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研究成果の概要： 
神経細胞の多様化に関わる膜分子群クラスター型プロトカドヘリン(Pcdh)の転写制御シスエレ
メントの同定と機能解析を行なった。進化的保存非コード領域を多数見いだし、そのうちSR領域
およびHS5-1領域それぞれの欠損マウスを作製・解析した。その結果、Pcdhの発現制御において
SR領域単独での欠損の影響はほとんどないことが明らかとなった。以上により、神経細胞の多様
化メカニズムの複雑性の一端を示すことができた。 
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１．研究開始当初の背景 
 

国内・国外の研究動向 

脳において神経細胞は高度に多様化している。

しかしながら、その多様性がどのようにして

作られるかは未知の部分が多い。本研究で注

目するクラスター型プロトカドヘリン(Pcdh)

は脳神経系で発現する多様化した膜分子群で

ありカドヘリンスーパーファミリーに属して

いる。Pcdhは-・、-・、-・のサブファミリー

に分類され、哺乳類では約60種類の互いに異

なったPcdhが同一染色体上にクラスターを作

っている(Khomura et al, Neuron, 1998, Wu

 et al, Cell, 1999)。これまでにin situハ

イブリダイゼーションによる解析から、Pcdh

は個々の細胞ごとに異なった組み合わせで発

現していることが示されていたが、その詳細

は不明であった。 

 



これまでの研究成果 

研究代表者らは個々の細胞ごとのPcdh発現

様式を詳細に解析する中で、単一プルキンエ

細胞を用いた分注RT-PCR法の開発・改良を行

い(Esumi, Kaneko et al, Nature Protocols, 

2006)、それを用いてPcdh-・および-・の遺

伝子発現制御を調べた。その結果、小脳プル

キンエ細胞においてPcdh-・および-・のC型

サブグループは全てのプルキンエ細胞で両

対立染色体から発現していた。しかしながら、

その一方、他のPcdhは 12 のPcdh-・中から２

種類のみ、22 のPcdh-・中から 3 種類のみが

細胞ごとに異なった組み合わせで選択的に

発現していた。さらに驚くべきことに、対立

染色体ごとの発現を調べたところ、Pcdh-・ 

２種類とPcdh-・ 3 種類はそれぞれが片側対

立染色体のみに由来していた。これは、多様

化クラスター型遺伝子が片側対立染色体レ

ベルで制御されることを中枢神経系で初め

て示した例である。このPcdh-・および-・の

組み合わせにより合計１０万種類以上の多

様性を生むこととなり、神経細胞の多様性を

特徴づける機構となる可能性がある(Esumi 

et al, Nature Genetics, 2005、Kaneko et al, 

JBC, 2006)。 

 

着想に至った経緯 

片側対立染色体ごとに独立に発現制御される

ためには、対立染色体を区別して働く転写制

御シスエレメント(エンハンサーやサイレン

サーなど)の必要性が予測される。実際に、嗅

神経系において嗅覚受容体遺伝子の発現制御

には対立染色体を区別して働く転写制御シス

エレメントの関与が報告されている(Lomvard

as et al, Cell, 2006)。そこで、Pcdhクラス

ター内において転写制御シスエレメントとし

て働きうる領域を同定するため、動物種間で

保存されているゲノム領域をPcdh-・遺伝子

座において探索した。その結果、ヒトを含む

全ての哺乳類で保存されている領域を２つ見

いだした。研究代表者はこれらをSR領域およ

びT領域と名付け、遺伝子ターゲティングマウ

ス作製に着手し、すでにSR領域欠損の生殖系

列伝達キメラマウスを得ている。SR領域欠損

マウスの作製が最終段階に到達し、個体レベ

ルでの機能を解明できる状況が得られたこと

から、本研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
 

本研究においては、Pcdhの転写制御シスエレ

メントの同定を目的として、Pcdhクラスター

内において各動物種間で保存されているSR領

域およびT領域が転写制御シスエレメントと

して機能するか否かをマウス個体レベルで明

らかにする。 

 

何をどこまで明らかにしようとするのか 

本研究期間においては、SR領域およびT領域が

転写制御シスエレメントとして機能するか否

かをマウス個体レベルで明らかにすることを

目的として、以下の点を明らかにする。 

（１） SR領域およびT領域のクロマチン状態

解明 

（２） SR領域およびT領域の遺伝子ターゲテ

ィングマウス作製 

（３） Pcdhクラスター内に存在する転写制

御シスエレメント候補の網羅的in si

lico同定 

（４） SR領域欠損マウスにおけるPcdh発現

の解明 

 

 
３．研究の方法 
 

(1) SR領域およびT領域のクロマチン状態解

明 

多くの遺伝子において、その遺伝子を発現す

る組織では対応する転写制御シスエレメント

のクロマチン状態が活性状態(DNase高感受性

領域)になることが知られている。そこで、本

年度はSR領域とT領域のPcdh-・ 転写制御へ

の関与を明らかにするため、培養細胞におけ

るこれら領域のDNase感受性を調べる。Pcdh

を発現している培養細胞株(C1300)におけるS

R領域とT領域のクロマチン状態を解析する。D

Nase高感受性領域の存在が確認できた場合に

は、さらなるDNase高感受性アッセイや詳細な

相同性比較解析法を用いて、SR領域(約500 b

p)、T領域(約2.5 kb)の中で中心的役割を果た

す配列(コア配列)を同定する。これらにより、

転写制御シスエレメントとして機能する可能

性を検証できる。 



(2) SR領域、T領域およびHS5-1領域の遺伝子

ターゲティングマウス作製 

転写制御シスエレメント候補の生体内におけ

る機能や意義を明らかにするため、これら領

域の欠損マウスをES細胞を用いた遺伝子ター

ゲティング法によって作成する。SR領域を２

つのloxP配列で挟んだ時期部位特異的コンデ

ィショナル欠損マウス作製を既に開始してお

り、現在、生殖系列伝達キメラマウスが生ま

れている（新潟大学 崎村健二先生との共同

研究）。ネオマイシン耐性遺伝子を除去する

ためFlpマウス（東京大学 三品昌美先生との

共同研究）との交配を行った後に、Cre発現マ

ウスとの交配を行いSR領域欠損マウスを作製

する。 

 また、本研究遂行中にアメリカのグループ

によりPcdh-・発現のエンハンサー活性を持

つHS5-1領域が報告された。しかし、彼らの報

告では生きたマウス内でのエンハンサー活性

を調べていない。そこで、本HS5-1領域につい

てもターゲティングマウスを作製し、マウス

内での活性を調べることとした。 

 (3) Pcdhクラスター内に存在する転写制御

シスエレメント候補の網羅的in silico同定 

一般に、転写制御シスエレメントは動物種間

で保存されている (Nardone et al, Nat 

Immunol., 2004)。実際に、研究代表者は

Pcdh-・遺伝子座において高度に保存されて

いる領域（SR領域およびT領域）を既に同定し

ており解析準備を進めている。本年度は、解

析対象をPcdh-・、-・、-・クラスター全体に

拡大し、転写制御シスエレメント候補を網羅

的に同定する。現在、様々な動物種のゲノム

配列解読計画が進行中であるので、これらの

情報を随時取り入れることで推定の精度を上

げる。 

(4) SR領域欠損マウスにおけるPcdh発現の解

明 

初年度に作製したSR領域欠損マウスを用いて、

SR領域欠損がPcdh-・発現に及ぼす影響を解

析する。これによりマウス生体内におけるSR

機能を明らかにする。 

SR領域欠損マウスのPcdh遺伝子発現様式の

全体像を(i)脳領域や発生時期それぞれにお

けるバリアントごとのRT-PCR法や定量的

RT-PCR法による転写産物のサイズや量の解

明、(ii)単一プルキンエ細胞RT-PCR法による

アリルレベルでの発現様式の解明、(iii)イ

ムノブロットによるPcdhタンパク質の分子

量や発現量の解明、(iv)in situハイブリダ

イゼーション法や抗Pcdh-a抗体(作成ずみ)

による免疫組織化学染色法を用いた局在解

明、により明らかにする。 

 
４．研究成果 
 

 まずSR領域およびT領域におけるクロマチ

ン状態をDNase高感受性アッセイを用いて解

析した。解析対象として、Pcdh-・を発現して

いる培養細胞株C1300を用いた。その結果、T

領域にはDNase高感受性部位が認められ、クロ

マチンが開いた状態であることが示唆された

。そこで、T領域がエンハンサー活性を有する

か否かをルシフェラーゼアッセイを用いて検

討した。しかし、有意なエンハンサー活性を

検出することはできなかった。以上のことか

ら、T領域はクロマチンは開いた状態であるこ

とが示唆された。また、その機能に関しては

単純なエンハンサー活性以外の活性を持つ可

能性が考えられる。一方、SR領域にはDNase

高感受性部位が認められなかった。このこと

は、Pcdh-・を発現しているC1300細胞におい

てはクロマチンが閉じた状態であることを示

唆している。 

 遺伝子改変マウス作製に関しては予定以上

に進行した。SR領域欠損マウスは順調に作製

でき、現在解析を進めている（解析結果は後

述）。一方、HS5-1欠損マウスの作製も順調に

進んでいる。常法に従い、部位領域特異的に

HS5-1欠損させうるようにゲノム配列を改変

したES細胞を取得した。これを用いてキメラ

マウスを作製したところ、生殖系列キメラマ

ウスを得ることができた。現在、解析に進む

べくマウスの交配等を進めている。 

 Pcdhクラスター内に存在する転写制御シス

エレメント候補の網羅的同定を行なった結果

、SR領域、T領域、HS5-1領域に加えて、多数

の進化的に保存された非コード領域を同定す

ることができた。これらはPcdh-・発現制御に

何らかの機能を果たしていることが予想され

、今後の有力な解析候補を得ることができた

。 



 本研究にて作製したSR領域欠損マウスを用

いて、Pcdh-・の発現制御におけるSR領域機能

の解析を行なった。In situハイブリダイゼー

ションにより、Pcdh-・の発現部位の制御には

SR領域単独での欠損の影響はほとんどないこ

とが明らかとなった。また、定量RT-PCRによ

り、組織レベルでのPcdh-・の発現量の制御に

もSR領域単独での欠損の影響はほとんどない

ことが明らかとなった。さらに、単一神経細

胞におけるRT-PCRによって、単一神経細胞レ

ベルでのPcdh-・の発現選択性の制御にもSR

領域単独での欠損の影響はほとんどないこと

が明らかとなった。以上の結果より、Pcdh-・

発現制御メカニズムの複雑性と頑健性の一端

を示すことができた。 
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