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研究成果の概要（和文）： 
高効率・安定的な遺伝子改変マウスの開発をめざし、非 B型 DNA 人工配列による RNA ポリメ

ラーゼⅡ型ならびにⅢ型依存性の転写活性の賦活化作用について検討した。その結果、非 B型

DNA 人工配列モデルとした T20 配列について、(1)ES 細胞における PolⅡ型転写活性の賦活化作

用、(2)ES 細胞の分化過程における作用の安定性とクロマチン構造の動態、(3)T20 配列導入マ

ウスの作製に関する新たな知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study examined the function of non-B DNA sequence on the activation of transcription 
by RNAPII and/or RNAPIII to develop transgenic animals with highly efficient and stable 
expression of transgene. The results may be summarized as follows: T20 (180bp artificial 
curved DNA) as a model of non-B DNA sequence showed (1) the activation of the 
transcription by RNAPII in mouse ES cells, (2) the stability of transcription and 
chromatin dynamics during in vitro differentiation of ES cells, and (3) the possibility 
of the production of T20-driven transgenic mice. 
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キーワード：  
 
１．研究開始当初の背景 

生命科学研究における有用遺伝子改変動
物の重要性と社会貢献については論を待た
ない。遺伝子工学と発生工学の融合によって
創出される遺伝子改変マウスは、任意の遺伝
子の過剰発現や遺伝子破壊による機能解析
やヒト型疾患モデルを作製する上で強力な

ツールとなっている。さらに近年、RNA 干渉
（RNAi）による遺伝子ノックダウンが遺伝子
機能の解析や治療法の開発・病気の発症メカ
ニズムの解明の有効な手段として注目され
ている。しかしながら、現在でもなお、真核
細胞での遺伝子発現を安定して制御するこ
とは難しく、医療・産業レベルでの技術的課



題として残されている。 
遺伝子改変動物を作製し活用する上で、遺

伝子発現制御技術はその核心ともいえる要
素技術である。従来、遺伝子改変動物におけ
る遺伝子発現制御技術は、細胞内での実働部
隊である役者（諸因子）と舞台装置（ゲノム
上の相互作用領域）の単純化されたモデルの
組み合わせに依存した遺伝子工学的手法に
より多くの制御システムが開発されてきた。
しかしながら、真核生物ではゲノムがクロマ
チン構造をとっているために、遺伝子操作を
行っても期待通りの結果が得られないこと
が多く、ライフサイエンス分野における技術
的課題のひとつとなっている。遺伝子発現に
関する研究は、高次に階層化された発現制御
システムの統合的制御機構の解明へと進ん
でおり、特に近年は、転写の活性化または抑
制におけるクロマチンリモデリング因子の
分子構築とその作用機構、ヌクレオソームコ
アヒストンにおける修飾機構と遺伝子発現
メカニズムなどが明らかにされつつある。し
かし、転写アクチベーターの結合を許容する
クロマチン構造の実体はほとんど明らかに
されていない。本研究組織は、転写制御領域
に形成されるクロマチン構造の解析を通し
て、転写開始に必須なクロマチン構造とその
構築機構についてユニークな研究を展開し、
核内においてヌクレオソームの配置を決定
する因子として、ベント DNA が重要な役割を
もつことを実証してきた。さらに、プロモー
ター部位をデザインすることにより転写効
率が格段に上昇することを見出すなど、当該
分野において独創的でありまた先駆的な成
果をあげている（BioEssays 23, 2001; FEBS 
J. 273, 2006 ; DNA Conformation and 
Transcription(Ed),2005,Nuclear Dynamics- 
Molecular Biology and Visualization of the 
Nucleus（著者）, 2007）。クロマチン工学は、
遺伝子工学の舞台装置そのものを提供しな
がら、なおかつその制御の役割も果たす技術
であり、任意の転写ユニットにおいて転写活
性に有利なクロマチン構造（本研究では、「ク
ロマチンモジュレーター」と称す）を人為的
に構築するという、まったく新しいゲノム機
能の制御技術として、概念的にも機構的にも、
遺伝子工学と染色体工学の間に位置づけら
れるものである。そして、今もなお偶発的期
待観に基づく個体レベルでの不安定な遺伝
子発現制御システムに、クロマチン動態の人
為的操作を図るクロマチン工学技術を導入
する試みは、世界的にも例をみないものであ
る。本研究組織は、ES 細胞研究ユニット、ク
ロマチン動態・遺伝子発現制御研究ユニット
および遺伝子改変動物作製基盤ユニットで
構成され、そして本研究は、目的遺伝子の発
現を遺伝子工学レベル（RNAi 技術）とクロマ
チン工学レベル（クロマチンモジュレーター

技術）の階層的制御機構により生体工学レベ
ル（発生工学技術）で実現するというダイナ
ミックな構成に基づく統合的な試みであり、
幹細胞研究・クロマチン工学・発生工学を融
合した研究として位置づけられる。 
 
２．研究の目的 

遺伝子工学技術は、高発現プロモーター、
特異的プロモーター、誘導型プロモーターや
エンハンサーなど様々な発現誘導システム
を開発してきたが、それらの特性を担保する
安定的発現技術については未完である。特に、
研究代表者らは、RNAi によるノックダウンマ
ウスでの解析により、同一 ES 細胞に由来す
る個体群での個体差や個体内での組織差、さ
らには世代による安定性の欠如が、ノックダ
ウン技術を汎用化させる上で重大な障害と
なることを見いだしてきた。真核細胞では、
ゲノム DNA はヌクレオソームを形成し、クロ
マチンとして細胞核内に機能的に折りたた
まれているため、真核生物に外来遺伝子を導
入しても発現しない場合、細胞核内のクロマ
チン構造による影響が深く関与しているこ
とが明らかになってきている。そこでこの根
本的課題を克服するための切り札として、ク
ロマチン構造を制御する技術（クロマチン工
学）に着目した。 
そこで本研究組織では、非 B型 DNA 人工配

列（クロマチンモジュレーター）が RNA ポリ
メラーゼⅡ型の転写活性のみならず、RNA ポ
リメラーゼⅢ型の転写活性による shRNAの発
現を高率かつ安定的に誘導する機能があれ
ば、こうした課題の解決の糸口になりうると
考え、クロマチンモジュレーターによる遺伝
子発現の高率化・安定化ならびに RNAi の強
化機能を開発することを提案する。これまで
非 B型 DNA 人工配列である人工ベント DNA 配
列（T20 配列）による RNA ポリメラーゼⅡ型
転写活性に対する強化機能について、T20 配
列を β アクチンプロモーター上流に配置し
た GFPレポーターカセットを導入したマウス
ES 細胞の体外分化誘導モデルを用いた解析
を行い、転写活性の上昇を見いだしている。
そこで本研究ではさらに、T20配列による RNA
ポリメラーゼⅢ型転写活性に対する強化機
能について、研究代表者らが実証してきたマ
ウス ES 細胞での shRNA 発現ベクターによる
標的遺伝子ノックダウンシステムを用いて
解析を行う。具体的には、ES 細胞あるいはマ
ウス個体内での当該構造の安定性、遺伝子発
現における効果、個体の生存および繁殖性に
及ぼす影響、次世代での安定性などについて
検討し、クロマチンモジュレーターを利用し
たクロマチン工学の新技術の開発を目指す。 
本研究成果から創出される新技術は「クロ

マチン改変技術」であり、成果物は「高効率・
安定的外来遺伝子発現マウス」である。本研



究により、非 B型 DNA 人工配列が真核生物の
遺伝子発現制御システムにおいて、RNA ポリ
メラーゼⅡならびにⅢ依存型の転写を高効
率・安定的に活性化できることが実証されれ
ば、遺伝子発現制御の普遍的機構を確立する
大きな基礎となる。そして本新技術をさらに
発展させることにより、真核生物での品種改
良や有用物質の生産、あるいは基礎医学や先
端治療分野において大きなブレークスルー
を与えると予測され、植物も含めた広範な生
物種を対象に多様な生物機能の高度利用を
促進する強力なツールになると期待される。 
 
３．研究の方法 
遺伝子改変マウスにおいて技術的課題と

なっている導入遺伝子の高効率発現と安定
性を実現するクロマチンモジュレーターの
有効性について検証する。特に、shRNA 発現
ベクター導入 ES 細胞よりノックダウンマウ
スを作製する際、標的タンパク質の抑制効率
には ES細胞レベルで大きなばらつきがあり、
また個体レベルでも組織差や世代差が問題
となっている。そこで本研究では、これまで
の遺伝子ノックダウンマウスの成果を活用
して、クロマチンモジュレーターによる RNAi
の強化機能についても検討する。まず、一般
的な GFP レポーター発現系を用いて RNA ポリ
メラーゼⅡ型転写活性モデルについてクロ
マチンモジュレーター機能の細胞、組織、個
体レベルでの解析を行い、それと平行してク
ロマチンモュレーターによる RNAポリメラー
ゼⅢ型転写活性について、RNAi 効果の高効
率・安定化機能を検証する。 
(1) 人工ベント DNA 配列（T20 配列）による
PolⅡ型転写活性の賦活化機能の検討 
① クロマチンモジュレーター付加 GFP 導入

ES 細胞株の樹立 
クロマチンモジュレーターユニット（T20

配列）（FEBS J. 273, 2006）を β-アクチン
プロモーター/GFP の上流に配置したベクタ
ー（T20/GFP）をマウス ES 細胞に導入し安定
導入株を樹立する。クロマチンモジュレータ
ーの転写活性強化機能を解析するため、
Cre-loxP システムによりクロマチンモジュ
レーターを除去したコントロールクローン
（ΔT20/GFP）を作製する。 
② クロマチンモジュレーター導入 ES 細胞株

の体外分化誘導系による転写活性強化機
能の評価 
T20/GFP導入ES細胞株とΔT20/GFP導入ES

細胞株を用いて、体外で分化誘導を行い、分
化過程という細胞のダイナミックな動的環
境下におけるクロマチンモジュレーターの
機能について検証する。体外分化誘導には単
層培養法による肝様細胞の誘導システムを
適用し、定量的 PCR 解析、フローサイトメト
リー解析、組織学的解析、3D-FISH 解析、ク

ロマチン構造解析等を用いて T20配列による
GFP 転写誘導活性について検討する。 
③ クロマチンモジュレーター付加 GFP 導入

マウスの作製と個体レベルでの解析 
T20/GFP 導入株とΔT20/GFP 株を用いてキ

メラマウスを作製し、野生型マウスとの交配
により T20/GFP 導入マウスとΔT20/GFP 導入
マウスを作製する。 
(2) 人工ベント DNA 配列（T20 配列）による
PolⅢ型転写活性の賦活化機能の検討 
④ クロマチンモジュレーター付加 shRNA 導

入 ES 細胞株の樹立 
クロマチンモジュレーターユニット（T20

配列）を U6プロモーター/SOD1 遺伝子 shRNA
の上流に配置したベクター（T20/SOD1- 
shRNA）をマウス ES 細胞に導入し安定導入株
を樹立する。(1)と同様にして、Cre-loxP シ
ステムにより T20配列を除去したコントロー
ルクローン（ΔT20/SOD1-shRNA）を作製する。
今回 RNAi のターゲットとした SOD1 遺伝子に
関しては、これまでの SOD1 ノックダウンマ
ウスの成果（J. Biol. Chem. 280, 2005、他）
に基づきクロマチンモジュレーター機能評
価を実施する。本研究では、SOD1-shRNA 発現
ES 細胞株の標的遺伝子発現抑制効果につい
ては、研究代表者らが開発したルシフェラー
ゼアッセイシステム（特願 2007-118962 号）
とウエスタンブロットによりスクリーニン
グを行う。 
 
４．研究成果 
(1) 人工ベントDNA配列（T20配列）によるPol 
Ⅱ型転写活性の賦活化機能の検討 
哺乳動物培養細胞（HeLa細胞）において、

RNAポリメラーゼⅡ型転写活性促進機能を発
揮することを明らかにしている人工ベント
DNA配列（T20配列）をβ-actinプロモーター
/GFP発現ユニットの上流に配置した発現ベク
ターを作製し、ES細胞に導入した。シングル
コピー導入ES細胞を選別し（T20/GFP株）、さ
らにCreリコンビナーゼによりT20配列を除去
したES細胞（ΔT20/GFP株）を作製した。 
得られた10株は、レポーターが何らかの遺

伝子の上流に挿入されものが3組（グループA
とする）、遺伝子間領域に挿入されものが5組、
遺伝子内部に挿入されものが2組であった。な
お、グループAにおける近傍遺伝子は、Tgfbr3
遺伝子、Alox5a遺伝子、およびCdk3遺伝子で
あった。GFPの発現解析を行った結果、4組の
株でT20/GFP株の方がΔT20/GFP株よりもGFP
を高発現していたが、その他の組では両者に
差がみられないか、逆にΔT20/GFP株の方が高
かった。なお、上記の4組の細胞株のうち3組
がグループAに属し、レポーター下流近傍に存
在する各遺伝子は初期胚での発現が報告され
ているものであった。一方、これらグループA
の3株を肝細胞に分化させた場合、Alox5apを



近傍に持つ1組ではT20/GFP株とΔT20/GFP株
とで発現量の逆転がみられた。なお、Alox5ap
を含めグループAの各遺伝子は肝細胞でも発
現していた。以上から、T20が活性遺伝子領域
に導入された場合、未分化状態のES細胞では
その効果を発揮できるが、分化後には変動し
うることが示された。 
そこで、レポーター遺伝子をTgfbr3の近傍

に持つ細胞株1組（Tgfbr3/T20）と遺伝子間領
域に持つ細胞株1組（IG/T20）を用いて、クロ
マチン構造解析を行った。ChIPアッセイと
DNaseIフットプリントアッセイを用いてクロ
マチン構造解析を行った結果、Tgfbr3/T20株
の場合には、細胞分化前後でTgfbr3/ΔT20株
とほぼ同じクロマチン構造をとるが、IG/T20
株の場合、分化状態にかかわらず、IG/ΔT20
株とはヌクレオソームの存在量やクロマチン
構造が大きく異なっていることが明らかとな
った。Tgfbr3/T20株ではレポーター遺伝子が
活性遺伝子領域に、IG/T20株では遺伝子間領
域に導入されている。したがって活性遺伝子
領域の場合、クロマチン構造の質的違いが遺
伝子発現の違いに反映していることが示唆さ
れた。一方、遺伝子間領域の場合には、クロ
マチン構造が厳密に管理されていない可能性
が示唆された。 

さらに、シングルコピー導入ES細胞（T20/ 
GFP株）と、それを元株とするΔT20/GFP株を
比較し、T20によりGFPの発現が大きく向上し
ているクローンを選定し、それらを用いてキ
メラマウスを作製した。 
 (2) 人工ベントDNA配列（T20配列）によるPol 
Ⅲ型転写活性の賦活化機能の検討 

RNAポリメラーゼⅢ型転写活性における
クロマチンモジュレーター機能の解析を目
的として、shRNA発現トランスジェニックマ
ウスによるノックダウンマウスの作製と解
析を行った。まず、これまでに報告したSOD1
ノックダウンマウスについて個体レベルで
解析し、RNAi効果に組織差があること、
micro RNAの経路と競合しないことなどを明
らかにした。 
次に、SOD1ノックダウンマウスのモデル

を利用し、人工ベントDNA配列（T20配列）
をhU6プロモーター/SOD1-shRNA発現ユニッ
トの上流に配置した発現ベクターを作製し、
ES細胞に導入した。さらにCreリコンビナー
ゼによりT20配列を除去したES細胞（Δ
T20/SOD1-shRNA株）を作製した。この両者
について、我々が新規に開発したルシフェラ
ーゼアッセイ法によるタンパク質発現抑制
効率評価システムを用いて、標的タンパク質
SOD1の抑制効率を比較検討した。その結果、
T20配列によりRNAi効果が増強される傾向が
みられ、クロマチンモジュレーターによる
RNAポリメラーゼⅢの転写活性賦活化機能の
可能性が示された。 

さらに、RNAi技術の特徴であるスプライ
スバリアントのノックダウンについて、ABC
トランスポーターの一つであるBcrp1がも
つ3つのアイソフォーム（A,B,C）をモデル
に、アイソフォームAのノックダウンES細胞
を作製した。なお、Bcrp1遺伝子は、ES細胞
を含む様々な幹細胞を共通して特徴づける
Side Population細胞（SP細胞）の出現に関
わる遺伝子であり、そのスプライスバリア
ントであるアイソフォームAは未分化ES細
胞において選択的に高発現していることか
ら、本研究のモデルとして適用した。 
(3)ES細胞の分化過程における遺伝子座の核
内配置の動態の解析 
ES 細胞や初期胚におけるクロマチンレベ

ルでの転写制御について、細胞核高次構造の
機能に着目し、染色体テリトリーと標的遺伝
子座の動態について 3D-FISH法により解析し
た。その結果、ES 細胞の分化過程において、
未分化マーカーである Oct3/4 遺伝子座は、
未分化状態では第 17 番染色体テリトリーの
辺縁部に局在していたが、分化誘導が進んで
も局在部位に顕著な変化はみられなかった。
一方、肝分化マーカーである Tdo2 遺伝子座
では分化に伴い第 3番染色体テリトリーから
のループアウト現象が観察された。これらの
結果から、これまでに MHC 遺伝子などでしか
報告されていなかった染色体テリトリーか
らのループアウト現象が Tdo2 遺伝子座につ
いても肝分化誘導過程で起きていることが
示された。 
さらに、3D-FISH 法を用いて、ES 細胞の分
化過程における T20/GFP発現カセットの核内
配置の動態について、T 20/GFP 発現カセット
の挿入部位と遺伝子発現レベルをパラメー
ターにさらに解析した結果、分化状態や挿入
部位（遺伝子領域、遺伝子間領域）にともな
い、発現レベルや遺伝子座の動態が変動する
傾向が認められた。このように、ES 細胞の分
化誘導系と 3D-FISHを組み合わせることによ
り、分化にともなう染色体テリトリーと遺伝
子座の動態モデルとして、クロマチン・染色
体レベルでの遺伝子発現制御に関する有用
な解析モデルを確立した。 
本研究は、動物発生工学とクロマチン工学

をつなぐダイナミックな連携であり、従来と
は異なる新技術「クロマチン改変動物」を創
出し、医療・創薬・農林水産業等に大きな恩
恵をもたらすと期待される。 
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