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研究成果の概要（和文）：インスレーターの物理的特性と作用機構を明らかにすることを目的とした。広範囲の
欠失変異導入が可能なCRISPR-Cas3のウニへの適用を試みたが成功に至らず、さらなる改善が必要なことがわか
った。さらに、ノックインを利用した機能欠失を目指したが、ノックイン産物は検出されるものの、その効率は
非常に低かった。NHEJを阻害する様々な処理を施したが、顕著な効率改善は得られなかった。
DNA塩基配列の物理的特性とインスレーター活性の相関を調べるために、様々な物理的特性を示すラムダDNAを用
いて、それぞれがエンハンサー／プロモーター間コミュニケーションに対して異なる効果を示すことが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the physical properties and 
mechanism of action of the insulator. We attempted to apply CRISPR-Cas3, which can introduce a wide 
range of large deletion mutations, to sea urchins, but it was not successful, indicating that 
further improvement is needed. Furthermore, we tried to use knock-in for functional deletion, but 
although knock-in products were detected, their efficiency was very low. Various treatments to 
inhibit NHEJ were carried out, but no significant improvement in efficiency was obtained.
To correlate physical properties of DNA with their insulator activity, we used lambda DNAs 
exhibiting various physical properties, and we found that each of them had a different effect on 
enhancer/promoter communication.

研究分野：分子生物学

キーワード： インスレーター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウニは、ヒトを含む新口動物の祖先型の動物であり、その進化的位置付けからもゲノムの進化を考える上で重要
な動物である。ゲノム編集の活用により、内在の染色体環境下で遺伝子の発現制御機構について解析できるシス
テムが構築できれば、より正確なゲノム機能を解析でき、膨大な非コードDNAの役割とその進化を明らかにでき
ると考えられる。また、ウニにおけるゲノム編集技術の適用法がさらに広まるれば、有用品種の作出など産業面
でも価値のあることであると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ゲノム中の個々の遺伝子は、エンハンサーやサイレンサーといった調節配列により適切な時
期に適切な組織で発現するよう調節される。エンハンサーとプロモーターを適切に相互作用さ
せるには、インスレーターの作用が重要である。一般にインスレーターの機能には結合タンパク
質が重要であるが、我々は DNA 自体の物理的特性が重要と考えられる Ars インスレーターの
作用機構について研究してきた。また、非コード DNAの反復配列の中には、ヌクレオソームを
排除する性質をもち、さらにインスレーター活性を有するものが知られている。よって、ゲノム
を構成する膨大な非コード DNAには、インスレーターとしてゲノム機能発現に寄与するものが
他にも存在する可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、Arsインスレーターや非コード DNAに存在する反復配列の物理的特性とイ
ンスレーター活性、ゲノム機能発現との相関を解明し、ゲノム区画化の本質的特性を理解するこ
とである。そこで、近年急速に発展してきたゲノム編集技術を利用し、本研究を行うこととした。 
 
３．研究の方法 

(1) ゲノム編集による内在の Arsインスレーターへの変異導入 

CRISPR-Cas9 による Ars インスレーターへの変異導入を行い、HpArs 遺伝子およびインス
レーターを挟んで隣接する Forkhead box protein D1遺伝子の発現パターンへの影響を、定量
的 RT-PCRや in situハイブリダイゼーションにより解析する。 
 
(2) ゲノム編集を用いたノックインによる Arsインスレーターの機能解明 

CRISPR-Cas9を用いたノックインにより、内在の Arsインスレーターの AT-richコア領域を
各種反復配列や非コード DNA配列に置換し、Forkhead box protein D1遺伝子の発現パターン
への影響を解析する。 
 
(3) レポーターアッセイによる各配列のインスレーター活性の測定 

バフンウニ HpArs 遺伝子のプロモーターと C15 エンハンサーにより発現制御されるルシフ
ェラーゼレポーター遺伝子がある。このエンハンサーとプロモーターの間に様々な物理的特性
をもつ DNA配列を挿入し、これをウニ胚に導入してエンハンサー遮断活性を測定する。これに
より、上記の DNA物理的特性とインスレーター活性との相関を明確にする。 
 
 
４．研究成果 

(1) ゲノム編集による内在の Arsインスレーターへの変異導入について 

CRISPR-Cas9システムにより Arsインスレーター内への欠失変異導入を試みたが、導入され
る欠失変異が小規模なものであり、Ars インスレーターの機能欠失を導入するのが困難であっ
た。そこで、より広範囲の欠失変異導入が可能な CRISPR-Cas3システムのウニへの適用を試み
た。システムを構成する各因子（Cse1, Cse2, Cas3, Cas5, Cas6, Cas7）が連結した Cascadeの
mRNA、もしくは別々のmRNAを作製してウニ胚に導入したが、どちらにおいても現時点では
成功には至らなかった。ガイド RNAの作製法等に改善の余地があるため、今後もさらに研究を
進める予定である。 

 
(2) ゲノム編集を用いたノックインによる Arsインスレーターの機能解明について 

ゲノム編集によるノックインを利用した Ars インスレーターの機能欠失を行うために、まず
はウニにおける CRISPR-Cas9を用いたノックイン法の確立を試みた。Pks1遺伝子を標的とし
たドナーベクターの作製を行い、750 bp のホモロジーアームをもつ HDR 修復用ベクターに加
え、40 bp 程度の短いホモロジーアームを用いる MMEJ 修復用のベクターを作製し、Cas9 
mRNAおよび sgRNAとともにウニ卵に共導入した。PCRによりノックインの成否を確認した
ところ、どちらのドナーベクターを用いた場合でもノックインが行われたことを示す PCR産物
は検出されるものの、ベクター中に含まれる GFPの蛍光は検出されなかったため、効率が非常
に低いと判断された。ドナーベクターにルシフェラーゼ遺伝子を用いた場合でも同様に、ノック
インは検出されるものの、その活性は非常に低かった。 



相同組換えによるノックイン効率を上昇させるために、ドミナントネガティブ型 DNA Ligase 
IV mRNA の共注入も行ったが、顕著な効果は得られなかった。Cas9 ニッカーゼ（nCas9）の
適用も試みたが、顕著な効果は得られなかった。さらに、NHEJの阻害剤である NU7026の存
在下でノックイン操作を施したウニ胚を培養したが、現在のところ顕著な効率改善は得られず、
さらなる条件検討が必要であると考えられた。 

 
(3) レポーターアッセイによる各配列のインスレーター活性の測定について 

 
Arsインスレーター（578 bp）の物理的特性とイ
ンスレーター活性の相関を調べるために、ルシフェ
ラーゼ遺伝子を用いたレポーター解析を行なった。
Arsインスレーターはもともと、方向依存性がある
と報告されていた。しかし我々は、レポーターシス
テムの再構築を行い、レポーターのバックボーンを
揃えれば、方向依存性は観察されないことを明らか
にした。また、エンハンサー／プロモーター間に挿
入した Ars インスレーターの両側の配列の違いに
より、インスレーター活性の強さに差が出ることを
見出した（図 1）。 

 
 
 
さらに、Ars インスレーターの比較対象となる５つの
ラムダ DNA配列（578 bp）を用意した。これらの配列
を PCRで増幅し、同じ長さの DNA断片をポリアクリル
アミドゲルで電気泳動したところ、それぞれの配列が異
なる移動度を示した（図 2）。これは、それぞれの配列が
異なる物理的特性をもつことを示している。 

 
 
 
 
これらの配列をエンハンサー／プロモーター間に
挿入し、レポーター解析を行なったところ、各配列の
エンハンサー／プロモーター間相互作用に対する効
果も異なることが明らかとなった（図 3）。さらに、
同領域を含む約 2000 bp のラムダ DNA 配列を調製
してエンハンサー／プロモーター間相互作用に対す
る効果を調べたところ、どの配列を用いてもエンハ
ンサー活性が大きく低下した。しかし内在の HpArs
遺伝子ではエンハンサー／プロモーター間は約 2000 
bp離れているため、HpArs遺伝子の内在の配列には
エンハンサー／プロモーター間のコミュニケーショ
ンを円滑にするための配列要素が含まれると考え、
現在解析を進めている。 
 
 

図１：Ars インスレーターに方向依存性はないが、
周辺の配列構成により効果が異なる 

図 2：様々なラムダ DNA 断片のポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動 

図 3：様々なラムダ DNA断片のエンハンサー／
プロモーター間相互作用に対する影響 
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