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研究成果の概要（和文）：Shh 遺伝子は脊椎動物の形態形成に働くシグナルタンパク質をコー

ドする。比較ゲノム解析により、Shh 遺伝子上流 6-900Kb に 4 つの非翻訳保存配列（CNCSs）

を発見し、これらが全て Shh 遺伝子の組織特異的な遠隔エンハンサーであることを明らかにし

た。また、3D−FISH や３C 法による染色体高次構造解析を行い、各 CNCSs は組織特異的な染

色体動態により Shh プロモーターと近接することで Shh 遺伝子の発現制御を行っていること

を解明した。 

 

研究成果の概要（英文）：Sonic hedgehog (Shh) encodes a signaling protein that plays pivotal 
roles in vertebrate development. Comparison of genomic sequences across mammalian species 

and teleost fishes revealed four conserved non-coding sequences (CNCSs) that cluster in 

a region 600 to 900 kb upstream of the Shh promoter. These CNCSs drive regional transgenic 
lacZ reporter expression in the limb bud and the epithelial lining of the oral cavity, 
pharynx and larynx (lung/gut), recapitulating the endogenous Shh expression. Targeted 
elimination of each of the four CNCSs from the mouse genome results in loss of endogenous 

Shh expression in specific regions, corresponding to the expression pattern of the 
transgenic LacZ reporter, and leads to regional-specific defect. The results indicate 
that these CNCSs are tissue-specific long-range Shh enhancers. The 3D-FISH and 3C analyses 
showed that the Shh promoter-enhancer occurs in a tissue specific manner. Thus, chromosome 
dynamics is a common mechanism to regulate the tissue-specific Shh expression by the 
long-range enhancers.  
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色体構造の変化が関与する知見が得られて

いる。例えば、間期核内で、一つの染色体は

テリトリーと呼ばれる一定のドメインを占

有して局在するが、活発に転写される

b-globin や Hoxb 遺伝子は当該遺伝子の存在

する染色体テリトリーからループアウトし

て Pol II が局在する転写ファクトリーに接

近する（Frazer and Bickmore, Nature, 2007）。

また、形態形成に働く遺伝子のシス制御配列

の中には、転写開始点から数百 Kb 以上遠く

離れたものが多数存在し（West and Fraser, 

Hum. Mol. Genet. 2005）、これらの遠隔シス

配列と転写開始点の物理的接触を可能とす

る染色体構造変化が想定される。これらの染

色体構造変化は、発生過程に依存し、時期・

組織特異性を伴ったダイナミックな事象で

あると考えられる。ここ数年、転写制御に関

わる高次染色体構造変化を担う因子として

急速に注目されはじめているのが、核タンパ

ク質 CCCTC-結合因子（CTCF）である。最近、

培養細胞を用いた大規模機能ゲノム解析の

結果、ゲノム中に 14,000 カ所存在する CTCF

の結合部位は、体細胞分裂期の姉妹染色体の

結合に働く Cohesinの結合部位とオーバーラ

ップすると報告された（Wendt et al. Nature, 

2008）。現在、両者が間期核においても、遠

く離れた染色体の特定領域同士を結合して

クロマチンループを形成し転写制御に関与

する可能性が提唱されている。極端なケース

として、異なる染色体上の遺伝子とシス制御

配列の結合に CTCF が働き転写制御を行うと

いう報告（Spilianakis et al. Nature, 2005）

もある。このように、転写制御を間期核内の

マクロでダイナミックな染色体動態という

視点で捉え直す必要性が生じている。しかし、

CTCFや Cohesinなど関与する因子の候補も浮

かび上がっているが、全体の分子メカニズム

は未知である。 

 申請者らは、個体発生において、中枢神経

系、肢芽（四肢の原基）、神経管、消化管な

ど様々な組織の形成に働く Shh遺伝子のシス

制御配列について進化的保存性を指標とし

て探索してきた。そして、Shh 転写開始点か

ら 1 Mb近く離れた上流に、Shh発現を制御す

る四つのシス配列（MFCS1、MFCS4、MRCS1、

MACS1）を発見した（Sagai et al. Mammal 

Genome, 2004; Sagai et al. Development, 

2005）。この内、MFCS1 と MFCS4 は、トランス

ジェニックマウスと knockout（KO）マウスの

詳細な解析で各々肢芽および口腔・咽頭上皮

特異的な Shhエンハンサーであることが示唆

された（Sagai et al. Development, 2005）。

そして、遠隔シス配列という点を活かした三

次元 (3D)-FISHや Chromosome conformation 

capture（3C）法を用いた解析から、約 1 Mb

離れた肢芽エンハンサーが組織特異的に転

写開始点と物理的に相互作用してクロマチ

ンループを形成し、かつ染色体テリトリーか

ら突出することで転写が開始される可能性

が出てきた。さらに、三つの進化的保存配列

が体軸の前後軸に沿って外胚葉由来の口腔

上皮、内胚葉由来の口腔・咽頭上皮から肺・

消化管上皮特異的な Shhのシス制御配列の可

能性と、体の前後軸を反映した順序で

Colinearity を持ってゲノム上にクラスター

を形成していた。以上より、個体発生の過程

において 1 Mb 近い距離を持つ遠隔エンハン

サーとプロモーターの時期・組織特異的相互

作用とマクロな染色体動態によって発生関

連遺伝子の発現制御が起こるという新しい

パラダイムが提示できることがわかってき

た。 

 

２．研究の目的 

（１）遠隔シス制御配列による転写制御を支

える染色体ダイナミズムの分子基盤を解明

する。申請者らは肢芽エンハンサーMFCS1 の

KOマウスでも MFCS1近傍配列と転写開始点の

近接が起こることを見出した。従って、エン

ハンサーやプロモーター以外に染色体高次

構造変化を引き起こすシス・トランス因子が

存在すると考えられる。そこで、CTCF に着目

して Shh遺伝子座の染色体動態を制御するト

ランス因子とそれが結合するシス配列を

Chip-seq 法という最新のゲノム解析手法で

探索する。さらに、CTCF 遺伝子等についての

コンディショナル KO マウスを作製して機能

解析を行い、染色体動態による動的転写制御

システムを明らかにする。 

（２）染色体動態を介した Shh発現制御シス

テムがどのように進化してきたかを明らか

にする。このため、バイオインフォマティク

スを活用して異なる動物種間で保存された

シス因子の塩基配列の詳細な比較ゲノム解

析を行う。さらに、異種動物の配列を

Transgenesisや Knockinの手法でマウスゲノ

ムに導入してシス配列の進化上の機能分化

を解析する。また、魚類のシンテニック領域



 

 

での染色体構造変化を解析し、染色体動態シ

ステムの進化がどのように生物形態の違い

を生み出したかを解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）CTCFの染色体動態への役割解明 

ヒト培養細胞株でCTCFとCohesinの構成因子

がShh遺伝子転写開始点および上流の1 Mbの

領域の数カ所に結合することが報告されて

いる。申請者らは、その部位が複数の組織特

異的Shhエンハンサーを挟むことを見出した。

本研究では、CTCFがShh遺伝子の組織特異的

発現に関与するか否か、どのようにShh遺伝

子座の染色体構造を制御するのかを包括的

に解析する。具体的には、抗CTCF抗体を用い

たChIP-Seq法により、CTCFのShh遺伝子座周

辺1 Mb領域における結合部位を網羅的にマッ

プする。その際、マウス胚を頭部、肢芽、神

経管、消化管に切り分けて調製し、四つの組

織特異的エンハンサーとの位置関係に留意

してCTCFの結合様式を解析する。 

（２）上皮特異的シス制御配列とShh遺伝子

座周辺の染色体領域の構造変化の解析 

 Shh転写開始点から 620—740 Kb上流に同定

した三つのシス配列は LacZ レポーターを指

標とした Transgenic assay により、外胚葉

性の口腔上皮（MRCS1）、内胚葉性の口腔・

咽頭上皮（MFCS4）、内胚葉性の肺・消化管

上皮（MACS1）での遺伝子発現をドライブす

ることが判明した。MFCS4 は KO マウスの表現

型解析より、口腔・咽頭エンハンサーである

ことが立証されている。本研究では、残りの

二つのシス配列も組織特異的 Shhエンハンサ

ーであることを検証し、三つが肢芽エンハン

サーMFCS1 と同様に染色体高次構造の変化を

伴って転写制御を行うかどうかを解析する。

特に、三つのシス配列と Shh 転写開始点が染

色体レベルで直接相互作用するかを調べる

ため、マウス胚組織切片上で 3D-FISHを行う。

特に、発生過程で、口腔・咽頭から消化管の

上皮において、三つのシス配列が同時に Shh

翻訳領域に近づくのか、それとも組織によっ

て選択的に近づくのかに注目して解析を進

める。さらに、口腔・咽頭部を含むマウス胚

頭部の細胞を調製して 3C 法を行い、これら

のシス配列と Shh転写開始点の物理的な相互

作用を検証する。平行して、染色体テリトリ

ーからの組織特異的な Shh遺伝子座のループ

アウトの有無を 3D-FISH 法で解析する。 

（３）Cohesin 関連タンパク質の機能解析 

Cohesin は、細胞分裂期の姉妹染色体接合に

必須であり、その機能を発揮するためには

ESCO2 と Nipbl の二つのタンパク質が必要で

ある。両遺伝子の変異はヒトの四肢形成異常

を含む重篤な先天的奇形である Robertsシン

ドローム（ESCO2）と Cornelia de Lange シ

ンドローム（Nipbl）を引き起こし、発生過

程における Cohesinと協同遺伝子の関与が示

唆される。そこで、各症候群のモデルとなる

KO マウスを作製し、ESCO2 と Nipbl の発生過

程における機能を明らかにする。申請者らは、

遺伝子トラップ ES 細胞から ESCO2 の機能不

全マウスの作製を完了している。ホモ個体が

得られた時点で、骨格をはじめとした変異表

現系の解析を行う。さらに、Shh を含むマウ

ス肢芽形成に働く遺伝子発現に焦点をあて、

転写制御への ESCO2と Cohesinの役割を解明

する。Nipbl の遺伝子トラップ ES細胞は未作

製であり、この遺伝子の Exon1 と Exon2 を欠

損するコンストラクトベクターを調製して

KO マウスの作製を行う。その後、ESCO2 と同

様の解析を行う。 

 

４．研究成果 

（１）CTCFの染色体動態における役割の解

明 

①抗CTCF抗体を用いたChIP-seq解析 

 ENCODE 計画の成果として、培養細胞株

におけるマウスゲノム上の CTCF の分布が

公開されており、Shh 遺伝子周辺には 12 個

の CTCF 結合領域が見出される。実際に発生

過程のマウス胚ではどの結合領域が利用さ

れているのか調べるために、抗 CTCF 抗体を

用いた ChIP 解析を行った。11.5 日胚のマウ

ス肢芽では、Shh 遺伝子の 8 Kb 下流、肢芽

エンハンサーの 22 kb 下流、Lmbr1 遺伝子の

プロモーター領域に強い ChIP エンリッチメ

ントが確認された。Shh 遺伝子を発現してい

ない尾芽の細胞や NIH3T3 細胞株を用いた

場合でも同じ領域に CTCF の結合が見られ

たことから、CTCF は細胞種を問わない普遍

的な染色体の高次構造の構築に関与してい

るの可能性がある。 

②CTCF 遺伝子の条件付 KO マウスを用いた

解析染色体高次構造を介した転写制御機構

における CTCF の機能を解明するため CTCF

遺伝子の条件付 KOマウスを作製した。肢芽

間充織特異的に Cre組換え酵素を発現する



 

 

マウスと交配して肢芽の間充織でのみで、

特異的に CTCF タンパ質を欠損するマウス

を作出した。このマウスで、現在 Shh発現

と Shh遺伝子周囲の染色体高次構造変化を

3D-FISH法と 3C法で評価している。 

（２）上皮特異的シス制御配列とShh遺伝子

座周辺の染色体領域の構造変化の解析 

 進化的保存配列である MRCS1, MFCS4, 

MACS1は、Shh遺伝子翻訳領域の 600-750kb

上流の進化的保存配列で、口腔から下部消

化管などの Shh発現領域に領域特異的なレ

ポーター遺伝子の発現を誘導する。これら

による単独あるいは協調的な制御機構を知

るため実験を行い、以下の成果を得た。 

①第一に保存配列の機能を個体レベルで解

析するため、それぞれのノックアウト(KO)

マウスを作製した。その結果、MRCS1 KOマ

ウスは、齧歯類では進化の過程で退化した

とされる小臼歯樣の過剰歯を誘導すること、

また MFCS4と MACS1の KOマウスは、それぞ

れ嚥下、呼吸に重要な口腔—咽頭器官と咽頭

—喉頭器官の形成不全により新生児致死と

なった。さらに、それぞれの KO マウスと

Shh 構造遺伝子の KO マウスとの compound 

hetero個体では、表現型がより激しく広範

になること、MFCS4 KOマウスでは咽頭上皮

特異的に Shh発現が消失することなどから、

これらが Shh の組織特異的なエンハンサ

ーであることを実証した。このように進化

的保存配列の KO マウスが明白な表現型を

示す例は希である。以上の結果、複数エン

ハンサーによる Shh遺伝子発現の制御分担

機構を個体レベルで解析することが可能に

なった。 

②Evolutionary Rigidity Assay (ERA)を行

い、 MRCS1が祖先型 MFCS4内保存配列の進

化的重複によって生じた可能性を見出した。

MFCS4 によりドライブされるトランスジェ

ニックレポーター遺伝子の一過的発現部位

(歯芽、舌味蕾)が MRCS1による発現部位の

一部と重なることもこの可能性を支持した。

さらに、MRCS1KO マウスが歯の進化にかか

わると予測される表現型を示したことから、

進化の過程で祖先型の制御因子からあらた

な機能獲得因子が生成する機構を解明する

という独創的な研究へと展開する可能性が

示された。  

③上皮シス制御配列と Shh遺伝子座周辺の

染色体構造変化の解析 

・三次元（３D）FISH による染色体動態の

解析、肺・消化管上皮エンハンサーである

MACS1 の 3D-FISH による染色体動態の解析

を行った。Shh 発現のあるマウス胚消化管

上皮細胞では、MACS1 と Shh プロモーター

との物理的接近が観察されたが、Shh 発現

の無い直下の間充織組織では両者は離れる

傾向にあり、MACS1 の消化管上皮特異的な

染色体動態が示された。MACS1 KOマウスで

は消化管の Shh発現が 3割程度減少する。

また、消化管上皮では MACS1と共局在する

Shh の pre-mRNAと局在しない pre-mRNAが

それぞれ観察された。したがって、消化管

での Shh発現は複数のエンハンサーによる

制御を受けていることが示唆された。そこ

で、Tgマウスによるレポーター発現解析を

行い、Shh プロモーター上流 950Kb の部位

に進化的保存性を示さない消化管上皮特異

的な第 2のエンハンサーがあることを見出

した。また、消化管上皮細胞における３D—

FISHの結果、肢芽特異的エンハンサーであ

る MFCS1配列と Shhプロモーターの物理的

接近はみられなかった。この結果から、Shh

遺伝子周辺では、組織特異的に各遠隔エン

ハンサーとプロモーターの相互作用が起こ

っていることが示された。 

・Shh 発現を制御するシス配列の機能分化

の解析上皮特異的なシス配列内の転写因子

結合部位をトランスジェニックアッセイに

よって探索した結果、口腔上皮特異的な

MRCS1 内の TCF/LEF 結合モチーフ、呼吸/

消化管特異的な MACS1 内の Fox結合モチー

フの重要性が示された。咽頭上皮特異的

MFCS4 及び MACS1 は、ゲノム約 125kb 内に

含まれる。これらの KO マウスは、いずれも

レポーター遺伝子の発現部位の一部だけに

表現型を示す。この結果は、互いの機能の

相補性か未検出シス配列の存在を示唆する。

現在、この範囲にあるシス因子の機能性を

包括的に探索するため減数分裂期特異的な

Cre 組換え酵素により MRCS1 から MACS1 に

いたる 125kbを欠失あるいは重複した遺伝

子改変マウスの作成を進めている。  

・Shh発現制御の上流因子の探索 

 レポーター発現解析と KO マウスの表現

型解析から、肺・消化管上皮エンハンサー

MACS1 は単独で喉頭上皮の Shh 発現を制御

することが明らかになった。この配列上の

転写因子結合部位を Tg アッセイによって



 

 

探索し、転写因子 Fox の結合モチーフを検

出した。喉頭上皮から mRNA を調整してマイ

クロアレイ解析を行い、Fox 遺伝子が将来喉

頭上皮となる組織に発現していることがわ

かった。以上から、喉頭上皮での Shh発現を

転写因子 Fox が制御する可能性が示された。  
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