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研究成果の概要： 
我々は、核マトリックスがゲノム機能を支える基盤として、遺伝子の発現、すなわち生命現

象の機能発現と密接に関連していると考え、これまでに数百に及ぶ遺伝子について MAR/SAR領

域を同定してその機能を明らかにしてきた。その方法は、The Human Genome Database (GDB) 

(Future et al. 2000; http::/ gdbwww. gdb.org/)より得たヒトゲノム情報を用いて、MAR/SAR

領域検索プログラム［MARFinderあるいはSMARTest (Friscm et al. 2002; http://www.genomatix. 

de/cgi-bin/smartest  pd/smartest.pl)］による候補領域の推定後、実験的にその存在を証明

して同定することができた。一方で、この実験で用いたプログラムの信頼性を高く評価するこ

とも可能となった。今後、残された遺伝子に関する MAR/SAR 領域の同定には、このプログラム

を原則として用いる点で有用性があるとの結論に至った。 

一方、核基質足場タンパク質（P130/MAT3）と MAR/SAR との相互作用を通して“細胞核のダ

イナミクス”を解析するために、種々の機能タンパク質の関与を調査した。 
１．P‐糖蛋白質遺伝子の転写因子結合領域の推定 

P-糖タンパク質遺伝子の MAR/SAR 領域と各種転写因子結合コンセンサス配列を推定し
た。その結果、P-糖タンパク質遺伝子には 3 種類の MAR/SAR 配列と NF-κB を含む種々の
興味深い転写因子の結合コンセンサス配列の存在を確認した。 

２．NF-κB 結合領域の同定 
 抗転写因子抗体を用いて、NF-κBなどの結合部位を転写上流5000塩基の領域内で同定
した。また、多種類の因子の結合領域を同定した。 

３．MAR/SAR領域の推定とP130/MAT3および種々の転写因子との相互作用 
抗 P130/MAT3 抗体を用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）によりそれらの相互作用を検討

し、極めて巧妙な調節制御を確認した。即ち、将来的に MAR/SAR 領域のエピジェネティク
ス解析が、遺伝子発現制御に重要な知見をもたらす可能性があるとの結論に至った。 

本研究計画は、いわゆる塩基配列としての遺伝子の発現調節領域（MAR/SAR）を同定する“ゲ

ノム構造研究”と、 MAR/SAR と相互作用する核基質足場タンパク質の機能解析を通して細胞

核の機能を解明する“細胞核のダイナミズム研究”が融合したプロジェクトであると判断した。 
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１．研究開始当初の背景 

細胞核を構成する主要な構造体である染

色体は、核基質（nuclear matrix）に浮遊

しているのではなく、染色体 DNA に内在す

る matrix/scaffold attachment region 

（MAR/SAR）を介して、核骨格と呼ばれる核

基質の網状構造を作るタンパク質群の一種

である足場タンパク質（nuclear scaffold）

と 結 合 し て 保 持 さ れ 、 細 胞 核 内 で 

chromosome territory を形成する（Zirbel 

et al. 1993）。base unpairing region あ

るい は bend 構造を共通構造とす る 

MAR/SAR は、遺伝子の上流及び下流さらに

はイントロンに存在し、およそ 100 k 塩基

対に一ヶ所の頻度で分布すると考えられて

いることから、3 x 109 塩基対の染色体 DNA 

全体で約３万ヶ所存在することになる

（Schubeler et al. 1996）。その全てが核

基質と結合すると仮定すれば、核骨格も染

色体に沿って複雑に入り組んだ網目として

個々の染色体を分離し、安定に保持するこ

とが重要な役割の一つになる。一方、プロ

モーターの近位に存在する MAR/SAR は、転

写を活性化すると報告されており（Xu et al. 
1989/ Forrester et al. 1994/Jenuwein et 

al. 1997）、さらに MAR/SAR のメチル化・

脱メチル化によるクロマチンのリモデリン

グが転写の活性化に大きく影響することか

ら（Poljak et al. 1997）、全ての染色体の 

MAR/SAR と直接結合する可能性がある足場

タンパク質は、遺伝情報を保存する極めて

静的な役割のほかに、情報の利用の過程に

も重要な役割を果たしていると予想される。

平成 17 年度までの我々の基盤研究におい

て 、 The Human Genome Database (GDB)

（Future et al. 2000: http://gdbwww.gdb. 
org/）のゲノム情報から、バイオインフォ

マティクスの手法により MAR/SAR 領域を決

定し、ゲノム上での分布図を作成し、現在

までに薬物代謝、薬物排泄ポンプ、細胞周

期、酸化ストレス等に関与する遺伝子群約

300 種類の MAR/SAR を決定した。これまで

に得られた結果は、この領域がエクソンに

は全く見出されず、遺伝子の上流、下流、

およびイントロンにのみ配置されることを

示していた。我々は、このプログラムの信

頼性を示すと共に、MAR/SAR が何らかの法

則に基づいてゲノムに分布し、細胞核内で

の空間的な配置に深く関与していることを

考察してきたが、その機能について明確な

結論を得るためにはデータは不十分である。 

我々は、核マトリックスがゲノム機能を支え

る基盤として、遺伝子の発現、すなわち生命

現象の機能発現と密接に関連していると考

えている。従って、これまでの研究結果に基

づいて、各遺伝子に配置された MAR/SAR領域

を同定してその機能を明らかにし、さらに核

基質足場タンパク質（P130/MAT3）と MAR/SAR

との相互作用を通して“細胞核のダイナミク

ス”を解析することは、ゲノム解剖学を進展

させる上でタイムリーなプロジェクトと考

えていた。本研究計画は、いわゆる塩基配列

としての遺伝子の発現調節領域（MAR/SAR）

を同定する“ゲノム構造研究”と、 MAR/SAR

と相互作用する核基質足場タンパク質の機

能解析を通して細胞核の機能を解明する“細

胞核のダイナミズム研究”が融合したプロジ

ェクトと考えて計画した。 

 
２．研究の目的 

本研究の第一の目的は、ヒトゲノム配列情

報からバイオインフォマティクスの手法に

基づいてゲノム DNA中の MAR/SAR領域を推定

し、さらに、生化学的手法によってこの領域

が実際に機能するのかどうかを証明するこ

とである。これによって正確なヒトゲノムの

MAR/SAR 地図を作成することが可能となる。

第二の目的は、核マトリックス構造を明らか

にする手段として、核骨格足場タンパク質の

一 つ と し て 我 々 が 明 ら か に し て き た

P130/MAT3 の興味ある種々の機能が、推定さ

れた MAR/SARとの相互作用を通して、その機

能を発揮するのかどうかを証明することで

ある。これは、全ての染色体の MAR/SAR と

直接結合する可能性のある核基質足場タン

パク質が、遺伝情報を保存する極めて静的な

役割のほかに、情報の利用の過程にも重要な

役割を果たしていると予想されるためであ

る。さらに、この研究には、P130/MAT3 が転

写促進因子として働く為に必要な機能発現



部位を明らかにする項目が含まれる。これに

よって、P130/MAT3 がクロマチンの構造的・

機能的基盤形成能とどのような関連がある

のかを明らかにすることができる。このよう

な目的を達成させるために、本実験が計画さ

れた。 

 

３．研究の方法 

Ⅰ：ヒトゲノム DNA 配列中の MAR/SAR領域の

推定 ヒトゲノム DNAの配列情報を用いて、

バイオインフォマティクスに基づいた解

析方法に従って、各遺伝子の MAR/SAR領域

を推定する。この方法は、MAR/SAR 領域が

遺伝子の 5’-上流および 3’-下流、さら

にはイントロン領域に存在するとの報告

に 基 づ く も の で 、 The Human Genome 

Database (GDB) (Future et al. 2000; 

http::/gdbwww. gdb.org/)より得たヒトゲ

ノム情報により、MAR/SAR 領域検索プログ

ラ ム ［ MARFinder あ る い は SMARTest 

(Friscm et al. 2002; http://www.genoma 
tix.de/cgi-bin/smartestpd/smartest.pl

)］を用いて候補領域を推定する。 

Ⅱ：推定された MAR/SAR配列の増幅とその構

造解析 推定された MAR/SAR は、その領域

を忠実に増幅できる DNAプライマーを設計

し、ゲノム DNA を鋳型として PCR法により

増幅する。次に、この DNAを化学的に処理

し、Maxam & Gilbert 法による電気泳動を

用いて base unpairing region の存在をハ

イスループットな方法で解析する。一方、

Bend構造の確認には、推定された MAR/SAR

の 二 量 体 を 作 成 し た 後 、 circular 

permutation assay によりその存在を確認

する。決定した MAR/SAR領域は、新規な情

報としてふさわしいデータベースに登録

申請する。 

Ⅲ：推定された MAR/SARの転写活性化能の解

析 base unpairing region や bend 構造を

持つ複数の動植物から得られた MAR/SARを、

ルシフェラーゼ遺伝子をレポーターとし

て導入されたプラスミドベクターのプロ

モーター上流に挿入して、これを培養細胞

内にリポフェクション法により導入して

transient 系での転写活性化能の有無を判

定する。 

Ⅳ：推定されたMAR/SAR配列とP130/MAT3と

の結合解析

A. 核マトリックス画分に残存するDNA

を鋳型にした推定MAR/SARの増幅  

  

B. 抗P130/MAT3抗体を用いたクロマチ

ン免疫沈降物中のMAR/SARの同定  

C. Electrophoretic Mobility Shift 

Assay（EMSA）による結合の解析 

Ⅴ：P130/MAT3，転写因子，MAR/SARの協調的

作用が転写活性に及ぼす影響  

A. 抗 NF-κB 抗体によるクロマチン免疫沈

降物中の P130/MAT3と MAR/SARの同定 

B. 変異 P130/MAT3 を強制発現した細胞を

用いた、抗 NF-κB 抗体によるクロマチ

ン免疫沈降物中の P130/MAT3 および

MAR/SARの同定 

 
４．研究成果 

Ⅰ：ヒトゲノム DNA配列中の MAR/SAR領域

の推定 

 バイオインフォマティクスに基づいた

解析方法に従って、ヒト遺伝子の MAR/SAR

領域を推定した。すでに、薬物代謝、薬物

排泄ポンプ、細胞周期、酸化ストレスなど

の機能に関与する約 300 種類の遺伝子に

ついて、約 2,000ヶ所の MAR/SAR 領域を決

定しヒトゲノム上の分布図を作成した。そ

の結果、この推定プログラムは、非常に高

い精度で MAR/SAR 領域を推定することが

可能であり、すべての推定領域が本来の

MAR/SARの特徴を示すことを明らかにしつ

つある。今後もこのプログラムを用いて、

未解析遺伝子の推定領域を同定する必要

がある。 

Ⅱ：推定した MAR/SAR配列と P130/MAT3との

結合解析 

 核マトリックスタンパク質である

P130/MAT3は、すでに複数のMAR/SARと結

合することが確認されていることから、

今回推定したMAR/SARとの結合能を、以下

の3つの方法でスクリーニングした。 

A．

核マトリックス画分からDNAを回収し、

このDNAを鋳型として研究の方法Ⅰで

得られた各遺伝子の情報に基づいてプ

ライマーを設計し、DNAの増幅の有無を

確認した。その結果、すべての推定

MAR/SAR領域が増幅され、推定プログラ

ムの信頼性を今回の遺伝子を用いた場

合でも証明できた。 

核マトリックス画分に残存するDNAを

鋳型とした推定MAR/SARの増幅 

B．

抗P130/MAT3抗体によるChIPアッセ

イで得られた画分に含まれるMAR/SAR

領域を同定するために、上記で設計し

たプライマーを用いて増幅の有無を確

認した。その結果、遺伝子ごとに増幅

されるはMAR/SAR領域ごとに異なるも

のの、 P130/MAT3と相互に作用する

抗P130/MAT3抗体を用いたクロマチン

免疫沈降画分中のMAR/SARの同定 



MAR/SAR領域が明らかにできた。 

C ．

単離した P130/MAT3 と MAR/SAR との結

合実験を、EMSA により解析した。その結

果、上記 B の結果をすべて支持する結果

となった。 

Electrophoretic Mobility Shift 

Assay（EMSA）による結合の解析 

Ⅲ：P‐糖タンパク質遺伝子の MAR/SAR 領域

と NF-κB 結合領域の推定 

P-糖タンパク質遺伝子の MAR/SAR 領域

と転写因子 NF-κB 結合コンセンサス配列

を推定した。その結果、P-糖蛋白質遺伝子

には 3種類の MAR/SAR配列と NF-κB結合コ

ンセンサス配列の存在が確認できた。 

Ⅳ：NF-κB 結合領域の同定 

転写上流5000塩基の領域からNF-κB結
合部位を以下の方法で同定した。 

抗NF-κB抗体によるChIPアッセイで

得られた画分に含まれるDNAを、あら

かじめ設計したプライマーを用いて

領域を絞り込み、上流4 kおよび1 k

の2ヶ所に結合していると考えられる

領域を明らかにした。 

抗NF-κB抗体を用いたクロマチン免疫

沈降による同定 

Ⅴ：MAR/SAR領域の推定とP130/MAT3および

NF-κBとの相互作用 

MAR/SAR推定領域に相当するプライマー

セットの設計とともに、以下の方法で相互

作用を検討した。 

抗P130抗体を用いたクロマチン免疫沈降

による同定 
抗 P130/MAT3抗体による ChIPアッセ

イで得られた画分に含まれる DNAを、
あらかじめ設計したプライマーを用い
て領域を絞り込み、NF-κB の存在につい
て確認中した。また、そのカウンター
パートについても実施した。   

Ⅵ：P‐糖タンパク質遺伝子内の転写因子結

合領域の推定 

薬物の排泄ポンプとしての機能を示す

P-糖タンパク質遺伝子の発現制御解析に

着手した。まず、バイオインフォマティ

ックスに基づいた解析方法に従って、P-

糖タンパク質遺伝子の MAR/SAR 領域と各

種転写因子結合コンセンサス配列を推定

した。その結果、P-糖タンパク質遺伝子

には 3 種類の MAR/SAR 配列と NF-κB を含

む種々の興味深い転写因子の結合コンセ

ンサス配列の存在を確認した。 

Ⅶ：NF-κB 結合領域の同定 

 抗転写因子抗体を用いて、クロマチン

免疫沈降によるNF-κBなどの結合部位

を転写上流5000塩基の領域内で同定し

た。抗NF-κB抗体によるChIPアッセイで

得られた画分に含まれるDNAを、あらか

じめ設計したプライマーを用いて領域

を絞り込み、上流4 kおよび1 kの2ヶ所

に結合していると考えられる領域を明

らかにするとともに、他の因子の結合

領域を同定した。 

Ⅷ：MAR/SAR領域の推定とP130/MAT3および種

々の転写因子との相互作用 

MAR/SAR推定領域に相当するプライマ

ーセットを用いて、抗 P130/MAT3 抗体を

用いたクロマチン免疫沈降によりそれら

の相互作用を検討し、極めて巧妙な調節

制御を確認した。抗 P130抗体による ChIP

アッセイで得られた画分に含まれる DNA

を解析した結果、MAR/SAR領域のゲノム

DNAのエピジェネティクス解析が、遺伝子

発現制御に重要な知見をもたらす可能性

があるとの結論に至った。従って、次年

度に向けて新たな実験計画を申請するこ

とにした。 
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