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研究成果の概要（和文）：染色体クロマチン構造がダイナミックに変化する発生過程において、Polycomb Group
 (PcG) 遺伝子は主要なクロマチン構造制御因子である。特にマウスCbx2は生殖腺形成および性分化に必須であ
ることが明らかな唯一のPcGメンバーである。本研究課題では、マウスPcG標的遺伝子領域のin vivo特性を明ら
かにする目的で、研究分担者高田が開発した効率の良いマウスCRISPR/Cas9ゲノム編集システムにより、当該ゲ
ノム領域欠失マウスを作成し、個体レベルでの標的ゲノム領域の機能検証を行う研究基盤を整備した。

研究成果の概要（英文）：In the course of embryonic development, he polycomb group (PcG) proteins are
 major chromatin components that are involved in the regulation of target genes. Mice lacking the 
function of the PcG protein Cbx2 show defects in gonadal, adrenal, and splenic development. In 
particular, XY Cbx2 KO mice develop ovaries but not testes, and the gonads are hypoplastic in both 
sexes. How Cbx2 regulates target genes in development of these tissues remains largely unknown. In 
this project, we tried to identify the target region of Cbx2 in embryonic gonad, and further delete 
the region by CRISPR-Cas9 genome editing in mice, to analyze the molecular mechanisms of Cbx2 in 
developing gonad. 
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１．研究開始当初の背景 
 
染色体クロマチン構造がダイナミックに変
化する細胞分化課程において、Polycomb 
Group (PcG) 遺伝子は主要なクロマチン構
造制御因子である。特に Cbx2 は生殖腺形成
および性分化に必須であることが明らかな
唯一の PcG メンバーである。一方、我々研
究グループおよび海外の複数の研究グルー
プの精力的な次世代シークエンサーを用い
たヒト性分化疾患原因遺伝子変異解析が行
われているが、CBX2 変異は 46,XY complete 
gonadal dysgenesis 疾患原因遺伝子変異が
1 例 報 告 さ れ て い る に す ぎ な い 
(Biason-Lauber et al., Am. J. Hum. Gnet., 
2009)。 さらに追加解析を行ったカロリン
スカ研究所からは性分化疾患患者集団に病
原性の高い CBX2 変異はなかったという報
告がされている (Norling et al., Fertil. 
Steril., 2013)。 
 
２．研究の目的 
マウス PcG 標的遺伝子領域の in vivoにお
ける機能を明らかにする。さらに、ヒト疾
患との関連性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究課題では、生殖腺形成に関わるマス
ター遺伝子を制御する Cbx2 に焦点をあて、
マウス胚由来細胞における Cbx2 標的ゲノ
ム領域を同定した。さらに CRISPR/Cas9 ゲ
ノム編集システムにより標的ゲノム領域欠
失マウスを作成し、個体レベルでの標的ゲ
ノム領域の機能検証を行うツールを作成し
た。 
 
４．研究成果 
マウス胚生殖隆起由来細胞を用いたクロマ
チン免疫沈降(ChIP)を行い、Cbx2 標的遺伝

子として Nr5a1 遺伝子ゲノム領域内非翻訳
領域 2kb を同定した。研究分担者高田が開 
発した、効率の良いマウス CRISPR/Cas9 ゲ 
ノム編集システムにより、当該ゲノム領域 
を欠失するマウスを作成した。合計 152 個
のmicroinjectionを行った胚から6種類の
欠失領域を持つマウスラインを得た(図を
参照）。今後、当該領域の in vivo における
機能を明らかにし、性分化分子機構解明に
おいて、新たなゲノム上の解析対象領域を
提示する可能性がある。 
 
一方マウスにおいて Cbx2 変異による広汎
な表現型が明らかになった。そのため、
Cbx2KO マウス表現型解析を進め、出生後骨
組織、聴覚組織などにおける表現型を見出
し、一部学会発表を行った。これまで性分
化疾患患者にCBX2変異が上述の1例のみの
報告である。我々の保有する原因不明の性
分化疾患においても病原性のある CBX2 変
異は認められていない。CBX2 は多くの組織
で発現していることから、有害な CBX2 変異
を持つ患者は生殖に関わる組織以外にも広
範な症状を呈する可能性が考えられる。 
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