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研究成果の概要（和文）：染色体立体構造は正常な転写制御、染色体複製において重要な役割を果たすことが近
年示唆されている。しかしながら、染色体立体構築形成の機構についてはほとんど知られていない。本研究は、
Meis2領域を中心にそのプロモーターに遺伝子発現状態に関わらず相互作用している領域を見出し、その機能の
検証を目的としている。
本期間内に、コンディショナルノックアウトのES細胞およびマウスの樹立を行うことに成功した。また、発生時
における、Meis2遺伝子の発現は複雑に変容していることが見出された。また期間内の実験により、欠失変異マ
ウスは初期発生において致死であることが示唆されており、今後さらなる検証が必要とされている。

研究成果の概要（英文）：Recent studies suggest that three dimensional structures of chromosomes have
 important roles in transcriptional regulation or chromosomal replication, however, the mechanisms 
underlying forming chromosomal three dimensional structures remains unknown. In this work, we made 
attempt to understand the function of the DNA sequence that we found in a distance of 500 kb from 
Meis2 promoter and interacting to Meis2 promoter regardless of the transcriptional activity of 
Meis2. 
We tried and succeeded to establish conditional knockout ES cells and mouse line in this funding 
period. We also found that this DNA region has impact to transcription activities of Meis2 promoter 
by the conditional deletion of this DNA region. This transcriptional pattern alterations are very 
complex and out of expectations, and thus the DNA region reveals that it is not simple enhancer 
sequence. And also, preliminary results suggest that entire knockout homozygotes are lethal in the 
very early stages (blastocyst?).

研究分野： 医師薬学、分子発生学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 近年、遺伝子の発現、染色体の組換え、

あるいは複製に関して染色体の高次構造

が大きな役割を果たしていると考えられ

ている。しかしながら、その高次構造を

規定する DNA 配列情報、あるいはそれに

必要とされる蛋白質、RNA 等のトランス

の因子に関しては全く判っていない。 

(2) 申請者はこれまでマウスの発生における

Meis2 遺伝子をモデルシステムとして転

写活性の状態と染色体高次構造（プロモ

ーター・シス転写調節領域間の相互作用

による立体配座形成）の関連について研

究 を 進 め て 来 た  (Kondo et al., 

Dev.Cell, 2014)。その途上で、エンハン

サー群と異なり、Meis2 遺伝子プロモー

ターに組織非特異的に相互作用している

DNA 断片の存在を見出した。この配列（以

下配列 H と呼ぶ）は、Meis2 プロモータ

ーから 350kb の距離に有る。配列 H は、

エンハンサーあるいはサイレンサーと結

論づける事ができず、既知の配列とは異

なる性質を持っているのでは無いかと予

想された。 

(3) さらに申請者は配列H の欠失マウスの作

製を目指し、ES 細胞を用い、ノックアウ

トを試みたが、800 コロニーの細胞を単

離したにもかかわらず、一つの組換え細

胞を得ることができなかった。この事は

ES 細胞においての致死性を示唆してお

り、配列 H の生体活動の上での重要性を

示している。 

 
２．研究の目的 

(1) 配列 H のコンディショナルノックアウト

ES 細胞およびマウスの樹立を行う。 

(2) コンディショナルノックアウトマウスの

遺伝子発現を検証する。 

(3) ノックアウトマウスの表現系を解析する。 

(4) ノックアウトマウス、ES 細胞を用いて、

Meis2 プロモーターおよび配列 H を中心

とした染色体高次構造の解析を行う。 

 
３．研究の方法 

(1) 野生型 ES 細胞を用い、配列 H の前後を

loxP 配列で挟んだ染色体座を持つ ES 細

胞を作成する。この ES 細胞は loxP 配列

を持つ染色体座をヘテロザイゴートで持

っていることになる。この ES 細胞を基に

キメラ作成を行い、配列 H-loxP のマウス

を樹立する。このマウスを後輩により

loxP 座をホモザイゴートにし、さらにこ

こにタモキシフェンで活性誘導を行うこ

とができる組み換え酵素 CreErt2 を全身

性に発現するための遺伝子座を導入する

（Hflox/flox:Rosa-CreErt2+/-）。組み換え酵

素 CreErt2 はタモキシフェン存在下での

み loxP 配列に対し、組み換えを起こし、

二つの LoxP に挟まれた配列を欠失させ

ることができる。このマウスを本実験を

行う上での標準系統として以下のほとん

どの実験において用いる。さらにこのマ

ウスの胚盤胞より ES 細胞を樹立した。 

(2) マウス発生時の Meis2 遺伝子の発現を

whole mount in situ hybiridization の

手法を用いて検証する。 

(3) 配列HのloxP染色体座に恒常的にCreを

発現しているマウスを交配し、配列 H の

欠失マウスを作成する。そのヘテロザイ

ゴート同士を掛け合わせ、胎児の出現率

の比較を行う。 

(4) コンディショナルノックアウトマウスの

胎児、あるいは ES 細胞を集め、

chromosomal conformation capture (3C)

を基盤とした技術である 4C-seq と染色

体座の相互作用を細胞ごとに可視化する

ことができる 3D-FISH の方法を用い、計

測を行う。 

 
４．研究成果 

(1) これまでに通常のノックアウト作成は、

800個以上のES細胞コロニーを検証して



きたが一つも得ることができなかった。

しかしながら、コンディショナルノック

アウトは容易に得ることができ、また、

マウスの樹立、さらには目的としていた

Hflox/flox:Rosa-CreErt2+/-のマウス系統を

立ち上げることができた。以下のほとん

どの実験はこの系統を中心に行う。また、

このマウスから Hflox/flox:Rosa-CreErt2+/-

染色体座を持つ ES 細胞を樹立した。これ

により、マウスおよび ES 細胞においてタ

モキシフェンを与えることにより、発生

あるいは培養時期特異的に配列 H を欠失

させることが可能になった。ES 細胞を用

いた実験はこの細胞を用いて行う。 

(2) マウスの胎生 8 日で母親の腹腔にタモキ

シフェンを射ち、配列 H を欠失させ、9

日胚で胎児を回収した。Meis2 遺伝子の

プローブを用いて whole mount in situ 

hybridizaiton を行なったところ、目、

間脳他の部分での Meis2 の発現上昇が見

られると同時に、中脳、鰓弓、体節等で

の発現下降が観察され、単純なエンハン

サーではないことが判明したが、遺伝子

の発現に複雑な影響を与える配列である

ことは明確になった。 

 

 

     野生型     変異マウス 

図１野生型と変異マウス9日胚の発現の比較 

(3) 配列 H の loxP 染色体座を持つマウスを、

CAG プロモーターで Cre 組み換え酵素を

発現しているマウスと交配し、配列 H を

恒常的に欠失したマウスを作成した。ヘ

テロザイゴートは生存可能で交配可能で

あったため、ヘテロザイゴート同士をさ

らに交配し、産仔数の検討を行っている。

まだ例数が少なく、結果として明言はで

きないが、7 日胚の時点でホモザイゴー

トは現在のところ見つかっておらず、初

期胚での致死性が示唆された。この初期

胚での致死性は我々が行った他のエンハ

ンサーノックアウトでも観察され、この

二つの領域間の相互作用を今後検証して

いきたいと考えている。 

(4) この二年の間に 4C-seq および FISH の方

法を変更し、よりバックグラウンドの少

ない方法を開発し、現在、9 日胚でのサ

ンプルを集めており、これらのサンプル

を用いて近日中に解析予定である。

4C-seq に置ける改良点は、ビオチン化プ

ライマーを用いて特異性を高める点、二

つ目の酵素を用いずに超音波破砕で DNA

処理を行うことにより、制限酵素の種類

と染色体上における制限酵素認識配列の

位置に依存して検出されることがなくな

ってしまう可能性のある配列をなくした

点に特徴がある。FISH はこれまで 30kb

から 40kb の大きさの染色体領域に相当

する DNA（フォスミド）をプローブに用

いていたが、7kb 程度のより特異的な配

列で構成された PCR 断片を用いることに

より、バックグラウンドを大きく減弱さ

せることに成功した。今後これらの手法

を用いて解析を進めていく。 
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