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研究成果の概要（和文）：dCas9をGfap遺伝子プロモーターに結合させる数種のコンストラクトを成熟神経幹細
胞に導入したところ、dCas9の結合が転写開始点に近づくほど遺伝子発現が低下することが明らかとなった。以
上の結果から、enChIP法をエピジェネティクス修飾誘導因子の探索に用いる場合、転写開始点近傍に結合するタ
ンパク質の探索には不向きであることがわかった。しかし、本研究課題の中で、enChIP法が非常に高い領域特異
性をもっていることも得られたことから、標的とする領域がプロモーター領域外や転写開始点から離れた領域で
ある場合においては、結合タンパク質群の探索に十分に有効であることが示唆できた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we tried to establish a new approach to obtain the 
candidate proteins that control the target specificity of epigenetic modification enzymes by 
utilizing CRISPR/dCas9-based enChIP (engineered DNA-binding molecule-mediated chromatin 
immunoprecipitation). We found that dCas9 can bind to the target promoter region with 
high-specificity and without affecting DNA methylation status. However, binding of dCas9 
significantly decreased the target gene expression, especially when binding region of dCas9 is 
located adjacent to the transcription start site. Our findings suggest that CRISPR/dCas9-based 
enChIP has limited utility in the adaptable regions but could be applied as an approach in other 
genomic regions.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経科学　エピジェネティクス　DNAメチル化
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１．研究開始当初の背景 
 個体を形成する多様な細胞種は、分化・産
生の過程でそれぞれ異なるDNAメチル化状態
を獲得する。DNAメチル化は転写抑制作用を有
しており、各遺伝子プロモーター領域に細胞
種特有のメチル化状態が形成されることで、
独自の遺伝子発現パターンが形成される。DNA
メチル化状態が遺伝子ごとに制御されること
を考えると、DNAメチル化状態を領域特異的に
変化させるメカニズムが必要であると考えら
れるが、その分子メカニズムには未だ不明な
点が多い。 
 これまでにDNAメチル化修飾を制御する因
子としてDNAメチル化酵素群（DNMTs）やDNA
脱メチル化関連酵素群（TETs）が同定されて
いるが、これらの因子自身は作用する領域に
特異性を持たない。従って、これらを領域特
異的に作用させる（もしくは阻害する）因子
が他に必要であると考えられる。申請者はこ
れまでに、神経幹細胞のアストロサイトへの
分化制御機構解明に向けた研究の中で、アス
トロサイト特異的遺伝子Gfapのプロモーター
領域特異的にDNA脱メチル化を誘導する転写
因子を同定した (Dev cell 2001,2009)が、領
域特異的メチル化制御の全体像を知るために
は単一因子の解析では不十分である。しかし、
数多く存在するDNA結合因子の中から領域特
異性を制御する因子を同定するのは非常に困
難であり、このような因子を効率的に同定す
るためには、候補因子を網羅的に選出する方
法の確立が必要であると考えた。そこで、近
年開発された標的領域に結合している因子を
網羅的に同定する手法(Fujita T et al, BBRC, 
2013)を応用し、エピジェネティクス修飾が変
化する領域に結合しているタンパク質を特定
することで、エピジェネティクス修飾因子を
領域特異的に作用させている因子を探索する
本解析方法の考案に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CRISPR-Cas 法を用いて標的
ゲノム領域に結合しているタンパク質群を
クロマチン免疫沈降(ChIP)により採取する
方法（enChIP）を応用し、DNA メチル化状
態の変化を誘導する因子を探索する新たな
解析方法の確立を目指した。しかしながら、
enChIP 法は開発されて間もない技術であり、
従ってこれまでに利用された報告も極めて
少ない。そこで本研究課題では、enChIP 法
をエピジェネティクス研究分野に応用する
に際し必要となる種々の条件検討を行い、
enChIP 法がエピジェネティクス修飾誘導因

子の探索に有効な手法となりえるかを検討
するとともに、それらの最適条件の選定を行
うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 １．公共のデータベースを用いて、胚性幹
細胞がニューロンへの分化能のみを保持し
た原始神経幹細胞へ、そしてその後グリア細
胞への分化能も獲得した成熟神経幹細胞へ
と分化していく際にプロモーター領域に
DNA メチル化の変動が誘導される遺伝子群
を特定し、それらのプロモーター領域に
dCas9 を結合させるためのコンストラクト
を作成した。enChIP 法の有効性を検討する
ために、２．dCas9 が十分な領域特異性を有
していることを調べ、その後、標的領域に結
合することにより標的領域の DNA メチル化
状態や、標的遺伝子の遺伝子発現に変動が生
じるかについて検討を行った。また、３．プ
ロモーター領域内で dCas9 が結合する領域
を変化させることにより、dCas9 の結合によ
る DNAメチル化や遺伝子発現への影響が最
も低くなる最適条件を検討した。 
 
４．研究成果 
 胚性幹細胞が始原神経幹細胞へと分化し
ていく際にDNAメチル化が誘導される遺伝子
として Nanog, Oct4 を同定し、始原神経幹細
胞が成熟神経幹細胞へと変化してく際に DNA
の脱メチル化が誘導される遺伝子として
Gfap、S100b を同定した。次に、enChIP の有
効性を調べるために、これらの遺伝子うち
Gfapに絞りdCas9をプロモーター領域へと結
合させるコンストラクトを作成し、原始神経
幹細胞へと導入後、DNA メチル化への影響を
検討した。その結果、dCas9 の結合による DNA
メチル化状態への影響は観察されなかった。
Gfap の発現は原始神経幹細胞においては非
常に低く、成熟神経幹細胞へと変化した際に
開始される。dCas9 の結合による遺伝子発現
への影響を検討するために、dCas9 を Gfap プ
ロモーターに結合させるコンストラクトを
成熟神経幹細胞に導入し、遺伝子発現への影
響を調べた結果、dCas9 の結合により遺伝子
発現が著しく低下することが明らかとなっ
た。そこで次に、dCas9 が結合するプロモー
ター領域内の位置を変え、dCas9 の結合によ
る遺伝子発現への影響が最小となる条件の
探索を行った。その結果、dCas9 の結合が転
写開始点に近づくほど遺伝子発現が低下す
ることが明らかとなった。以上の結果から、
enChIP 法をエピジェネティクス修飾誘導因
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子の探索に用いる場合、転写開始点近傍に結
合するタンパク質の探索には不向きである
ことがわかった。しかしながら、本研究課題
の中で、enChIP 法が非常に高い領域特異性を
もっていることも得られたことから、標的と
する領域がプロモーター領域外や転写開始
点から離れた領域である場合においては、結
合タンパク質群の探索に十分に有効である
ことが示唆できた。 
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