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研究成果の概要（和文）：　遺伝子は無いのに遺伝子トラップクローンが集積している領域を発見し、TCAA 
(Trap Clone Accumulated Area)と名付けました。マウスの１番染色体から19番染色体まで、及びX染色体を解析
し、1104個のTCAAを同定しました。マウスES細胞で得られた実験データや、データベースの情報を用いて、TCAA
の機能予測を行いました。
　その結果、TCAAはES細胞の多能性維持に重要な働きをしている可能性があることが分かりました。また、ES細
胞において重要な遺伝子の働きを制御しているスーパーエンハンサー231個の中の120個（51.9%）が、TCAAと一
致していました。

研究成果の概要（英文）：A region of gene trap clones accumulated in the absence of genes was found 
and named TCAA (Trap Clone Accumulated Area). Mouse chromosomes 1~19 and X were analysed and 1104 
TCAAs were identified. Experimental data obtained with mouse ES cells and information from databases
 were used to predict the function of TCAA.
The results indicate that TCAAs may play an important role in maintaining ES cell pluripotency. In 
addition, 120 (51.9%) of the 231 super-enhancers that regulate the function of important genes in ES
 cells were matched to TCAAs.

研究分野：分子生物学

キーワード： 遺伝子トラップ　マウス　ES細胞　スーパーエンハンサー　分化多能性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム上には、遺伝子では無い部分に重要な情報が隠されていることがあります。今回発見したTCAAは、本来遺
伝子を捕まえる方法である遺伝子トラップで、スーパーエンハンサーの様な遺伝子の働きを制御している領域が
同定できることを示しました。マウスのES細胞だから行うことができた解析ですが、ヒトゲノムにも同様な領域
が隠されている可能性があり、原因不明の難病や発癌に関係している可能性もあります。

※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 
 遺伝子トラップ法は、薬剤耐性遺伝子を含むトラップベクターをマウス ES 細胞のゲノム内に
ランダムに導入し、ES 細胞で働いている遺伝子の中に入った時だけ、そのプロモーター活性で
薬剤耐性になると同時にその遺伝子を破壊する方法です。トラップした遺伝子が何かは、5’-
RACE という方法で簡単に特定することができます。私たちは可変型遺伝子トラップクローン
データベース（EGTC）を構築し、全世界に公開しています。[http://egtc.jp] 
 トラップクローン（TC）の解析を行う過程において、遺伝子はマップされていないのに TC が
数多くマップされている領域を発見しました。主にプロモータートラップが行われているので、
少なくとも ES 細胞でアクティブな領域と考えられます。この不思議な領域を TCAA (Trap 
Clone Accumulated Area)と呼ぶことにしました。 
 ゲノム情報が乏しい Y 染色体以外の全ての染色体を探索し、1,104 個の TCAA を同定しまし
た。また、Chr.1, 4, 7, 11, 18, X について、RNA-seq, ATAC-seq 及び Oct4-ChIP-seq という技
術で得られたデータを解析しました。その結果、TCAA が、マウス ES 細胞においてクロマチン
構造をオープンにし、その領域を活性化させ、多能性維持に関与していることが示唆されました。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、残りの染色体についても同様な解析を行い、さらに
TCAA のノックアウトマウスを作製し、その表現型を解析することで、
TCAA のマウス ES 細胞多能性維持への関与を検証し、TCAA の生体内に
おける機能を明らかにすることです。 
 
３．研究の方法 
 UCSC Genome Browser on Mouse July 2007 (NCBI37/mm9)
には、EGTC を含む International Gene Trap Consortium 
(IGTC)の TC の挿入位置が登録されています。そこで、TCAA
を遺伝子が１個もなく IGTC の TC が 20 個以上マップされて
いる領域と定義し、1,104 個の TCAA を同定しました。そし
て、実験で得られた RNA-seq, ATAC-seq 及び Oct4-ChIP-
seq のデータをゲノムブラウザmm9 に登録しました。TCAA
と比較するために、染色体１番及び 11 番上で遺伝子も TC
もない領域（NC1 及び NC11）、染色体１番及び 11番上で既
知遺伝子及びそのプロモーターを含む領域（G1 及び G11）
を設定しました。さらに、ES 細胞の多能性維持に関与して
いると考えられている遺伝子及びそのプロモーターを含む
領域（GP）を設定しました。 
 RNA-seq 等に関して、その領域で観察されたシグナルの
最大値を記録しました。統計処理については GraphPad 
Prism 9 を使用し、有意差検定は Kruskai-Wallis Test と
Dunn’s Multiple Comparisons Test で行いました。    図１．Random primer RNA-seq 
グラフは主に箱ひげ図を使用しました。               
 
４．研究成果 
(1) マウスの常染色体（1〜19）及び X 染色体上に存在する
1,104 個の TCAA について、ゲノムブラウザ mm9 に登録した実
験データを用いた解析を行いました。 
ランダムプライマーを用いた RNA-seq（図１）及びオリゴ dT
プライマーを用いた RNA-seq に関して、TCAA は既知遺伝子
（G1&11 及び GP）よりは低いが、遺伝子も TC もない領域
（NC1&11）よりは有意に高い発現レベルが検出されました。 
また、ATAC-seq（図２）では、TCAA は既知遺伝子と同様にク

ロマチンの構造がオープンになっていることが分かりました。 
 そして、Oct4-ChIP-seq（図３）の結果は、ES 細胞の多能性
維持に重要な転写因子 Oct4 が、調べた全ての染色体の TCAA に
おいて、DNA に強く結合していることが示され、その強さの程
度は、既知遺伝子（G1 及び G11）よりもはるかに高く、ES 細胞
の多能性維持に重要な遺伝子（GP）と同程度であることが分か
りました。 
 このことから、TCAA が ES 細胞の多能性維持に関与している

可能性が示唆されました。                   図２．ATAC-seq 



図３．Oct4-ChIP-seq 

 

(2) ゲノムブラウザ mm9 で公開されているエピゲノム情報を用いた解析を行いました。

Stan/Yale Histone ES-E14 を用いて解析した結果を図４に示しました。リプレッサー活性とリ

ンクしている H3K9me3 について、TCAA-ALLは NC1&11よりは有意に高く、G1&11 と同程度のシグ

ナルでした。また、プロモーター活性とリンクしている H3K4me3 についても、TCAA-ALLは NC1&11

より有意に高く、G1&11 と同程度の高いシグナルを示したが、GP よりは有意に低いシグナルを示

しました。しかしながら、エンハンサー活性とリンクしている H3K4me1 について、TCAA-ALL は

NC1&11 だけでなく、G1&11よりも有意に高く、GPと同程度の非常に高いシグナルを示しました。 

         図４．Mm9 で公開されているエピゲノム情報 

 

 エンハンサー活性及びプロモーター活性とリンクしている H3K27acについて、２種類の ES 細

胞（ES-E14 及び ES-Bruce4）で解析を行った結果を図５に示しました。２種類の ES 細胞のどち

らにおいても、TCAA1&11 は、NC1&11 だけでなく、G1&11よりも有意に高く、GPと同程度の非常

に高いシグナルを示しました。 

 エンハンサー活性とリンクしている H3K4me1 に関して、いろんな組織でのデータを図６に示



しました。ES-Bruce4 については、図４で示した ES-E14 と

同様に、TCAA1&11 は NC1&11 だけでなく、G1&11 よりも有

意に高く、GP と同程度の非常に高いシグナルを示しまし

た。しかしながら、MEF (Mouse Embryonic Fibroblast)、

Whole Brain E14.5、Testis、Kidney 8w、及び Lungにつ

いては、TCAA1&11 は NC1&11 より有意に高く、G1&11 及び

GPと同程度のシグナルを示しました。従って、TCAA が ES

細胞の多能性維持に重要な遺伝子群（GP）と同程度の非常

に高いエンハンサー活性を示すのは、ES 細胞特異的である

ことが示唆されました。 

 

(3) エンハンサー活性とリンクしている H3K4me1 におい

て、TCAA が ES 細胞特異的に GPと同程度の高いシグナルを

示したことから、TCAA とスーパーエンハンサーの関係につ

いて解析を行いました。Whyte等が 2013年に Cell で発表

した Super-Enhancer は、多くの哺乳類の細胞タイプにお

いて、その細胞の同一性に必須な遺伝子の働きを制御して

いることが知られています。 

 Whyte等は、マウス ES 細胞において 8,794 個のエンハン

サーを同定し、その中から 231 個のスーパーエンハンサー

を発見しました。ゲノム上の位置を確認したところ、驚く

べきことに、231 個のスーパーエンハンサーの中の 120 個

（51.9%）が TCAA とオーバーラップしていました。逆に、

1104 個の TCAA の中の 117 個（10.6%）がスーパーエンハン

サーとオーバーラップしていました。スーパーエンハンサ

ー１個の中に TCAA が２個含まれることもあり、逆に１個

の TCAA の中にスーパーエンハンサーが２個含まれること

もあるので、必ずしも１対１の関係ではありません。 

                            図５．H3K27ac-ChIP-seq 

          図６．いろんな細胞における H3K4me1-ChIP-seq 

 一方、Whyte等はマウス pro-B cell において 13,814 個のエンハンサーを同定し、その中から

395 個のスーパーエンハンサーを発見しました。この 395 個のスーパーエンハンサーの中で、

TCAA とオーバーラップしていたのは 44 個（11.1%）だけでした。 

 スーパーエンハンサーのデータベース：SEdb 2.0 (https://bio.liclab.net/sedb/)を用いて

さらに解析を行いました。ES-Bruce4 について、染色体１番上に 10 個のスーパーエンハンサー



が登録されており、そのうち５個（50%）が TCAA1 とオーバーラップしていました。また、ES-E14

については、染色体１番に登録されている 24 個のスーパーエンハンサーのうち、16個（66.7%）

が TCAA1 とオーバーラップしていました。しかしながら、同様に染色体１番に登録されているス

ーパーエンハンサーの位置を調べた結果、Liver では 36個のうち 3個（8.3%）、Heart では 41 個

のうち 4 個（9.8%）、Kidney では 26個のうち２個（7.7%）だけが TCAA1 とオーバーラップして

いるのみでした。従って、ES 細胞特異的に、スーパーエンハンサーが TCAA と高頻度にオーバー

ラップしていることを確認できました。 

スーパーエンハンサーは細胞の同一性維持に重要な遺伝子の働きを制御していると考えられて

おり、以上のデータは、TCAA が ES 細胞の多能性維持に関与しているという仮説を強く支持して

います。 
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