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研究成果の概要（和文）：βサラセミアや鎌状赤血球症などのβグロビン異常症の治療には、胚型あるいは胎児
型のβ型グロビンの発現誘導が有効であるが、そのための技術開発には、これらの遺伝子の成人における不活性
化機構の解明が重要である。本研究では、DNAメチル基転移酵素1（DNMT1）が胚型β型グロビン遺伝子の不活性
化に必要であることを示した。さらに、核内受容体TR2とTR4が、胚型及び胎児型のβ型グロビン遺伝子不活性化
と、DNMT1のこれら遺伝子プロモータへの結合に必要であることを示した。これらより、TR2とTR4による、胚型
及び胎児型β型グロビン遺伝子不活性化において、DNMT1が重要な役割を担うことが示された。

研究成果の概要（英文）：Re-induction of embryonic or fetal hemoglobin has therapeutic effects for 
patients with beta-globin disorders such as beta-thalassemia and sickle cell disease. For the 
development of therapeutic agents with such effects, the elucidation of the molecular mechanisms for
 the inactivation of those genes in adult is crucial. In this study, we demonstrated that DNA 
methyltransferase 1 (DNMT1) is essential for the inactivation of the embryonic beta-type globin gene
 in adult erythroid cells. Furthermore, we demonstrated that nuclear receptors TR2 and TR4 are 
essential for the inactivation of the embryonic and fetal beta-type globin genes, as well as for the
 recruitment of DNMT1 to the promoters of these genes in adult erythroid cells. These results 
indicate the critical roles of DNMT1 in the inactivation of the embryonic and fetal beta-type globin
 genes in adult, which is elicited by TR2 and TR4.

研究分野：分子生物学

キーワード： βグロビン異常症　胚型εグロビン　胎児型γグロビン　遺伝子発現制御　DNAメチル基転移酵素1　核
内受容体　TR2　TR4
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
（1）国内外の研究動向と本研究の位置づけ 
ヘモグロビン β鎖をコードするヒト遺伝子座
は 5個の β型グロビン遺伝子とその 5’上流に
位置する LCRと呼ばれる発現制御領域から
構成される（図 1）。５個の β型グロビン遺
伝子は，5’側から順に、胚型 ε、2個の胎児型
γ (Gγと Aγ)、成人型 δと βの各グロビン鎖を
コードする。ヒト造血組織は胎生初期に卵黄
嚢に発生して胚型 εグロビンを発現するが、
造血組織が胎児肝に移行するとともに εに代
わって胎児型 γが発現し、胎児型ヘモグロビ
ン（α2γ2）が作られる。その後、出生までに
造血組織が骨髄へ移行するとともに胎児型 γ
遺伝子は不活性化を受け、代わりに成人型 β
（および少量の δ）が発現する。これら発生
段階に応じたグロビン鎖のアイソフォーム
変化をグロビンスイッチングと呼ぶ。β型グ
ロビン遺伝子群の制御は、エピジェネティッ
クな組織特異的、発生段階特異的な遺伝子発
現制御のモデルとして活発に研究されてい
る。これらの研究は、血球系の発生分化の分
子機構の解明や、その異常である血液疾患の
病態解明につながるとともに、造血幹細胞移
植療法や再生医療の進歩にも貢献しうる。	  

	 一方、世界で最も多い単一遺伝子病である
βサラセミアや鎌状赤血球症などの遺伝性 β
グロビン異常症の治療法として、胚型 εある
いは胎児型 γグロビンの合成誘導が有効であ
ることが知られている。効果的な胚型 ε／胎
児型 γグロビン誘導薬の開発のためにはグロ
ビンスイッチング、特に胚型 ε／胎児型 γ遺
伝子の不活性化機構の解明が重要である。胚
型 εと胎児型γ遺伝子の不活性化はともに「自
律的不活性化」即ち、他のグロビン遺伝子と
は独立に、プロモータ領域内のサイレンサ配
列の働きにより発生段階特異的に不活性化
されることが知られているが、その分子機構
には未解明の部分が多い。その解明は、胚型
ε／胎児型 γグロビン誘導薬開発のための治
療標的発見につながる可能性があるため、世
界的に活発な研究が行われている。 

（2）研究代表者の研究開始当初までの研究
成果 
研究代表者らはこれまでに、胚型 εと胎児型
γグロビン遺伝子のプロモータ領域内のサイ
レンサ配列を同定してそれに結合するタン
パク質を精製し、これが核内受容体 TR2と
TR4のヘテロ 2量体を含む複合体であること
を明らかにした（文献①②）。次いで TR2と
TR4の遺伝子欠損マウスを作成し、これらに
ヒト β型グロビン遺伝子座全体をトランスジ
ーンとして導入することにより、TR2と TR4
がヒトの胚型 εと胎児型 γ遺伝子を発生段階
特異的に抑制することにより「自律的不活性
化」をもたらすことを明らかにした（図 2）
（文献③）。これは、胚型 εと胎児型 γグロ
ビン遺伝子の不活性化に関わる DNA結合因
子を初めて明らかにした成果であり、
TR2/TR4を標的とする薬剤を開発できれば、
遺伝性 β型グロビン異常症の画期的治療薬に
なると期待されている。実際に代表者らは、
鎌状赤血球症のモデルマウスで、TR2/TR4の
活性を変化させることにより胎児型 γグロビ
ンの発現を誘導してこれを治療できること
を証明した（文献④）。 

	 さらに代表者らは、TR2/TR4によるこれら
遺伝子の転写抑制機構を解明する目的で、細
胞内で TR2/TR4と会合するタンパク質群を
解析し、TR2/TR4が DNAメチル基転移酵素
1 (DNMT1)、ヒストン脱メチル化酵素 LSD1、
ヒストン脱アセチル化酵素 HDACなど、エピ
ジェネティックなクロマチン修飾制御によ
り転写を抑制する酵素群と複合体を形成し
ていることを明らかにした（図 3）（文献⑤）。

 

図 1. ヒト β型グロビン遺伝子座の構造と発生段
階特異的発現 

図 2. TR2/TR4による胚型 ε及び胎児型 γグロビ
ン遺伝子の「自律的不活性化」 

図 3. TR2/TR4と複合体を形成する転写抑制因子群 



胚型 εと胎児型 γグロビン遺伝子の不活性化
に伴って、DNAメチル化、ヒストン脱アセチ
ル化、ヒストン H3リジン 4番（H3K4）の脱
メチル化など、不活性型のクロマチンが形成
されることが知られているが、研究代表者ら
の知見は、これらの過程に、TR2/TR4と複合
体を形成するこれら転写抑制因子群が関与
する可能性を示している。この結果は、DNA
メチル基転移酵素阻害剤や HDAC阻害剤が、
胎児型 γグロビンを誘導するという過去の臨
床的観察とも一致しており、これら酵素群が
胎児型 γ遺伝子の転写を直接抑制することを
示唆する。さらに代表者らは、ヒストン脱メ
チル化酵素 LSD1の特異的阻害剤を、ヒト造
血幹細胞のインビトロ分化培養系に添加す
ることにより、胎児型 γグロビン遺伝子が、
プロモータ領域の H3K4メチル化の増加とと
もに、顕著に再活性化されることを示した
（文献⑥）。この結果は LSD1阻害剤が、遺
伝性 β型グロビン異常症治療のための γグロ
ビン誘導薬として応用できる可能性を示す。 
 
２．研究の目的 
βサラセミアや鎌状赤血球症などの遺伝性 β
型グロビン異常症の治療法として、胚型 εあ
るいは胎児型 γグロビンの発現誘導が有効で
ある。効果的な胚型 ε／胎児型 γグロビン誘
導薬開発のためには、これら遺伝子の不活性
化機構の解明による治療標的の同定が重要
である。本研究では始めに、DNMT1変異マウ
スを用いて、DNMT1の胚型 ε／胎児型 γグロ
ビン遺伝子不活性化における役割の解明を
試みた。具体的には、DNMT1欠損マウスは
胎生初期に致死となるため、DNMT1遺伝子
座に DNA 組換え酵素 Creの標的配列 LoxPが
複数導入された「条件的 DNMT1欠損マウス」
を使用して、マウス骨髄細胞に Cre 発現アデ
ノウイルスを感染させることにより、成体マウスに
おける DNMT1欠損の胚型 ε／胎児型 γグロビ
ン遺伝子不活性化への影響を分析、検討した。 
	 一方、研究代表者は、これまでに TR2と
TR4の遺伝子欠損マウスを作成して、胚型 ε
／胎児型 γグロビン遺伝子不活性化における
TR2/TR4の役割の解明を進めて来たが、両遺
伝子を共に欠損したマウスはやはり胎生致死
となるため、詳細なメカニズムの解明が困難であ
った。このため本研究では、TR4遺伝子座に複
数の LoxP配列を導入した、「条件的 TR4欠
損マウス」を作成して、成体マウスでの胚型
ε／胎児型 γグロビン遺伝子不活性化におけ
る TR2と TR4 の役割とそのメカニズムを分
析した。具体的には、TR2欠損マウスと条件
的 TR4欠損マウスを交配させて取得した複
合変異マウスの骨髄細胞に、Cre 発現アデノウ
イルスを感染させることにより、インビトロで両遺
伝子を共に欠損させることにより、成体マウス
での胎児型 γグロビン遺伝子不活性化におけ
る TR2と TR4 の役割と、そのメカニズム、
特に DNMT1などのエピジェネティックな遺
伝子発現抑制因子の、プロモータへの結合に

対する影響を分析、検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）条件的 DNMT1欠損マウスの入手 
配列特異的DNA 組換え酵素 Cre の標的配列で
ある LoxPがDNMT1遺伝子内の 2ヶ所に導入
された、条件的 DNMT1欠損マウスは、作成
者の Jaenisch博士から供与された。 
（2）TR2欠損マウス及び条件的 TR4欠損マ
ウスの作成 
ファージライブラリから単離したマウス TR2
及び TR4遺伝子の、DNA結合ドメインをコ
ードするエクソンを挟むイントロンに LoxP
配列を挿入し、ネオマシン耐性遺伝子（DNA
組換え酵素 Flp の標的配列 Frtを両端に付加）
とチミジン・キナーゼ遺伝子を付加したター
ゲティング・ベクターを作成した。これらを
マウス ES細胞に導入して、相同組換え ES細
胞株を取得した。これらを胚盤胞にマイクロ
インジェクションすることにより、キメラマ
ウスを作成し、野生型マウスと交配させて、
相同組換えマウスを取得した。これらを Cre
発現トランスジェニックマウスおよび Flp 発現トラ
ンスジェニックマウスと交配することにより、TR2
欠損マウス及び条件的 TR4欠損マウスを取
得した（図 4）。 

（3）骨髄細胞の培養とアデノウイルス感染 
マウスの骨髄細胞から分化マーカー陰性細
胞を FACSで分離後に、エリスロポイチンを
加えて培養して赤血球系に分化させた。培養
開始 1日後と 3日後に、Cre 発現アデノウイル

図 4. TR2欠損マウス（A）及び条件的 TR4欠損マウ
ス（B）の作成. 



ス（または対照として、Cre 非発現アデノウイルス）
を感染させた。これら細胞から、DNA と RNA を
抽出して、リアルタイム PCR による、TR4 遺伝子
DNA およびその mRNA の定量解析（欠損効率
の解析）及び、マウス β型グロビン遺伝子群
の mRNA 定量解析を行なった。 
（4）クロマチン免疫沈降（ChIP）アッセイ 
マウス骨髄細胞への 2回目のアデノウイルス感
染の 2 日後に、細胞を回収して、ホルムアル
デヒドでクロマチンをクロスリンク後に、超
音波処理により DNAを断片化した。特異抗
体を用いて TR2、TR4、DNMT1、LSD1、
CoREST、TIF1βなどを免疫沈降して、これら
タンパク質に結合している、マウス β型グロ
ビン遺伝子群のプロモータ領域をリアルタイム
PCR により定量した。 
 
４．研究成果 
（1）DNMT1欠損細胞における β型グロビン
遺伝子群の発現 
条件的 DNMT1欠損マウスの成体から、未分
化な骨髄細胞を分離し、インビトロで分化誘導
した。この細胞に Cre 発現アデノウイルスを感
染させることにより、DNMT1 遺伝子をインビトロ
で欠損させた（DNMT1欠損細胞）。この細胞に
おけるマウス β型グロビン遺伝子群の発現を
リアルタイム PCRにて定量したところ、対照
と比較して、胚型 εyグロビン遺伝子（ヒト胚
型 εグロビン遺伝子のオルソログ）の発現が
約 2倍に上昇していた。このことから、
DNMT1が胚型グロビン遺伝子の不活性化に
必要であることが明らかになった。 
（2）条件的 TR4欠損マウスの性状 
条件的 TR4欠損マウス（TR4 Floxマウス：
TR4F/F）（図 4）と TR2欠損マウス（TR2–/–）
とを交配させて、複合変異マウス（TR2–/– 
TR4F/F）を取得した（図 5A）。このマウスか
ら未分化な骨髄細胞を分離して分化誘導した。
この細胞に Cre 発現アデノウイルスを感染させ
ることにより、TR4 遺伝子をインビトロで欠損させ

ることにより、TR2とTR4 の両遺伝子を欠損した
細胞を得た（TR2/TR4二重欠損細胞）。この時
の TR4遺伝子DNA量及びそのmRNA発現量
を、リアルタイム PCR にて定量することによ
り、アデノウイルス感染 4 日後の TR4遺伝子の
欠損効率が、約 70％であることが解った（図
5B, C）。 
（3）TR2/TR4二重欠損細胞における β型グ
ロビン遺伝子群の発現 
TR2/TR4二重欠損細胞におけるマウスの β型
グロビン遺伝子群、すなわち、胚型 εy（ヒト
胚型 εグロビンのオルソログ）と βh1（ヒト
胎児型 γグロビンのオルソログ）及び成体型
βmajor、の各グロビン遺伝子の発現をリアルタ
イム PCRにて定量した。対照の Cre非発現ア
デノウイルスを感染させた細胞と比較したところ、
εyグロビン遺伝子の発現が 3.6倍、βh1グロ
ビン遺伝子の発現が 8.2倍に増加したが、
βmajorグロビン遺伝子の発現は逆に低下し
た（図 5D-F）。 
（4）TR2/TR4二重欠損細胞における β型グ
ロビン遺伝子プロモータへの転写抑制因子
群の結合 
TR2/TR4二重欠損細胞におけるマウスの β型
グロビン遺伝子群の発現変化のメカニズム
を明らかにする目的で、β型グロビン遺伝子
プロモータへの転写抑制因子群の結合を
ChIPアッセイにより分析した。対照の Cre非
発現アデノウイルスを感染させた細胞では TR4
に加えて、DNMT1、LSD1、CoREST、TIF1β
など、クロマチン修飾制御によるエピジェネ
ティックな遺伝子発現抑制に関わる因子群
が、εy及び βh1グロビン遺伝子のプロモータ
に結合していることが観察された。これに対
して、TR2/TR4二重欠損細胞では、これらの
結合量が有意に低下していた（図 6）。 

図 5. TR2/TR4二重欠損細胞における TR4遺伝子欠
損効率とマウス β型グロビン遺伝子群の発現.（A）
マウスの交配と TR4遺伝子定量用プライマー.（B）
TR4遺伝子 DNA量.（C）TR4 mRNA発現量.（D-F）
胚型 εyと βh1及び成体型 βmajorグロビンの mRNA
発現量. 

図 6. TR2/TR4二重欠損細胞における β型グロビン
遺伝子プロモータへの転写抑制因子群の結合. ChIP
アッセイによる、TR2、TR4、LSD1、DNMT1、
CoREST、TIF1βの、胚型 εy（A）と βh1（B）及び
成体型 βmajorグロビン（C）の各遺伝子プロモータ、
及び対照の βmajorグロビン遺伝子上流領域（D）へ
の結合量の分析結果. 



（5）研究成果のまとめ 
条件的 DNMT1欠損マウスの骨髄細胞に Cre
発現アデノウイルスを感染させた DNMT1欠
損細胞では対照と比較して、ヒト胚型 εグロ
ビン遺伝子のオルソログの発現が約 2倍に増
加した。このことから、DNMT1が胚型グロ
ビン遺伝子の不活性化に必要であることが
明らかになった。さらに、TR2欠損と条件的
TR4欠損との複合変異マウスの骨髄細胞に
Cre発現アデノウイルスを感染させることに
より、TR2/TR4二重欠損細胞を得た。この細
胞では、対照と比較して、ヒト胚型 ε及び胎
児型 γグロビン遺伝子のオルソログの発現が
有意に上昇した。また、この細胞では、DNMT1、
LSD1、CoREST、TIF1βなどのエピジェネテ
ィックな遺伝子発現抑制因子の、ヒト胚型 ε
及び胎児型 γグロビンのオルソログ遺伝子の
プロモータへの結合が、対照に比べて有意に
減少していた。これらの結果から、TR2と TR4
が、胚型 ε及び胎児型 γグロビン遺伝子不活
性化と、DNMT1のこれら遺伝子プロモータ
への結合に必要であることが明らかになっ
た。このことから、TR2と TR4による、これ
ら遺伝子の不活性化において、DNMT1が重
要な役割を担うことが示された。 
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