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研究成果の概要（和文）：　ゲノム中の反復配列AmnSINE1に由来するAS021配列は、真獣類の脳梁形成に関わる
Satb2のエンハンサーであることが知られている。本研究ではAS021エンハンサーの分子機構を解明するととも
に、AS021欠損マウスの解析から脳梁形成におけるAS021の役割を明らかにした。さらにゲノム中の多数の
AmnSINE1に対する結合因子候補を網羅的に収集した。こうしたAmnSINE1由来配列の機能解明により、哺乳類の発
現ネットワークの進化の過程でAmnSINE1の機能獲得が大きなインパクトを与えてきたことが示唆された。

研究成果の概要（英文）： It has been reported that an AmnSINE1-derived sequence, AS021, serves as an
 enhancer of Satb2 in corpus callosum of mammals. However, its detailed molecular mechanism remains 
unknown. In this work, function of an AS021 binding protein and the expression pattern of the 
related genes in the AS021 deficient mice were revealed. These results will be a quite important 
basis for understanding of the impact of AmnSINE1-derived enhancers on the gene regulatory network 
during mammalian evolution. 

研究分野： 進化生物学
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１．研究開始当初の背景 
一般にレトロポゾンの 1 種である SINE

はゲノム中の寄生因子とみなされている。し
かし数百コピーの AmnSINE1 は哺乳類特異
的な非コード保存領域となり、そのうち複数
が大脳皮質形成に関与したことが明らかに
なってきた。特にその 1 つである AS021 遺
伝子座は獣類特異的に保存されており、
Satb2 遺伝子を大脳新皮質で発現させる遠
位エンハンサーであることを先行研究で証
明した。Satb2 は真獣類特有の脳構造である
脳梁の形成に必須であることが知られてい
る。すなわち AmnSINE1 が転移した後に獣
類の共通祖先でエンハンサー機能を獲得し、
Satb2 の発現を改変することで真獣類の脳
梁の獲得に寄与した可能性が高いと考えら
れる。しかしその発現制御の詳細な分子機構
は全く明らかになっていなかった。先行研究
では、酵母ワンハイブリッド法とエンハンサ
ー解析から、AS021 配列に対する結合因子
を同定していた。また LacZ をレポーターと
して AS021 のエンハンサー活性を評価でき
るトランスジェニックマウス、および AS021
配列を欠損させたノックアウトマウスを作
製してきた。これらを最大限に利用すること
で、 
 
２．研究の目的 
以上の研究背景を踏まえ、本研究課題では

以下の 2 点を目的とした。 
 (1) 脳梁形成に関与するレトロポゾン由来
エンハンサーの分子機構の解明 
(2) 転移因子を介した発現制御ネットワーク
の検証 
まず (1)について、AS021 結合因子と

AS021 ノックアウトマウスを手がかりとし
て、そのエンハンサーの分子機構の解明を目
的とした。これにより多数の SINE 由来エン
ハンサーの制御機構を解明するための第一
歩となる基盤情報が得られると考えた。また
(2)に関して、AS021 結合因子の結合因子は
他の AmnSINE1 由来の機能配列にも結合し、
発現制御ネットワークを形成している可能
性がある。それを証明することで、発現制御
システムの新たな獲得機構を提唱するのみ
ならず、真獣類の脳梁進化におけるレトロポ
ゾンの寄与を具体的に明らかにできると考
えた。 
 
３．研究の方法 
上記目的の(1)に関して、本課題の先行研究

では AS021 配列を用いた酵母ワンハイブリ
ッド実験により、その結合因子の同定に成功
している。これを踏まえ本研究では、P0 マ
ウスの大脳新皮質深層におけるこの結合因
子の発現パターンを調べるために、免疫染色
をおこなった。その際、当該エンハンサーと
その制御対象遺伝子である Satb2、さらに
Satb2 が抑制因子として制御している Ctip2
の免疫染色も同時におこない、発現強度の相

対比較をおこなった。また、AS021 配列を欠
損させたノックアウトマウスを先行研究で
作製済みであったため、その個体の大脳新皮
質における上記タンパク質の発現も免疫染
色にておこなった。また脳梁形成の異常の有
無を組織染色により解析した。 
目的(2)に関しては、結合因子の抗体を用い

た ChIP 実験とゲノムスケールの結合モチー
フの分布解析の両面からアプローチした。さ
らに既知の ChIP-seq データを利用して
AmnSINE1 結合因子の解析もおこなった。 
 
４．研究成果 
 
（1）免疫染色による AS021 エンハンサーの
機能解析 

AS021 エンハンサーは、大脳新皮質の深層
に存在する脳梁投射ニューロンでSatb2のエ
ンハンサーとして活性を示す。また Satb2 は
Ctip2 のリプレッサーであることが知られて
いる。そこで本研究では AS021 エンハンサ
ー結合因子の機能を明らかにするため、免疫
染色を用いて野生型マウスの大脳新皮質に
おける Satb2、Ctip2、AS021 結合因子の発
現パターンの比較おこなった。研究開始当初
は AS021 結合因子が結合することでエンハ
ンサーを活性化させ、それが Satb2 の発現上
昇を促すと予想していた。しかし本研究の結
果、Satb2 との発現パターンに逆相関を示し
たことから、この結合因子が抑制的作用を示
すことが明らかになった（図１）。実際、こ
の結合因子とCtip2の発現量に正の相関が見
られたこともこの結論を支持する結果とな
った。したがって大脳新皮質の深層において
脳梁投射ニューロンとなる細胞運命の決定
には、AS021 結合因子がエンハンサーに対し
て抑制作用を起こさないこと、またそうして
発現上昇したSatb2がCtip2を抑制すること
が必要条件となっている可能性が考えられ
る。このように本研究を通して、AS021 エン
ハンサーに対するタンパク質結合の有無が
エンハンサーの活性化状態を決定し、それが
Satb2 の発現を通して脳梁形成に寄与すると
いった作用機序が明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1：免疫染色の解析 
 



（2）Chip 解析 
AS021結合因子の抗体を用いたChIPをお

こなうことを試みた。これにより、AS021 エ
ンハンサーに対する当該因子の結合の証明、
さらに他の AmnSINE1 由来配列に対する結
合の有無を検証することができると期待さ
れた。当初はマウスの脳から得られた初代培
養細胞を用いた ChIP 実験を試みたが、唯一
入手可能であった抗体ではクロマチンの回
収効率が非常に悪く、本実験は困難を極めた。
そこで代替案としてマウス神経由来の
Neuro-2a 細胞の使用も試みたが、それでも
十分な成果は得られなかった。 
そこでこの問題については研究方針を転

換し、AS021 の結合因子ではなく、他の様々
な既知の転写因子の結合モチーフ分布デー
タから AmnSINE1 に結合するものを in 
silico で探索することとした。すなわち、結
合因子の種類に拘らずに AmnSINE1 を介し
た発現制御ネットワークを探索することを
新たな目的とした。解析の結果、複数の種類
の転写因子結合予測サイトが数十コピーの
AmnSINE1 上に結合することが明らかにな
った（図２）。さらに Encode プロジェクト等
で明らかになっている様々な転写活性化因
子の ChIP-seq データを用いて AmnSINE1
結合因子を探索した。その結果、これとは別
に 少 な く と も 1 種 類 の 転 写 因 子 が
AmnSINE1 に偏って結合していることが示
された。以上の結果は、AmnSINE1 が様々
なタンパク質を結合させることにより発現
制御配列となっている可能性を示唆するも
のである。この知見は脳梁形成に関わる
AS021 エンハンサーで明らかにしたことと
類似の現象が他の形態形成でも起こってい
る可能性を意味しており、この発見を基盤と
することで将来的に大きな展開が期待でき
る結果となった。 

 

図 2：AmnSINE1 配列上のモチーフ分布 
 
（3）KO マウスの解析 

AS021 を欠損させたノックアウトマウス
を用いて免疫染色をおこない、AS021 結合因
子と Satb2 との発現パターンを比較した。そ
の結果、Satb2 発現細胞における AS021 結
合因子発現細胞の割合がノックアウトマウ
スにおいて上昇していることが明らかにな
った（図３）。すなわち、野生型の大脳新皮
質において AS021 結合因子の発現細胞では
AS021 エンハンサー活性の抑制により
Satb2 の発現が低下するのに対し、AS021 欠
損体においては Satb2 の発現が AS021 結合
因子の有無に依存しないことを意味してい

る。一方でこのノックアウトマウスでは野生
型と比較して顕著な脳梁形成異常は見られ
なかった。以上の結果から、AS021 は Satb2
の重要なシス調節配列である一方で、Satb2
の発現は他のシス調節領域も複合的に作用
することで維持されており、その機構が脳梁
形成の頑健性を保っている可能性が示唆さ
れた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：AS021 欠損マウスを用いた発現解析 
 
 
一般に、SINE の挿入は通常の点突然変異

とは異なりゲノム構造自体に影響を及ぼし
得るものである。そのため SINE が獲得した
シス制御機能は遺伝子発現を大きく改変さ
せる可能性があると考えられてきたが、これ
までその具体的な分子機構を明らかにでき
た例がなかったことから、SINE 由来のエン
ハンサーがどのような発現制御をもたらし
たのかを明らかにするための具体的な手が
かりが得られずにいた。本研究では上述のよ
うに当初の目的である AmnSINE1 に由来す
るSatb2遺伝子のエンハンサーの制御機構の
解明についてはほぼ達成できたと言える。さ
らには ChIP データとゲノムスケールの結合
モチーフ解析によって転写因子が結合する
AmnSINE1 を網羅的にスクリーニングし、
多数の候補を得ることができた。これらの成
果は、SINE が生物進化の過程で新規機能を
獲得した現象を明らかにするための最も重
要かつ最先端の知見となるものである。本研
究によって、今後は SINE によるエンハンサ
ー機能獲得とそれがもたらした細胞分化と
形態形成の多様性の解明に向けて大きく前
進したと言える。 
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