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研究成果の概要（和文）： 
  本研究では、選定したタグシステム（LacO/LacI-GFP システム）を用いて一定サイズの

DNA(3.5kb)を安定的に回収することに成功した。LacO/LacI-GFP システムを用いて巨大な CHO

染色体の回収に成功した。これらの研究より LacO/LacI-GFP のタグシステムの実用性を明らか

にした。さらに、複数個の遺伝子を搭載可能な人工染色体上へタグ配列（LacO 配列）および本

研究において着目した XIST ゲノム領域、LIT1/ KCNQ1OT1ゲノム領域、疾患関連反復配列(CGG：

100リピート)をそれぞれ搭載した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
    To recover the CHO chromosome that carry 3.5kb of the lacO repeat sequences in the cells, 
we carried out immunoprecipitation by using anti-GFP antibody after the introduction of the 
LacI-GFP vector.  As a result, a large size of CHO chromosome was recovered by anti-GFP 
antibody. These results suggest that the possibility of recovery of the HAC by chromatin 
immunoprecipitation. In addition, our colleague has developed a new HAC vector (MI-HAC) with 
multi-integrase recombination sites. MI-HAC enables to introduce various large genes or 
genomic loci.  Furthermore, we produced MI-HAC that contains the lacO repeat sequences and 
targeted gene loci (Xist, LIT1/KCNQ1OT1 and CGG repeat sequence). 
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１．研究開始当初の背景 
  近年、様々な生命現象や染色体起因疾患に

非コード RNA の関与が明らかにされ、その

分子機構の解明が進んできた。その結果、未

知の機能性非コード RNA が引き起こすエピ

ジェネティックな変化が生物の多様性ある

いは細胞内のゲノム機能に重要な制御分子

として働いていることが推測されてきた。そ
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の中でも、以前から X 染色体の不活化に関与

する XIST RNA を中心としてエピジェネテ

ィクスの研究領域で注目されてきた。近年、

ゲ ノ ム 刷 り 込 み に 関 与 す る

LIT1/KCNQ1OT1、Air、ANRIL など、いく

つかの長鎖非コード RNA の存在が報告され

てきた。 
 またゲノム上に散在する DNA 反復配列は、

多くの遺伝性疾患、がんを含む染色体起因疾

患が報告されている。その中でも X 染色体長

腕上に存在する CGG リピートの伸長は脆弱

X 症候群の原因であることが知られる。

FMR1 遺伝子のプロモーター下流 5`UTR 領

域の中に存在する CGG リピートが 200 以上

に伸長することにより高度にメチル化され

る。そして自身にコードされている FMR1
遺伝子がヘテロクロマチン化され、転写が抑

制される。 
 上述した長鎖非コード RNA および疾患関
連リピート配列の制御分子機構は不明であ
る。この最大の問題は、これらの RNA ある
いは DNA 配列と共役するタンパク質複合体
の同定が困難であり、DNA/(RNA)/タンパク
複合体として捉え、解析する技術がないため
である。したがって、今後ゲノムネットワー
クを理解していく上で複合体解析に向けた
新たな解析技術の開発が必要である（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
  本研究では、非コード RNA および疾患関
連反復配列に集積するDNA/(RNA)/タンパク
複合体の同定を目的とした新たな複合体解
析法（ChrIP 法）の開発を行う（図 2）。 
  ChrIP 法は人工染色体ベクターの利点と
LacO/LacIシステムを組み合わせた新たな複
合体解析技術である。まず人工染色体に標的
ゲノムローカスおよびタグ配列となる LacO
リピートを搭載させる。その後 LacI-GFP 
fusion タンパクを発現させたヒト細胞に移
入し、LacI-GFP fusion タンパクに対して、
抗 GFP 抗体により免疫沈降を行う。その免
疫沈降産物の質量分析(MS)解析により、ター
ゲットゲノムローカスに集積する複合体を

網羅的に同定し、解析する技術である。  
ChrIP 法に使用する長鎖非コード RNA のタ
ーゲット配列として XIST、LIT1/ 
KCNQ1OT1 および疾患関連反復配列とし
て CGG リピートを選定し、各々の DNA 配
列あるいは RNA に結合するタンパク複合体
の同定を目指す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
1）LacO/LacI-GFP システムによるプラスミ

ド DNA の回収。 
 LacI-GFP 融合タンパクを介した免疫沈

降を行うため、LacO 配列を有するプラスミ

ドを LacI-GFP 融合タンパクが安定的に発現

する 293T 細胞へ導入した。導入した細胞を

固定し、回収した後、GFP 抗体によるクロマ

チン免疫沈降を行った。 
 
（2）LacO/LacI-GFP システムによる巨大な

クロマチン DNA の回収（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 巨大なクロマチンDNAをLacO/LacI-GFP
システムにより回収可能か評価した。

LacI-GFP 融合タンパク発現下で抗 GFP 抗
体を用いて免疫沈降を行い、LacO 配列を持

つ CHO 染色体の回収を試みた。 
 
3）XIST および LIT1/KCNQ1OT1 ゲノム配

列を有する人工染色体の作製 
 ChrIP 法 に 用 い る XIST 、 LIT1/ 
KCNQ1OT1 ゲノム領域を有する人工染色体

の作製を行った。まずタグ配列である部位特

異的組換え酵素を用いて LacO 配列を有する

人工染色体を作製した。LacO 配列をプロー



 

 

ブとし、FISH 解析を行った。 
〈LacO 配列を有する人工染色体の作製〉 
 人工染色体は、染色体ベクターとして

Multiple-gateway システムを利用して複数

の巨大かつ特定のゲノム領域をそのままク

ローニングできる（図 4）。 
〈XIST、LIT1/KCNQ1OT1 ゲノム領域を有

する人工染色体の作製〉 
 部位特異的組み換え酵素である LR 反応を

用いて、XIST、LIT1/KCNQ1OT1 の各々の

相同領域をもつコンストラクションを作製

した。その後、大腸菌内の組み換え反応

（Retrieve 法）により BAC 由来の XIST、
LIT1/KCNQ1OT1ゲノムDNAを人工染色体

へ対応する部位特異的組み換えサイトをも

つものへと改変後、インテグレースを用いて

LacO 配列を有する人工染色体に搭載した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4）CGG 反復配列を有する人工染色体の作製 
 脆弱 X 症候群は X 染色体長腕上の CGG リ

ピートが伸長することにより起こる精神遅

滞病である。この CGG リピートは正常では

〜100 以下のリピートであるが、患者では

200 以上のリピートに伸長する。このリピー

トは伸長することにより非常に不安定でク

ローニングが困難になるため、保因者より

(CGG)100 を PCR にて増幅し、TA クローニ

ング後、 (CGG)100 リピートのタンデム化を

行った。タンデム化を行った CGG リピート

を（CGG）100 を 1 ユニットとし、1, 2, 4, 8
ユニットをそれぞれ作製し、LacO 配列を有

する人工染色体へ搭載した。 
 
４．研究成果 

1）LacO/LacI-GFP システムによるプラスミ

ド DNA の回収。 
 DsRedd 内に設計したプライマーを用いて、
PCRにより免疫沈降サンプル内にLacO配列
を有するプラスミドの有無を確認した。その
結果、抗 GFP 抗体により免疫沈降を行った
サンプルにおいて特異的なバンドが検出さ
れた。またプラスミドが環状のまま回収でき
ているかどうか確認するため、免疫沈降を行
ったサンプルを大腸菌へ形質転換し、コロニ
ー形成率を比較した。その結果、抗 GFP 抗

体を用いた免疫沈降産物では、590 個のコロ
ニー形成が認められた。一方、抗 IgG 抗体コ
ントロールサンプルでは140個のコロニーを
形成し、免疫沈降産物はコントロールと比較
して、およそ 4.2 倍の形質転換能を示した（図
5）。LacO/LacI-GFP システムを用いた免疫
沈降によりプラスミド DNA を安定に回収で
きたことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）LacO/LacI-GFP システムによる巨大な

クロマチン DNA の回収 
 LacO 配列を有する染色体を保持する

CHO 細胞を FISH 解析により確認した。そ

の結果、CHO 染色体内に LacO 配列を保持

する CHO 染色体を検出することに成功した。

これをもって、LacO 配列を有する染色体を

保持する CHO 細胞の樹立とした。 
 同細胞を用いて抗 GFP 抗体を用いた免疫

沈降を行い、その免疫沈降産物をプローブと

して FISH 解析を行った。その結果、LacO
配列を有する CHO 染色体を特異的に検出す

ることに成功した（図 3）。このことから、

LacO/LacI-GFP タグシステムにより、巨大

な染色体を特異的に免疫沈降により単離可

能であることが示唆された。 
 
（3）XIST、LIT1/KCNQ1OT1 ゲノム配列を

有する人工染色体の作製 
 インテグレースを用いて部位特異的組み

換え反応により LacO 配列を有する人工染色

体を作製した。LacO 配列を導入した人工染

色体を保持する細胞に LacO 配列をプローブ

として、FISH 解析を行った。その結果、人

工染色体上に LacO 配列のシグナルを検出し

た。このことより LacO 配列を有する人工染

色体の作製に成功したことを示唆する（図 6）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
Retrieve 法を用いて各々のゲノム領域を有
する BAC DNA を改変し、PCR によりゲノ
ム領域および部位特異的組み換えサイトを
確認した。その後、LacO 配列を有する人工
染色体上にインテグレースを用いた部位特
異的組み換えによりクローニングした。PCR
によりゲノム領域の搭載を確認し、タグ配列
と XIST、LIT1 ゲノム領域を持つ人工染色体
の完成とした。 
 
4）CGG 反復配列を有する人工染色体の作製 
 （CGG）100×1、×2、×4、×8 を有する

コンストラクションを作製した。作製した 4
パターンのコンストラクションを制限酵素

処理および CGG リピートを用いたサザンブ

ロットにより評価した（図 7）。その結果、

(CGG)100×1、×2、×4、×8 全てのコンス

トラクションにおいて目的のサイズに

(CGG)100 のバンドを確認できた。このこと

より(CGG)100×1、×2、×4、×8 を有する

コンストラクションの完成とした。 
 各々のコンストラクションを LacO 配列を
有する人工染色体上へクローニングした。人
工染色体上へのクローニングの確認は、PCR
およびサザンブロットにより確認した。また
人工染色体が独立に存在していることを
FISH 解析により確認できた。このことより、
(CGG)100 リピートとタグ配列を有する人工
染色体の完成とした。 
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