活性測定を行う目的とし
て，レポーター遺伝子の 3’UTR 上にランダ
ム 12 塩基のバーコード配列を付加した．変
異プロモーター，GFP 遺伝子,バーコード DNA
を連結しプラスミドに挿入した．数万種類の
クローンが得られる条件でトランスフォー
メーションを行い，培養後にプラスミド精製
を行った． 
 
②変異プロモーターの活性測定 
 変異プロモーターの活性にはヒト培養細
胞（HEK293, A549, k562, hepG2，HelaS3 な
ど）を用いた．変異プロモータープラスミド
ライブラリーをトランスフェクションし，
RNA 抽出，mRNA 精製後，レポーター遺伝子に
特異的なプライマーを用い逆転写反応によ
り cDNA を合成した．cDNA とプラスミドライ
ブラリーをテンプレートとしバーコード配
列について HiSeq2000 または 2500 を用いて
single read シークエンシングをすることで
タグカウント計測を行った．cDNA のタグカウ
ントをプラスミドのタグカウントで除算し
た値をプロモーター活性とした． 
 
③変異プロモーターの配列決定 
プ ロ モ ー タ ー 配 列 決 定 に つ い て も

HiSeq2000 または 2500 を用いた．プロモータ
ー領域とバーコード配列を連結したDNA断片
を作製し，トランスポゾンをランダムに挿入
し，PCR で増幅したものを HiSeq2000 または
2500 で paired-end シークエンスにより配列
決定した．バーコード配列ごとにデータを分
割後，BWA，GATK を用いてマッピング，変異
箇所を決定した． 
 
（3）線形モデルによるプロモーター活性予
測 
 変異プロモーターの配列情報を説明変数，
プロモーター活性を目的変数とした線形モ
デルの構築を行うことで，変異情報からプロ
モーター活性の予測式を導出した．プロモー



ター上の各塩基における①変異の有無，②変
異のパターンを説明変数とした時，重回帰分
析による解析を行った．重回帰分析後，Lasso 
(Least absolute shrinkage and selection 
operator)によるモデル構築を行った．計算
には Rを用いた． 
 
（4）ルシフェラーゼアッセイによる変異プ
ロモーター活性の検証 
 線形モデルの検証をルシフェラーゼアッ
セイによって行った．線形モデルによりプロ
モーター活性が大きく変わると推定された
箇所に対し，点変異を導入したプロモーター
配列の作製を行い，プロモーター活性の測定
を行った． 
 
４．研究成果 
（1）変異プロモーター配列作製法の検討 
 プロモーターDNA に対してランダムに変異
を導入する目的として，高効率に変異を導入
するエラープローンPCRの条件検討を行った．
PCR の条件を，dNTP の濃度のバランスを
dATP,dGTP >> dTTP,dCTP とすること，Mg2+，
Mn2+を加えること，PCR サイクルを 80 サイク
ルまで増やすことなどの条件で高効率な変
異の導入が可能であり，約 2%前後の変異率の
プロモーター配列の作製が可能であった． 
 
(2)次世代シークエンサーを用いた変異プロ
モーターのレポーターアッセイ系の構築 
 変異プロモーター，GFP 遺伝子，12nt のバ
ーコード配列を連結したDNA断片をプラスミ
ド中に挿入し，変異プロモーターのレポータ
ープラスミドライブラリーを作製した．バー
コード配列はプロモーターに対する標識と
して用いる．ヒト培養細胞 HEK293 細胞にト
ランスフェクションし，RNA 抽出、mRNA 精製
後，cDNA を作製した．次世代シークエンサー
を用いてバーコード領域のタグカウントを
測定した．このとき，プラスミドライブラリ
ーのバーコードは入配列のタグカウントを
同時に測定した．プラスミドタグカウントは
ライブラリー中のコピー数，PCR バイアスの
補正に利用した．cDNA のタグカウントをプラ
スミドタグカウントで除算した値をプロモ
ーター活性とした．野生型のプロモーター活
性と変異型のプロモーター活性の分布を調
べた結果，野生型と比較して変異型プロモー
ターにおいて活性が変動していることが確
認され，配列の変化が活性の変化を引き起こ
しているものと考えられた．また変異により
活性が減少だけでなく増大する変異プロモ
ーターもあることがわかった．EEF1a,GAPDH
など転写活性が高く進化的にも保存されて
いると考えられる遺伝子のプロモーターに
も見つかった． 
プロモーターライブラリーから計 12 種類

のプロモーター領域(ヒト EF1a1, GAPDH, 
DDX5, RPS12, PGK5, RBBP5, ARL6IP5, NTS, 
COMMD9, PSMD6, TPD52L1, CDK16)について数

万種類の変異プロモーターライブラリーを
作製し，HEK293 細胞中の転写活性計測を行っ
た．いずれのプロモーターについても転写活
性の変動が観測された． 
変異プロモーター配列の決定についても

次世代シークエンサーを用いた決定法につ
いても開発を行った．プロモーター領域とバ
ーコード配列を同時に解析することでプロ
モーター領域の配列決定を行った．Illumina
の HiSeq によるシークエンシングは数百 bp
の短い DNA 断片の解析であるため，断片化の
必要があった．PCR，セルフライゲーション
によりプロモーター領域とバーコード配列
を連結した DNA 産物を作製後，トランスポゾ
ン DNA をランダムに挿入し，PCR による増幅
を行うことで，ランダムな長さのプロモータ
ー領域 DNA とバーコード配列のペアを持つ
DNA 断片の両側をシークエンスした．バーコ
ードごとに配列結果を分割後マッピング，変
異箇所の検出を行った．その結果, 全体の変
率が約 2%であり，置換，欠失，挿入のパター
ンが観測された．変異の検出率に関してはま
だ課題は残るもの，ある程度実用可能である
と考えている． 
プロモーター活性の測定と配列の決定の

結果，各変異プロモーターライブラリーにお
いて約2万種類の変異プロモーターのレポー
ターアッセイの実験系を構築することがで
きた． 
 
（3）プロモーター活性予測モデルの構築 
 バーコード配列によって，プロモーター活
性情報と配列情報を関連付けることが可能
になる．プロモーターの配列情報を基にプロ
モーター活性を予測する数理モデルの構築
を試みた． まずプロモーター配列上の変異
の有無を説明変数とし，プロモーター活性を
目的変数として重回帰分析とLASSOによるモ
デル構築を行った．モデルの予測値と実験値
は r=0.5 となり，ある程度の予測精度が得ら
れた．このモデルより得られた決定係数は変
異によってプロモーター活性がどの程度変
化するについての推定値となる．係数値をプ
ロモーター上に並べた結果，高い係数を与え
た塩基は転写開始点の上流200bp程度に集中
しており，また高い係数を持つ塩基は数 bp
連続して出現する傾向にあり，転写因子結合
配列が存在する領域であると考えられた．こ
のような中には TATA box などの既知の転写
因子結合配列を含まれており，転写因子結合
配列を含むシスエレメントの抽出が可能に
なったと考えている．またこれら数理モデル
により得られた塩基とプロモーター活性の
情報と進化上の保存度との比較を行った．そ
の結果，高いプロモーター活性を有する領域
と保存度が比較的高い傾向にあることがわ
かった． 
 また変異のパターンを説明変数としたモ
デルの場合においても同様に線形モデルに
よる予測式の導出を試みた．重回帰分析と



LASSO によるモデル構築を行った．モデルの
予測値と実験値はr=0.6となった．この場合，
塩基がどの塩基に置換・欠失とプロモーター
活性との関係とした情報を得ることが可能
であった．以上のことから，単純なモデルで
はあるものの中程度の精度をもつ予測式を
導出できたと考えている． 
 （4）プロモーター配列の改変による活性
の制御 
 以上より得られた数理モデルを基にして，
プロモーター配列の改変により活性をコン
トロール可能であるかどうか検討を行った． 
 例として，EEF1a1 と GAPDH より高い活性可
能を有する数 bp の領域を選び，点突然変異
を全パターンのプロモーターについてルシ
フェラーゼアッセイで活性測定を行った．そ
の結果，数理モデルから予測と同等の変化が
起こることが確認された．特に GAPDH の解析
例では，領域全体では活性が落ちるものの，
そのうちの変異1パターンは活性を増大させ
ると予測された領域であったが，ルシフェラ
ーゼアッセイでも確認することができた．活
性を増大させた配列について TRANSFAC によ
って転写因子結合配列の探索を行った結果，
このパターンでのみNFYの結合サイトの出現
が確認された．新規に転写因子結合配列が出
現したものと考えられた． 
同様のことを EEF1a1 プロモーターでも検

討したところ，活性を増大させると予測され
た 3塩基について，点変異プロモーターのル
シフェラーゼアッセイによる測定を行った．
その結果，予測どおりに活性が増大すること
が確認でき， TRANSFAC により解析した結果，
変異により新規に CREB の結合サイトが出現
し，検索結果のスコアと活性が相関すること
がわかった．またやや離れた箇所にプロモー
ター活性を増大させる塩基置換が存在し，
CREBの領域とその他2箇所の塩基置換の組み
合わせのパターンのプロモーター配列のル
シフェラーゼアッセイによる測定を行った．
その結果，複数の塩基置換によるプロモータ
ー活性への影響の効果は相加的に働く傾向
にあることが示された．すなわち，複数の塩
基置換の組み合わせによってプロモーター
活性を制御することが可能であることが示
唆された． 
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