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研究成果の概要（和文）：哺乳類のゲノム配列が組織によって異なった機能を持つというゲノム

配列の多機能性について、3 つの遺伝子座を用いて検証した。その結果、いくつかのゲノム配

列が組織によって異なった転写調節活性を持つことが明らかになった。そして、このような組

織による機能の違いは、エピジェネティックな状態の違いや調節配列自体が転写されているか

どうかによって決められることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I investigated whether the functional regions that we identified before at three
mouse gene loci have different roles in different tissues. I found that some of the regions showed
different activities to regulate gene transcription in different tissues. This difference is probably
attributed to the epigenetic status and the transcription of the regulatory sequence itself.
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１．研究開始当初の背景
主要な生物のゲノムプロジェクトが終了

してポストゲノムと呼ばれる研究が盛んに
行われているが、そんな中でもエクソン以外
のゲノム配列が持つ機能についてはほとん
どわかっていない。本研究はそのようなエク
ソン以外のゲノム配列が持つ機能を明らか
にするために始まった。最初に卵巣と精巣に
おいてクロマチン構造の緩んでいる領域を
探すことで、生殖器官で今まさに機能を発揮
しているゲノム領域（機能ゲノム領域）を探

索した。その結果、卵巣顆粒膜細胞で発現す
る 3 つの遺伝子座（Amhr2、Scd2、POP）に
おいて多数の機能ゲノム領域を同定した。興
味深いことに、これらの機能ゲノム領域の多
くが卵巣だけでなく肝臓などの他の組織で
もクロマチン構造の緩んだ状態にあること
がわかった。このことは、これらの機能ゲノ
ム領域の多くが卵巣だけでなく他の組織で
も何らかの機能を持つ多機能性の配列であ
ることを示唆した。そして、実際に Amhr2
遺伝子座で同定した 2 つの機能ゲノム領域の
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うち 1 つ（HSII）は、卵巣で Amhr2 を活性化
する一方で肝臓ではその発現を抑制すると
いう多機能性を in vitro の実験で示した。この
ことから、同定した他の機能ゲノム領域も同
様に多機能性を示す可能性があると考えら
れた。

２．研究の目的
本研究の最終目標は哺乳類のゲノムが持

つすべての機能を明らかにすること、すなわ
ちゲノム機能の完全解明である。今回は、機
能的に無関係な、しかしいずれも卵巣顆粒膜
細胞で非常に高い発現をする 3 つの遺伝子座
（Amhr2、Scd2、POP）で同定した機能ゲノ
ム領域の多機能性について調べた。これまで
の解析で同定した機能ゲノム領域の多くが
遺伝子発現調節に関わることが示唆されて
いることから、本研究ではこれらのゲノム配
列による転写調節メカニズムを解析した。3
つの遺伝子座で明らかになったメカニズム
を比較することにより、ゲノムが持つ多機能
性を生み出すメカニズムやその意義につい
て考察した。

３．研究の方法
本研究ではマウスの卵巣顆粒膜細胞と肝

臓をモデルにして、各遺伝子座で同定した機
能ゲノム領域の転写調節機能について以下
のような検討を行った。

(1) in vitro における転写調節活性の検証。
まずはそれぞれの機能ゲノム領域が持つ

転写調節活性を in vitro のレポーター解析で
検証した。同定した機能ゲノム領域をクロー
ニングして近傍のタンパク質コード型の遺
伝子（すなわち Amhr2、Scd2、POP）のプロ
モーターとルシフェラーゼ遺伝子につない
だ。このコンストラクトを卵巣顆粒膜細胞由
来の OV3121 や肝臓由来の Hepa1-6 などの培
養細胞や顆粒膜細胞の初代培養系にトラン
スフェクトして、2 日後にルシフェラーゼ活
性を測定した。これにより、それぞれの機能
ゲノム領域が各遺伝子のプロモーター活性
をどのように変化させるか検討した。

(2) in vivo における転写調節活性の検証。
次に同定した機能ゲノム領域が in vivo で

どのような転写調節活性を持つか、トランス
ジェニックマウスを作製して検討した。(1)
で述べたコンストラクトにおいてルシフェ
ラーゼを GFP（Green Fluorescent Protein）遺
伝子に置換したコンストラクトを用意し、マ
ウス受精卵の雄性前核にインジェクトした。
その後、生まれてきたマウスの尻尾から DNA
を抽出してインジェクトしたコンストラク

トがゲノムに導入されているかどうか調べ
た。導入されていたマウスについては野生型
マウスと交配させて F1 マウスを作製して解
析に用いた。ここでは卵巣と肝臓における
GFP 遺伝子の発現パターンを調べた。

(3) エピジェネティックな調節の検証。
ゲノムが多機能性を発揮するメカニズム

の 1 つはヒストン修飾や DNA メチル化状態
が組織によって異なることにあると考えら
れる。そこで、卵巣顆粒膜細胞と肝臓におい
て同定した機能ゲノム領域がどのようなヒ
ストン修飾状態にあるのかをクロマチン免
疫沈降法によって検証した。POP 遺伝子座に
ついては CpG アイランドが存在するので、
bisulfite sequencing 法を用いて DNA メチル化
パターンを調べた。

(4) 調節領域自体が転写されているかどうか
の検証。
近年の研究によると、タンパク質をコー

ドしないゲノム領域の多くが noncoding RNA
として転写されており、近傍の遺伝子発現を
調節しているという例が多数報告されてい
る。そこで、本研究でも、同定した機能ゲノ
ム領域自体が卵巣と肝臓で転写されている
のかについて RT-PCR 法によって検討した。

４．研究成果
ここではそれぞれの遺伝子座について本

研究で明らかにしたことを記述する。

(1) Amhr2 遺伝子座の機能ゲノム領域。

この遺伝子座では 2 つの機能ゲノム領域
（HSI、HSII）を同定した（図 1）。これまで
の in vitro の解析結果によると、卵巣顆粒膜細
胞由来のOV3121細胞においてHSIIがAmhr2
のプロモーター活性を有意に上昇させる一
方で、肝臓由来のHepa1-6細胞においてはHSI
と HSII がともにそのプロモーター活性を抑
制することがわかっている。そこで、今回は
まず in vivo における HSI と HSII の転写調節
活性を検討するために、図 1 のようなコンス
トラクトを用意してトランスジェニックマ



ウスを作製した。その結果、AmPr-GFP コン
ストラクトを持つマウスを 9 ライン、
HSI-AmPr-GFP コンストラクトを持つマウス
を 7 ライン、HSII-AmPr-GFP コンストラクト
を持つマウスを 6 ライン確立することに成功
した。これらのマウスから卵巣と肝臓を取り
出して GFP 発現を調べたところ、卵巣では
AmPr-GFP を含む 9 ラインすべてで GFP の発
現を検出できた（図 1）がその発現レベルは
2 ラインを除いて非常に低く、このことから
プロモーターのみでは Amhr2 の発現を十分
に活性化できないことがわかった。さらに 9
ライン中 4ラインでは肝臓においてもGFPの
発現が確認され、組織特異性も保たれていな
かった。これに対して、HSI と HSII を含むラ
イン（HSI-AmPr-GFP、HSII-AmPr-GFP）では、
肝臓における GFP の発現はすべてのライン
で検出されず（図 1）、HSI と HSII が in vivo
でも肝臓で Amhr2 プロモーター活性を抑制
することがわかった。興味深いことに、
HSI-AmPr-GFP を含むラインでは卵巣におけ
るGFPの発現レベルもAmPr-GFPのラインに
比べて低い傾向が観察された（データの詳細
は示していない）。このことから実際の卵巣

においてはHSIの転写抑制活性が働かないた
めのメカニズムが存在すると考えられた。そ
こで、HSI が転
写抑制活性を示
すための条件を
検討するために、
ヒストンアセチ
ル化パターンを
解析した（図 2）。その結果、HSI は肝臓で有
意に高いヒストンアセチル化を受けている
ことがわかり、これによって肝臓のみで転写
抑制活性を発揮できるというメカニズムが
予想された。一方、HSII は卵巣と肝臓で同じ
レベルのヒストンアセチル化を受けており、
その機能発揮にはさらに別な機構の存在が
示唆された。そこで最後に、HSII 領域自体が
転写されている可能性を調べた。RT-PCR 解
析の結果、HSII 領域は卵巣特異的に転写され
ていることがわかり（図 3）、このことが卵巣
と肝臓における HSII の機能の違いを生み出

している可能性が示唆された。

(2) Scd2 遺伝子座の機能ゲノム領域。
この遺伝子座では Scd2 遺伝子の 8-14 kb

上流に 5 つの機能ゲノム領域（HSI、HSII、

HSIII、HSIV、HSV）を同定した（図 4）。最
初に in vitro における転写調節活性を調べる
ために、すべての機能ゲノム領域を含む 6.6
kb の領域を Scd2 のプロモーターにつなげて
レポーター解析を行った。その結果、卵巣由
来の OV3121 細胞でも肝臓由来の Hepa1-6 細
胞でも、これらの機能ゲノム領域が Scd2 の
プロモーター活性を抑制することがわかっ
た（図 4）。しかし、ヒストンアセチル化パタ
ーンを調べたところ、これら 5 つの機能ゲノ
ム領域はいずれも肝臓よりも卵巣で高いレ
ベルのヒストンアセチル化を受けていたた
め（図 5）、in vivo での検証も行った。Scd2
のプロモーターのみを GFP につないだコン
ストラクト（ScPr-GFP）と、その上流に 5 つ
の機能ゲノム領域すべてを含む 6.6 kb の
DNA 断 片をつないだコンストラクト
（HS-ScPr-GFP）を、それぞれマウスの受精
卵にインジェクトしてトランスジェニック
マウスを作製した。これらのマウスを解析し
た結果、ScPr-GFP を含むマウスでは解析した
4 ラインすべてにおいて卵巣における GFP 発
現が見られなかったのに対し、HS-ScPr-GFP
を含むマウスでは 3 ライン中 2 ラインで卵巣
における GFP 発現が検出された（図 4）。こ
のことから同定した機能ゲノム領域は in vivo
では卵巣においてエンハンサー活性を持つ



ことがわかった。しかし、HS-ScPr-GFP を含
むマウスの卵巣における GFP の発現レベル
は内在の Scd2 よりもかなり低く（データは
示してい
ない）、卵
巣におけ
る Scd2
の高発現
にはさら
に別のメ
カニズムが存在することが考えられた。そこ
で、最後に同定した機能ゲノム領域自体が転
写されている可能性を(1)と同様にして検証
した。RT-PCR 解析の結果、すべての HS が卵
巣特異的に転写されていることが明らかに
なり（図 6）、これらの転写産物が Scd2 の卵
巣顆粒膜細胞における高発現をコントロー
ルしている可能性が示唆された。

(3) POP 遺伝子座の機能ゲノム領域。
この遺伝子座では 32ヶ所の機能ゲノム領

域を同定した（図 7）。これらのうちどれが機
能的に重要であるのか絞り込むためにヒト
やラットなど他種のゲノム配列との比較解
析を行ったところ、POP 遺伝子の 18 kb 上流
と 4 kb 下流の機能ゲノム領域（HS-18、HS+4）

の配列が他の種でも保存されていることが
わかった。そこで、まずこの 2 つの HS につ
いて調べることにした。解析は(1)と(2)と同様
に、これら 2 つの HS が持つ転写調節活性の
検出とこれらの HS 自体が転写されているか
どうかの検定という 2 点について行った。現
時点では後者のみ
の結果が得られて
いるので、ここで
は HS 領域の転写
についてのみ報告
する。RT-PCR 解析
の結果、これら 2
つの HS はいずれも POP 発現の高い卵巣にお
いてより高いレベルで転写されていること
がわかった（図 8）。このことは POP 遺伝子
座においても調節領域の転写が重要である
可能性を示唆するものである。

POP 遺伝子座には 2 つの CpG アイランド
が存在するため、POP 遺伝子のエピジェネテ
ィックな調節を明らかにするためには DNA
メチル化パターンの解析が不可欠である。そ
こで、bisulfite sequencing 法を用いて卵巣顆粒
膜細胞と肝臓におけるこれら 2つのCpGアイ

ランドのメチル化パターンを調べた（図 9）。
その結果、エクソン 15 付近に存在する CpG
アイランド（CGI-2）において卵巣特異的に
低いメチル化レベルを示すCpGが 3つ確認さ
れた。さらに、in vitro のレポーター解析を行
ったところ、この CGI-2 はエンハンサー活性
を示し、その活性が DNA メチル化によって
減少した（図 10）。このことから CGI-2は DNA

メチル化によって調節される POP 遺伝子の
エンハンサーであることが示唆された。

以上の 3 つの遺伝子座における解析結果
から、機能ゲノム領域による遺伝子の転写調
節活性はエピジェネティックな状態だけで
なくその領域自体の転写によっても調節さ
れている可能性があることがわかった。そし
て、このエピジェネティックな状態と転写さ
れているかどうかが組織によって異なる結
果として、ゲノムの多機能性が生まれている
と考えられる。

タンパク質をコードしない領域が転写さ
れることによるゲノム機能の発現は、現在世
界中の研究者が注目しているテーマであり、
本研究ではその中でも卵巣特異的な Long
noncoding RNA の発現といういまだに報告の
ない新しい現象を発見した。今後、この
noncoding RNA の機能をさらに解析すること
によって、生殖におけるゲノム機能に対する
理解が大きく進展することが期待される。
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