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研究成果の概要：マウス発生胚肢芽では、Shh遺伝子の転写レベルの変化に応じて Shh遺伝子
座から遠く離れた遠隔エンハンサーを含むシス配列と Shh翻訳領域の物理的距離が時期・組織
特異的にダイナミックに変化する。本研究では、Shh遺伝子の転写制御に絡む染色体高次構造
変化の分子基盤を明らかにし、その生物学的意義を考察した。本研究成果により、マウス肢芽
での Shh遺伝子発現は、エンハンサーとプロモーターの物理的相互作用に加えて染色体テリト
リーからの Shh 遺伝子座のルーピングアウトという二段階の染色体高次構造の変化によって
制御されることが明らかとなった。また、Shh遺伝子の遠隔および近位エンハンサーの詳細な
発現量の比較解析を行い、前者は短期で比較的低レベルの遺伝子発現を、後者は長期間にわた
る高レベルの遺伝子発現を制御している可能性が示唆された。このように、染色体の高次構造
のダイナミックな変化により、発生関連遺伝子の発現量について精巧な制御が行われているこ
とが明らかとなった。また、本研究では、肢芽以外において、Shh遺伝子の口腔から腸管の上
皮組織での発現を特異的に制御するエンハンサーを新たに同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
進化的に離れた生物種間の比較ゲノム解析
により、遺伝子の翻訳領域以外にも進化的保
存配列が多数存在することが明らかになっ
てきた。この進化的保存性を指標として、数
多くのシス制御因子が抽出され、機能解明が
進んでいる。発見されたシス因子の中には、
制御すべき遺伝子の転写開始点から遠く離
れたものが存在することも分かってきた
（West, A.G. & Fraser, P., 2005）。最近の転
写制御研究の進展により、単純なトランス因
子のシス制御因子への結合に加えて、遺伝子

周囲の染色体の高次構造変化が転写制御に
深く関与するという知見が集積しつつある。
例えば、活発に転写されている遺伝子座が、
間期核においてその遺伝子が存在する特定
の染色体テリトリーから突出（ループアウ
ト）した配置を示すことや  (Volpi et al. 
2000; Williams et al. 2002)、極端な場合には、
染色体構造の変化を介して異なる染色体か
らトランスに作用する制御因子の存在さえ
報告されている（Spilianakis et al. 2005）。
このように、遠隔部位に存在するシス制御因
子に関する報告が蓄積されるにつれて、転写
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制御を染色体動態というマクロでよりダイ
ナミックな視点で捉えなおす必要性が生じ
ている。 

Shh遺伝子は、脊椎動物の発生過程におい
て中枢神経系を始め、肢芽や消化管など様々
な組織の形成に重要な役割を果たす分泌性
タンパク質をコードしている。我々は、Shh
翻訳領域からはるかに離れた 1 Mb上流に、
硬骨魚類から哺乳類に至るまで進化的保存
性を示す二つの非翻訳配列が組織特異的
Shh 遺伝子発現に働くシス制御因子である
ことを発見した (Sagai et al. Mammal 
Genome, 2004; Sagai et al. Development, 
2005; Masuya et al. Genomics 2007; Sagai 
et al. in press)。他の研究グループも、同領
域内にさらに複数のシス因子が存在するこ
と を 報 告 し て い る （ Jeong et al. 
Development, 2006）。これらの遠隔部位のシ
ス因子がどのようにして Shh 遺伝子の発現
を制御するのか、その分子機構は不明であり、
翻訳領域から 1 Mbも離れたゲノム領域に位
置する生物学的意義についても未だに解明
されていない 
 
 
２．研究の目的 
本申請研究の第１の研究目的は、遠隔部位

に位置するシス因子の転写制御機構を解明
することである。Shh 遺伝子の発現に伴い、
シス制御因子が遺伝子のプロモーター領域
に接近するのかどうか、そしてその染色体構
造の変化が組織特異的かつ時期特異的に秩
序立って制御されているのかどうかを明ら
かにすることである。このために、3D-FISH
法や Chromosomal conformation capture 
(3C) 法を用いて、染色体構造の三次元的な配
置とその動態を直接的に解析する。 
第２の研究目的は、何故シス制御因子が

1Mb という遠隔部位に存在するのかという
生物学的意義を明らかにすることである。つ
まり、染色体の高次構造変化という一見複雑
で余分なエネルギーを要するように見える
制御システムを採用している生物学的な理
由は何か解明することである。1 Mb の広範
な領域に既に同定された複数のエンハンサ
ーを有する Shh遺伝子は、近年多く報告され
ている遠隔エンハンサーの生物学的意義を
知るために優れたモデルと考えられる。そこ
で、翻訳領域に対して遠位と近位に存在する
Shh 遺伝子の組織特異的エンハンサーの機
能の相違について比較検討を行う。 

Shh 遺伝子の組織特異的発現機構の解析
に第１に必要とされるのが、組織特異的に機
能するシス因子の同定である。我々は、これ

までに二つの Shh シス制御因子 MFCS1、
MFCS4を同定しているが、内在性の Shh遺
伝子の発現を考慮すると、まだ同定されてい
ないシス制御因子が存在すると考えられる。
そこで第三の研究目的として、新規の Shh制
御因子の同定をめざした研究を行う。 
以上、本課題研究では、Shh遺伝子発現制御
に関与する複数の遠隔部位のシス因子をモ
デル系として、染色体の高次構造のダイナミ
ックな変化を中心とした遺伝子発現制御機
構について包括的に解明する。 
 
 
３．研究の方法 
研究課題 (1) Shh遺伝子座の染色体ダイナミ
クスの解析 
① 3D-FISH解析 
発生過程のマウス肢芽より、三次元的な構

造を保たせたまま細胞核を調整して FISH法
を行う。シス因子と翻訳領域が１Mb という
距離を隔てていることはそれ自身が非常に
ユニークであると同時に、FISH によって両
者の距離を物理的に検出するための充分な
解像度を与える。Shh 遺伝子および MFCS
配列に対してそれぞれ異なる標識をしたプ
ローブを用い、細胞核内での両領域に対応す
る蛍光シグナル間の物理的な三次元距離を
計測する。解析においては、特に以下の点に
着目して実験を進める。(i) Shh遺伝子を発現
する正常肢芽の細胞間期核において、Shh遺
伝子翻訳領域とMFCS1配列の物理的な近接
の有無を調べ、その組織特異性と時期特異性
を明らかにする。(ii) 染色体動態と転写の関
係をより明確にするため、RNA-DNA double 
FISH を行い、Shh 遺伝子の pre-mRNA と
MFCS1 の位置関係を調べる。(iii) 上記の三
次元的核内配置におけるMFCS1配列の役割
を解析するため、MFCS1 配列を欠損したノ
ックアウトマウス（当研究室で作製済み）に
おいて核内配置が変化するかどうかを調べ
る。 
② 3C解析 
間期核中のゲノム領域におけるエンハン

サーープロモーター間の相互作用を調べる
ために、3C 解析を行う。この解析法は、固
定剤による架橋で構造を維持したままゲノ
ム DNA を切断し、架橋した領域の近傍でラ
イゲーションさせて、相互作用する 2領域を
検出するという手法である。マウス胚より肢
芽をはじめさまざまな組織の細胞を調製し、
Shh遺伝子翻訳領域とMFCS1配列の相互作
用の組織特異性を調べる。それぞれのゲノム
領域に対応したプライマーを用いて
real-time PCRを行い、ゲノム領域間の相互



作用を定量的に評価する。 
③ 遠隔シス因子による Shh 発現制御の生
物学的意義の解明 

ES 細胞の相同組換えによって、Shh 遺伝
子の開始コドンの位置に合わせて不安定型
GFP を挿入したノックインマウスをすでに
作製している。不安定型の GFP をレポータ
ー遺伝子として用いているため、このマウス
の解析を通じて、発生段階ごとの Shh遺伝子
発現を正確に On-timeでモニターできる。マ
ウス胚切片上でレポーターの発現を解析す
ることで、異なるシス因子によって制御され
る Shh 遺伝子の組織間での発現レベルの違
いを明らかにする。 
さらに、内在性の Shh遺伝子発現と遠隔シ

ス因子であるMFCS1とレポーター遺伝子を
連結したトランスジーンの発現比較を行う
ことにより、シス因子が遠隔部位にあること
の転写活性と四肢の表現型に対する効果を
検討する。ここでは、Shh-d2EGFPノックイ
ンマウスと MFCS1-d2EGFP トランスジェ
ニックマウスを用いたレポーター遺伝子の
比較発現解析を行う。 

 
研究課題 (2) 二つの遠隔シス因子による喉
頭・咽頭/肺・消化管での Shh 遺伝子発現の
スイッチングの解析 

Shh 遺伝子翻訳領域の約 830kb 上流の
MFCS1とMFCS4配列の間に哺乳類̶鳥類間
で保存された配列 (MACS1) がある。この配
列でドライブしたレポーター遺伝子は、肺や
腸の内在性 Shh 遺伝子と類似した発現パタ
ーンを示すため、肺や消化管特異的な Shhの
シス因子である可能性が高い。その発現部位
は、胎生 11.5日において、喉頭・咽頭上皮で
の特異的な Shh 発現のエンハンサーを含む
保存配列MFCS4でドライブしたレポーター
遺伝子の発現部位と境界を接している。した
がって、近接した２つの保存配列により、喉
頭・咽頭部と消化管部での Shh遺伝子発現制
御の役割分担がなされている可能性がある。
この点を明らかにするため、以下の二つの実
験を行う。 
① MACS1配列でドライブする GFPレポー
ター遺伝子をもつトランスジェンック系統
を作製する。この系統にすでに樹立済の
FCS4-LacZ レポーター遺伝子をもつトラン
スジェニック系統を交配し、LacZ 染色と
GFP 免疫染色を同時に行い、MFCS4 と
MACS1 による制御領域とその境界を明らか
にする。 
② MACS1 が Shh 遺伝子の肺・消化管特異
的なシス因子であれば、そのノックアウトマ
ウスは、ヒトで報告されている食道・気道瘻

や鎖肛などの障害、Shh翻訳領域のノックア
ウトに観察される消化管の障害を示すと予
想される。この点を明らかにするためには、
保存配列を Neo カセットと置き換えたベク
ターでノックアウトマウスを作製して表現
型を解析する。 
 
 
４．研究成果 
研究課題 (1) Shh遺伝子座の染色体ダイナミ
クスの解析 
① 組織特異的かつ時期特異的なMFCS1エ
ンハンサーと Shh翻訳領域の近接 

Shh 翻訳領域の約 1 Mb 上流に位置する
MFCS1 エンハンサーが、どのようにターゲ
ット遺伝子の転写制御を行うのか明らかに
するために、マウス胚肢芽の後方 Shh発現領
域・中間領域・前方領域からそれぞれ調製し
た細胞を用いて 3D-FISH 法による解析を行
った。Shh翻訳領域とMFCS1のシグナル間
の距離を測定した結果、Shh遺伝子を発現す
る肢芽後方の細胞核では両者のシグナルが
重なる傾向にあり、逆に中間領域の細胞では
両者のシグナルが離れて観察された。さらに、
肢芽前方の組織でも Shh翻訳領域とMFCS1
配列が近接する傾向にあった。多指症を呈す
るほとんどのミュータントマウスでは、肢芽
前方に Shh 遺伝子の異所的な発現を示すこ
とが知られており、肢芽前方の細胞は Shh発
現の潜在能力（コンピテンス）を有すると考
えられる。エンハンサーと翻訳領域の近接は、
Shh 遺伝子の転写の前段階として必要な細
胞のコンピテンスの実体を表す可能性が示
された。 
さらに、後方の Shh 発現組織と Shh 遺伝

子を発現しない前方組織との違いを明らか
にするため、Shh翻訳領域と第 5染色体テリ
トリーとの位置関係を調べた。その結果、後
方組織の細胞核のみにおいて、一部の Shh翻
訳領域が第 5染色体テリトリーから飛び出し
ている様子が観察された。このようなルーピ
ングアウト現象は転写が活性化されている
遺伝子領域にしばしば見られることが知ら
れている。以上のことより、肢芽の Shh遺伝
子領域の活性状態は、エンハンサーの近接と
染色体領域との位置関係という二つの異な
る機構によって制御されていると考えられ
た。 
 また、発生段階の異なる肢芽における染色
体構造の変化を調べるために、すでに Shh遺
伝子の発現が消失している 12.5 日胚肢芽の
細胞を用いて 3D-FISH 解析を行った。12.5
日胚肢芽の細胞核においては 10.5 日胚肢芽
の細胞に見られたようなMFCS1領域と Shh



翻訳領域の近接がほとんど認められず、
Shh-MFCS1の 2点間の距離は、発生段階の
進行に伴って制御されて変化することが明
らかになった。3C 法による解析においても
10.5 日胚肢芽の細胞で Shh 遺伝子の第 1 エ
クソン領域とMFCS1の特異的な相互作用が
検出され、Shh遺伝子の発現がすでに停止し
ている 12.5 日胚肢芽の細胞ではその相互作
用が認められないことが確かめられた。この
結果は、MFCS1エンハンサーと Shhのプロ
モーターが物理的に相互作用することも示
唆している。 
② 染色体構造変化における MFCS1 配列の
役割 
我々の研究室では、すでにMFCS1配列を

ノックアウトしたマウスが作製済みである。
このホモ個体は、発生期の肢芽での Shh発現
を特異的に消失しており、その結果として肢
芽の先端部の構造が欠失した表現型を示す。
しかし、このシス制御因子の欠質が染色体構
造にどのような影響を与えるのか明らかで
はなかった。そこで、MFCS1 ノックアウト
マウス胚の肢芽切片を用いて、3D-FISH解析
を行った。その結果、MFCS1 ノックアウト
マウス肢芽において、一定の割合で MFCS1
周辺領域と Shh 翻訳領域の近接が観察され、
その割合は野生型のマウス肢芽と同程度で
有意な差は認められなかった。 
さらに、MFCS1 ノックアウトマウス肢芽

において、Shh翻訳領域と第 5染色体テリト
リーとの位置関係を調べた。野生型では、後
方の細胞核で一定の割合で Shh 翻訳領域が
第 5染色体テリトリーから飛び出しているの
に対し、MFCS1ノックアウトマウス胚では、
そのようなルーピングアウト現象は観察さ
れなかった。以上の結果から、MFCS1 配列
自体は、エンハンサーとプロモーターの相互
作用が起こる時には必要とされないが、Shh
遺伝子座のルーピングアウトには必須であ
ることが示唆された。 
③ Shh 発現制御における遠隔シス因子と近
位のシス因子の機能の比較 

Shh の組織特異的シス因子の機能を評価
するため、pre-mRNAと mRNAの発現パタ
ーンをマウス胚の肢芽と神経管で比較した。
肢芽での Shh遺伝子の発現は遠位のMFCS1
によって制御されるが、神経管の Shh発現は
翻訳領域の上流 8 Kbとイントロン部分に存
在する近位のシス因子によって制御される
ことが報告されている。Shh遺伝子のmRNA
は、肢芽の後方組織ならびに神経管底板と脊
索で均一に発現している様子が観察された。
一方、肢芽後方組織では 37%の細胞でのみ
pre-mRNA陽性であった。これは、神経管底

板と脊索で 68%の細胞が pre-mRNA 陽性で
あることに比較して有意に低い値であった。
この結果は、ゲノム上の位置の異なるシス因
子によって制御される Shh発現は、組織ごと
に異なる発現レベルに維持されている可能
性を示している。 
組織ごとの発現の違いを確認するため、

Shh-d2EGFP ノックインマウスを用いて発
現解析を行った。E10.5 のノックインマウス
の切片上で、不安定型 GFP の発現は神経管
底板と脊索のほぼ全ての細胞で認められた。
対照的に肢芽の後方組織では、GFP陽性細胞
はまだらに分布していた。この結果は、
pre-mRNA の分布を調べた結果と矛盾せず、
MFCS1によって制御される肢芽の Shh発現
は低レベルに保たれていることが示唆され
た。 
さらに、シス因子が遠隔部位にあることに

よる転写活性への影響を調べるため、
Shh-d2EGFP ノックインマウスと MFCS1
とレポーター遺伝子を連結したトランスジ
ーンの発現比較を行った。前述したように、
Shh-d2EGFP ノックインマウスの肢芽では、
GFP の発現は一部の細胞でのみ観察された
が、MFCS1-d2EGFPトランスジェニックマ
ウスの肢芽では、後方組織に一様に発現して
いた。人為的に近位に置かれた MFCS1 は、
高レベルでターゲットの遺伝子を活性化さ
せることが示唆された。遠隔エンハンサーで
あるMFCS1は、染色体構造のダイナミック
な変化によって、組織に応じた最適な発現レ
ベルを維持している可能性がある。 

 
研究課題 (2) Shh 発現制御に関与する新規
遠隔シス因子の同定 
① Shh 遺伝子の約 800k 上流にある咽頭部
特異的なシス因子であるMFCS4周辺ゲノム
約 130kbについて、進化的保存性を示す非翻
訳配列を探索し、新たに二つの配列（MRCS1
と MACS1）を検出した。さらに、各々の配
列を LacZ レポーター遺伝子に連結したベク
ターコンストラクトを導入したトランスジ
ェニックマウスを作製して詳細な発現解析
を行ったところ、それらの保存配列が各々上
皮組織の内、歯原基などの口腔上皮、肺・腸
管の原基にレポーター遺伝子を発現させる
ことがわかった。したがって、これらのゲノ
ム配列は、各々の上皮組織に特異的なエンハ
ンサーを含むことが明らかとなった。これら
のエンハンサーは、口腔から腸管上皮組織で
の発現の前後軸に沿うように、ゲノム上でも
同一の順序で並んでいることもわかった。 
② MRCS1とMACS1の二つの保存配列につい
て、Neo カセットと置き換えたベクターで



ES 細胞を用いた標的遺伝子破壊実験を行っ
た。現在、両配列とも相同組換えを起こした
ES細胞が得られており、ES細胞の寄与率の
高いキメラマウスも得られている。生殖細胞
へのトランスファーが確認され次第、表現型
解析を開始する予定である。 
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