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研究成果の概要（和文）：遺伝子座特異的ChIP法を用いて、βグロビン遺伝子座5'HS5領域と恒常的あるいはNaB
による分化誘導に伴って相互作用する多数のゲノム領域を同定した。分化誘導に伴って5'HS5領域と相互作用す
るあるゲノム領域近傍遺伝子群は、分化誘導に伴って発現が誘導されていた。このことから、分化誘導に伴う5'
HS5領域との相互作用が、協調的な遺伝子発現誘導に関与していることが示唆された。また、インターフェロン
誘導性遺伝子群の核内における動的制御機構の解析の一環として、異なる種由来のdCas9及びタグを使用した
enChIP系を開発し、これら系を用いたenChIPの効率が、実用上十分に高いことを示した。

研究成果の概要（英文）：Using the locus-specific chromatin immunoprecipitation (ChIP) technology, we
 identified many genomic regions interacting with the β-globin gene 5'HS5 region constitutively or 
inducibly by induction of differentiation with sodium butyrate (NaB). Expression of a group of genes
 in the vicinity of the interacting sites was induced by NaB stimulation, suggesting that 
NaB-induced interactions between genomic regions is involved in regulation of the cooperative gene 
expression program. In addition, in an effort to elucidate molecular mechanisms of dynamic 
regulation of interferon-inducible genes, we developed enChIP systems using different dCas9 
orthologues and tags. We further showed that the yields of the novel enChIP systems are sufficiently
 high for their practical use.

研究分野： 分子生物学、エピジェネティクス、クロマチン
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム領域間相互作用が、核内高次構造の
形成を介して、ゲノム機能発現調節に重要な
役割を果たしていることが示唆されている
が、そもそも、ゲノム領域間相互作用を曖昧
性無しに検出する方法は存在していなかっ
た。ゲノム領域間相互作用を検出するための
直接的な方法は、解析対象ゲノム領域を単離
して、その複合体中に含まれる他のゲノム領
域を同定することである。しかし、生体内で
の構造を保持した状態で特定ゲノム領域を
単離し、構成する未知の蛋白質・DNA・RNA を
同定するための方法は限られていた。 
 研究代表者は、生体内でのクロマチン構造
を保存したまま特定のゲノム領域を単離す
る方法として遺伝子座特異的 ChIP 法を開発
した。そして、遺伝子座特異的 ChIP 法を用
いて、特定ゲノム領域を単離してそこに結合
している蛋白質を質量分析法を用いて同定
することに成功した (PLoS One, 2011; 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 2013; Sci. 
Rep., 2013; PLoS One, 2014)。また、特定
ゲノム領域に結合するRNAや他のゲノム領域
の網羅的同定にも成功している。 
 βグロビン遺伝子座 5'HS5 領域は、古くか
らゲノム領域のループ形成や相互作用が示
唆されているが、その実際やその生理学的役
割には不明の点が多い。 
 インターフェロンをはじめとするサイト
カインの遺伝子発現制御も、エンハンサーと
プロモーター領域等のゲノム領域間相互作
用が示唆されているが、その実際や生理的意
義には不明の点が多い。 
 最近の解析によって、dCas9 のゲノムへの
非特異的結合が示唆されている。従って、よ
り特異性を向上させる技術の開発が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、生体内のクロマチン構造
を保持したまま特定のゲノム領域を単離す
る新規方法として、insertional chromatin 
immunoprecipitation (iChIP) 法及び
engineered DNA-binding molecule-mediated 
chromatin immunoprecipitation (enChIP) 
法からなる遺伝子座特異的 ChIP 法を開発し
た。そして、遺伝子座特異的 ChIP 法と次世
代シークエンス法を組み合わせることによ
り（enChIP-Seq 解析）、特定ゲノム領域と相
互作用する他のゲノム領域の網羅的同定に
成功した。本研究提案では、主に enChIP-Seq
法を用いて、解析対象ゲノム領域と相互作用

する他のゲノム領域を網羅的に同定し、ゲノ
ム領域間相互作用がゲノム機能発現調節に
果たす役割を解析した。こうした解析により、
ゲノム領域間相互作用の同定法を確立する
とともに、ゲノム機能発現調節の分子機構の
解明を狙った。 
 
３．研究の方法 
(1) βグロビン遺伝子座 5'HS5領域と相互作
用するゲノム領域の同定とその意義の解析 
 3xFLAG-dCas9 蛋白質とβグロビン遺伝子
5'HS5 領域近傍の配列を認識する 2種類の
sgRNA を発現するレトロウイルスベクターを
構築し、これらを発現するヒト白血病細胞株
K562 細胞由来細胞を樹立した。この細胞を用
いて、enChIP-Seq 法により、5'HS5 領域と相
互作用しているゲノム領域を網羅的に同定
した。K562 は、ナトリウム酪酸塩 (NaB) 処
理により分化が誘導され、グロビン遺伝子を
発現する。分化に伴うゲノム領域相互作用の
変化も解析した。 
 さらに、enChIP-Seq 法により検出された、
5'HS5 領域と相互作用するゲノム領域は、β
グロビン遺伝子の発現調節領域として機能
している可能性に加えて、赤芽球への分化に
伴って発現が協調的に制御されている遺伝
子群である可能性がある。こうした可能性を
調べる目的で、5'HS5 領域と相互作用するゲ
ノム領域近傍に存在している遺伝子の発現
を解析した。 
 
(2) インターフェロン誘導性遺伝子群の核
内における動的制御機構の解析 
 3xFLAG-dCas9 蛋白質と、インターフェロン 
(IFN) 誘導性遺伝子である IRF-1遺伝子プロ
モーター領域の配列を認識するsgRNAを発現
するレトロウイルスベクターを構築し、これ
らを発現するヒト線維肉腫細胞株 HT1080 細
胞由来細胞を樹立した。この細胞を用いて、
enChIP-Seq 法により、IRF-1遺伝子プロモー
ター領域と相互作用しているゲノム領域を、
IFNγ刺激の無い状態とある状態とで、網羅
的に同定した。その結果、IRF-1遺伝子プロ
モーター領域と恒常的あるいはIFNγ刺激に
伴って相互作用する多数のゲノム領域を同
定することに成功した。これらの相互作用ゲ
ノム領域は、IRF-1遺伝子プロモーター領域
と同一染色体上にあるもの 
(intra-chromosomal interactions) と異な
る染色体上にあるもの (inter-chromosomal 
interactions) を含んでいた。 
 enChIP 法を実施する際に問題となり得る



のが、dCas9 の off-target sites への結合で
ある。これを回避するための方法としては、
(i) 刺激の有無や、異なる細胞間での比較に
より、特異的なシグナルを検出する、(ii)標
的ゲノム領域内に複数の異なるsgRNAを設計
し、共通して検出するシグナルを "true 
positives" とする、等の方法がある。本研
究提案では、これらに加えて、(iii) dCas9 
orthologs を用いた sequential enChIP 法を
開発することによって、off-target sites へ
の結合による影響を回避することを目指し
た。 
 
４．研究成果 
(1) βグロビン遺伝子座 5'HS5領域と相互作
用するゲノム領域の同定とその意義の解析 
 解析の結果、5'HS5 領域と恒常的あるいは
NaB による分化誘導に伴って相互作用する多
数のゲノム領域を同定することに成功した。
これらの相互作用ゲノム領域は、5'HS5 領域
と同一染色体上にあるもの 
(intra-chromosomal interactions) と異な
る染色体上にあるもの (inter-chromosomal 
interactions) を含んでいた。Real-time 
RT-PCR 法を用いて、5'HS5 領域と相互作用し
ているゲノム領域近傍の遺伝子発現を解析
したところ、NaB による分化誘導に伴って発
現が誘導されていることが分かった。このこ
とから、NaB による分化誘導に伴う 5'HS5 領
域との相互作用が、協調的な遺伝子発現誘導
に関与しており、"transcription factory"
を形成していることが示唆された。この成果
を Genes to Cells 誌に発表した。 
 
(2) インターフェロン誘導性遺伝子群の核
内における動的制御機構の解析 
 3xFLAG タグを付与した Staphylococcus. 
aureus由来の dCas9 (Sa-dCas9-3xFLAG) の
発現プラスミドを作製した。そして、
Sa-dCas9-3xFLAGを利用したenChIPの効率が、
Sp-dCas9 と同等であることを示した。また、
AM タグを付与した Streptococcus pyogenes
由来のdCas9 (Sp-dCas9-2xAM) のレンチウイ
ルス発現プラスミドを作製した。そして、こ
の系を用いた enChIP の効率が、実用上十分
に高いことを示した。これらの成果を BMC 
Research Notes 誌に発表した。 
 
(3) 関連研究 
 上記の研究成果を一部利用して (i) ニワ
トリの B細胞株における Pax5遺伝子発現調
節機構の解析を行い、その成果を DNA 

Research 誌に発表した。(ii) 生体由来の細
胞で enChIP 解析を実施するために、
3xFLAG-dCas9 を発現するトランスジェニッ
クマウス系統を作製し、その成果を Genes to 
Cells 誌に発表した。(iii) スウェーデンの
グループと共同で、酸素濃度による EPAS1遺
伝子の発現制御機構の解析を行い、その成果
を Biochemical and Biophysical Research 
Communications 誌に発表した。 
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