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研究成果の概要（和文）：Shh遺伝子座をモデルとして組織特異的エンハンサーによる発現制御機構の解析を行った。
次世代シーケンサーによる解析では、染色体相互作用の土台となりうる分子の結合分布パターンを明らかにすることが
でき、さらに、Shh遺伝子と近傍の遺伝子で異なる相互作用パターンを示すことが明らかになった。
また、Shhの喉頭エンハンサーの脊椎動物種間の比較では、系統的な配列保存性の境界を見いだし、硬骨魚類の一群が
、陸生動物とは異なる新たな内胚葉エンハンサーを進化させたことがわかった。

研究成果の概要（英文）：The Shh locus provides a good model to study gene regulatory by tissue-specific 
enhancers residing at very remote regions from the Shh promoter. Our next-generation sequencing analysis 
revealed dynamic chromosomal architecture around the Shh locus, which is possibly responsible for the 
promoter-enhancer interactions in the mouse embryo. We also demonstrated different sizes of interactome 
between the Shh gene and neighboring genes or genomic segments. In addition, we found a phylogenetic 
boundary of evolutionary conservation of a larynx Shh enhancer by genome comparison among different 
vertebrate species. Euteleost has evolved a novel endodermal enhancer that functionally corresponds to 
the larynx enhancer in terrestrial animals.

研究分野： 哺乳類遺伝学

キーワード： 遺伝子発現制御　染色体高次構造　エンハンサー　発生生物学　シジ制御配列の進化　Shh　マウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
発生関連遺伝子の時期・組織特異的な転写

が、プロモーターから Mb オーダーで遠く離
れた複数のエンハンサーで制御される例が
知られている。それらの遠隔エンハンサーは、
クロマチンループ形成という高次染色体動
態でプロモーターに作用すると考えられて
いる。遠隔エンハンサーとプロモーターの間
には、発現様式を異にする別遺伝子が存在す
ることがあり、それらの発現に影響を与えず
にどのようなメカニズムで遠隔エンハンサ
ーが対応する遺伝子のプロモーターに作用
するのかは大きな謎である。 
申請者らは、脊椎動物の形態形成に働く分

泌性シグナルタンパク質をコードする Sonic 
hedgehog (Shh)遺伝子を例にとり、遠隔エン
ハンサーの染色体動態による発現制御機構
について研究を進めてきた。これまで、進化
的保存性から四つの遠隔エンハンサー配列
を Shhプロモーター上流の約 1 Mbに及ぶ長
大な領域に同定した（図１）。 

また、三次元(3D)-FISH 法や Chromosome 
Conformation Capture (3C)法を駆使して、
マウス胚の肢芽エンハンサーである MFCS1
配列が Shh を発現する肢芽でプロモーター
に特異的に作用する高次染色体構造の変化
を明らかにした。MFCS1 ノックアウトマウ
スの肢芽でも同様な染色体動態が観察され
ることから、高次染色体構造の変化には
MFCS1 は不要であり、未知のシス配列とト
ランス因子が必要なことが示された。また、
マウス胚で消化管上皮エンハンサーMACS1
と肢芽エンハンサーMFCS1 の二つの配列に
ついて 3D-FISH 法で解析したところ、各配
列が組織特異的に独立した染色体構造変化
によって Shh プロモーターと近接すること
を見出した。この結果は、各エンハンサーと
プロモーターを作用させる組織特異的な分
子メカニズムの存在を示している。 
染色体上の離れた二点を結合してクロマ

チンループを形成するトランス因子として
CCCTC-結合核タンパク質CTCFが知られて
おり、遠隔エンハンサーとプロモーターに結
合した CTCF の二量体形成による染色体動
態が提唱されている。最近、他の研究グルー
プの実験で、マウス胚肢芽特異的なCTCF 欠
損により、肢芽での Shh 発現が消失するとい
う報告があった。これにより、CTCF による
染色体動態を介した Shh 発現制御の可能性
が高まった。しかし、Shh 遺伝子を含めて個

体レベルで CTCF を介した転写制御の研究
は少なく、近隣の別遺伝子の転写が遠隔エン
ハンサーの作用を遮断する仕組みの実態も
未知である。このように、遠隔エンハンサー
による転写制御メカニズムの全貌は謎に包
まれている。 

組織特異的な複数の遠隔エンハンサーが
進化上どのように出現し、それらがどのよう
に特徴的な形態進化に寄与したかも、たいへ
ん興味深い問題である。申請者らは、各エン
ハンサー配列を個別に欠失した 4つのマウス
ノックアウト系統を作製して表現型を解析
し、Shh 発現部位に対応した形態異常を観察
した。両生類で出現した MACS1 配列のノッ
クアウトマウスは、水棲から陸棲への転換時
に出現した肺呼吸に必須の器官である喉頭
に限局した形成異常が認められた。また、魚
類から哺乳類まで存在する MFCS4 と爬虫類
で出現した MRCS1 は、マウス胚の歯プラコ
ードでの Shh 発現を誘導するが、MRCS1 欠
損でのみ軽微な歯発生異常を示す。この結果
は、歯の発生が二つのエンハンサーの重層化
で生じた可能性を示している。新規エンハン
サー出現に伴い染色体動態がどのように進
化してきたかも本研究の課題の一つである。 

 
２．研究の目的 
(1) 染色体動態を介して遠隔エンハンサーが
組織特異的な Shh 発現を制御する分子メカ
ニズムの解明を目指して、CTCF 遺伝子の条
件的ノックアウトマウスの染色体動態解析
により、クロマチンループ形成における
CTCF の機能を解析する。また、マウスの
Shh 発現組織間で Shh 領域全体のクロマチ
ンループ構造を比較解析し、染色体動態の組
織特異性の分子的基盤を解明する。 
(2) 進化過程におけるShh発現制御に係わる
遠隔エンハンサーの出現と脊椎動物の形態
進化の関連を明らかにする。肺呼吸に働く器
官である喉頭や、歯の発生を例に取り、階層
的なエンハンサーの出現に対応した特徴的
な形態進化を実証する。さらに、それらの基
盤となる染色体動態の進化的変遷を解明す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 染色体動態を介した複数の遠隔エンハン
サーによる組織特異的 Shh発現制御システム
の解明 
国際連携による「ENCODE Project」の成果

として、CTCF がヒトゲノムの Shhプロモータ
ーとその上流 1 Mb の領域の数カ所に Shh 遠
隔エンハンサーを挟むような位置で結合す
る デ ー タ が 公 開 さ れ て い る
（http://genome.ucsc.edu/ENCODE/）。申請
者らの予備的実験では、マウス胚肢芽組織を
用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）で、CTCF
の Shhプロモーター近傍への結合を確認して
いる。そこで、CTCF 二量体形成の違いが組織
間でのクロマチンループ形成の違いの原因



となっていることを検証する（図２）。この
ため、CTCF 遺伝子の組織特異的ノックアウト
マウスを用いて CTCF が染色体動態へ直接関
与することを調べる。また、Circular 
Chromosome Conformation Capture (４C)法
により、Shhプロモーター近傍の CTCF と相互
作用して染色体動態に関与する CTCF 結合配
列を、Shh上流 1 Mb領域で体系的に探索する。 
①染色体動態における CTCF の機能解析 
申請者らは、CTCF 開始メチオニンを含む

exonをloxP配列で挟んだ 条件的ノックアウ
トマウスを独自に作製した。このマウスに
Prx1 プ ロ モ ー タ ー に Cre を 繋 い だ
Transgenic (Tg)マウスを交配して、Shh発現
細胞を含む肢芽特異的に CTCF を欠損させ、
そこでの Shh発現を解析する。また、3D-FISH
法で MFCS1 と Shhプロモーターの相互作用を
調べる。この時、肢芽発生異常による副次的
効果を除くため、Tg 導入の Shh発現により正
常発生を示す肢芽を用いて染色体動態を解
析する。 
肢芽特異的CTCF欠損においてMFCS1と Shh

プロモーターのクロマチンループ形成不全
が確認されたら、薬剤（タモキシフェン）誘
導型の pCAGGS-CreERT2 マウスとの交配によ
って消化管上皮等でも CTCF を欠損させ、各
組織での染色体動態における CTCF の機能を
明らかにする。 
②4C 法によるクロマチンループ形成に関わ
る相互作用部位（インタラクトーム）の解析 
3C 法の発展型である 4C 法では、染色体構

造変化による既知の領域と相互作用する未
知ゲノム領域を同定することができる。本手
法は肢芽細胞を用いた予備的実験により申
請者らの研究室ですでに確立されている。本
研究では、Shh プロモーター配列やその近傍
で CTCF の結合が確認されている DNA 断片を
既知配列にして、肢芽間充織の Shh発現細胞
を対象にして 4C 法で解析し、既知領域と相
互作用する配列を探索する。これにより Shh
プロモーターがどのゲノム領域と相互作用
して三次元クロマチンループ構造を形成し
ているかを体系的に調べる。 
③染色体動態に必要な未知のシス因子の探
索 

Acheiropodia は四肢先端の形成異常を示
す。患者ゲノムは肢芽エンハンサーMFCS1 近

傍に欠失を持ち、その領域に CTCF 結合配列
がマップされている。申請者らは、マウス
MFCS1 を含む BAC DNA に GFP レポーターを挿
入したコンストラクトをマウスゲノムに導
入して内在性 Shh発現を再現するレポーター
発現系を構築した。この系で Acheiropodia
患者と相同なマウスゲノム領域を欠失させ
た BAC DNA の Tgアッセイにより肢芽での GFP
発現の消失を確認しており、その領域が染色
体動態に必要であることがわかっている。
Acheiropodia責任領域やマウスShh上流領域
の多数の deletion シリーズを作製し、マウ
ス個体で Tg アッセイを行って、CTCF 結合配
列の有無にかかわらず、肢芽特異的 Shh発現
に必要なシス領域を体系的に探索する。候補
領域については、BAC-DNA Tg アッセイでシス
配列を同定し、それらが関与する染色体動態
を 4C 法等で解析する。 
(2) 階層的な Shh 遠隔エンハンサーの出現に
よる形態進化と染色体動態の進化的変遷の
解明 
両生類で出現したMACS1配列のノックアウ

トマウスは、肺呼吸に必須の喉頭に限局した
形成不全を示す。また、魚類から哺乳類まで
配列が保存されるMFCS4と爬虫類で出現した
MRCS1 は協働して歯発生に働く可能性が示さ
れている。そこで、階層的な遠隔エンハンサ
ーの出現が形態進化に関わった可能性を検
証する。さらに、口腔から喉頭の形態進化に
伴って、染色体動態を介した転写調節システ
ムがどのように進化変遷してきたかを明ら
かにする。 
①遠隔エンハンサーMACS1 の出現による喉頭
器官の形態進化 
マウス個体での Tg アッセイにより、マウ

ス喉頭上皮でのレポーター発現制御に関わ
る配列を特定する。MACS1配列にはFork-head 
domain を持つ転写因子 FoxA の結合配列が存
在し、「ENCODE Project」の成果からヒトの
相同領域への FoxA1 と FoxA2 の結合が推定さ
れている。そこで、ChIP 法や EMSA 法でこれ
らの因子がMACS1に結合することを検証する。 
②複数のエンハンサー（MFCS1 と MRCS1）の
重層化と形態進化 
申請者らは、Tg アッセイでマウス胚の歯プ

ラコードでの Shh発現を誘導する二つの遠隔
エンハンサー（MFCS4 と MRCS1）を含む 127 Kb
のゲノム領域を欠失した染色体を Targeted 
Meiotic Recombination (TAMERE)法で作出し
た。交配実験により、この欠失染色体のホモ
接合個体作出し、歯プラコードを中心とした
口腔の表現型を X 線-マイクロ Computer 
tomography (CT)等を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
(1) CTCF による Shh発現制御システムの解明 
①CTCF・Cohesin 関連遺伝子の機能解析 
Cre-loxp システムを用いた条件的ノック

アウトマウスによる CTCF の機能解析のため
に、肢芽の間充織特異的なプロモーターであ



る pPrx1 によって Cre を発現するマウス、肢
芽の表皮特異的なプロモーターである pMsx2
によって Cre を発現するマウス、ユビキタス
プロモーターの pCAGGS 下で試薬誘導型
CreERT2 を発現するマウスの 3 系統新たに樹
立した。pPrx1-Cre マウスと CTCF条件的ノッ
クアウトマウスの掛け合わせにより、四肢が
欠損する表現型を確認した。 
また、国際ノックアウトコンソーシアムよ

り、Cohesin の複合体形成に必須の ESCO2 が
条件的にノックアウトされた ES 細胞を入手
し、ノックアウトマウスを作製した。この系
統は、肢芽特異的Creマウスとの交配を行い、
CTCF のノックアウトマウス同様の四肢欠損
を確認した。 
また、Cohesin の輸送に関わる Mau2 に関し

て、条件的ノックアウトアリルを有するマウ
ス系統を樹立した。これらの解析は、CTCF・
Cohesin が染色体高次構造を介した遺伝子発
現制御をどのように行うのか理解するうえ
で非常に重要である。 
さらに、肢芽と頭部から試料を調製し、

CTCF、Mau2、Smc1a (Cohesin サブユニット)
に対する抗体を用いて、ChIP-Seq 解析を行
った。これらの次世代シーケンサーを用いた
大規模な配列決定には、「ゲノム支援」のサ
ポートを受けた。この ChIP-Seq の結果によ
り、マウス胚組織における CTCF と Cohesin 
関連タンパク質のゲノム上の分布を網羅的
にマップすることができた。肢芽での Shh 発
現に必須であることが知られている CTCF
は、Shh 翻訳領域を挟むように上流 3.5 Kb
と下流 6.5 Kb の位置にピークが認められた。
また、肢芽エンハンサーの上流と下流 20 Kb
に各々ピークが認められた。一方で、エンハ
ンサーと Shh 翻訳領域の間の 800 Kb に及ぶ
インタージーン領域では、数個の低いピーク
が認められるだけであり、CTCF の結合は
MFCS1・Shh 翻訳領域特異的であった（図
３）。CTCFはホモ二量体を形成することで、
高次の染色体ループ構造の形成に寄与する
ため、Shh 遺伝子の翻訳領域と肢芽エンハン
サー近傍の両方に強い CTCF の結合が認め
られたことは、このエンハンサーを介した
Shh の転写活性化に CTCF が関与する可能
性を強く示している。中でも、肢芽エンハン
サーの上流 20 Kb に位置する CTCF 結合領
域は、ヒトの四肢欠損を呈する常染色体劣性
遺伝疾患である Acheiropodia の原因候補領
域と一致しており、特に興味深い。 

これら 4 か所の CTCF 結合サイトが Shh
の発現と四肢の表現型にどのように影響を

与えるのか明らかにするために、ゲノム編集
技術の一つである CRISPR/Cas9 系を用いて、
それぞれノックアウトしたマウス株を樹立
した。 
②4C-Seq によるインタラクトーム解析 

Shh プロモーターとその近傍の CTCF 結
合領域をベイトとした 4C-Seq 法による解析
の結果、Shh 翻訳領域と MFCS1 を含む１
Mb 超の区画の中で高頻度に相互作用が起こ
っていることが明らかになった。これは、Shh
と MFCS1 が特定の染色体ループ構造を作っ
て安定な結合をしているというよりも染色
体上の機能的な区画の中で動的に相互作用
を繰り返していることを示唆しており、我々
が以前に報告した、肢芽エンハンサーと Shh
プロモーターは断続的な相互作用を繰り返
すというデータをよく支持していた。 
また、Shh 近傍の Lmbr1 のプロモーター

は、Shh に比べてより小さな相互作用ドメイ
ンを形成しており、Shh 翻訳領域との相互作
用はほとんど認められなかった。マウス肢芽
において、Shh と Lmbr1 は異なる発現パタ
ーンを呈するため、両者のプロモーター領域
における排他的な相互作用ドメインの形成
は、その発現の違いを生み出すのに必要であ
る可能性がある。 
 
(2) 進化過程におけるShh発現制御に係わる
遠隔エンハンサーの出現 
①MACS1 エンハンサーの進化 
喉頭・肺で機能する MACS1 の形態進化へ

の寄与を明らかにするため、魚類での進化的
保存性を追跡した。シーラカンス・ガンギエ
イ・ガーパイクから MACS1 オーソログを同
定し、マウス胚を用いたレポータートランス
ジェニック法で発現解析を行った。これらの
比較から肺呼吸の必要な陸生動物間には
MACS1 の高度な保存性が認められるが、肺
の代わりに鰾を有する硬骨魚類は、MACS1
の保存配列を失い、新たな内胚葉エンハンサ
ーを進化させたことがわかった。 
また、MACS1 と呼吸器官の形態進化との

相関性を明らかにするため、主に条鰭類ゲノ
ムを用い、サザンブロット解析によって
MACS1 の保存性を検証した。その結果、呼
吸器官の機能、形態進化がすすむ真骨魚類内
に MACS1 保存性の境界を見いだした。 
 
②Shh エンハンサーの機能重層化 

Shh遺伝子座の上流100 kbの領域に 新規
消化管エンハンサーである SLGE を同定し、
国際誌に報告した。SLGE と MACS1 は発現
制御領域の多くを共有しており、遺伝子発現
調節の機能的重層化を考える良いモデルと
なる。そこで、SLGE のノックアウトマウス
を作製し、MACS1 ノックアウトマウスとの
機能比較を行った。MACS1 の欠失は、喉頭
に限局した形成異常を引き起こす一方で、
SLGE の欠失は、顕著な表現型を示すことが
なかった。 



現在同定されている Shh の肺・消化管エン
ハンサーは、SLGE と MACS1 の二つのみで
ある。エンハンサーの機能重層化の実態を明
らかにするため、両者のダブルノックアウト
マウスを作製した。マイクロ CT による形態
解析の結果、ダブルノックアウトマウスで肺
形成不全がみられた。しかし、Shh 翻訳領域
のノックアウトマウスは、肺や上部消化管に
より重篤な欠損を示すことから、機能重複的
な新規エンハンサーの存在が示唆された。エ
ンハンサーの機能重層化をさらに包括的に
理解する目的で、SLGE と MACS1 の間に存
在する 650 Kb の長距離欠失マウスの作製を
行った。 
また、歯芽での機能的重複が確認されてい

る MRCS1 と MFCS4 に関してダブル KO マ
ウスを作製し、マイクロ CT を用いた観察に
より、歯の形成異常を明らかにした。 
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