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研究成果の概要（和文）：　エンドセリン-１/エンドセリン-A受容体(Ednra)シグナルが第１鰓弓では下顎のアイデン
ティティーを決定する。下顎の上顎化が見られるEdnraホモ接合体マウスにlong noncoding RNAのEvf2を発現させると
、下顎骨遠位の低形成が増強した。In vivo, in vitroの検討から、Evf2がエンドセリン-１/エンドセリン-A受容体シ
グナルの主要な遺伝子の発現を直接または間接的に調節していると考えられた。その機序として、DNAメチル化及びメ
チレーションを介したlong noncoding RNAの働きが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Endothelin-1/Ednra signal determines mandibular identity. Ednra homozygotes exhibi
ted homeotic transformation of the lower jaw into an upper jaw. When we expressed the Evf2 of long noncodi
ng in the Ednra homozygous by RMCE (recombination mediated cassette exchange), the distal part of mandible
 was aggravated. Evf2 controls the expressions of principal genes under Endothelin-1/Ednra signaling direc
tly and indirectly. DNA methylation and long non-coding RNA were possibly suggested as the underlying mech
anism.
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１．研究開始当初の背景 

 近年の網羅的な転写産物の解析により、千

個以上の lncRNA が存在することが明らかに

な っ て き た 。 （ Kapranov P et 

al.,Science316:1484,2007; Ponjavic J et 

al.,Genome Res.17:556,2007）その中でも、

相当数の lncRNA が形態形成時に細胞特異的

に発現調節されており、ヒトの疾患との関連

も示唆されている。また、遺伝子間より産生

される lncRNA は進化的に保存されているも

のが多い。 

 我々はこれまで、エンドセリン-１（ET-1）

/ET-A 受容体(ETAR)シグナルが、頭頚部の形

態形成において神経堤細胞の運命決定を制

御する因子として働き、特に第１鰓弓では下

顎のアイデンティティーを決定することを、

ET-1 ノックアウトマウス(KO) を用いて証明

してきた（Kurihara  Y et al., Nature 

368:703, 1994; Kurihara Y et al., J Clin 

Invest 96:293, 1995; Ozeki H et al., Mech 

Dev 121:387, 2004)。また、Cre-変異 lox を

用 い た Recombinase mediated cassette 

exchange （RMCE）によるノックインの系を

構築し、ETAR 遺伝子座に ETAR cDNA をノック

インすると完全に表現型がrescueされるが、

ET-B 受容体(ETBR) cDNA では一部のみしか

rescue されず、顎顔面の形態形成においては

ETAR と ETBR の間には互換性がなく、ETAR 選

択的にGq/11を介したシグナル伝達が起こる

こと（Sato T et al., Development 135:755, 

2008）、さらに ET-1 シグナルによるホメオボ

ックス遺伝子 Dlx５/Dlx6 の発現誘導が第１

鰓弓における下顎の誘導に必要十分である

こ と を 示 し た （ Sato T et al., PNAS 

105:18806,2008）。一方、同じ染色体領域で

タンデムに並んでいる DLx5 と Dlx6 の遺伝子

間領域に転写開始点が存在する lncRNA

“Evf2”が報告されている（Feng J et al., 

Genes Dev 20:1470, 2006）。我々は最近、

Evf2 を ETAR 遺伝子座にノックインすると、

ET-1/ETAR KO マウスにおける Dlx5/Dlx6 発現

低下がより顕著になり、下顎の表現型がより

重篤になることを見出した。このことは、

Evf2が生体内でDlx5/Dlx6遺伝子発現を調節

する機能を有していることを示すのもので

あり、そのメカニズムを明らかにすることは、

まだ知られていることの少ない lncRNA の新

たな分子機能と生理的意義の解明に大きく

貢献するものと考えられた。 

 
２．研究の目的 

形態形成においてET-1/ETARシグナルの下で

機能していると考えられる long non-coding 

RNA（lncRNA）の Evf2 に注目し、その作用メ

カニズムを検討する。 

さらに、まだ知られていない他の機序を推測

するため、ETARKO、Evf2KI、野生型マウスの

鰓弓間の DNA チップ、マイクロ RNA チップの

結果を詳細に検討し、そこで動く遺伝子群か

ら 機 能 を 推 測 し 検 証 す る と と も に 、

ET-1/ETAR シグナル下で下顎形成に重要な

Dlx5,6 蛋白に注目し、Dlx5,6 蛋白に結合す

る lncRNA を検出し、さらに複合体を形成す

る蛋白を同定する。これらの研究により、

lncRNA による形態形成の未知の機構を解き

明かすとともに、lncRNA の作用機序と生理的

役割について、新しい知見を提供したい。 

 
３．研究の方法 

１． ETARKO、Evf2KI マウスの解析 

⑴ Evf2の発現をリアルタイムPCR, ノーザ

ンブロッティング、in situ hybridization

を用いて詳細に検討する。 

Evf2KIマウスは形態的には、出生時にETARKO

で見られる下顎の異常が Evf2KI で強くなっ

ていると見えるので、骨軟骨染色の結果をス

コア化し統計処理を施すことにより客観的

に示す。また、Evf2 は、上顎や頭蓋底など

ETAR プロモーターにより広範囲に異所性発

現しているので、これらの発現部位に由来す

る組織に変化があるかを詳細に観察する。 



⑵ 第一鰓弓をはじめとして、表現型の現れ

ている部位における関連遺伝子（Dlx2、

Dlx5/6、HAND2 など）の発現動態を in situ

ハイブリダイゼーション、リアルタイム PCR

にて検討しする。また、Evf2 の標的の一つの

mI56i,ii エンハンサー活性を、レポーターマ

ウスを用いた LacZ 染色にて評価することに

よって、Evf2 の作用発現に必要な遺伝子環境

条件を明らかにする。mI56i に作用する核転

写因子その他を検討するため、P１９細胞に

よる Luc assay の系を用いる。 

２．Evf2 の機能と分子メカニズムの解析 

下記の４項目について、生体（遺伝子改

変マウス胚の鰓弓）と培養細胞のそれぞれ

または一方で検討する。培養細胞は

ET-1/ETAR シグナルカスケードの主要な遺

伝子の発現を既に確認済みのヒト肺癌由来

Lu134 細胞と、導入遺伝子の発現効率の良い

COS 細胞や P19 細胞等を適時使い分けて、in 

vitro でも生体での現象を模倣することを

心がけて実験を組む。 

ⅰ）エピジェネティクス修飾 

 DNA のメチル化に関しては、ターゲット

領域の１つである mI56i エンハンサー付近

を中心に検討する。また、標的遺伝子部位

での ChIP アッセイにより H3K4 や H3K27 の

メチル化状態が ETARKO と野生型で違うか

検討するとともに、ポリコーム複合体

（PRC2）に含まれる H3K27 のメチル化酵素

EZH2、SUZ12 や、CoREST/REST 抑制複合体に

含まれる H3K4me2 の脱メチル化酵素 LSD1

を細胞内で強制発現させ RNA-IP により

Evf2 が検出されるか検討する。また、検出

されるのであれば、逆に、ビオチンラベル

Evf2でpull down し蛋白が検出されるか検

討し、Evf2 と相互作用する因子を同定する。 

ⅱ）small RNA の産生 

データベース検索からは現在のところ

Evf2 から small RNA が生成されるというエ

ビデンスはないが、Evf2 をプローブとして

miRNA の Northern を施行する。 

ⅲ）他の RNA の small RNA 生成やスプライシ

ングへの関与 

ETARKO、Evf2K、野生型間の胎児鰓弓のマイ

クロ RNA チップの結果から Evf2 の有無で発

現が並行して動く microRNA があれば、鰓弓

においてその前駆体の発現と比較し、Evf2 が

その生成に関わっているか推測する。候補と

なる RNA 前駆体があれば、Evf2 とともに適当

な細胞に導入し、microRNA 生成の変化がある

かどうかを確認する。 

ⅳ）paraspeckle への関与 

核 内 コ ン パ ー ト メ ン ト の 一 つ で あ る

paraspeckle は、paraspeckle 蛋白と lncRNA

が結合して形成されていて、PSPC1 蛋白と

NEAT1 ｍRNA や、P54NRB 蛋白と Ctn ｍRNA

の結合が最近報告されている。鰓弓のアレイ

の結果からパラスペックル蛋白に注目し差

異があれば evf2 とパラスペックル蛋白との

共存•関連を検討する。 

 

４．研究成果 

 Evf2 は、マウス胎生中期胚においては脳・

鰓弓に発現があり、肢芽・心臓では殆ど無い。

しかし ETARKO では鰓弓での Evf2 の発現が大

きく低下していることから、Evf2 は鰓弓での

形態形成においてET-1/ETARシグナル下にあ

ると考えられた。下顎の上顎化が見られる

Ednra-/-に Evf2 を発現させると、下顎歯槽骨

遠位部と切歯の低形成が増強した。これは、

whole mount in situ hybridization で

Ednra-/-胚の鰓弓遠位に僅かに残存していた

HAND2 の発現消失に起因していると考えられ

た。また、鰓弓における ET-1/ETAR シグナル

の主要な核転写因子 Dlx5/6 は HAND2 のエン

ハンサーに作用するが、そのDlx5/6とDlx5/6

のエンハンサー、Evf2 は相互にポジティブフ

ィードバックループを形成していることが

培養細胞と Evf2 ノックインマウスの鰓弓の

両方から示された。その作用メカニズムの一

つとして、mI56i エンハンサーの一部の CpG



のメチル化が関与している可能性が示唆さ

れた。 

 さらに鰓弓のマイクロアレイの結果から

パラスペックル蛋白の PSPC1 に注目した。

PSPC1はEvf2と複合体を形成することができ、

in vitro では Dlx5/6 のエンハンサーを介し

て転写活性に作用し、強制発現系において

Evf2 がパラスペックルの局在を変化させる

ことを見いだした。これらにより Evf2 が生

体内でも、核内でパラスペックル蛋白に直接

または間接的に結合して、転写調節などの機

能に関与する可能性が示唆された。 
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