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研究成果の概要：哺乳類の生殖器官におけるゲノム機能を明らかにするために、卵巣と精巣で

クロマチンの緩んでいるゲノム領域を探索した。その結果、生殖器官で発現する遺伝子の転写

をコントロールすると思われる新規の配列が複数同定できた。その中でも特に卵巣の顆粒膜細

胞特異的に発現する Amhr2 遺伝子座においては２つの機能領域が同定され、それぞれが組織

によって異なる転写調節活性を持つことが示唆された。このことからこれらのゲノム領域が多

機能である可能性が考えられた。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,400,000 0 1,400,000 

2008 年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 570,000 3,870,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・形態構造 
キーワード：クロマチン、ゲノム、転写、生殖、卵巣、精巣 
 
 
１．研究開始当初の背景 

生物のゲノムにはその生命体が生きてい
くうえで必要なすべての情報が含まれると
言われている。主要な生物のゲノムプロジェ
クトが終了した結果、ゲノム配列の中で遺伝
子にあたる部分がほんの一部であることが
わかった。ヒトの場合では全ゲノム配列の約
４分の１が遺伝子であり、実際にタンパク質
をコードするエクソンは約１％しかなかっ
た。したがって、多くの研究者がポストゲノ
ム研究としてタンパク質の構造や機能の解

析を行っている状況では、ゲノムの大部分を
占めるイントロンや遺伝子間領域の機能に
関する研究が進展しないことが危惧された。
一方で、non-coding RNA（遺伝子をコードし
な い RNA ） や SNPs （ Single Nucleotide 
Polymorphisms: 一塩基多型）に代表されるよ
うに、エクソン以外の配列が重要な機能を持
つことを示唆する報告も増えていた。このよ
うな背景のもと本研究が始まった。 
 
 



２．研究の目的 
本研究では、哺乳類のゲノムが持つすべ

ての機能を明らかにすること、すなわちゲノ
ム機能の完全解明を究極目標にして、特に研
究の遅れている遺伝子間領域やイントロン
の機能を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム上の各配列は組織や発生時期、外

部環境などのさまざまな要因によって、
その機能を発揮したりまったく働かな
かったりすると考えられる。したがって、
それぞれの状況において in vivo で機能
している領域を同定することが必要で
あるが、そのための指標となるのが
DNase I 高 感 受 性 領 域 （ HS: 
Hypersensitive Site）である。DNase I HS
は文字通り、DNase I（DNA 分解酵素）
によって真っ先に分解されるクロマチ
ン領域のことであり、これは、ヒストン
と DNA の結合が緩くなっているか、あ
るいはヒストンがまったくない領域で
あることを意味する。多くの場合、それ
は何らかのタンパク質がその領域に結
合して、その機能を発揮していることを
反映する。つまり、さまざまな状況下で
DNase I HS を探索することによって、そ
の細胞・組織において今まさに機能を発
揮しているゲノム領域を同定できると
考えた。そして本研究ではそのようなゲ
ノム配列を「機能ゲノム領域」と呼ぶこ
とにした。 

(2) 今回は生命の本質とも言える生殖活動
を担う組織である卵巣と精巣に焦点を
あてて、機能ゲノム領域の探索を行った。
生殖器官で機能している可能性が高い
ゲノム領域として、生殖機能に重要な役
割を果たすことが知られている遺伝子
とその周辺の配列が考えられるため、ま
ずこれらについて機能ゲノム領域の探
索を行った。具体的には卵巣の顆粒膜細
胞で発現している Amhr2、Scd2、POP の
各遺伝子と、我々がクローニングした精
巣特異的遺伝子である Tessp1 遺伝子に
ついて主に解析を行った。 

(3) (1)と(2)のようにして同定された機能ゲ
ノム領域は、過去の報告から考えると、
遺伝子発現調節という機能を持つ可能
性が高いと考えられた。そこで in vitro
のレポーター解析によってその転写調
節活性を検討した。また、一部の配列に
ついてはレポーター遺伝子とつないだ
コンストラクトを用いてトランスジェ
ニックマウスの作製を行い、in vivo での
解析が可能な状況を作った。 

(4) 同定した機能ゲノム領域においてどの

ようなタンパク質が結合しているのか
を、ゲルシフト解析やクロマチン免疫沈
降法を用いて明らかにしようと試みた。
しかし、この実験はこれまでのところ成
功していない。 

 
 
４．研究成果 
(1) 生殖器官ではたらく遺伝子を含むゲノ

ム領域についてDNase I HSの探索を行っ
た。DNase I HSはサザンブロット法を用
いた図１のような方法によって検出し
た。まず調べたい細胞や組織から核を抽
出して、その核をDNase Iで処理する。今
回はタカラバイオ株式会社より購入し
たDNase Iを用いており、75-cm2フラスコ
から回収した細胞の場合 50 ユニットで
0～60 秒間処理を行った。EDTAを加える
ことでDNase Iの反応を止めてから、プロ
テアーゼK消化とフェノール・クロロホ
ルム抽出およびエタノール沈殿によっ
てゲノムDNAを精製した。次に調べたい
領域を含むDNA断片を生じるような制
限酵素でDNAを一晩消化し、その後電気
泳動を行ってサザンブロット解析を行
った。プローブを各断片のどちらかの端
に設定しておくことで、DNase Iによって
消化された結果生じたDNA断片が検出
できる。このバンドの分子量を算出する
ことでDNase I HSの位置が同定できる。 

 
(2) 本研究では卵巣と精巣に発現する遺伝

子を含むいくつかのゲノム領域につい
て解析を行った。ここでは卵巣の顆粒膜
細胞で発現する Amhr2、Scd2、POP の各
遺伝子座と精巣に特異的に発現する
Tessp1 の遺伝子座について報告する。解
析には樹立された培養細胞である
OV3121（マウス卵巣顆粒膜細胞の癌細
胞）、NIH3T3-3-4（マウス胚性繊維芽細
胞）、Hepa1-6（マウス肝細胞）、TM4（マ
ウス精巣のセルトリ様細胞）などととも
に卵巣顆粒膜細胞の初代培養と肝臓の
組織も用いた。なお卵巣・精巣以外の細
胞は比較のためのコントロールである。



それぞれの細胞・組織から核を抽出して
DNase I を処理し、(1)で述べたようにし
て DNase I HS の検出を試みた。結果は図
２にまとめた通りで、Amhr2、Scd2、POP、
Tessp1 の各遺伝子座で合計 15 ヶ所の
DNase I HS を同定することに成功した。
Amhr2 遺伝子座では OV3121 と Hep1-6
の他、初代培養した顆粒膜細胞と肝臓で
も２つの DNase I HS が同定された。Scd2
遺伝子座では OV3121 細胞において 3 つ
の DNase I HS が同定された。POP 遺伝
子 座 の 解 析 は 主 に OV3121 と
NIH3T3-3-4 細胞を用いて行ったが、遺伝
子が大きいために遺伝子の前半部分の
み解析を行い、少なくとも８つの DNase 
I HS が存在することがわかった。Tessp1
遺伝子座については TM4、NIH3T3-3-4、
Hepa1-6 を用いて解析した結果、２つの
DNase I HS を検出した。これら 15 個の
DNase I HS すなわち機能ゲノム領域は
ほとんどが組織特異的ではなく、複数の
細胞種に共通して存在していた。遺伝子
の発現状態（発現の有無、発現の強弱）
と DNase I HS の存在についても明確な
相関はみられなかった。 

 
(3) 同定した DNase I HS が転写調節活性を

持つ可能性を検討した。まず、Amhr2 遺
伝子座において同定した２つの DNase I 
HS（下流からそれぞれ HSI、HSII と名づ
けた）についてさらに詳しいマッピング
を行い、それぞれを約 1.5kb と約 2kb に
絞り込んだ。これらの配列を Amhr2 のプ
ロモーターとともにレポーター遺伝子
であるルシフェラーゼにつないで、培養
細胞に導入しその転写調節活性を検討
した（図３）。まず卵巣顆粒膜細胞由来
の培養細胞である OV3121 を用いた場合、
HSI はプロモーター活性にほとんど影響
を与えなかったのに対し、HSII はプロモ
ーター活性を約 2倍に増加させることが
わかった。一方、肝臓由来である Hepa1-6
細胞を用いた場合、HSII がプロモーター
活性に影響しなかったのに対し、HSI は
プロモーター活性をバックグラウンド

レベルまで低下させることがわかった。
我々の RT-PCR 解析の結果によると、
Amhr2 は OV3121 細胞では発現している
が、Hepa1-6 細胞では発現していないこ
とがわかっている。これらのことから、
Amhr2 遺伝子座で同定した２つの機能
ゲノム領域は卵巣と肝臓で異なった機
能を持つことが示唆された。すなわち、
HSI は肝臓において（そしておそらくそ
れ以外の Amhr2 が発現していない組織
においても）Amhr2 の発現を抑えており、
HSII は卵巣顆粒膜細胞で Amhr2 のエン
ハンサーとして働いている可能性があ
る（図４）。 

 

 
(4) Scd2 遺伝子座において同定した３つの

DNase I HS についても(3)と同様の解析
を行った結果、この３つの機能ゲノム領
域はいずれも in vitro では Scd2 のプロモ
ーター活性を抑制することがわかった。
しかしながら、この転写抑制活性は用い
た 4種類の培養細胞すべてで見られたた
めに in vivo における活性を必ずしも反
映していないことが考えられた。そこで、
これらの DNase I HS の in vivo での転写
調節活性を検討するためにトランスジ
ェニックマウスの作製を行った。ここで
はレポーター遺伝子として EGFP 
(Enhanced Green Fluorescent Protein)を用
いて、Scd2 のプロモーターのみの、ある
いは DNase I HS とプロモーターをつな
いだコンストラクトを作製した。これら
のコンストラクトをマウスの受精卵に
導入した結果、それぞれ 13 匹と 6 匹の
F0 マウスを得ることに成功した。 

(5) 本研究では生殖器官ではたらく遺伝子



を含むゲノム領域の探索から、多数の新
しい機能ゲノム領域を同定した。そして、
それらの遺伝子発現調節という機能を
詳しく調べた結果、Amhr2 遺伝子座にお
ける機能ゲノム領域のように組織によ
って全く違った機能を持つものが存在
する可能性が明らかになった。近年
DNase I HS の網羅的な解析が報告され
るようになり、それらの結果を見るとや
はり複数種類の細胞・組織に共通した
DNase I HS が多数存在することがわか
っている。しかし生殖器官とその他の組
織を比較した報告はまだなく、本研究に
よって生殖器官における DNase I HS も
他の組織と共通しているものが多い、と
いうことが明らかになった。また、ほと
んどの網羅的解析では個々の DNase I 
HS の機能までは調べられておらず、本
研究のように個々の機能を丁寧に調べ
た研究の意義は大きい。そして、何より
Amhr2 遺伝子座の解析によって機能ゲ
ノム領域が組織によって異なった複数
の機能を持つ可能性を示唆できたこと
は大きな成果である。このようなゲノム
の多機能性を追及する研究は今後ます
ます発展が見込まれる分野であり、本研
究の成果はそのための基盤となること
が期待される。 
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