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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集によりDlx5-6遺伝子クラスターの鰓弓エンハンサーを欠損させたマウスで
は下顎が上顎化する表現型が観察された。これによりDlx56鰓弓エンハンサーは下顎の発達に必須の役割を持っ
ていることが明らかとなった。またDlx3-4クラスターへのDlx56鰓弓エンハンサーノックインにより、Dlx3発現
量が２倍程度上昇することが確認された。Dlx56鰓弓エンハンサー欠損マウスとDlx56鰓弓エンハンサーをDlx3-4
遺伝子クラスターにノックインしたマウスの交配を行い、両ホモ接合のマウスを得た。このマウスでは下顎が上
顎化するDlx5-6鰓弓エンハンサー欠損マウスの表現型がレスキューされた。

研究成果の概要（英文）：Mice lacking the pharyngeal arch enhancer of the Dlx5-6 gene cluster by 
genome editing exhibit a phenotype in which the mandible is transformed into an upper jaw. This 
result indicates that the Dlx5-6 pharyngeal arch enhancer plays an essential role in mandible 
development. knock-in of the Dlx5-6 pharyngeal enhancer resulted in an approximately 2-fold increase
 in Dlx3 expression. mice lacking the Dlx5-6 pharyngeal enhancer were transfected with the Dlx3-4 
gene cluster. Crossing the Dlx5-6 pharyngeal enhancer knock-in to the Dlx3-4 gene cluster resulted 
in mice in which both were homozygous; the phenotype of mice lacking the Dlx5-6 pharyngeal arch 
enhancer, in which the mandible becomes maxillary and postnatal lethality occurs, was rescued in 
these mice. These results indicate that paralogous gene function can be transferred to another 
paralogous gene by enhancer integration.

研究分野： 進化発生遺伝学

キーワード： 発現制御進化　ゲノム編集　cis-element　Dlx遺伝子群　エンハンサーノックイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エンハンサーのノックインにより、内在性遺伝子の既存エンハンサー機能に影響を与えることなく、新しいエン
ハンサー機能を遺伝子に追加することが可能であることを示すことができた。このことにより複数の異種エンハ
ンサーを一遺伝子に統合することが可能であるということを明らかにした。エンハンサーを移植するというこの
手法は、エンハンサー主導の進化メカニズムの理解に役立つだけでなく、家畜などの有用動物の開発や、ヒトの
遺伝子治療などに応用できる可能性がある。

※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 
 
遺伝子重複後本来の機能を維持するオリジナルのコピーの他に、もう一つのコピーが失われず
に維持されさらに新しい機能を獲得すること(neofunctionalization)が表現型進化につながる
が、そのためには新機能を獲得するまでの比較的長い時間、冗長な遺伝子コピーを維持するメカ
ニズムが必要である（さもなくば直ちに冗長なコピーはゲノムから失われる）。Allan Force ら
による DDC (Duplication, Degeneration, Complementation)モデルが 1999 年に発表された
(Genetics 151: 1531–45)。このモデルでは、サブ機能に分かれているエンハンサーが重複後に
冗長なエンハンサーの一方を失うことで、重複遺伝子コピーがそれぞれに組織特異性を持つよ
うになり、どちらも失うことができなくなるために維持される。このモデルに合致するエンハン
サーの実体探しが行われたが、モデルに合致するシスエレメント分配の例は配列相同性レベル
ではほとんど発見されることがなかった。私たちは代表的発生制御ツールキット遺伝子である
Dlx 遺伝子群について、鰓弓由来の頭顔面形態発生時に示す Dlx コードと呼ばれる独特のパラロ
グ発現パターンが形態発生と進化において重要な役割をしており、この Dlx コードが脊椎動物
全ゲノム重複後のサブ機能化進化によって生じていることに注目し、その責任エンハンサーの
解析を進めてきた。Dlx 遺伝子の活性化はスーパーエンハンサーによるものであるが、その最初
の活性化に関わると考えられる、鰓弓特異的で Dlx コードと一致する活性を示す複数のリーデ
ィングエンハンサーをこれまでに同定してきた。これらのリーディングエンハンサーは、エンハ
ンサーのサブ機能化モデルに矛盾なく当てはまるような、機能の独立性、相加性を示すのだろう
かという問いを立て、私たちは進化を逆向きに再現すること、すなわちパラログ重複前の祖先遺
伝子を想定し、パラログのサブ機能エンハンサーを共存させた場合、それらの機能が損なわれる
ことなく統合されるかを、ゲノム編集によるエンハンサー挿入実験（移植実験）によって検証す
ることを計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、重複パラログ遺伝子の維持に重要な役割を果たすエンハンサーが、サブ機能化
モデルから予測されるとおりに独立性と相加性を有すること、すなわち混在することで機能統
合できたり、あるいは機能分離できたりすることを実験によって示し、進化モデルの検証を行う
ことと同時に、こうしたエンハンサーの性質を利用して遺伝子に新しい機能を付加する、すなわ
ち neofunctionalization を人工的に行う方法の可能性を追求する。自然のゲノム進化で繰り返
されてきた、新奇エンハンサー獲得による遺伝子発現進化とその結果としての個体発生進化の
基盤となる具体的なメカニズムを実験検証によって理解し、応用することを目指す。ゲノム編集
ツールによるマウス遺伝子工学を用いて、スーパーエンハンサーモデルから推定した機能領域
を改変することによりパラログ間でサブ機能シス因子を移植する実験を行い、パラログ間での
サブ機能の移転が可能であるか、形態発生等の形質が制御可能であるかを検証する。これにより
シス調節因子駆動型の形態発生進化のメカニズムを理解することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) 動物実験 

マウス実験は理化学研究所の動物実験審査委員会および遺伝子組換え実験安全委員会に承認
された動物実験計画に基づいて行った。 

2) ゲノム編集マウスの作製 
マウス受精卵のゲノム編集により、Dlx3 または Dlx5 遺伝子上に同義置換の SNP を持つノッ
クインマウスを作製した。さらに Dlx3-4 遺伝子クラスターまたは Dlx5-6 遺伝子クラスター
のエンハンサー領域を欠損させたマウスを作製した。 

3) 遺伝子発現解析 
Accu-cis 法のため上記で作成した SNP ノックインマウスとエンハンサー欠損マウスを交配
し、胎児から抽出したトータル RNA を受託により RNA-seq 解析を行った。Dlx3 または Dlx5
遺伝子のトータル発現量を上記のノックイン SNP を含むリード数の割合で換算し、それぞれ
のアレルの発現量を算出した。比較用のコントロールとして SNP ノックインマウスと野生型
のマウスを交配して得られた胎児の RNA でも同様の実験を行った。 

4) エピゲノムデータ解析によるエンハンサー領域の同定 
公開データベースから Micro-C、ChIA-PET、ATAC-seq、ChIP-seq 等の情報を収集し、Dlx3-4
クラスター領域における各種エンハンサー候補領域を探索した。鋤鼻器の ATAC-seq は公開さ
れたデータがなかったため、野生型マウスの鋤鼻器を受託解析することで作製した。Micro-



Cと ChIA-PETデータからDlx3-4遺伝子クラスターのTAD領域を推定した。この範囲内でCTCF
ピークと ATAC-seq ピークを含む領域をエンハンサーの候補として同定した。 

5) レポーター導入マウスの解析 
上記の実験から得られた候補領域を hsp68 最小プロモーターと lacZ レポーター遺伝子の上
流にクローニングし、Tol2 トランスポゾンシステムによるマウス受精卵でのトランスジェネ
シスを行い、エンハンサーレポーター導入 Tg マウスを作製した。このマウスを用いて X-gal
染色を行い lacZ 発現の有無から in vivo エンハンサー活性を確認した。 

 
４．研究成果 
 
1) アレル特異的発現解析システム Accu-cis 法による変異体アリル発現解析 

Dlx3 遺伝子 SNP ノックインヘテロ接合体の E10.5 胎児の下顎弓で RNA-seq 解析を行った。コ
ントロールの野生型アレルとの SNP ノックインアレルの発現比は母方由来および父方由来に
関わらずおよそ１：１で定量され、インプリンティングなどの効果はないことが確認できた。
そこで SNP ノックインアレルと様々なエンハンサー欠損アレルのヘテロ接合体の胎児を作成
し解析を行った結果、下顎弓エンハンサー欠損アレルに顕著な発現低下が観察された。また
複数の下顎弓エンハンサーを含む領域を欠損させた場合、単純な相加的効果以上の発現低下
が観察され、これらのエンハンサー間で複雑な相互作用が存在することが示された。 
 

2) 下顎弓エンハンサー移植遺伝子の発現解析 
ゲノム編集によりDlx5-6遺伝子クラスターの下顎弓エンハンサーDlx56pを Dlx3-4遺伝子ク
ラスターの下顎弓エンハンサーm4U-Tad3 近傍にノックインした。このノックインアレルの
Accu-cis 法による解析の結果、E10.5 胎児の下顎弓で顕著な発現の増加が確認できた（図１
Ａ）。この発現増加は少なくとも G3 世代から G6 世代まで維持されており、独立に樹立された
別系統ノックインマウスでも同様の結果が確認できた。一方で鋤鼻器での発現は変化してお
らず、エンハンサーノックインによる組織特異的発現増加効果が明らかとなった。さらに
Accu-cis 法による 1細胞発現解析を行った結果、エンハンサーノックイン細胞群は野生型の
細胞群よりも幅広いクラスターで発現していた（図１Ｂ）。このことにより、Dlx3 遺伝子の発
現パターンがエンハンサーノックインにより Dlx5 に近づいた発現パターンに変化している
ことが示された。 

 
3) Dlx5-6 遺伝子クラスターの下顎弓エンハンサーDlx56p の機能解析 

ゲノム編集により Dlx5-6 遺伝子の下顎弓エンハンサーDlx56p を欠損させた結果、欠損ホモ
接合体マウスでは下顎が上顎化し産後致死となった（図２Ａ）。同様の表現型が Dlx5/Dlx6 遺
伝子下流の経路にある dHAND の変異マウスでも観察されている。さらに Accu-cis 法による解
析の結果、Dlx56p エンハンサーアレルの発現は野生型と比べ約 45%低下していた（図２Ｂ）。
また RNA-seq 解析の結果、Dlx56p 欠損ホモ接合体では Dlx5 および Dlx6 遺伝子の発現が野生

型と比べ約 75%低下し、Pitx1 や dHand などの下顎の発達に重要な遺伝子の発現も有意に低下
していた。さらに Dlx3/Dlx4 遺伝子の発現が野生型の 10%以下にまで低下していた。これら



の結果から、Dlx56p エンハンサーは下顎の発生運命決定に必須であることが明らかとなった。 
 
4) エンハンサー移植パラログ遺伝子による下顎形態異常の表現型レスキュー 

2)の Dlx56pエンハンサーノックインマウスと3)の Dlx56pエンハンサー欠損マウスを交配し
Dlx56p 欠損ホモ接合体群のマウスを解析した結果、Dlx56p エンハンサーノックインヘテロ接
合体およびホモ接合体で下顎の上顎化がレスキューされた。さらに 2)の Dlx56p エンハンサ
ーノックインマウスの Dlx5/Dlx6 遺伝子をダブルノックアウトしたマウスを作成した場合も、
下顎の上顎化がレスキューされた（図３Ａ）。Dlx56p 欠損ホモ接合体群を RNA-seq で解析し
た結果、Dlx56p エンハンサーノックインアレルの効果により Dlx3/Dlx4 および Dlx5/Dlx6 の
発現が有意に増加した（図３Ｂ）。さらにレスキューされたマウスではDlx3/Dlx4と Dlx5/Dlx6
の発現量を合算した値が両遺伝子の野生型と同程度まで回復している。これらの結果は、下
顎弓内における Dlx3/Dlx4 遺伝子は Dlx5/Dlx6 遺伝子の発現パターンを獲得することで、
Dlx5/Dlx6 遺伝子の機能を補償できることを示している。 
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