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研究成果の概要（和文）：マウス肢芽の Shh 遺伝子は、進化的保存配列の MFCS1 によって発現を

制御される。MFCS1 には、多指症を呈する点突然変異が多数報告されており、この変異領域に

焦点を当てて詳細に解析を行った。マウスの Hx 変異領域に結合する因子の網羅的探索の結果、

Msx1 を同定した。一方、マウスの他の 3カ所の変異領域は特定の因子の結合が失われる機能欠

損型であることが示唆され、多指の原因となる Shh の異所性の発現に異なる二つの分子メカニ

ズムが関与することが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： Shh is localized in the posterior mesenchyme of limb buds, which 
is regulated by limb-specific enhancer named MFCS1. A number of mutations are known in 
the mammalian MFCS1, most of which cause preaxitial polydactyly. A yeast one-hybrid screen 
identified Msx1 as a transcription factor binding to the Hx-mutated site. In the Hx mutant, 
Msx1 can bind to the substituted Hx-site in MFCS1. By contrast, in other three mouse mutant, 
their single-base substitutions likely abolish repressor-binding sites in MFCS1 and 
thereby lead to the ectopic Shh expression in the anterior bud. Thus, this study revealed 
that there are two types’ molecular etiologies in preaxitial polydactyl mutations. 
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１．研究開始当初の背景 
異なる脊椎動物種間のゲノム比較によっ

て、非翻訳領域においても種間でよく保存さ
れた領域の存在が明らかにされている。その
中には、ヒトとサカナにおいても 100 bp 以
上の高度な保存性を示すものも存在する。レ
ポーター遺伝子の発現解析などにより、多く
の保存配列が組織特異的エンハンサーとし
て機能することが示されている。しかし、一

般的に転写調節因子の足場として必要とさ
れるのは、ゲノム上の数～数十塩基程度であ
り、なぜ数百から千塩基にも及ぶ配列が進化
的に保存されてきたのか明らかではない。 
Shh は、胚発生の形態形成過程における重要
性から、最も組織特異的エンハンサーの解析
が進んでいる遺伝子のひとつであり、高度保
存配列の機能解明のための優れたモデルと
なる。我々の所属研究室や海外のグループに
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より、神経組織におけるエンハンサーをはじ
め、四肢や口腔上皮、消化管のエンハンサー
も同定され（Epstein et al., Development, 
1999; Lettice et al., Hum. Mol.Genet., 
2003; Sagai et al., Mammal Genome, 2004; 
Sagai et al., Development, 2009）、そのい
ずれも脊椎動物種間の保存性を有している。
中でも四肢のエンハンサーである MFCS1 に
関しては機能に関する知見が最も蓄積して
おり、ヒト・マウスの多指症の研究から、エ
ンハンサー内に多くの点突然変異が見つか
っていることに加え、ノックアウトマウスの
解析によって肢芽での Shhの発現に必須の配
列であることが示されている（Sagai et al., 
Development, 2005）。しかし、MFCS1 が全体
的に失われたか、部分的に変化したかによっ
て、欠指と多指という逆の表現型が得られて
おり、個々の実験事実を統合して機能の解釈
をすることが現状では非常に困難である。 

MFCS1 に結合する転写調節因子としては、
5'Hoxd、Pbx1 が報告されており(Capellini 
et al., Development, 2006)、特に5'Hoxd は、
Shh 発現に必須の上流因子とされている。た
だし、Hoxd13 や Hoxd10 の発現領域は Shh の
それに比べて広く、転写活性化因子だけでな
く抑制因子も含めた複雑な制御機構が必要
とされると考えられる。 

また、申請者らが行った 3D-FISH解析では、
MFCS1 ノックアウトマウスの肢芽で Shh翻訳
領域の空間配置が野生型のものとは異なっ
ており、染色体の高次構造変化に関与するク
ロマチンリモデリング因子の結合も示唆さ
れている（Amano et al., Dev. Cell, 2009）。
このように、最も解析の進んでいる Shh のエ
ンハンサーにおいても結合因子の同定・機能
解析は不十分であり、発現調節機構の実体の
解明には至っていない。 
 
２．研究の目的 

特定の組織に特定のタイミングで正確に
遺伝子を発現させるには、複雑な転写調節情
報が秩序だって管理されなければならない。
申請者は、Shh 遺伝子座の周辺に存在する進
化的保存配列を転写調節領域のモデルとし、
トランス因子の情報がエンハンサー配列上
でどのように集積され、処理されていくのか
を明らかにする。これにより、非翻訳領域に
存在する保存配列が一定の長さを持ったま
ま進化的に維持されてきた生物学的意義を
理解する。 

本研究では、非翻訳領域の種間保存配列が
進化の中で維持されてきた生物学的意義の
解明を主眼とする。そのために、Shh の肢芽
エンハンサーである MFCS1 を対象として、そ
の機能エレメントの網羅的かつ詳細な解析
を行う。具体的に、以下の二つの点に着目し
て実験を進める。 

(1) MFCS1 結合因子の同定と機能解析 
多指症を呈する点突然変異の位置は、1.2 

Kb の長さを有する MFCS1 内に散在している
ことから、複数の機能エレメントの存在が予
想される。Shh 発現における個々のエレメン
トの機能を知るために、MFCS1 に結合するト
ランス因子を探索する。 
(2) Hoxd13 の Shh 発現に及ぼす効果の解明 

Hoxd13がMFCS1に結合することは既知であ
るが、MFCS1 内に 11 個存在するコンセンサス
配列をどのように利用しているのか明らか
ではない。本研究では、in vivo と in vitro
の系を用いて、正常発生中に実際に使用され
ている Hoxd13 結合サイトを明らかにし、そ
の結合量に応じた Shhの発現レベルの量的な
制御について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) Hx 結合因子の探索 
Hx は多指症のマウスであり、MFCS1 内に点

突然変異を有し、マウス発生肢芽前側で異所
的な Shh 発現を示す。申請者らは、ゲルシフ
トアッセイにより、この Hx 点突然変異を含
む 40 bp の DNA 断片にマウス肢芽の核タンパ
ク質が結合することをすでに明らかにして
いた。この結合する因子を同定するために 40 
bp の DNA 断片の DNA 断片を用いたイースト
ワンハイブリッド法を行い、対象 DNA 断片と
相互作用する因子の同定を行う。 
得られた結合因子に関しては、ルシフェラ

ーゼアッセイにより転写活性能を評価する。 
(2) MFCS1 フラグメントの機能解析 

Hx 点突然変異を含む 40 bp の DNA 断片を
LacZ レポーターカセットにつなげて作製し
たトランスジェニックマウスは、肢芽の前側
のみでレポーターを発現させることをすで
に確認している。これは特定のエレメントが
MFCS1 内の他の領域とは独立に機能し得る
ことを示している。Hx 以外の多指症を生じる
点突然変異に関してもその領域含む DNA断片
を用いたレポーターコンストラクトを調製
してトランスジェニックマウスを作製し、レ
ポーターの発現パターンを調べる。ここでは
MFCS1 内のそれぞれの領域が独立に有する
機能に着目する。 
さらに、MFCS1 から対象のフラグメントを

欠損させたコンストラクトを用いてレポー
ターの発現パターンを調べ、MFCS1 全体の発
現活性に与える効果を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) Hx 変異領域に結合する因子の同定 
Hxタイプの点突然変異を有する 20 bp を酵

母に組み込み、マウスの 11.5 日胚の前肢芽
から得られた cDNA を用いてイーストワンハ
イブリッド法を行った。得られた 45 個のク
ローンについて、配列の決定を行った。タン



パク質の翻訳領域を含む 14 クローンに関し
て、陽性・偽陽性の判定を行った。この結果、
Hx 変異領域に結合する因子として Msh-like
ホメオボックスタンパク質の Msx1 が同定さ
れた。 

DNA配列の変異に伴うMsx1の結合能の違い
を調べるために、Msx1 を発現している 11.5
日胚の肢芽から核タンパク質を抽出し、ゲル
シフトアッセイを行った。Hx 点突然変異を含
む 40 bp の DNA 断片と対応する野生型の DNA
断片では、Hx変異型の DNA 断片のみ特異的な
バンドのシフトが起こ
り、肢芽タンパク質の結
合がこの点突然変異に
依存して起こることが
明らかにされた（図 1）。
さらに、抗 Msx1 抗体を
用いたスーパーシフト
アッセイにより、この肢
芽の核タンパク質が
Msx1 であることを確認
した。 

Msx1 の MFCS1 を介し
た転写に対する影響を
調べるため、NIH3T3 細胞を用いたルシフェラ
ーゼアッセイを行った。レポーターコンスト
ラクトとして、1.2 Kb の野生型と Hx 変異型
の MFCS1配列をホタルルシフェレースにつな
いだものを用いた。Msx1 は、転写に対して負
の制御を行うことを示した報告が多く、一般
的に転写抑制因子として機能すると考えら
れている。実際に申請者らの行ったルシフェ
ラーゼアッセイでは、Msx1 を単独に発現させ
た場合に、Hxタイプの変異の有無に関わらず、
レポーターの転写を活性化させる作用は認
められなかった。 

歯芽発生において、Msx1 は Pax9 と複合体
を形成し、転写を正に制御することが知られ
ている。Msx1 と Pax9 を共発現させた細胞に
おいては、Hx変異型の MFCS1 配列を有したレ
ポーターコンストラクトでのみ、有意なルシ
フェラーゼ活性の上昇が認められた。11.5 日
胚の肢芽では、Msx1 も Pax9 も前側間充織で
の発現が観察されることから、Msx1-Pax9 複
合体によってHxの肢芽前側での異所的なShh
が誘導されていることが示唆される。 
(2) 点突然変異領域の DNA 断片を用いた in 
vivo レポーターアッセイ 

MFCS1 内にはヒトやマウスで多指症を呈す
る点突然変異が複数報告されている。ヒトの
5ヶ所、マウスの Hx 以外の 2ヶ所、ニワトリ
の 1ヶ所のそれぞれの領域について、タンデ
ムリピートのレポーターコンストラクトを
調製してトランスジェニックマウスを作製
し、レポーターの発現パターンを解析した。
他の点突然変異を含む DNA 断片は Hx とは異
なり、肢芽の前側にレポーター遺伝子の発現

を誘導することはなかった。このことから、
肢芽エンハンサー内に変異を有し、多指とい
う一見同様に見える症状を呈していてもそ
のエンハンサー上では異なる制御がなされ
ていることが示唆された。特に Hx は、正常
には結合しない Msx1 タンパク質が結合する
ようになることから、Gain of function タイ
プの突然変異であることが明らかにされた。 
(3) Shh を異所的に発現させる二つの異なる
メカニズム 
Hx タイプの点突然変異領域には、Msx1 が

結合するようになることから、Hx は gain of 
function 型の変異である。他の変異領域がど
のようなメカニズムで機能しているのか調
べるために、Hx、M100081、M101116、DZ の四
種類の点突然変異領域に関して、変異した一
塩基を欠失させた MFCS1フラグメントをそれ
ぞれ作成し、トランスジェニックマウスを用
いた LacZ レポーターアッセイを行った。
M100081、M101116、DZ の三種類に関しては、
一塩基欠失によっても一塩基置換の場合と
同様の LacZ の肢芽前側での異所性の発現が
認められた。このことから、M100081、M101116、
DZ の突然変異は、Hx とは異なって、本来結
合するはずの転写因子の結合が阻害されて
いる loss of function 型であることが示唆
された（図 2）。 

 
(4) MFCS1 に対する Hoxd の作用 
Shh 発現に必要とされる転写因子 Hoxd13 

に関しては、クロマチン免疫沈降法によって
MFCS1 との結合が既に報告されている。MFCS1
には 11個の Hoxd 予想結合配列が認められた
が、その内の 3か所に関して、変異を入れた
コンストラクトをそれぞれ作製し、NIH3T3 細
胞を用いてルシフェラーゼアッセイを行っ
た。どの Hoxd 予想結合領域を破壊した場合
においてもレポーターの発現レベルが 1～2
割程度低下したことから、少なくともこの 3
か所の Hoxd 結合領域は、Shh の発現に際して
同程度の貢献をしているようであった。 
さらに、1.2 Kb の MFCS1 を分割し、300 bp

前後の短い DNA 断片を用いて LacZ レポータ
ーコンストラクトを作製した。それぞれの
DNA 断片は、１～４つの Hoxd 予想結合配列を

図 2：MFCS1 から M100081 変異を示す一塩基を除去
すると前側で過剰な LacZ レポーターの発現が見られ
る（矢印）。 



含むように設計した。11.5 日胚のマウス肢芽
組織において LacZ の発現を調べたところ、
１～３つの Hoxd 予想結合配列を含むレポー
ターコンストラクトでは、いずれも LacZ の
発現活性が認められなかった。一方、４つの
Hoxd 予想結合配列を含むレポーターコンス
トラクトでは、肢芽後方の間充織に LacZ 発
現が観察された。この結果から、正常な Shh
の発現には、MFCS1 内の複数か所に一定数以
上の Hoxd13 が結合することが必要とされる
ようである。Shh の発現量の調節に、転写を
活性化する因子の結合状態という量的な制
御が関与する可能性が示された。 
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