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研究成果の概要（和文）：クロマチンインスレーターは、ゲノム上の個々の遺伝子および遺伝子
座を調節するための境界を形成している。インスレーター結合タンパク質 CTCF がクロマチン・
ループを形成することで、エンハンサー、プロモーター、インスレーターの相互作用が規定さ
れることを見出した。染色体コンフォメーション捕捉法を用いて、ヒト遺伝子座（炎症性サイ
トカイン TNF/LT、サイクリン依存性キナーゼ阻害因子 INK4/ARF）の高次構造を解析した。クロ
マチン・ループの形成とその動態が、炎症応答に働くTNF/LT遺伝子座、細胞老化で働くINK4/ARF
遺伝子座の発現制御に不可欠であった。インスレーターの機能の観点から、超ゲノム（エピゲ
ノム）による生命情報発現の機序のひとつを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Chromatin insulator is a boundary element that controls individual 
gene activity and gene cluster regions. We found that the insulator-binding protein CTCF 
forms chromatin loops and defines interactions between enhancer, promoter and insulator. 
Using chromosome conformation capture assay, we analyzed the higher-order epigenomic 
structure in the human tumor necrosis factor/lymphotoxin (TNF/LT), and INK4/ARF gene loci. 
The chromatin loop formation and its dynamics were required for expression of these gene 
clusters. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類ゲノムにおいて、高次クロマチンレベ
ルの制御が、組織・発生段階・状況特異的に
特定の遺伝子群を選択的に発現することを
可能にしている。この超ゲノム的とも表現で
きる機構には未知の点が多いが、遺伝子のプ
ロモーター、エンハンサー、クロマチンイン

スレーターの時空間的な相互作用が重要な
役割を果たすと考えられる。 
 

２．研究の目的 

本研究では、インスレーター結合因子CTCF
（CCCTC結合因子）の多機能性に着目し、高次
の遺伝情報制御機構を明らかにすることを目
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的とした。具体的には、CTCFのタンパク質複
合体の実体を解明するとともに、その転写調
節、インスレーター（クロマチンの境界）、
クロマチン・ループ形成等の多機能について、
細胞機能と生命現象における意義を明確にす
ることが全体構想であった。CTCFタンパク質
のネットワークの全体像に迫る、世界に先駆
けたゲノム医化学の基盤研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
[1] CTCFタンパク質複合体に関する解析 
1) CTCF複合体の相互作用因子の検討：CTCF
の相互作用分子（CHD8、コヘーシンRAD21）に
ついて、RNA/タンパク質の発現とともに、特
異的な抗体を用いた免疫沈降法、蛍光顕微鏡
による免疫染色、クロマチン免疫沈降によっ
て解析した。 
[2] 遺伝子クラスター領域におけるCTCF複合
体の解析 
1) CTCFとコヘーシンの網羅的エピゲノム解
析：各種の細胞株を用いて、CTCF等に対する
抗体を用いたクロマチン免疫沈降を行い、結
合部位およびインスレーターの候補部位を同
定した。発生分化、疾患に関わる遺伝子クラ
スター等の領域を検討した。同様のクロマチ
ン免疫沈降を行い、遺伝子クラスター内の
CTCF結合部位におけるゲノム上の局在をリア
ルタイムPCR法で検討した。 
2) CTCF複合体によるエンハンサー遮断効果、
転写調節機能の解析：インスレーター機能を
調べるために、遺伝子プロモーターとエンハ
ンサー、CTCF結合配列を組み込んだルシフェ
ラーゼ発現ベクターを作製した。エンハンサ
ー遮断作用、サイレンサー作用等を調べた。 
3) CTCFおよび相互作用因子のRNA干渉法によ
るノックダウン：CTCF、RAD21に対するsiRNA
をヒト培養細胞に適用し、ノックダウン下で
の遺伝子クラスターの発現をリアルタイム
RT-PCR法で検討した。 
4) chromosome conformation capture（3C）
アッセイ：上記のゲノム領域において、適当
な制限酵素・ライゲーション反応を用いた3C
アッセイを行い、細胞内での立体的なクロマ
チン・ループ形成について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) CTCFとコヒーシンのゲノム上の結合部位
を網羅的に明らかにした。これらのタンパク
質は、ヒトゲノム上に 10,000 個以上の共在
部位を認めたが、単独の集積部位や組合せの
異なる集積部位があった。また、集積部位は
遺伝子のプロモーター近傍、遺伝子のボディ、
遺伝子間などに位置していた。 
(2) CTCF複合体の細胞機能と生命現象におけ
る意義を明らかにするため、CTCF および相互
作用分子の ChIP-Chip または ChIP-Seq（シー
クエンス）解析に基づき、CTCF が関与する遺

伝子クラスター領域を分析した。 
3C 解析を用いて、INK4/ARF 遺伝子座

（p15/ARF/p16）では、線維芽細胞の老化時
に、CTCF の発現低下によるクロマチン･ルー
プ形成の解除と転写抑制能の減少がおこり、
INK4（p15/p16）遺伝子が発現誘導されるこ
とが判明した。また、炎症刺激を受けた肝癌
細胞の TNF/LT 遺伝子座（ ）で
は、エンハンサー、プロモーター、インスレ
ーターの相互作用が動的に変化することで、
この 3遺伝子が経時的に発現誘導がおこるこ
とが分かった。 
このように、ヒト疾患・病態に関わる遺伝

子クラスターに解析の焦点を当てることで、
細胞機能と生命現象における意義が明確に
なった。 
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