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研究成果の概要（和文）：刷り込み調節の分子機構を解明することを目的として以下の研究を行

った。(1)	
 マーカー遺伝子の発現の有無で刷り込み破綻を判別できる細胞の作製のため、Igf2r

の母性アレルに YFP を挿入した F1ES 細胞を得た。現在、父性アレルに異なる蛍光タンパクを挿

入した細胞をスクリーニングしている。今後 siRNA ライブラリーによるスクリーニングを行う。

(2)	
 刷り込み遺伝子 KvLQT1が父性染色体上で発現抑制されている機構に、non-coding	
 RNA	
 LIT1

によるヒストン脱アセチル化酵素のリクルートとそれに伴うヘテロクロマチン形成が関与して

いることが示唆された。(3)	
 Commd1/U2af1-rs1 刷り込みドメインでは、父性アレルにおいて

u2af1-rs1が Commd1プロモーター領域まで転写伸長されることにより転写干渉が生じ、Commd1

の発現が抑制され、結果として母性発現することが明らかとなった。	
 

 
研究成果の概要（英文）：	
 The	
 aim	
 of	
 this	
 study	
 is	
 to	
 clarify	
 regulatory	
 mechanisms	
 of	
 the	
 
imprinting.	
 (1)	
 To	
 distinguish	
 imprinting	
 disrupted	
 cells	
 from	
 normal	
 cells	
 by	
 expression	
 
of	
 marker	
 genes,	
 Igf2r	
 was	
 targeted	
 with	
 YFP	
 cassette	
 on	
 the	
 maternal	
 allele	
 in	
 F1ES	
 cell.	
 
We	
 are	
 trying	
 to	
 introduce	
 Igf2r-2A-E2Crimson	
 cassette	
 into	
 the	
 paternal	
 allele.	
 The	
 cells	
 
will	
 be	
 screened	
 with	
 siRNA	
 library	
 to	
 identify	
 regulatory	
 factors	
 for	
 the	
 imprinting.	
 
(2)	
 non-coding	
 RNA	
 LIT1	
 would	
 recruit	
 HDAC(s)	
 to	
 the	
 promoter	
 region	
 of	
 KvLQT1	
 to	
 
deacetylate	
 histone	
 H3	
 and	
 to	
 make	
 heterochromatin,	
 leading	
 to	
 repress	
 the	
 KvLQT1	
 gene	
 
on	
 the 	
 paternal 	
 chromosome. 	
 (3) 	
 At 	
 mouse	
 Commd1/U2af1-rs1	
 imprinted	
 domain,	
 that	
 
interference	
 with	
 paternal	
 Commd1	
 transcription	
 by	
 the	
 oppositely	
 directed	
 U2af1-rs1	
 
transcription	
 seemed	
 to	
 be	
 a	
 mechanism	
 for	
 the	
 maternal	
 predominantly	
 expression	
 of	
 Commd1	
 
gene. 
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１．研究開始当初の背景	
 
ゲノム刷り込みは、エピジェネティクスの

中でも、特に個体発生や分化、疾患の発症に

関わる重要な遺伝システムである。複数の刷
り込み遺伝子が刷り込みドメインを形成し、
ドメイン内の刷り込み調節領域（ICR）に付
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けられたマーク（DNA メチル化、ヒストン修
飾）より、どちらの親由来の遺伝子が発現す
るか決定されている。刷り込みの調節機構が
破綻すると様々な疾患が発症することが知
られているが、破綻の分子機構は解明されて
いなかった。つまり、正常な刷り込みを調節
している分子機構に関して未解明であった。
このことは、物理的に離れた複数の遺伝子が、
ICR のマークを基にどのような分子機構で発
現調節されているかが未解明であることを
意味していた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
本研究では、刷り込み破綻をマーカー遺伝

子の発現の有無で判別できる細胞を作製し、
全遺伝子をカバーする siRNA ライブラリーを
感染させ刷り込み破綻をスクリーニングす
ることにより、刷り込み機構の調節分子を同
定し、その分子機構を明らかにすることを目
的とした。一方、刷り込み調節には、刷り込
みドメイン内に存在する non-coding	
 RNA が
一翼を担っていることが推測されているた
め、ncRNA の機能について明らかにすること
を目的とした。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 刷り込み調節分子の同定	
 
①Kip2/Lit1 刷り込みドメインの調節分子の
同定：Kip2/Lit1 刷り込みドメインは、その
刷り込み破綻が複数の先天異常や癌に関連
するゲノム中で最も重要な刷り込み領域の
一つである。本ドメインには 10 個程度の刷
り込み遺伝子が存在するが、疾患発症に重要
な遺伝子は Kip2 である。そこで、Kip2 の直
下に IRES-GFP 遺伝子を挿入したノックイン
ベクターを作製する。本ベクターをマウス ES
細胞に導入し、組換え体を選択する。この ES
細胞を用いて、Kip2-GFPノックインマウスを
作製する。ノックインマウスの雄と正常雌マ
ウスを交配し、父由来の Kip2-GFP ノックイ
ンアレルを持つ胎仔の皮膚から初代線維芽
細胞を樹立する。Kip2は母性アレルから発現
し父性アレルからは発現しないので、この細
胞では父性アレルの Kip2-GFP 遺伝子は発現
しない。刷り込み調節に異常がおこり父性ア
レルから Kip2-GFP 遺伝子が発現すると、細
胞は GFP 陽性となる。	
 
②Igf2r 刷り込みドメインの調節分子の同
定：刷り込み遺伝子 Igf2rを対象とする。多
型により親由来アレルを区別できる F1 マウ
スの ES 細胞を①と同様の方法で改変し、
Igf2r の発現状態をマーカー遺伝子の発現で
判別できる細胞を作製する。この細胞に
siRNA ライブラリーを感染させる手法により、
調節分子を同定し、その分子機構を解明する。	
 
	
 
(2)	
 KIP2/LIT1 刷り込みドメインにおける

non-coding	
 RNA	
 LIT1の機能解明	
 
KIP2/LIT1 刷り込みドメイン内に存在する
non-coding	
 RNA	
 LIT1に着目し、短く truncate
した LIT1	
 RNA を発現するような細胞を作製
する。微小核融合法を用いて、ヒトの父由来
11 番染色体 1 本を保持するマウス A9 細胞か
ら DT40 細胞へ父由来 11 番染色体を導入し、
組換えにより CMV	
 polyA	
 signal を LIT1の下
流に挿入する。次に改変した父由来 11 番染
色体を CHO 細胞に導入する。これにより、３
種類の長さ（0.2	
 kb,	
 1.1	
 kb,	
 6.6	
 kb）の LIT1
遺伝子が転写される CHO 細胞（ハイブリッド
細胞）を作製する。これらの細胞を用いて、
LIT1 周辺の刷り込み遺伝子の定量的発現解
析、プロモーターのメチル化解析、ヒストン
修飾解析、クロマチン構造解析を行う。	
 
	
 
(3)	
 マウス Commd1/U2af1-rs1 ドメインの刷
り込み調節機構	
 
マウス Commd1 遺伝子は脳特異的に刷り込み
を受ける母性発現遺伝子である。そのイント
ロン 1には、更逆方向に転写される父性発現
刷り込み遺伝子 u2af1-rs1が存在する。父性
アレルにおいて、u2af1-rs1の 3’non-coding
領域の転写が Commd1 のプロモーターまでお
よぶことが Commd1 の刷り込みを調節してい
る 可 能 性 が あ る た め 、 u2af1-rs1 の
3’non-coding 領域の転写、Commd1プロモー
ターのメチル化解析、ヒストン修飾解析を行
う。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 刷り込みドメインの調節分子の同定	
 
①	
 Kip2/Lit1 刷り込みドメインの調節分子
の同定：Kip2-GFPノックインマウス作製の準
備段階として ES 細胞のスクリーニングを行
った。IRES につないだ GFP遺伝子を刷り込み
遺伝子 Kip2 の下流に挿入した組換えベクタ
ーを構築し、マウス ES 細胞へ導入した。複
数の組換えクローンを得て、GFP の発現を解
析したところ、mRNA レベルでは発現している
ものの、GFP に対する免疫染色では発現を認
めなかった。マーカー遺伝子を Neo 耐性遺伝
子に変更しても同じくその発現を認めなか
った。理由として、使用した ES 細胞では、
ノックイン遺伝子は IRES 配列も含めて転写
されるものの IRES 配列が機能せず GFP の翻
訳ができたかったと考えられた。一方、Kip2
の発現は ES 細胞に比して線維芽細胞では低
いレベルであることから、スクリーニングの
効率に問題があると考えられた。そこで、解
析対象を Kip2/Lit1ドメインから Igf2rへ変
更することとした。	
 
②Igf2r 刷り込みドメインの調節分子の同
定：Igf2rは母性発現する刷り込み遺伝子で、
ES 細胞を分化誘導すると両アレル発現から
片アレル発現すると報告されている。このた



め、マウス作製を必要とせず ES 細胞の分化
誘導で刷り込みパターンの確立を再現でき
る系を構築できる。多型により親由来アレル
を区別するため、B6 を母に JF1 を父に持つ
F1 マウスの ES 細胞を用いて、発現解析をし
たところ、確かに未分化状態では両アレル発
現を示し分化誘導後は母性発現に変化する
ことがわかった。そこで、Igf2r下流に Venus
（YFP）を in-frame につないだベクターを構
築し導入した。得られた ES クローンはすべ
て母性アレルにマーカー遺伝子が組み込ま
れており、これは B6 と JF1 の SNP による組
換え効率の違いを反映しているものと考え
られた。また、Igf2r の発現が未分化、分化
でそれぞれ刷り込み状態が維持されている
ことを確認した。さらに、一次インプリント
領域である Air-DMR のメチル化は、分化状態
にかかわらず母性メチル化を示すことも確
認した。このことから、本実験系が分化誘導
だけでメチル化非依存的に刷り込み状態を
変化させることがでる系であり、今後おこな
う siRNA ライブラリーによるスクリーニング
の計に適していることを示す。現在、父性ア
レ ル へ RFP を 組 み 込 む た め 、
Igf2r-2A-E2Crimson ベクターを構築し組換
え細胞のスクリーニングを行っている。	
 
	
 
(2)	
 KIP2/LIT1 刷り込みドメインにおける
non-coding	
 RNA	
 LIT1の機能解明	
 
短い LIT1	
 RNA を発現する 3 種類の CHO 細胞
（ハイブリッド細胞）を解析したところ、周
辺の刷り込み遺伝子のうち KvLQT1 発現が有
意に上昇していた。このことは、本来父性染
色体上で発現が抑制されている KvLQT1 遺伝
子が、LIT1	
 RNA を短くすることによりその発
現抑制が解除されたことを意味している。
KvLQT1遺伝子プロモーター領域のDNAメチル
化の変化は認められず、ヒストン修飾は H3
アセチル化の上昇を認めた。一方、プロモー
ター領域のクロマチン状態を解析したとこ
ろ 、 LIT1	
 truncation に よ り DNase	
 
hypersensitive	
 site が出現することを見出
した。共同研究者久郷らにより ncRNA	
 LIT1
は KIP2/LIT1刷り込みドメインのゲノム領域
全体を覆うように存在していると報告され
ていること（Murakami	
 et	
 al.,	
 J	
 Hum	
 Genet,	
 
2007）、本研究がハイブリッド細胞を用いた
結果であることから、種を超えて保存されて
いる刷り込み機構として、ncRNA	
 LIT1によっ
てヒストン脱アセチル化酵素が刷り込み遺
伝子のプロモーター領域にリクルートされ
脱アセチル化状態となり、ヘテロクロマチン
形成により発現が抑制されていることが示
唆された。	
 
	
 
(3)	
 マウス Commd1/U2af1-rs1 ドメインの刷
り込み調節機構	
 

脳組織における Commd1 プロモーター領域の
DNA メチル化、ヒストン修飾を解析したとこ
ろ、これらの因子についてアレル間の差異は
認められなかった。一方、CTDS2 リン酸化
RNAPII が父性アレルで優位に多く結合して
いたことから、u2af1-rs1 の転写伸長に関わ
る RNAPII が Commd1プロモーター領域まで達
していると考えられた。以上より、父性アレ
ルにおいて、u2af1-rs1が Commd1プロモータ
ー領域まで転写伸長されることにより転写
干渉が生じ、Commd1の発現が抑制され、結果
として脳特異的に母性発現することが明ら
かとなった（Joh	
 et	
 al.,	
 J	
 Biochem,	
 2009）。	
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