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研究成果の概要（和文）：Tfap2c-Bmp7遺伝子座において、ゲノムの基本高次構造がどのような様態によりどの
ような役割を果たすのかを探った。まず、網羅的なゲノム変異導入（欠失または逆位）により、基本高次構造の
形成原理を詳細に解明した。さらに、その中で、細胞種特異的なエンハンサー様領域が、クロマチン高次構造の
形成にアクティブに寄与する様相を示した。そして、基本高次構造を変換する変異導入により、このエンハンサ
ー様領域の相互作用の様態が変化することが示唆され、基本高次構造とエンハンサー制御の関係について、新規
知見を得ることができた。その他、in vitro、in vivoで複数の細胞種におけるエンハンサー解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：I investigated diverse roles of the ground-state conformation of chromatin 
at a model locus of two adjacent genes Tfap2c and Bmp7. First, I introduced comprehensive deletions 
and inversions around the locus and analyzed their impact on the chromatin conformation. Notably, I 
found that an enhancer-like region that is active in a cell type specific manner is actively engaged
 in the organization of the chromatin conformation. Interestingly, changes of the ground-state 
conformation of chromatin upon the modification of the genome resulted in alteration of the 
interaction of the enhancer-like region. This  finding highlights a novel mechanism  of controlling 
enhancer activity by the ground-state conformation of chromatin. 
Furthermore, I analyzed enhancer activity of the surrounding genomic regions of the locus in several
 cell types using in vitro and in vivo systems.

研究分野： ゲノム機能解析

キーワード： ゲノム　エンハンサー　クロマチン高次構造　マウス　ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
	 クロマチンの高次構造は、シス制御領域間
の相互作用を規定するため、遺伝子発現の調
節において重要な役割を果たす。これまでの
研究で、多くの遺伝子座において、細胞種に
依らないほぼ同一の基本高次構造が存在し、
それがエンハンサーの標的遺伝子を決定す
る第一の要因であることが明らかになった。
しかし、その基本高次構造の機能的な役割に
ついては大部分が未知である。特に、実際の
生体においては、異なる細胞種で、異なる領
域にエンハンサー活性を有するが故に、その
位置関係に応じて基本高次構造の機能的役
割も多様になり得ると考えられるが、それに
ついて検討された例はなかった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、ゲノムの基本高次構造に潜む
生体内各組織ごとの機能的多様性を探るこ
とを目的とする。特に、異なる位置に活性エ
ンハンサーを持つ各組織・細胞間で比較して、
相互作用パターンや遺伝子活性化作用にど
のような多様性が現れるかを示す。そして、
その中で基本高次構造が果たす役割を明確
に示す。対象モデルは、これまでに最も詳細
にゲノムの基本高次構造とその機能が解明
されているマウス Tfap2c-Bmp7 遺伝子座と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）基本高次構造形成原理の解明。培養細
胞系におけるゲノム編集により、遺伝子座周
辺のゲノム配列を網羅的に改変した。それら
に つ い て 、 4C 法  (Circular Chromatin 
Confromation Capture)により、クロマチン高次
構造を解析した。各変異体を比較し、各ゲノ
ム領域がどのように基本高次構造形成に寄
与するかを明らかにした。４C 法の解析にお
いては、先進ゲノム支援の支援をいただいた。 
（２）in vitro分化誘導によるエンハンサー解
析。上記ゲノム変異細胞株を in vitroで腎系統
に分化誘導し、各変異領域中のエンハンサー
活性を解析した。 
（３）これまでに樹立した変異マウスから特
定の組織を取得し、遺伝子発現プロファイル
を解析し、変異領域のエンハンサー活性を解
析した。 
（４）新たに Tfap2c, Bmp７の lacZノックイ
ンマウスを取得し、それぞれのレポーター遺
伝子の発現パターンを詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
（１）まず、ES 細胞において、ゲノム中の
CTCF 結合パターンを目印にして、網羅的な
欠失および逆位を導入した。その結果、１４
の変異体を得ることができた。これらについ
て、４C法でクロマチン高次構造を解析した。
すると、まず、Tfap2cと Bmp7の間で見られ
るドメインの分断が、分断領域を挟んだ形で
相反目する向きにクラスターする CTCF結合

サイトによるものであることを示した。 
	 さらに、Tfap2cと分断領域との間に、Tfap2c
および分断領域 CTCFと強く相互作用する領
域の存在を認めた。本領域の相互作用は、他
の細胞種では検出されていなかった。本領域
のエピゲノム状態を調べたところ、CTCF は
結合しておらず、一方で、細胞種特異的に
RNA polII とコヒーシンサブユニットの結合
が存在することがわかった。興味深いことに、
本相互作用により、クロマチン高次構造の分
断が認められた。さらに、Tfap2cまたは分断
領域 CTCF結合サイトそれぞれを、逆位によ
り方向性の反転を施すと、各々の領域との相
互作用が消失した。本領域は、RNApolIの結
合があることからエンハンサー様活性を有
すると考えられる。ただし、ES細胞における
Tfap2c発現は本領域には依存していない。上
記観察結果より、本領域は、基本高次構造の
中で、自身を挟む Tfap2c領域と CTCF結合領
域と排他的に結合していると考えられる。こ
れは、エンハンサー様領域の振る舞いとして、
新規の知見である。 
（２）Bmp7 は腎臓発生に必須の遺伝子であ

る。しかし、その発現を担うエンハンサーは
不明であった。そこで、in vitroの腎系統分化
誘導系で腎臓エンハンサーのスクリーニン
グをすることにした。すると、Bmp7 イント
ロンに位置する領域の欠失で、有意な Bmp7
発現の減少が認められた。反対に、他の領域
の欠失では、有意な発現減少は得られなかっ
た。しかしながら、in vitroの分化系は、異な
る細胞株の分化レベルを同調させることが
極めて困難で、微妙な発現レベルの差異の議
論には不向きであることも判明した。 
（３）これまでに樹立していた本遺伝子座ゲ
ノム変異マウスについて、いくつかの組織で
発現変異を解析した。ある変異体で、Bmp7
の成体脂肪組織での発現減少を見出した。 
（４）Tfap2cと Bmp7の発現を簡便かつ高感
度で検出するために、Tfap2cの遺伝子トラッ
プ lacZ 挿入ライン、および Bmp7 の lacZ ノ
ックインラインを得た。そして、それらにお
いて、腎臓および乳腺組織での発現パターン
解析をした。成体腎臓においては、Bmp7 の
発現が広く分布するものと報告されていた
が、興味深いことに、発現はむしろ限定的で
あった。乳腺組織については、Tfap2cと Bmp7
が、一部オーバーラップするものの、異なる
パターンで発現していた。この様なパターン
は、乳腺組織における両遺伝子の発現に、基
本高次構造が何らかの興味深い役割を担う
ものと期待させるものと考えている。 
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