
上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

 
 

76. 情報統合解析による細胞時間発展の分子機序の解明 

岡田 眞里子 
大阪大学 蛋白質研究所 細胞システム研究室 

Key words：転写制御，エピゲノム，クロマチン，シグナル伝達，数理モデル 

緒緒  言言  

 
次世代シーケンス法と情報解析手法の開発により、細胞や組織における遺伝子やエピゲノムの情報が容易に取得・ 

解析可能になった。そして、さまざまな大規模シーケンス解析により、ヒトの組織や細胞の網羅的カタログ、それぞれ

の状態を説明する遺伝子が同定された。しかし、一方で、このような解析は統計解析を主に用い、細胞や組織の違いを

分類することができても、分子制御機構の同定は困難なことが多い。そこで、筆者らは、シーケンス解析に数理    

モデリングの手法を適用することで、細胞における環境依存的な転写制御機構の解明とその時間遷移解析を目指して 

いる。筆者らが特に注目するのは、NF-κB 転写因子の制御機構である。NF-κB は、細胞の分化、増殖、死などの   

多彩な現象に関わる転写因子で、細胞と環境の組み合わせに応じた遺伝子発現の制御を行うことから、この脱制御は、

がん、炎症、免疫不全など広範な疾患に関与する。NF-κBはサイトカインなどの受容体シグナル伝達系により細胞質

から核内に移行し、DNA に結合し、遺伝子発現を誘導するが、その活性化特性のひとつに、閾値応答が知られている

［1］。閾値機構は、外的あるいは内的な因子濃度のわずかな量の違いといったアナログ情報を、有か無のデジタルな 

情報に変換させる分子機構で、細胞の個性の決定、不可逆性、記憶にも関与し、生体の恒常性維持や疾患機序としても

重要である。筆者らはこれまで免疫 B 細胞における核内 NF-κB 活性の閾値が、シグナル伝達系内のフィードバック

制御により制御されることを実験と数理モデルを組み合わせて見出した［2］。しかし、これにより活性化された    

NF-κBが遺伝子発現をどのように制御するのか、アナログ的なのかデジタル的なのかといった問題には、研究者の間

でさまざまな議論があり、明快な答は得られていない。そこで本研究では、NF-κB の量的な遺伝子発現機構を    

明らかにすることを目的に研究を行った。本研究により、免疫 B 細胞において、抗原刺激による細胞内の NF-κB   

シグナル伝達経路の活性化により、シグナル依存的に形成されたSuper enhancer（SE）と呼ばれる長いエンハンサー

［3］のクロマチン開口領域に通常のエンハンサー（Typical enhancer；TE）よりもNF-κBが多数箇所結合すること、

そして、そのことにより、標的遺伝子の発現が閾値応答を示すことがわかった［4］。このことにより、発現誘導される

遺伝子のひとつ IRF4 は免疫細胞分化に重要な転写因子であり、SE を介した転写因子の発現の時間発展が、細胞の  

不可逆的遷移に関与することが示唆された。 
 

方方  法法  

 
本研究では、免疫細胞におけるヒストン修飾、クロマチン開閉、 NF-κB 免疫沈降、遺伝子発現などの次世代    

シーケンスデータを取得し、エンハンサーと呼ばれる遺伝子発現の制御領域に注目し、データの統合情報解析を行った。

抗原刺激前後での定量的比較、モチーフ解析による SE と TE に特徴的な結合転写因子の予測を行い、最終的には、  

エンハンサー領域における NF-κB 結合数と各遺伝子発現量の関係を数理モデルを用いて解析した。具体的な方法を 

以下に示す。 
11．． 細細胞胞試試料料のの調調製製  
マウス脾臓からB細胞を単離し、anti-IgM刺激（1時間）有無条件下で、細胞試料を作製した［2］。 

22．． 次次世世代代シシーーケケンンスス解解析析  
Super enhancer（SE）とTypical enhancer（TE）の同定を目的として、H3K27ac免疫沈降シーケンス（acetylated 
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histone H3 lysine 27 ChIP-seq）を行った。NF-κB（RelA）の DNA 結合領域を同定するため、RelA ChIP-seq を  

行った。クロマチン開口領域を同定するために、ATAC-seq（an assay for transposase-accessible chromatin through 
sequencing）を行った。エンハンサーの標的遺伝子の発現量を求めるために、一細胞RNAシーケンス（RamDA-seq）
［5］を行った。 
33．． デデーータタ情情報報解解析析  
得られたシーケンス配列をマウスゲノム配列にマッピングし、リード数を正規化した。SE と TE の同定と分類は

H3K27acデータを用い、ROSEアルゴリズムを用いて行った［4］。標的遺伝子とエンハンサーの対応は、同染色体に

おける転写開始点とエンハンサーの最短距離の指標を用いて行った。モチーフ解析はHOMERを用いて行った。 
44．． 数数理理モモデデルル解解析析  
数理モデルは先に報告されている常微分方程式［6］を改変して用い、エンハンサー活性（図中にも記した）は、    

以下の式で示した。 

 
N：クロマチンが開いたエンハンサー領域における NF-kB の結合数、Km: NF-kB と DNA の親和定数、      

k1：プロモーター活性の速度定数を示す。 
 

結結  果果  

  

11．．エエンンハハンンササーー領領域域ににおおけけるるククロロママチチンン開開口口、、NNFF--κκBB結結合合、、DDNNAA長長ととのの関関係係ににつついいてて  
H3K27ac ChIP-seq により、SE および TE を同定し、各エンハンサー領域に対して、ATAC-seq および NF-κB 

ChIP-seq のシグナル強度を調べたところ、SE 領域において、H3K27ac とこれらのシグナル変化が高い相関を示す 

ことがわかった。一方で、TE ではそのような相関が見られなかった。また、DNA 長との関係を調べたところ、SE、
SEともに、H3K27ac、ATAC-seq、NF-κB ChIP-seqのシグナルとDNAがおよそ相関係数0.9以上で相関すること

がわかった。 
22．．エエンンハハンンササーーをを介介ししたたシシググナナルル依依存存的的なな遺遺伝伝子子発発現現制制御御ににつついいてて  
同定されたエンハンサーを H3K27ac シグナルを指標に、anti-IgM 依存的に新しく形成された SE/TE、消失した

SE/TE、変化しない SE/TE の 3 群に分類し、標的遺伝子発現の倍数変化を調べたところ、SE/TE ともに、遺伝子の 

増加、減少、不変の変化が見られた。しかし、その変化量は、SE により制御される遺伝子のほうが大きいことが    

わかった。 
33．．パパイイオオニニアア因因子子のの関関与与ににつついいてて  

SE および TE 領域におけるモチーフ解析を行ったところ、細胞刺激前の SE のクロマチン開口領域において、   

パイオニア因子 PU.1 と NF-κB 共在のエンリッチメントが有意に見られた（図 1）。また、PU.1 と NF-κB が共在 

する SE のほうがそうでない SE よりも強い閾値様パターンを示した。このことから、この共在が、SE 標的遺伝子の  

閾値様発現を引き起こすことが考えられ、パイオニア因子がSEを既定しているといった可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 

2



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

 

図1．B細胞におけるエンハンサーと転写因子の結合モチーフ 
a） anti-IgM刺激前後におけるSEとTEの同定数 
b） SE領域における結合転写因子の予測（Welch’s t-test） 

 
44..  NNFF--κκBBのの協協同同的的なな結結合合にによよるる遺遺伝伝子子のの閾閾値値様様発発現現ににつついいてて  
前述のSE領域において、PU.1パイオニア因子とNF-κBの共在が有意に見られたことから、この共在が、SE標的

遺伝子の閾値様発現に必要なことが考えられた。PU.1はB細胞の系列決定因子であり、この因子がクロマチンの開口

領域に NF-κB を留め、シグナル依存的に核内量が増加した NF-κB をプロモーター領域で協同的に結合させると  

いう仮説を立て、NF-κB の結合個数を N とした数理モデル（図 2）を構築した。このモデルにより、SE および TE
の遺伝子発現動態を説明できたことから、NF-κB のエンハンサー領域の結合数が標的遺伝子を閾値様に発現させる 

のに重要であると考えられた。 

 
図2．数理モデルを用いたエンハンサーを介した遺伝子発現制御の解析 

a） SEとTE領域におけるNF-κBの結合様式。 
b） 数理モデルの概念図。Pはプロモーター、k2、k3、d3はそれぞれ、プロモーターの不活性化定数、

転写速度定数、mRNA分解定数を示す。 
c） シグナル依存的に活性化されたSEおよびTEのクロマチン開口領域におけるNF-κB ChIPの

ピーク数の数。検定はWelch’s t-testを用いた。 
d） 核内 NF-κB 量に対する遺伝子発現量のシミュレーション結果。Nopt は遺伝子発現量から  

推定されたNF-κB結合数（N ）を示す。 
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考考  察察  

 
本研究により、SE と TE の違いは、DNA の長さとそれに伴う NF-κB 結合数の増加にあることがわかった。    

詳細な解析により、DNA の長さは遺伝子の倍数変化に影響し、NF-κB の結合数は、閾値変化に重要である可能性が

示された。また、この閾値応答には、パイオニア因子 PU.1 と NF-κB の共在が重要なことが示されたことから、    

パイオニア因子が SE を事前に規定していることが明らかになった。このように、SE に注目したシーケンスデータの

統合解析から、転写の分子制御機構を定量的に明らかにできることがわかった。特に、クロマチンの開閉、ヒストン  

修飾、遺伝子発現などの公共データなどから容易に得ることのできるスナップショットのシーケンスデータと、    

モチーフ解析を組み合わせることにより、転写の機構が動的に説明できる可能性が示された。筆者らは、SE と     

クロマチンの開閉の時間変化が、転写因子の結合量の時間変化を引き起こし、遺伝子発現の変化をもたらすこと、   

このような核内の時間変化が生体内の細胞や周辺組織に、条件依存的な不可逆的時間発展をもたらすのではないかと 

考えている。今後は、クロマチン状態を含む SE の時間発展と、それに連動して起こる細胞の不可逆な遷移過程を   

データ駆動的に捕捉することにより、細胞個性の獲得のための分子制御機構を明らかにするとともに、 シーケンス  

データから細胞個性を予測する数理モデルの構築を目指していきたいと考えている。このような研究を行うことで、 

分子機構解明を目指した生命情報解析の考え方や手法を開拓し、さまざまな疾患の解明に利用していきたい。 
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