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研究成果の概要：生物の形態形成に重要な役割をもつ HOXA 遺伝子群の発現調節機構を明ら

かにする目的で、この遺伝子領域のクロマチンインスレーターの同定と解析を行った。クロマ

チンインスレーターは異なる制御を受ける遺伝子間に存在し、互いに干渉しないように染色体

上に境界を形成する役割を持つと考えられている。HOXA 遺伝子領域においてクロマチンイン

スレーターがクロマチンループ構造を形成し、この領域の転写制御に働く事が明らかになった。
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１．研究開始当初の背景
高等生物のゲノムは、細胞核および染色体全
体というグローバルな制御を受けるととも
に、各々の間期染色体は数 10～数 100 kb の
ローカルな機能ドメインを形成している。例
えば、ゲノムインプリンティングを受ける遺
伝子領域、βグロビン遺伝子領域、HOX 遺
伝子領域やT細胞レセプター遺伝子領域など
が機能ドメインを形成していると考えられ、
ドメイン単位の制御が正常な発生・分化に不
可欠である。このドメイン構造が存在するこ
とで、ドメイン内の遺伝子は特定のエンハン
サーやサイレンサー、LCR(locus control 

region)などによって特異的発現制御を受け
る。隣接するドメイン間には構造的および機
能的な境界を規定する DNA 配列（インスレ
ーター）が存在し、ドメインの範囲を越えて
互いに影響することを阻止している。つまり、
インスレーターはドメイン外のエンハンサ
ー等による不必要な転写の活性化やヘテロ
クロマチンの拡張等による遺伝子の不活性
化をブロックする活性を持つと考えられて
いる。しかし、インスレーターによる染色体
ドメインの形成機構、インスレーター領域の
クロマチン構造、インスレーターの本質的な
分子機構の詳細は未だ不明である。インスレ
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ーターの研究はショウジョウバエで比較的
進んでいるが、主にインスレーター配列と結
合タンパク質の同定に重点があり、インスレ
ーターの機能の本質に至っていない。哺乳類
では、CTCF タンパク質がインスレーターに
結合し、その活性を担う分子として理解され
ている。現在までに CTCF はゲノムインプリ
ンティングの制御、X 染色体の不活性化、β
グロビン遺伝子ドメイン構築などに関与し
ていることが示されており、CTCF は様々な
発生現象に重要な役割を果たしている。

２．研究の目的
哺乳類のゲノム上の個々の遺伝子はプロモ
ーター・エンハンサー等の制御配列および転
写調節因子、ヒストン修飾等のクロマチンで
制御されている。しかし、組織特異性の異な
る遺伝子群が隣接する場合でもそれらの特
異的調節機構は互いに干渉しない。このこと
は染色体の機能ドメインの形成や高次の遺
伝子発現制御の存在を示唆する。クロマチン
インスレーターは、染色体上に機能的な境界
をつくり、エンハンサーなどの制御配列が働
く遺伝子と働かない遺伝子を区分している。
その結果、組織・時期特異的な遺伝子発現パ
ターンを可能にする転写機能ドメインが染
色体上に構築される。そのような機能ドメイ
ンを構築していると予想される遺伝子領域
として HOX 遺伝子領域が挙げられる。この
遺伝子領域では、隣接した遺伝子が時空間的
に制御され、厳密な発現様式が確立・維持さ
れている。PcG タンパク質群や trx タンパク
質群による制御に加え、時期・組織特異的エ
ンハンサーが複数同定されており、それらは
特定の遺伝子のみに作用するように調節さ
れていることから、そこにはインスレーター
による制御の関与が強く示唆される。本研究
では HOX 遺伝子領域をモデルとし、この領
域のインスレーターの同定と高次クロマチ
ン構造の解析を行い、HOX 遺伝子調節にお
けるインスレーターの分子機構の解明を試
みる。

３．研究の方法
(1) HOX 遺伝子領域のインスレーターの同
定：クロマチン免疫沈降とジーンチップを用
いた ChIP-on-chip 解析により、染色体上の
CTCF タンパク質の結合領域を同定する。
(2) CTCF 結合領域のインスレーター活性の
検討：エンハンサーによって活性化されるル
シフェラーゼ遺伝子をもつレポーターベク
ターのエンハンサーとプロモーターの間に
インスレーターの候補配列を挿入し、その配
列がエンハンサーの働きを防ぐ活性（インス
レーター活性）を持つか評価する。
(3) 遺伝子ノックダウンによる HOX 遺伝子
の発現変化の解析：合成２本鎖RNA（siRNA）

を培養細胞に導入し、CTCF 遺伝子の発現抑
制を行い、HOX 遺伝子群の発現量を定量
PCR で解析する。
(4) DNAメチル化によるインスレーター制御
の解析：CTCF はその標的配列がメチル化を
受けると結合が阻害される事が知られてい
る。異なる培養細胞間で CTCF の結合様式が
異なる場合に、DNA のメチル化が関与する
のかを Bisulfite 法を用いて解析する。
(5) HOX 遺伝子領域のクロマチン構造解析：
インスレーターによるクロマチン高次構造
形成を明らかにするため、3C(Chromosome 
conformation capture)解析をおこなう。細胞
核内で、離れた染色体領域間の相互作用を調
べる事が出来る。 
(6) 進化的に保存されたインスレーター配列
の同定：ヒトの培養細胞で同定したインスレ
ーターが、マウスにも存在するか塩基配列比
較とマウス細胞を用いたクロマチン免疫沈
降法により解析する。

４．研究成果
(1) HOX 遺伝子領域のインスレーターの同
定：HeLa 細胞（子宮頸癌）、HCT116 細胞（大
腸癌）および Hep3B 細胞（肝臓癌）を用い
て CTCF の ChIP-on-chip 解析を行った(下
図)。

HOXA 遺伝子領域に少なくとも６カ所の
CTCF 結合領域（HA1-6）が存在する事を明
らかにした。さらに、ゲルシフト解析により、
in vitro での結合と詳細な結合部位を確認し
ている。
(2) CTCF 結合領域のインスレーター活性の
検討：Hep3B 細胞と下図のレポーターベクタ
ーを用いて解析を行った。

pHLE のルシフェラーゼ活性を 100 とし、
HA1-HA6 の断片をエンハンサーと遺伝子間
に挿入したもの（pHLIE-F,pHLIE-R）のル
シフェラーゼ活性を測定し、エンハンサーと
プロモーターの相互作用を妨げる活性を持
つか調べた。また pHLEI により HA 断片の
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サイレンサー活性を調べた。解析の結果、
HA1-HA5 はインスレーター活性を持つ事が
示されたが、HA6 には見られなかった。
(3) 遺伝子ノックダウンによる HOX 遺伝子
の発現変化の解析：Hep3B 細胞に siRNA を
導入し、４日後に RNA を抽出し、逆転写反
応後に定量 PCR 解析を行った。

CTCF のノックダウンにより多くの HOXA
遺伝子群で発現の上昇が見られた。この結果
は CTCF が HOXA 遺伝子群の発現調節に関
与する事を示す。 
(4) DNAメチル化によるインスレーター制御
の解析：ChIP-on-chip 解析の結果、HeLa 細
胞ではHA6にCTCFの結合が無く、HCT116
細胞では HA5 に結合が見られなかった。そ
こで、HA5 と HA6 の DNA メチル化状態を
Bisulfite 法により解析した。

Sodium bisulfite でゲノム DNA を処理後、
HA5,HA6 領域を PCR で増幅し、クローニン
グを行った。それぞれ 10 クローンをシーク
エンス解析した。Hep3B 細胞は HA5,HA6
ともに低メチル化（白丸）であったが、
HCT116細胞ではHA5が高度にメチル化（黒
丸）されており、HeLa 細胞では HA6 が高度
にメチル化を受けていた。この結果は CTCF
の結合に DNA のメチル化による制御が働く
可能性を示唆する。
(5) HOX 遺伝子領域のクロマチン構造解析：
Hep3B 細胞を用いて 3C 解析を行った。HA4
との相互作用を見た結果を下図に示す。 

HA4 は HA2 と HA3 の領域と細胞核内で近

接して存在し、クロマチンループを形成する
事が示唆された。

(6) 進化的に保存されたインスレーター配列
の同定: HOXA 遺伝子領域の CTCF 結合領域
HA1-HA6 についてヒト-マウス間で塩基配
列比較を行った。その結果、マウスにも相同
配列が存在する事が分かった。さらに、マウ
ス ES 細胞,EC 細胞を用いたクロマチン免疫
沈降の結果、それら保存配列に CTCF が結合
する事が分かった。ゲルシフト法により in 
vitro での結合も確認している。HA1-HA6 が
進化的に保存されているという事はこれら
の配列が重要な役割を持つ事を示唆する。

クロマチンインスレーターが介するクロ
マチン高次構造変換による遺伝子発現制御
の研究は国内外において先駆的な研究であ
り、今後転写研究において重要なものになる
と予想される。本研究では HOXA 遺伝子領
域のインスレーターを同定し、遺伝子発現制
御に関与する事、クロマチン高次構造形成に
関与する事を明らかにしたが、今後この遺伝
子群の発現制御とクロマチン高次構造変換
の関係を明らかにしていく必要がある。発生
段階、異なる組織間でのクロマチン高次構造
の違いを調べていきたい。また、本研究でマ
ウスにおいても HOXA 領域のインスレータ
ー配列の存在が明らかとなったので、インス
レーター配列の欠損細胞や個体を用いてそ
の機能を調べたい。

本研究対象の HOX 遺伝子は、細胞の位置
情報の記憶に関与していると考えられてい
る。iPS 細胞作製時の細胞の初期化によって、
細胞の位置情報の消去、すなわち HOX 遺伝
子の発現も消去される事が分かっている。ま
た、ES 細胞を in vitro で様々な細胞に分化
させる事が出来るが、位置情報を決めるHOX
遺伝子群の発現の調節までは出来ていない。
将来、iPS や ES 細胞から組織・臓器を形成
する際に HOX 遺伝子群の発現調節が必要に
なると予想され、再生医学の分野の研究にも
寄与できると思われる。
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