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研究成果の概要（和文）： 
転写因子は、遺伝子発現調節領域の DNA 配列に結合すると同時に、多様なパートナー分
子（コファクター）、クロマチン修飾酵素と転写複合体を作ってターゲット遺伝子群の発現

調節に働く。本研究では、特異抗体を用いずに転写複合体形成分子の Mass Spec 同定や
ChIP-Sequence法を行う方法として、Tandem Affinity Purification（TAP）-tagを用い
た二重精製法に利用可能なトランスジェニックマウスを作成することを試みた。この

Transgenicマウスは臓器特異的・時期特異的に TAP標識転写因子を発現することが可能
であり、特異抗体に頼らない新しい in vivo 転写因子作用メカニズム解析に用いる実験系
として期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Transcription factors form multi-protein complexes with various partner proteins including 
non-DNA binding co-factors and chromatin remodeling enzymes, and regulate expression 
patterns of numerous target genes.  In this study, we generated transgenic mouse lines 
that express a transcription factor containing Tandem Affinity Purification (TAP)-tag.  
These transgenic mice express TAP-tag proteins tissue-dependently in an inducible 
manner, and are applicable to various experiments such as mass spec analyses of 
transcriptional co-factors as well as ChIP-sequening of target genes.  Such studies will 
help dissection of molecular mechanisms of in vivo transcriptional regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	 心血管系の分化・形態形成と成熟機能は循
環器系のみならずあらゆる臓器のため必須
であり、その精緻な調節メカニズムの解明は
医学の重要な課題である。	 

	 転写調節因子（転写因子）は、遺伝子発現
調節領域の DNA 配列に結合すると同時に、多
様なパートナー分子（コファクター）、クロ
マチン修飾酵素と転写複合体を作って働く。
発生シグナル・環境要因・病的刺激などの上
流制御系が、転写複合体を構成する多様な分
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子の機能を修飾することにより、時間・空間
特異的な遺伝子発現調節が行われる。一方、
ひとつの転写複合体が制御する下流遺伝子
は多数にわたり、それらの遺伝子群の発現制
御により細胞全体の機能・形質の劇的な変化
をもたらす。	 
	 このように、転写複合体による遺伝子発現
調節は「ゲノム遺伝子数をはるかに越えた多
様な細胞分化・臓器機能調節の根幹」として
働き、その破綻は様々な病態に直結する。こ
の見地より私達は、心血管系の分化・形態形
成・成熟機能の制御に働く転写因子の研究を
行ってきた。	 
 
２．研究の目的 
 
	 転写因子による遺伝子発現調節は、心血管
系の発生・形態形成・成熟機能の制御におい
て中心的な役割を有し、多数の心血管系転写
因子が様々な循環器疾患の病因、病態生理に
関与する。	 
	 転写因子の機能メカニズム、特に、「複合
体形成を介した転写調節機構」と「ターゲッ
ト下流遺伝子群」の解析法である IP-Mass	 
Spec 法（Bienvenu	 et	 al.,	 Nature	 2010）や
ChIP-Sequence 法（Park,	 Nature	 Rev	 Genet	 
2009）は近年開発されたポテンシャルの高い
網羅的解析法であるが、対象分子に対する感
度と特異性に優れた抗体が無い場合には行
うことができない。幅広く多数の転写因子に
適用できる実験法として利用するためには、
抗体の有無に左右されないシステムを確立
することが重要と考えられる。	 
	 そこで今回、感度・特異性ともに優れた
「Tandem	 	 Affinity	 Purification（TAP）-tag
を用いた二重精製法」（Rigaut	 et	 al.,	 Nat	 
Biotechnol	 1999）を採用し、抗体を用いな
い解析法の導入を試みた。	 
 
３．研究の方法 
 
私達は以前、心血管系特異的な新しい basic	 
helix-loop-helix（bHLH）型転写因子ファミ
リーHrt1/Hrt2/Hrt3を同定した（Nakagawa	 et	 
al.,	 Dev	 Biol	 1999）（図 1、panel	 A•B）。ま
た、Hrt ファミリーが発生期の細胞分化や形
態形成に重要な Notch 情報伝達系により活性
化される転写因子であることを報告した
（Nakagawa	 et	 al.,	 PNAS	 2000）。さらに、
Hrt 転写因子が転写複合体形成を介して多様
な生理作用調節に働くことを示した
（Kathiriya	 et	 al.,	 J	 Biol	 Chem	 2004）。
一方、Hrt2	 ノックアウト（KO）マウスは心
室中隔欠損症（VSD）などの心奇形を示して
生後すぐ死亡すること、心筋特異的 Hrt2	 
conditional	 KOマウスが心室筋における心房
型遺伝子の異常発現により成長後の心機能	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
不全を呈すること（Xin	 et	 al.,	 PNAS	 2007）
を発見した（図 1、panel	 C•D）。このように、
Hrt2 転写因子が胎生期の心臓形態形成・生後
の心機能調節の双方に重要な役割を有する
ことから、今回まず Hrt2 を解析対象として、
様々な転写因子に対して用いることができ
る新しい機能解析システムの創出を目指し
た。 
	 図２に模式的に示したように、TAP 精製法
は、２種類の異なるエピトープをもった tag
を用いて二段階の精製を行うことにより、分
子の精製度の高めることができる。先述のよ
うに、このトランスジェクニックマウス組織
を TAP 精製法に適用することにより、図２の
(A)	 に示した Hrt2 転写因子と複合体を形成
する分子の同定、(B)	 に示した Hrt2 転写因
子複合体が結合する遺伝子断片、つまり転写
複合体結合遺伝子領域の同定に用いること
が可能である。先行して行った培養細胞系に
おける解析では、TAP 精製法によって様々な
分子と複合体を形成するパートナー分子群
が精製され、Mass	 Spec 法によって明らかに
なったそれぞれの分子との有意な結合が確
認された。さらに本研究では、生体（in	 vivo）
の心筋・血管平滑筋もしくは血管内皮におけ	 

図１	 	 A：	 bHLH 型転写因子 Hrt ファミリ
ーの構造模式図.	 	 B：	 Hrt1/Hrt2 の心血
管 系 特 異 的 発 現 （ in	 situ	 
hybridization）.	 Hrt3 の発現パターン
とともに示す.	 	 C：Hrt2	 KO マウスの心
室中隔欠損（VSD）.	 	 D：心筋特異的 Hrt2	 
KO マウスの心拡大と収縮不全（心エコー	 
M	 mode）.	 
	 

 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
る Hrt2 の機能メカニズムを解析するため、
下記の組織特異的・誘導型トランスジェニッ
クマウスを作成した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
	 今回作成したトランスジェニックマウス
（CAG	 Promoter-LoxP-CAT-LoxP-Hrt2-TAP）
系統はあらゆる細胞に発現活性を有すると
される CAG	 Promoter を使用しているが、こ
れに加えて Cre 酵素を発現しない細胞では
CAT 遺伝子のみを発現し、Hrt2-TAP を発現し
ない（図３）。私たちは、トランスジェニッ
クマウス作成と並行して、心血管系を構成す
る代表的細胞種である心筋、血管平滑筋、血
管内皮に特異的に Cre 酵素を発現するマウス
系統（それぞれ alpha	 MyHC-Cre、SM22-Cre、
Tie2-Cre）を導入し、これらの Cre マウスと
Hrt2-TAP トランスジェニックマウスを交配
することにより、細胞特異的な Hrt2-TAP を
発現することが可能とした。また将来的には、
タモキシフェン誘導型 Cre マウスを用いて、
成獣の限られた組織・細胞のみに Hrt2-TAP
発現を誘導して解析を行うことも計画して
いる。	 
	 現在、この誘導型・組織特異的トランスジ
ェニックマウスを用いて、図２に示した Hrt2
複合体形成パートナー分子の解析、Hrt2 ター
ゲット遺伝子の解析を進めている。一方、こ
の Hrt2-TAP 分子が内因性 Hrt2 の機能を維持
しているかを検証するため、培養細胞を用い
た様々な Luciferase レポーター系における
転写制御機能解析（Kathiriya	 et	 al.,	 J	 Biol	 
Chem	 2004）を行っている。さらに、Hrt2	 KO
マウス（Xin	 et	 al.,	 PNAS	 2007）における	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
Hrt2-TAP 分子の組織特異的発現を行い、心筋、
血管平滑筋、血管内皮における Hrt2-TAP 発
現による KO 表現型（VSD などの心奇形により
出生直後に死亡）の rescue 能を解析してい
る。	 
	 今回作成したトランスジェニックマウス
系統は、Hrt2 転写因子による心血管系の発
生・形態形成制御メカニズムを明らかにする
ために有用であるだけでなく、今後様々な転
写因子に応用可能である新しい in	 vivo 転写
複合体機能メカニズム・ターゲット遺伝子解
析法として重要である。心血管奇形は出生児
の約 100 人に１人発症する最も多い先天奇形
であり、その疾患機序の解明が急務となって
いる。これまでに同定されたヒト心血管奇形
の原因遺伝子の多くが転写因子であること
より、転写調節機構の臨床的意義は明白であ
る。さらに多数の転写因子がマウスの心血管
系発生に必須であることが KO マウス解析を
通じて示されており、今後の患者研究の進展
により、さらにヒト疾患の原因となる転写因
子が増加すると予想される。今回用いた解析
法を多数の転写因子の研究へ適用すること
により、心血管系の転写調節・シグナル伝達
ネットワークの全体像の解明に大きく貢献
することが期待される。	 
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図３	 	 Cre 酵素による誘導型・組織特異
的 Hrt2-TAP トランスジェニック発現.	 
異なる様式で Cre 酵素を発現するマウス
系統との交配により、様々な Hrt2-TAP 発
現を実現することが可能である.	 

 

図２	 	 A：	 TAP 二重精製を用いた転写複
合体構成分子の同定（TAP-Mass	 Spec 法）.	 	 
B：	 TAP 二重精製を用いた転写因子ター
ゲ ッ ト 遺 伝 子 の 網 羅 的 解 析
（TAP-Sequencing 法）.	 
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