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研究成果の概要（和文）：我々のグループでは核内受容体 COUP-TFs (COUP-TFI と

COUP-TFII)がマウス網膜錐体視細胞で発現するオプシン遺伝子の発現を制御し背腹軸に沿っ

た空間的発現パターン形成に寄与する事を見いだしており、本研究ではその制御機構について

エピジェネティックな視点から明らかにしようと試みた。マウス網膜背側、腹側の青オプシン

遺伝子プロモーター領域における DNA メチル化状態、ヒト網膜芽腫細胞株で内在性の

COUP-TFs の発現を抑制した時のヒト赤オプシン遺伝子プロモーター周辺領域における DNA

メチル化状態およびヒストン修飾状態の変化を調べてみたが COUP-TFs の直接的な関与は見

いだされなかった。しかし、TRbeta2 によるヒト赤オプシン（マウス緑オプシン）遺伝子発現

制御領域を同定し、さらに COUP-TFs が TRbeta2 によるオプシン遺伝子活性化に対してヒト

とマウスで異なる作用を発揮する事を見いだした。また、クロマチンリモデリング因子の一つ

Brg1 が青オプシン遺伝子の転写活性化に寄与し、その活性化に対して COUP-TFs は抑制的に

働きうる事が分かった。COUP-TFs はこれら因子と相互作用しオプシン遺伝子の発現を制御し

ている事、また、動物種間で異なるオプシンの空間的発現パターンもこれら因子との相互作用

を介して発揮される事が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Previously we demonstrated that COUP-TF nuclear receptors 

contribute to the establishment of dorso-ventral expression pattern of cone opsins in mouse 

retina. In this study I’d like to clarify the mechanism of this regulation by focusing on 

epigenetic mechanism. I analyzed DNA methylation status of dorsal- and ventral-region of 

mouse retina, or DNA methylation and histone modification status in retinoblastoma cell 

line in which endogenous COUP-TFs were knocked down by shRNA. However, significant 

correlation between COUP-TFs expression and these epigenetic status has not been seen 

yet. On the other hand, I identified TRbeta2 regulating genomic region in human red opsin 

gene and found that COUP-TFs show the different effect on TRbeta2-mediated activation 

in this genomic region between human and mouse genome. Furthermore, I found that Brg1, 

a chromatin remodeling factor, activates blue opsin gene expression and COUP-TFs 

suppress this Brg1-mediated activation. These results suggest that COUP-TFs regulate 

cone opsin expression in retina through interaction of these factors, which establishes each 

animal specific cone opsin expression pattern. 
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１．研究開始当初の背景 

 色覚情報を最初にとらえる網膜錐体オプ
シンは動物種ごとに特徴的な網膜内空間的
発現パターンを示す。殊にマウス錐体オプシ
ンは背腹軸に沿って特徴的な発現パターン
を示す事から網膜における空間的発現パタ
ーン形成のモデルとして長年研究されてい
る。しかし、そのメカニズムについてはほと
んど解明されていなかった。我々は BMP シ
グナル、及びその下流遺伝子として同定した
核内受容体 COUP-TFs (COUP-TFI and 

COUP-TFII)がマウス錐体オプシンの空間的
発現パターン制御に関わる事を見いだして
いた。また、ヒト赤オプシン遺伝子の発現が
エピジェネティックな制御（特に DNA メチ
ル化）を受けている可能性が示唆されていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では COUP-TFs を中心に錐体オプ
シンの空間的発現パターン制御について、特
にオプシン遺伝子におけるエピジェネティ
ックな制御に焦点をあててその機構を明ら
かにしようと試みた。ヒトの培養細胞、マウ
ス網膜を中心に研究を進めたが、この研究で
得る事が期待される知見を他の動物種で検
討する事によりメカニズムの普遍性、あるい
は特異性を明らかにしたいと考えた。 

 

３．研究の方法 
（１）マウス青オプシンプロモーター周辺領
域における DNA メチル化状態について、発現
量の少ない背側とそれ以外の領域に胎生１
３日の網膜を分けて Bisulfite sequencing
法により解析を行った。また、成体網膜にお
いては、背側、腹側の網膜より錐体視細胞を
PNA positive/CD73 negative 分画としてソー
ティング回収し調べた。 
 
（２）ヒトオプシン遺伝子、特に赤オプシン
遺伝子のプロモーター周辺領域における DNA
メチル化状態が COUP-TFs を過剰発現、ある

いはノックダウンさせた時に変化するか培
養細胞を用いて Bisulfite sequencing 法に
より解析を行った。また、ヒストンの修飾状
態についてもクロマチン免疫沈降(ChIP)法
により解析した。 
 
（３）赤オプシン遺伝子の発現には COUP-TF
だけではなく thyroid hormone receptor 
beta2 (TRbeta2)が寄与する事が既に知られ
ていた。そこで COUP-TF、TRbeta2 がオプシ
ン遺伝子のどの領域に作用するかを明らか
にするために、赤オプシンゲノムをクローニ
ングし、レポータープラスミドの作製を試み
た。様々な培養細胞を用いてレポーターアッ
セイを行い制御領域の同定と、COUP-TF と
TRbeta2の相互作用についても検討した。 
 
（４）COUP-TFIIのオプシン遺伝子への作用
機序をさらに詳しく解析するために、
COUP-TFIIと相互作用する事が示唆されたク
ロマチンリモデリング因子 Brg1のオプシン
遺伝子への作用について、培養細胞を用いて
検討した。 
 
（５）マウスとはオプシンの空間的発現パタ
ーンが異なるマーモセット、ラット、ゼブラ
フィッシュなどについて COUP-TFsの発現と
の相関性を検討した。オプシン、COUP-TFsの
発現は in situ hybridization あるいは組織
免疫染色法により検出した。 
 
４．研究成果 
（１）オプシン遺伝子の発現が DNA メチル化
による制御を受けている可能性が他のグル
ープから報告されていたため、マウスオプシ
ン遺伝子のプロモーター周辺領域における
DNAメチル化状態を Bisulfite sequence法に
より調べる事にした。青オプシンは転写開始
点より下流 200bp、上流 400 bp 内に７カ所の
CpG サイトが存在した。胎生１３日のマウス
網膜については背側とそれ以外の領域に分



けて解析したが、両領域における DNAメチル
化状態に大きな差は観察されなかった。また、
成体網膜においては背側と腹側に分け、さら
に PNA positive/ CD73 negative 画分として
錐体細胞をソーティング回収し調べたが、背
側、腹側で大きな差は見られなかった。
COUP-TFIと COUP-TFIIの発現は背腹軸で異な
る発現を示し、マウス青オプシンの発現を制
御するが、DNA メチル化への影響は少ないと
示唆された。 
 ヒト赤オプシン遺伝子のプロモーター周
辺領域（転写開始点より上流 500 bp 内）に
は２３カ所の CpGサイトが存在するが、マウ
ス緑オプシン（ヒト赤オプシンの相同遺伝
子）には存在せず、動物種間の発現制御に寄
与する事が示唆された。ヒト網膜芽腫由来
Y79 細胞は錐体視細胞の様相を示す細胞株で
あり、内在性の COUP-TFII の発現を RNAi に
よりノックダウンすると赤オプシンの発現
が上昇する事を見いだした。つまり、
COUP-TFII は赤オプシン遺伝子の発現を抑制
している事が明らかになった。そこで、この
ような状況下でヒト赤オプシンプロモータ
ー周辺領域における DNAメチル化状態に変化
が見られるのか調べてみたが、COUP-TFII の
ノックダウンにより脱メチル化される傾向
が観察されたものの有為な差は得られてい
ない。 
 また、Y79細胞で内在性の COUP-TFs の発現
を RNAi システムでノックダウンさせた時に
ヒストンの修飾状態に変化が見られるか
ChIPアッセイにより検討してみたが、アセチ
ル化ヒストン H3、ヒストン H3K4 メチル化に
おいて変化は観察されなかった。今後、他の
ヒストン修飾についても検討したいと考え
ている。 
 
（２）ヒト赤オプシン遺伝子（マウス緑オプ
シン遺伝子）の発現は thyroid hormone によ
り活性化され、その受容体として核内受容体
TRbeta2 が錐体視細胞で特異的に発現し寄与
している事が分かっていたが、赤オプシン遺
伝子内のどのゲノム領域が TRbeta2により制
御されているか、またどのような因子と相互
作用しているかなどのメカニズムは全く不
明であった。そこで、まず TRbeta2 および
thyroid hormone による赤オプシン遺伝子の
制御領域を明らかにするために転写開始点
より上流約 21 kb、下流約 15 kbのゲノム DNA
をクローニングしレポータープラスミドを
作製し、培養細胞を用いて解析した。その結
果、thyroid hormone 非依存的に TRbeta2 は
転写開始点より上流 300 bp 内で赤オプシン
プロモーターを活性化する事、 thyroid 
hormone により exon-intron のある領域が反
応し TRbeta2と相乗的に転写活性化する事を
見いだした。さらに、COUP-TFII は thyroid 

hormone、TRbeta2 非存在下では転写活性化に
影響を与えないが、TRbeta2、thyroid hormone
による赤オプシン遺伝子転写活性化を抑制
する事が分かった。従って、COUP-TFII は
TRbeta2 に作用し赤オプシン遺伝子発現を抑
制する事が示唆された。今後は、まず TRbeta2
及び thyroid hormone によるエピジェネティ
ックな変化を検討し、COUP-TF によるそれら
がどう影響するか解析したいと考えている。 
 ヒト赤オプシン遺伝子プロモーターのマ
ウス相同領域（緑オプシン遺伝子）を同様に
クローニングし TRbeta2, COUP-TFII の影響
をレポーターアッセイにより調べてみたと
ころ、転写開始点より上流 300 bp 内でヒト
赤オプシン遺伝子同様に TRbeta2による活性
化が観察されたが、興味深い事に COUP-TFII
により相乗的にその活性が上昇する事が分
かった。この事は、マウス網膜に COUP-TFII
を過剰発現させると緑オプシンの発現が上
昇する事と相関する。つまり、TRbeta2 はヒ
ト赤オプシン遺伝子、マウス緑オプシン遺伝
子を活性化するが、COUP-TFII はヒトでは抑
制的に、マウスでは活性化に寄与する事が示
された。動物種間のゲノム配列の違いにより
COUP-TFII の作用が異なる事が示され大変興
味深いと思われる。DNA メチル化状態の違い
（ヒトではこの領域に２３カ所の CpGサイト
が存在するが、マウスでは全く存在しない）
により COUP-TFIIの作用機構が変わるのでは
ないかと仮説を立てて今後調べてみたいと
考えている。 
 
（３）我々のグループは以前、COUP-TFII と
相互作用するマウス網膜内の蛋白質をプロ
テオミクスによりスクリーニングしていた。
相互作用する候補蛋白質の中にクロマチン
リモデリング因子のひとつである Brg1 があ
った。そこで、まず Brg1 がオプシン遺伝子
の発現に影響を与えているか、RNAi による
loss of function、またオプシンプローモー
ターを要するレポータープラスミドを用い
て解析したところ青オプシンプロモーター
の転写活性化に寄与する事を見いだした。さ
らに、COUP-TFIIは Brg1による青オプシン遺
伝子活性化に対して抑制的に働く事を見い
だしている。従って、COUP-TFIIは Brg1 と相
互作用しクロマチンリモデリングに影響し
青オプシン遺伝子発現を制御している事が
示唆された。 
 
（４）マウス網膜では COUP-TFI が腹側に、
COUP-TFII が背側に発現するという特徴的な
発現パターンを示しオプシンの背腹軸によ
る発現を制御している事を見いだしていた
が、他の動物種での COUP-TFs の発現はどう
か調べてみた。ラット及びマーモセットの胎
児網膜では、マウス網膜同様に背側に



COUP-TFII、腹側に COUP-TFI が強く発現して
いたが、免疫染色で詳しく観察してみると、
弱いながらも腹側胎児網膜でも COUP-TFIIの
発現が観察された（マウス腹側網膜では
COUP-TFII の発現はアマクリン細胞を除き観
察されない）。また、マーモセット成体網膜
では錐体視細胞に強く COUP-TFII が発現し、
さらに網膜中心部から辺縁部に掛けてその
発現が強くなる発現傾向が観察された。ゼブ
ラフィッシュでは COUP-TFI, COUP-TFII とも
に背側網膜で強く発現している事が観察さ
れた。このような COUP-TFの空間的発現パタ
ーンの違いがマウスとは異なるオプシンの
発現パターン形成に寄与しているのか今後
明らかにしたいと考えている。特に、マーモ
セットはヒトに近い動物種という事、またヒ
トと同様に黄斑部を持つ事から黄斑部形成
解析にも有用と考えられる。マーモセット網
膜を用いて解析する手段を考えた場合に、や
はり遺伝子の gain of functionあるいは loss 
of function の手法が有用だと考えられた。
そこで、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクター
をマーモセット網膜体外培養の系に導入し
てみたところ血清型により有用な AAVが見い
だされた。AAV を用いてマーモセット網膜を
モデル系として、哺乳類におけるオプシン遺
伝子発現制御機構を in vivo で明らかにして
いきたいと考えている。 
 
 当初の予想では COUP-TFs が直接オプシン
遺伝子の DNAメチル化状態あるいはヒストン
修飾状態を変化させると考えていたが、本研
究により COUP-TFは赤、緑オプシン遺伝子に
対しては TRbeta2 に、青オプシン遺伝子に対
しては Brg1 に作用し転写に影響を及ぼして
いる事が示唆される結果を得た。TRbeta2 及
び Brg1 ともにエピジェネティックな作用を
持つ因子である事が示唆され、COUP-TF はこ
れら因子を介してエピジェネティックな作
用を発揮すると考えられる。また、動物種間
のゲノム配列の違いが COUP-TFの作用の違い
を発揮するという事は興味深くそのメカニ
ズムについて今後明らかにしたいと考えて
いる。 
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