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研究成果の概要（和文）：本研究ではゼブラフィッシュ胚を用いて、生体内活性を指標としたエンハンサー同定
法を確立した。胚から尾芽を切断し、抗H3K27Ac抗体によるChIP法により得たDNA断片をEGFPリポーターに挿入し
たエンハンサー・ライブラリを作製した。EGFPリポーターをゼブラフィッシュの受精卵へ導入し、領域特異的な
EGFP蛍光を示すエンハンサーの探索を行った結果、導入した108個のうち39個において、尾芽、体節、脊索など
でエンハンサー活性が観察された。4つのエンハンサーについて組換え魚を作製し、スクリーニング時と同様の
活性を確認した。さらに、エンハンサーのゲノム位置を明らかにし、ターゲット候補遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Using zebrafish embryos, we established a ChIP-Injection method that enables
 identification of functional enhancers based on their enhancer activities in embryos. Each reporter
 gene possessing the enhancer-associated genomic region enriched by ChIP was injected into zebrafish
 embryos to analyze the activity of putative enhancers. By using the ChIP-Injection, we identified 
32 distinct putative enhancers that drove specific expression. Additionally, we generated transgenic
 lines that exhibit distributions of the EGFP signal as was observed in the screening. Furthermore, 
the expression pattern driven by the identified somite-specific enhancer resembled that of the gene 
acta2. The results indicate that ChIP-Injection provides an efficient approach for identification of
 active enhancers in a potentially wide variety of developmental tissues and stages.

研究分野：ゲノム生物学、発生生物学

キーワード： エンハンサー　スクリーニング　クロマチン免疫沈降法　ゼブラフィッシュ
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１．研究開始当初の背景 
個体発生をはじめとする様々な生命現象
は、時期及び領域特異的な遺伝子発現によっ
て制御されている。遺伝子発現を司る機構の
ひとつとしてエンハンサーによる制御が知
られており、エンハンサーを同定することは、
遺伝子発現制御のメカニズムを理解するう
えで重要である。近年、エンハンサーに特異
的に存在するヒストン修飾 (H3K27Ac, 
H3K4me1)が 明らかとなり、それらのヒスト
ン修飾に対するクロマチン免疫沈降法と次
世代シーケンサーを組み合わせたエンハン
サーの網羅的な同定が進んでいる。しかしな
がら、この方法ではエンハンサー候補のゲノ
ム上での位置は示されるが、同定したエンハ
ンサーの活性を明らかにするためには、その
後、生体内に導入し、活性を解析することが
必須である。さらに、予想されるエンハンサ
ーの数が膨大であるため、目的のエンハンサ
ーを絞り込むことは難しい。 そのため、目的
のエンハンサー活性を指標とした新たなエ
ンハンサー同定法を確立することが必要な
課題であった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、受精卵への遺伝子導入が容易
で、蛍光観察が発生過程を通じて可能な点な
どの発生生物学を研究する上で、様々な利点
を有するゼブラフィッシュ胚と、エンハンサ
ー領域に特異的に存在するヒストン修飾に
対するクロマチン免疫沈降法を組み合わせ、
生体内のエンハンサー活性を指標とした新
し い エ ン ハ ン サ ー 同 定 法 で あ る
ChIP-Injection法を確立し、脊椎動物の胚発生
において多分化能を有する尾芽において特
異的に活性化されるエンハンサー領域の同
定およびその解析を行うことを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 生体内活性を指標としたエンハンサー同
定法: ChIP-Injection法の確立 

18-22 体節期のゼブラフィッシュ胚の尾芽、
未分節中胚葉を含む領域を実体顕微鏡下で
メスにより外科的に切断し、約 200個の胚由

来の尾芽を集めた。その後、パラホルムアル
デヒドを用いて架橋し、エンハンサー領域に
特異的なヒストン修飾である H3K27Ac を特
異的に認識するモノクローナル抗体を用い
て、クロマチン免疫沈降法を行った。得られ
た DNA断片を精製し、それぞれ EGFP リポ
ーター遺伝子の上流へ挿入した尾芽エンハ
ンサー・ライブラリを作製した。様々なエン
ハンサー候補の DNA 断片を上流に有する
EGFP リポーター遺伝子をゼブラフィッシュ
受精卵へそれぞれ 10 ng/lの濃度で注入し、
18-22体節期まで発生を進めた後、EGFP蛍光
を観察することで領域特異的なエンハンサ
ー活性を有する候補 DNA 断片のスクリーニ
ングを行った（図 1）。 

 
(2) 同定したエンハンサー領域の解析 
同定した興味深い活性を示すエンハンサ
ー候補断片については、その活性を詳細に明
らかにするために、transgenic魚を単離し、そ
の発現領域を解析した。また、同定したエン
ハンサーの塩基配列を明らかにすることで、
ゼブラフィッシュのゲノム上での位置を明
らかにした上で、エンハンサー活性が観られ
た領域と類似する遺伝子が、近傍に存在する
かを調べた。さらに、胚発生におけるエンハ
ンサーの機能を明らかにするために、エンハ
ンサー領域近傍を認識するTALENを作製し、
エンハンサーを欠失した変異体を作製し、そ
の表現形およぶエンハンサーの制御する遺
伝子について詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
 まず、18-22 体節期胚の尾芽を切断し、抗
H3K27Ac 抗体を用いたクロマチン免疫沈降
法により得られた DNA 断片をそれぞれ



EGFP リポーターの上流へ挿入した尾芽エン
ハンサー・ライブラリを作製した。作製した
ライブラリは、尾芽で活性のあることが分か
っている hes6 エンハンサーが含まれること
から、目的の尾芽エンハンサー・ライブラリ
が得られたことを確認した。 
作製したライブラリからEGFPリポーター
をコードするプラスミドを抽出し、ゼブラフ
ィッシュの受精卵へそれぞれ 10ng/l の濃度
で注入し、18-22 体節期での EGFP 蛍光観察
をもとに領域特異的な EGFP蛍光を示すエン
ハンサーの探索を行った。その結果、これま
でに導入した 108個のエンハンサー候補断片
のうち 39 個において、尾芽、尾芽由来の組
織である体節、脊索などで特異的なエンハン
サー活性が観察された（図２）。興味深い活
性を示した 4つのエンハンサーについて、リ
ポーター遺伝子を安定に有する組換え魚を
Tol2トランスポゾン・システムを用いて作製
し、詳細に発現パターンを解析した結果、ス
クリーニング時と同様の活性を示すことを
確認した（図３）。さらに、同定したエンハ

ンサーの塩基配列を決定し、ゼブラフィッシ
ュゲノム・データベースと照合し、ゲノム上
での位置を明らかにした。見出したエンハン
サーの活性と類似する発現を示す遺伝子が
周辺にないかを調べた結果、体節でエンハン
サー活性を示した TB-ChIP-073について、約
40kb下流に 18-22体節期胚において体節に特
異的に発現する acta2 遺伝子を同定した（図
４）。一般的に、遺伝子から遠位に存在する
エンハンサーを同定することは難しいが、
我々が確立した ChIP-Injection法では、エンハ
ンサー活性を指標としてエンハンサーを同
定するため、TB-ChIP-073 のように遠位から
働くエンハンサーを同定することができる
ことが示唆される。 

また、これまでに同定しているエンハンサ
ー領域のひとつについて、エンハンサーの機
能を明らかにするために、ゲノム編集技術
TALENを用いて、エンハンサー領域に欠失を
導入した変異体を単離した。交配によりホモ
変異体を作製した結果、体節形成期において、
一部の体節境界が生じない表現形を示すこ
とが分かった。さらに、エンハンサー近傍に
存在する遺伝子を解析した結果、未分節中胚
葉における発現が著しく減少していること
が分かった。これらの結果から、このエンハ
ンサーは体節形成に関わる遺伝子の発現を
制御する必須なエンハンサーであることが
強く示唆された。 
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