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緒緒  言言  

 
スーパーエンハンサー（SEs）は遺伝子発現を強力に誘導するゲノム構造であり、がん悪性化シグナルの根幹をなす

遺伝子発現ネットワークを確立する。TP63 は扁平上皮癌（SCC）の発症・悪性化を導くマスター転写因子であり、   

コアクチベーター（BRD4等）と共に巨大な分子集合体から成るSEを形成する［1，2］。TP63自身の発現もSEによ

り誘導される［1，2］。このように、SE を構成するシスエレメントや標的遺伝子と機能を含め、SE に対する我々の  

理解は深まりつつある。一方、核膜孔を介した転写後 mRNA の核外搬出は遺伝子発現効率に直結する過程であり、  

核構造に結びついたゲノム局在は遺伝子発現制御における重要因子であるが、核内におけるSEの核内動態と形成機序

については不明である。 
核膜孔複合体（NPC）は核膜孔を形成する筒状のタンパク質構造体であり、NPCは30種類のヌクレオポリン（NUPs）

によって構築される。2012年以降、NPCは核膜近傍で細胞の性質決定に関わる遺伝子群を活性化することが注目され

始めた。米国のD'Angelo博士やGage博士らにより、NPCｓを介した遺伝子転写活性が筋細胞や免疫細胞、神経細胞

の性質を決定することが報告されてきた［3～5］。ごく最近、核膜孔近傍に局在するSEは、mRNAの核外輸送効率が

高く、遺伝子発現に最適な環境（Gene-gating）であることが報告された［6］。 
これらは、NPC が SE 形成と核内動態を制御する重要因子であることを強く示唆するが、その詳細な分子メカニズ

ムは不明である。本研究は、SE の形成因子であるとともに、SE 依存的に誘導されるがん遺伝子TP63 に注目し、SE
形成機序を解明することを目的とした。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．NNUUPP115533ははSSEEのの核核膜膜孔孔近近傍傍へへ局局在在化化ささせせるる  

SE の核内局在情報を得るために、SE 構成因子である BRD4 タンパク質の集合体（Puncta）を指標にした共焦点 

レーザー顕微鏡解析を行った。約20％のSEは核周縁に存在し、これらの大部分がNUP153と共局在することがわか

った（図1）。さらに、TP63遺伝子に対して確立されるSEの核内分布を調べるために、研究代表者らが同定したTP63
の SE 領域［1，2］に対するプローブを用いて 3D-DNA-FISH 解析を行った。TP63 の SE は核周縁に局在するが、

NUP153 の発現量を抑制すると核内へ移行することがわかった（図1）。これらより、NUP153 は、TP63 を含めたい

くつかのSEを核膜孔近傍に局在化させる因子であることが示唆された。 
22．．核核膜膜孔孔近近傍傍にに局局在在すするるSSEEはは、、mmRRNNAAのの輸輸送送効効率率化化にによよりり、、強強力力にに遺遺伝伝子子発発現現をを誘誘導導すするる  
次に、TP63 に由来する mRNA の核内局在について RNA-FISH 法と免疫染色法を用いたアプローチで、共焦点顕

微鏡による 3D 解析イメージングを行った。3D-DNA-FISH 法の結果と一致し、NUP153 の発現量を抑制した細胞で

は、TP63を含めた複数のSEが核内に移行した（図2）。このとき、細胞外に運搬されるTP63‐mRNAは有意に減少

し、その結果TP63タンパク質の発現量も減少した（図2）。TP63はSCCの悪性形質の根幹となる転写因子であるた

め、NUP153を抑制した細胞の増殖能は有意に減少した（図2）。以上より、NUP153はSEを核膜孔近傍に局在化し、

効率的に遺伝子発現を誘導する機能があることが明らかになった。 
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図1．NUP153はSEの局在制御因子である 

a）  共焦点蛍光顕微鏡によるNUP153とSE構成分子BRD4の局在解析。 
b、c）3D-DNA-FISH 法による、TP63-SE の局在解析（b）ならびに核周辺からの SE の距離を  

定量化した（c）。Scale bar＝5μm、P値はUnpaired two-tailed t-testで得た。 
 

図2．核膜孔近傍SEは、mRNAの輸送効率化により、強力に遺伝子発現を誘導する 
a）  共焦点蛍光顕微鏡によるTP63-mRNA（RNA-FISH）とSE構成分子BRD4の局在解析。 
b、c）BRD4（b）ならびに TP63-mRNA（c）の局在について核周辺からの SE の距離を定量化 

した。Scale bar＝5μm、P値はUnpaired two-tailed t-testで得た。 
d） 細胞分画法とPCR法により定量化した、細胞質に運搬されたTP63-mRNAの量。 
e） WB法によるTP63の発現量の解析。 
f） NUP153をノックダウンした細胞の増殖能力。 

 
33．．NNUUPP115533はは、、FFGG領領域域をを介介ししたたタタンンパパクク質質‐‐タタンンパパクク質質相相互互作作用用でで、、SSEEのの核核内内局局在在をを制制御御すするる  
次に、NUP153 による SE 相互作用機序の解明に取り組んだ。共焦点顕微鏡による解析から、NUP153 と SE 構成

因子である BRD4 の共局在化は認められたが、免疫沈降法による解析では両者の相互作用が認められなかった。

NUP153 の C 末領域には、フェニルアラニン‐グリシンのリピート配列（FG 領域）が存在し、NPC 構造上核内へ  

突出している（図3）。FG領域は天然変性領域としてふるまうが、天然変性領域を介した分子間相互作用は、環境依存

性が強いことが知られている。そこで、NUP153 とBRD4 の相互作用が、天然変性領域に依存している可能性を検討
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するために、これらを再構成できる液‐液相分離（LLPS）‐再構成（Assist）‐免疫沈降法（LAIP 法）を開発した        
（図3）。この方法では、NUP153とBRD4の相互作用が認められた。重要なことに、FG領域を欠損したNUP153は

BRD4との相互作用が著しく減少した（図3）。これらは、FG領域を介した分子間相互作用が、SEの核膜孔近傍配置

に関与していることが示唆された。 
 

図3．NUP153はFG領域を介した相互作用で、SE構成因子BRD4と結合する 
a） NUP153 のアミノ酸配列に依存した物性解析。FG 領域ならびに ZNF ドメインを      

ハイライト。 
b） 天然変性領域を介した相互作用を再構築できるLAIP法の説明。 
c） 従来の免疫沈降法（IP）とLAIP法で回収したタンパク質複合体をWB法で解析。 
d） FGドメインを欠損型変異体のダイアグラム。 
e） LAIP法で回収したタンパク質複合体をWBで解析。 

 
44．．NNUUPP115533がが作作用用すするるゲゲノノムム領領域域のの転転写写活活性性はは、、NNUUPP115533にに非非依依存存的的ででああるる  
次に、NUP153 のゲノム結合領域ならびに転写制御能力を評価するために、ChIP-seq およびRNA-seq を行った。

興味深いことに、NUP153 の作用ゲノム領域と活性化クロマチン構造の指標である H3K27ac 領域は互いに排他的で

あった（図4）。また、NUP153が結合するゲノム領域に存在する遺伝子転写活性は、NUP153の発現量と相関しなか

った（図4）。以上より、NUP153によるSEの局在制御には、SE領域ゲノムと相互作用ではなく、SE構成タンパク

質BRD4との相互作用に依存することが示唆された。 

図4．NUP153‐ゲノム相互作用は周縁遺伝子の発現制御に影響しない 
a）   NUP153が作用するゲノム領域におけるヒストン修飾ならびに転写制御因子の集積プロファイル。 
b、c） MTFならびにNUP153が作用するゲノム領域周縁に存在する遺伝子発現の変化（b）ならびに   

これらの相関解析（c）。 
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考考  察察  

 
核膜孔複合体（NPC）を構成する分子 NUP153 は、SE を核膜孔近傍に配置し、mRNA の核外輸送効率が高く、  

遺伝子発現に最適な環境（Gene-gating）を確立する因子であることが本研究により明らかになった。重要なことに、

Gene-gatingを形成する過程で、NUP153はゲノムとの相互作用よりも、天然変性領域を介したタンパク質‐タンパク

質相互作用に依存することが明らかとなった。 
一般的に、核膜周縁は抑制的クロマチンが存在することが知られている。しかし、BRD4の集積を指標としたSEの

核内局在解析の結果から、核内で形成される SE の約 20％が核周縁に存在することが明らかとなった。国外における

NPC研究者の報告では、繊維芽細胞や骨芽細胞においては30～50％のSEがNPCにより制御されるという報告があ

る［7］。また、NUP153 の共同因子としてポリコーム複合体構成因子や CTCF 等が ES 細胞で報告されている     

［8，9］。一方、SCC 細胞においては、これらゲノム機能制御因子とNUP153 のタンパク相互作用は見られなかった

（Data not shown）。細胞種に応じたNPCバリエーションと多機能化が報告されているため、本課題により明らかに

なった NPC による SE 制御機序は SCC 特異的な機能であることが考えられる。この Gene‐gating を形成する       
全分子プロファイリングを達成することで、これらの分子相互作用の遮断による効果的な癌治療戦略に繋がることが 
期待される。 
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