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緒言 

 

生物の設計図ゲノムの全塩基配列が決定されたが、ヒトを含む多細胞生物の生命活

動はゲノム塩基配列という一次情報からだけでは理解できない。同じゲノムを持ちな

がら、どのようにして細胞の種類に特有の遺伝子(群)のみが発現し、他の遺伝子(群)

は発現しないのか？また、遺伝子の発現レパートリーが細胞分裂後も維持され得るの

か？は一次情報のみからは分からないからである。 

 

エピジェネティクスとは、「DNAの塩基配列の変化を伴わずに細胞分裂後も伝達され

る遺伝子機能の変化について探求する学問領域」を意味する。DNA メチル化はシトシ

ンの5位の炭素にメチル基が付加される修飾でDNAメチル化酵素によって触媒される。

哺乳類ではCG配列のCがメチル化されるのに対し、植物では、CG配列に加え、CHG配列

およびCHH配列(HはG以外の塩基)のCにもメチル化が認められる。DNAメチル化は細胞や

組織の種類によって変化する領域、即ち組織・細胞種依存的メチル化可変領域

（tissue-dependent and differentially methylated region; T-DMR）が存在する

(Shiota K et al. 2002)。また、ゲノムDNA上にはCpGアイランドと呼ばれるCpG配列が

密に存在する領域がある。CpGアイランドの多くは遺伝子の転写調節領域付近に存在し、

DNA障害と進化の淘汰圧の結果、保存されてきたと考えられている(Antequera F 2003; 

Fazzari MJ & Greally JM 2004)。一方、いくつか知られるヒストンの翻訳後修飾は、

様々な細胞機能制御に重要な役割を果たす。遺伝子発現やクロマチン構造の制御には、

特定のリジン残基のアセチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化、ADP リボシル

化、SUMO化などが知られている(Ruthenburg AJ et al. 2007; Berger SL 2007)。この

エピジェネティック制御は、DNAメチル化とヒストン修飾以外にもヒストン・シャペロ
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ン、その他の核タンパク質が相互作用することで成立している。非コード・アンチセ

ンスRNAは、配列特異的な遺伝子発現抑制(Willingham AT & Gingeras TR 2006)や、X

染色体不活性化転写後遺伝子発現抑制に働く(Sado T et al. 2005)だけではなく、ヘ

テロクロマチンの形成に関わることで遺伝子の転写抑制に寄与する（Shamovsky I and 

Nudler E 2006; Mercer TR et al. 2009; Ponting CP et al. 2009; Wilusz JE et al. 

2009）ことなどから、新たに非コード・アンチセンスRNAがエピエジェネティクス制御

に関連していることが明らかとなってきた（図G-1）。 

 

DNAメチル化は、動き回る遺伝子であるトランスポゾンの活動抑制、哺乳類のメス個

体が持つ2本のＸ染色体の片方のＸ染色体の不活性化、親の性に依存した遺伝子の抑制

であるゲノミックインプリンティング、および、組織特異的な遺伝子発現など、様々

な生命現象に関わっている。また、CpG配列の多少に関わらず正常組織においてもT-DMR

が存在し、このT-DMRのメチル化パターンにより、遺伝子ごとに組織や細胞腫に特異的

な発現を制御していることが知られている(Imamura T et al. 2001; Cho JH et al. 

2001; Nishino K et al. 2011; Hattori N et al. 2004)。哺乳類のゲノム上には細胞

の種類に応じてメチル化と非メチル化のT-DMRが多数存在しており、細胞種特異的メチ

ル化・非メチル化模様(DNAメチル化プロフィール)ができあがる（Shiota K 2004）(図

G-2)。1個の受精卵から約200種類に分化し、組織や機能に応じて専門化した体細胞が

作られ、逆に、胎生期に生殖細胞が作られる時にも大幅なDNAメチル化プロフィールの

書き換えが起きることで次世代の受精卵からの発生を担保する生殖細胞が形成され、

DNAの折り畳まれ方も細胞の種類により異なってくるのである。また、T-DMRの異常な

メチル化は、ガンなどの特定疾患の病因に関与している（Jones PA & Baylin SB 2002; 

Ushijima T 2005; Asada H et al. 2008）。ゲノム全域を対象としたDNAメチル化状態

を解析することができるD-REAM法により、成体マウスの様々な組織のDNAメチル化プロ
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ファイルが明らかにされた。その結果、転写調節領域のT-DMRはゲノム上広範囲に存在

し、様々な組織で広範囲な機能に関わる遺伝子を制御していることが明らかとなった

(Yagi S et al. 2008)。すなわち、T-DMRのメチル化状態は、組織・細胞種特異的な遺

伝子の発現制御に重要なのである。 

 

現在までに哺乳類で活性が確認された DNA メチル化酵素として、

DNMT1,DNMT3a,DNMT3bが報告されている。DNMT1は全ての細胞に発現しており、DNAの

複製の際には、親鎖のシトシンメチル化（ヘミメチル化）を認識して新生鎖にもメチ

ル基を導入することで複製前のメチル化状態を維持させる。どのDNAメチル化パター

ン維持に重要な役割を果たす（Jeltsch A 2006）。一方、DNMT3aとDNMT3bは互いに高

い相同性をもつファミリー遺伝子であり、組織特異的な発現を示し、既存のDNAメチ

ル化に依存せずに新たに DNA メチル化（de novo DNA メチル化）を導入する活性を持

つ（Lei H et al. 1996; Okano M et al. 1998; Cheng X & Blumenthal RM 2008）。し

かし、これらの DNA メチル化酵素は、CpG 配列に作用してメチル化を修飾させる以外

に機能を持たない。様々な組織のメチル化プロフィールを形成するT-DMRの CpG配列

へDNAメチル化酵素がリクルートされることでメチル化の制御が行われていることが

予想される。このT-DMRのメチル化パターン形成のメカニズムを明らかにすることで、

狙った遺伝子のエピジェネティックな活性化状態を自在に操れる可能性がある。 

 

Sphk1 遺伝子の T-DMR を含む転写調節領域において、同定された内在性アンチセン

ス・非コードRNA(以後、内在性ASncRNAと称する)は、Sphk1遺伝子が発現しているア

リルでは発現せず、逆にSphk1 遺伝子が発現していないアリルで発現する。つまり、

Sphk1の内在性ASncRNAが発現しているアリルでは、センスのSphk1 mRNAの発現を抑

制し、遺伝子転写調節領域のT-DMR のメチル化を誘導している可能性が考えられた。

一方で、内在性 ASncRNA の一部の配列を人為的に過剰発現させると、Sphk1 遺伝子の
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T-DMR は領域特異的に脱メチル化される(Imamura T et al. 2004)。つまり、Khps1 の

解析からは、内在性ASncRNAと人為的に導入したASncRNAでは働きが違う可能性が高

いものの、転写調節領域に内在性 ASncRNA を持つ遺伝子で、ASncRNA 量を人為的に変

化させることで特定ゲノム領域のDNAメチル化状況を狙った方向に変える事が出来る

可能性を示唆している。 

 

本研究では、細胞種ごとにセンス mRNA の発現と一致する内在性 ASncRNA による

T-DMR の DNA メチル化制御について明らかにする事を目的とし、第一章では T-DMR の

DNA メチル化制御に関与する内在性 ASncRNA 候補の探索を行い、第二章では培養細胞

系を用いた内在性ASncRNAの遺伝子発現制御を明らかにし、第三章ではSall4領域に

存在する内在性ASncRNAを標的にしたinducible shRNAのTgマウス作製を行った。 
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図G-1. エピジェネティック制御 

エピジェネティック制御は、DNA メチル化とヒストンサブファミリー、リンカー・ヒ

ストン、ヒストン・シャペロン、ヒストンのメチル化、アセチル化、その他の核タン

パク質が相互作用することで成立している。近年、新たに非コード・アンチセンスRNA

がエピジェネティック制御に関わっていることが明らかとなってきた。 

 

図G-1 
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図G-2. 遺伝子転写調節領域に存在する組織・細胞種依存的メチル化可変領域(T-DMR) 

遺伝子転写調節領域に存在する組織・細胞種依存的メチル化可変領域

(tissue-dependent and differentially methylated region;T-DMR)のメチル化パター

ンにより、遺伝子のON/OFFが制御される。例えばOct4遺伝子は、TS cellsのT-DMR

では、高メチル化状態のため発現せず、ES cellsのT-DMRでは、非メチル化状態のた

め発現する。T-DMR のメチル化パターンにより、組織や細胞の種類ごとにメチル化プ

ロフィールが形成される。 

 

図G-2 
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序論 

 

哺乳類のゲノムでタンパク質をコードする領域はほんのわずかであり、コードしな

い領域はヒトでは98～99%にのぼる(Cheng J et al. 2005)。ところが転写物について

見てみると、タンパク質をコードするmRNA以外に、タンパク質をコードしない転写物

が多数存在することも近年わかり始めた（Cheng J et al. 2005; Carninci P et al. 

2005; Ota T et al. 2004）。このような non-coding RNA(非コード RNA：以後 ncRNA

と称する)はタンパク質をコードしない多種多様なRNA転写物の総称である。広義には

リボソームRNA(rRNA)や転移RNA(tRNA)を含む（Gibb EA et al. 2011）が，狭義には

rRNA や tRNA を除く RNA 種を指すことが多い（Storz G 2002）。これまでに、ncRNA

は大規模なトランスクリプトームのシーケンス解析、あるいはゲノムワイドのマイク

ロアレイ解析から発見されている(Washietl S et al. 2005; Carninci P et al. 2005; 

Hüttenhofer A & Vogel J 2006; Katayama S et al. 2005)。また、ヒトとマウスのゲ

ノムからの転写では、最大半分程度はncRNAを生じることが報告されている(Mercer TR 

et al. 2009; ENCODE Project Consortium et al. 2007)。しかし、機能が明らかにさ

れたncRNAとして同定されているものはわずかであり、残りはtranscript of unknown 

function(TUF)とよばれるものである(Cheng J et al. 2005; Willingham AT &  

Gingeras TR 2006)。このうちアンチセンス・非コードRNA（以後、ASncRNAと称する）

は、タンパク質をコードするセンス(mRNA)の反対鎖が転写される。網羅的なcDNA解析

により、多くの ASncRNA が転写されていることがわかってきた(Katayama S et al. 

2005; Cheng J et al. 2005)。その一部は機能を有し、遺伝子発現を制御している(表

1-1)。しかし、これらの網羅的な解析から同定されたセンス-アンチセンス転写物のペ

アでは、例えばある組織でセンス転写物のみが発現し、別の組織でアンチセンス転写

物のみが発現するものもペアとして多いため、センス転写物とアンチセンス転写物の

関係が不明確なものも多い。さらにタンパク質をコードするセンスRNAのゲノム上の
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どの位置にアンチセンス転写物が存在するかによって、アンチセンスRNA の機能も異

なると考えられるが、その区別も不明瞭であった。一方で、個々の遺伝子領域の解析

から、ヒトの前立腺ガンや乳ガン、肺ガンなど特定疾患に関連するncRNA も報告され

おり、ポリコーム複合体の一つである PRC2(Polycomb repressive complex 2)を標的

領域にリクルートすることによって、ヒストン修飾およびPRC1による更なる不活性化

が誘導され、標的領域近傍の遺伝子がエピジェネティックに不活性化されるものがあ

る(Hekimoglu B & Ringrose L 2009; Jovanovic J et al. 2010)。その一部の ncRNA

については、アルツハイマーや肺ガンなどの特定疾患に関連することも報告されてい

る（表 1-2）。しかし、これらの ncRNA についても、細胞のガン化に伴って ncRNA の

発現が異常になるものや、染色体DNAの転座や欠失を伴うncRNA自体の配列異常が多

く見受けられる。以上より、ゲノムから転写されるアンチセンスRNAを始めとした多

数のncRNA について、正常な細胞分化や個体発生過程においても、遺伝子発現制御機

構としてエピジェネティック制御に関わるかどうかを明らかにすることが必要となっ

てきている。 

 

エピジェネティクスに関係する ncRNA としては、Dicer によって生成する短い二本

鎖RNA(double-strand RNA;dsRNA)によるものもよく知られている。植物のヘテロクロ

マチン形成では、Dicerによって生成するsmall interfering RNA (siRNA)が相同な配

列を持つゲノム領域へリクルートされることによって、DNA メチル化やヒストン修飾

を介した標的領域のクロマチン不活性化が引き起こされる(Martienssen RA et al. 

2005; Chan SW et al. 2005; Matzke M et al. 2004)。植物でのsiRNAによるDNAメ

チル化の亢進は、RdDM(RNA-directed DNA methylation)と呼ばれ、siRNA と相同な配

列を持つ領域周辺で DNA 配列のシトシンが新たにメチル化(de novo メチル化)される

(Chan SW et al. 2005; Matzke M et al. 2004)。このDNAメチル化はヘテロクロマチ

ン化の要因の一つであり、いくつかのレトロトランスポゾンなどの繰り返し配列が、
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自身の配列に由来する内在性siRNAによりDNAメチル化されることで、繰り返し領域

のクロマチン不活性化が引き起こされる(Chan SW et al. 2005)。動物の細胞でも、合

成した siRNA の細胞への導入により、抑制性のヒストン修飾を誘導することで siRNA

と相同な配列を持つプロモーターを不活性化することが報告されている(Kim DH et al. 

2006)。しかし、動物細胞での人工的に合成したsiRNAの導入による標的プロモーター

の不活性化は、細胞本来の遺伝子制御機構ではない可能性が高い。これ以外の短い二

本鎖dsRNAによるエピジェネティック制御では、piRNA（PIWI-interacting RNA）によ

るIAPやLINE-1（またはL1）などのレトロトランスポゾン配列のDNAメチル化が報告

されている(Kato Y et al. 2007)。これらレトロトランスポゾン配列のDNAメチル化

には、DNAメチル化酵素DNMT3AおよびDNMT3BとPIWIタンパク質、piRNAが必要であ

る(Kato Y et al. 2007; Aravin AA et al. 2008; Kuramochi-Miyagawa S et al. 2008)。

piRNA は 24～30 ヌクレオチド程度の生殖巣に特異的なRNA で PIWI タンパク質と結合

する。このpiRNAによるDNAメチル化制御は主にレトロポゾンの不活性化に働いてお

り、内在性遺伝子の細胞分化などに伴うDNAメチル化制御とは異なる。以上のように、

動物細胞における短鎖dsRNA によるエピジェネティック制御は、これまでの研究では

人工的なsiRNA によるものやレトロポゾンなどの外来因子の制御に関わるものが多く、

細胞の性質決定や環境への応答に重要な内在性遺伝子での細胞種特異的DNAメチル化

制御とは異なっていると考えられる。 

 

組織特異的な遺伝子発現を示すSphk1では、プロモーター領域にCpGアイランド(約

3.7kb)が存在する。この中の約200bp の領域は、組織によって異なるメチル化パター

ンを有する T-DMR である(Imamura et al. 2001)。Sphk1 遺伝子転写調節領域近傍の 

T-DMR のメチル化パターンは、個体の発生に伴って形成される。脳では T-DMR の低メ

チル化状態が胎仔期から成体まで維持されつづける。逆に、心臓では胎仔期には低メ

チル化状態にあるが、発生過程で徐々にメチル化され、成熟したラットでは高メチル
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化となる(Imamura et al. 2001)。Sphk1にはCpGアイランド内に複数のエクソン1を

使い分ける6種類のサブタイプが存在するが、これらのサブタイプはそれぞれ組織特

異的な発現パターンを示す。そのうちのSphk1aの発現とT-DMRのメチル化は関連性が

ある(Imamura et al. 2001)。さらに、Sphk1遺伝子の転写調節領域で発見された内在

性ASncRNA(Khps1)は、Sphk1遺伝子の転写調節領域のT-DMRにオーバーラップする形

でmRNAとは逆のアンチセンス方向へ転写される(Imamura T et al. 2004)。このKhps1

は、Sphk1 遺伝子が発現しているアリルでは発現せず、逆に Sphk1 遺伝子が発現して

いないアリルで発現する。すなわち、内在性のKhps1 は、発現しているアリルにおい

て、Sphk1 転写調節領域の T-DMR の DNA メチル化を誘導する方向に働いている可能性

が考えられる。一方で、Sphk1 の T-DMR がメチル化されている培養細胞に Khps1 の一

部の配列を過剰発現させると、Sphk1 遺伝子の T-DMR は領域特異的に脱メチル化され

る(Imamura T et al. 2004)。つまり、内在性ASncRNA量を人為的に変化させることで

特定のゲノム領域のDNA メチル化状況を変える事ができる可能性を示唆している。し

かし、これまでに Khps1 を始め当研究室で発見された遺伝子転写調節近傍の内在性

ASncRNAは、GCリッチなCpGアイランドと関連し、発現量が少ないものが多いために

増幅・検出が困難であると予想される。多くのトランスクリプトーム解析でも Khps1

と類似した転写調節領域近傍の内在性ASncRNA と考えられるものについての報告はほ

とんどなく、転写制御に関与する内在性ASncRNA を持つ遺伝子は、大部分の網羅的な

解析において見逃されて来た可能性が高い。Sphk1 遺伝子の内在性 ASncRNA は特殊な

例なのか？逆に、個体発生や細胞分化に重要な遺伝子群にもエピジェネティックな転

写制御に関与するASncRNAが存在するのかを明らかにする必要がある。 

 

そこで第一章では、胚性幹細胞(ES細胞)の多分化能維持や細胞分化および個体形成

に重要な遺伝子群に注目し、細胞種ごとに内在性ASncRNAがセンスmRNAのエピジェネ

ティックな発現調節に関与している可能性のある遺伝子の探索を行った。
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                材料および方法 

 

試薬 

試薬は、特に断りがない限り和光純薬より購入した。 

 

ES細胞の培養・調整 

未分化状態での培養の為に、購入した液体の DMEM(invitrogen)に最終濃度で

20%KSR(invitrogen)、100μM MEM Non-Essential Amino Acid(invitrogen)、1mM Sodium 

Pyruvate(invitrogen)、100μM 2-Mercaptoethanol(nakalai tesque)、1000 単位/ml

の白血病抑制因子(LIF:leukemia inhibitory factor、商品名：ESGRO,CHEMICON)にな

るように添加したものを使用した。 

 

Total RNA抽出 

 細胞・組織からの total RNA 抽出は RNeasy Mini Kit(50)(QIAGEN)を用い、添付の

プロトコールに従って行った。抽出したRNA は使用するまで-80℃で保存した。 

 

Total RNAからのcDNA合成 

Reverse Transcription(RT)反応には、TaqMan Reverse Transcription Reagents(ABI)

を使用した。TaqMan Reverse Transcription Reagents(ABI)の試薬を利用して、10×

RT buffer 5μl,MgCl2 11μl, dNTPs Mix 10μl, Random Hexamers 2.5μl,RNase 

Inhibitor 1μl, Reverse Transcriptase 1.25μl, total RNA を 1μg 使用し、25℃ 

10min,48℃ 30 min,95℃ 5sec,4℃の条件で反応した。 

 strand-specific RT-PCR 用の cDNA 合成は、TaqMan Reverse Transcription 

Reagents(ABI)の試薬を利用して、10×RT buffer 5μl,MgCl2 11μl, dNTPs Mix 10μ

l, 50μM primer 2.5μl,RNase Inhibitor 1μl, Reverse Transcriptase 1.25μl, 
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total RNAを500ng使用し、48℃ 30 min,95℃ 5sec,4℃の条件で反応した。なお、RT

のプライマー配列は表1-4へ示した。 

 

RT-PCRによる内在性アンチセンスRNA検出 

cDNAをテンプレートとし、内在性アンチセンスRNAの検出を行った。サンプルのcDNA

は全量50μlのうち、それぞれ1μlを用いた。LA Taq Polymerase(TAKARA)を用いて

PCRを行い、反応後に2%アガロースゲル(Sigma)で電気泳動を行った。また、各々の内

在性ASncRNAの検出条件およびプライマーを表1-3へ記した。なお、内在性の遺伝子

発現で発現量を補正するためにβ-actinを利用した。 

 

RT-PCRによるセンスmRNA検出 

cDNAをテンプレートとし、センスmRNAの検出を行った。サンプルのcDNAは全量50

μl のうち、それぞれ 1μl を用いた。LA Taq Polymerase(TAKARA)を用いて PCR を行

い、反応後に2%アガロースゲル(Sigma)で電気泳動を行った。また、各々のセンスmRNA

の PCRによる検出条件およびプライマーを表1-4へ記した。なお、内在性の遺伝子発

現で発現量を補正するためにβ-actinを利用した。 

 

TaqMan Gene Expression Assayによる遺伝子発現解析 

TaqMan universal PCR Master Mix(ABI)を使用してES細胞の未分化マーカーである

Nanog,Sox2,Dlx4 遺伝子の発現解析を行った。遺伝子発現解析に利用したソフトウェ

アは、【http://www.appliedbiosystems.com/support/software/7700/updates.cfm】

より入手して利用した。また、各々のprobe assay IDを表1-4へ記した。なお、内在

性の遺伝子発現で発現量を補正するためにβ-actin を利用した。また、

Nanog,Sox2,Dlx4遺伝子については、以下の分量で試薬を調整してAssayした。 

・Master Mix: 6.25μl 
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・Probe,Primer Mix solution: 0.5μl 

・ミリQ水:3.25μl 

・4倍希釈cDNAサンプル:2.5μl 

 

Sequencing 

ASncRNA より cDNA を合成し、PCR 法により増幅した DNA 断片を TOPO TA Cloning 

kit(Invitorogen)を用いてクローニングし、3130 Genetic Analyzer(ABI)で塩基配列

を解析した。 

 

D-REAM法により構築したDNAメチル化データ解析・データベースからの内在性

ASncRNA抽出 

 神経細胞塊(Nsph)と胚性幹細胞(ES細胞)のDNAメチル化パターンを比較したデータ

ベース(D-REAM) (Yagi S et al. 2008)を利用して、T-DMRを有する遺伝子群の選抜を

行 っ た 。 次 に UCSC マ ウ ス ゲ ノ ム ブ ラ ウ ザ ー

【http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway】より、Nsph と ES 細胞の間で DNA メ

チル化状態の異なる T-DMR を持つ遺伝子群について、転写調節領域付近(-7.5kb から

+2.5kb)にタンパク質をコードする遺伝子とは逆方向のASncRNAがESTまたはジーント

ラップ転写物として登録されている遺伝子群を抽出して、実際のRT-PCRによる転写物

解析の候補とした。 

 

統計学的解析 

統計学的解析は、2 群間を比較する実験では、対応のない両側 t 検定を用いて評価

し、2群以上の実験では、JMP(SAS Institute)を用いて、one-way ANOVA/Tukey-Kramer

の HSD検定を行い評価した。統計分析の結果は、平均値と標準誤差を用いて示した。

P<0.05の場合を統計学的な有意差として取り扱った。
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                  結果 

 

転写物としてこれまでに登録されていない内在性ASncRNAの発見 

内在性ASncRNAは遺伝子領域のGCリッチな領域から転写されるため、ESTデータベ

ースのような全転写物の逆転写、PCR 増幅では効率が悪く、多くが検出困難であると

考えられた。また、これまでの解析から対になるmRNAと比較して転写量が非常に少な

いことも考えられた。一方で、ゲノムから転写される領域の情報としては、ES細胞を

用いたプロモータージーントラップ法によるデータベースも公開されている。プロモ

ータージーントラップデータベースでは、内在性遺伝子のプロモーターから転写され

るRNAと抗性物質耐性遺伝子の融合RNAからの翻訳産物による選別で内在性転写物の

存在と方向を確定する。そのため、逆転写・PCR 増幅による膨大な種類の転写物から

の競合的な増幅よって検出される EST や全転写物解析法と比べて、発現量が低く PCR

による増幅が困難なものについても非常に高感度で検出できる特徴を持つと考えた。

そこで、ES細胞でエピジェネティックな転写調節に関与する可能性のあるASncRNAを

探索することを目的として、ES細胞の多分化能維持に重要な遺伝子で転写調節領域に

T-DMR を持ち、ジーントラップクローンが登録されている遺伝子について、ランダム

プライマーにより逆転写した cDNA からの RT-PCR 法により、転写調節領域(-250bp～

-750bp)での ASncRNA 候補の検出を行った。その結果、Sox2 および Nanog の転写調節

領域おり ASncRNA の候補が検出された。ASncRNA の候補と考えられる転写物が確認で

きたものについて、strand-specific RT-PCR法により転写調節領域でアンチセンス方

向に転写されていることの確認を行った。その結果、Sox2およびNanogより、転写調

節領域のT-DMRにオーバーラップするアンチセンス方向への転写物が確認された。 

現存するタンパク質の平均的なアミノ酸の数は、概ね50-1500 の範囲であることか

ら、一般的にはアミノ酸の数50個(塩基配列数150 bpに相当する。)以上により安定

したタンパク質が翻訳される。また、RNAの中で200 nt以上のコード領域がないもの
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をncRNAと定義されいる(Gibb EA et al. 2011)。そこで、検出されたアンチセンス方

向への転写物がタンパク質に翻訳される可能性を検討するため、GENETYX-WIN Ver.7.0

を用いて、Open Reading Frame (ORF)の検出および終止コドン数の確認を行った。そ

の結果、Sox2の転写物では、ORFとして150 bp以上のものは存在せず、いずれの読み

枠でも複数の終止コドンが検出されたことから、タンパク質をコードしない内在性

ASncRNA であることが考えられた（図 1-1A）。一方、Nanog については、約 150 bp の

ORF が検出されたが、ORF のアミノ酸配列で NCBI のタンパク質データベース

( http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM 

=blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&BLAST_S

PEC=OGP__10090__9559&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastn )にてモチーフの検索

を行ったところ、既知のタンパク質には存在していないアミノ酸配列であることから、

内在性 ASncRNA の可能性が高いと考えられた(図 1-1A)。さらに、13.5 dpc(day of 

post-coitus)の胎仔とES細胞の比較から、内在性ASncRNAの発現を解析した。その結

果、Sox2およびNanogで発見された内在性ASncRNAの発現は、13.5 dpcの胎仔に比べ

て ES 細胞では有意に高いことが示された。また、TaqMan Gene Expression Assay に

よりSox2およびNanogのmRNAの発現解析を行った。その結果、いずれにおいても13.5 

dpcの胎仔に比べてES細胞では有意に高いことが示された（図1-1C）。これらの結果

から、Sox2およびNanogにおいて、転写調節領域付近のT-DMRに転写物としてこれま

でに登録されていなかったセンスmRNAと発現が一致する新規内在性ASncRNAを発見す

ることができた。 

 

D-REAM 法によるDNAメチル化データベースからのES細胞と神経細胞塊(NSph)でメチ

ル化可変領域(T-DMR)を有する遺伝子選抜 

DNA メチル化データベース（D-REAM）を用いれば、異なる細胞種の DNA メチル化模

様を比較することで転写調節領域付近にT-DMR を持つ遺伝子を発見することができる。
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そこで、D-REAMからES細胞とNsph間でメチル化状態の異なるT-DMRを有する転写因

子を抽出した。11.5 dpcのNsphよりES細胞で高メチル化状態のT-DMRを有する遺伝

子は67個検出された。逆に、ES細胞より11.5 dpc の Nsph で高メチル化状態のもの

は135個検出された。また、分化の方向が異なる11.5 dpcのNsphと14.5 dpcのNsph

の比較では、11.5 dpc の Nsph より14.5 dpc の Nsph で高メチル化の遺伝子が19個、

14.5 dpcのNsphより11.5 dpcのNsphで高メチル化状態のものは44個検出された（表

1-5）。なお、D-REAMのデータベースを利用したES細胞とNsphとのT-DMRのDNAメチ

ル化パターンの比較例を記した(図1-2)。 

つぎに、UCSCマウスゲノムブラウザー（http://genome.ucsc.edu/ 

cgi-bin/hgGateway）の EST データベースから、転写調節領域（-7.5kb から+2.5kb）

に内在性ASncRNAが存在する候補遺伝子を選抜した。なお、UCSCデータベースを利用

した内在性 ASncRNA の候補として EST が存在する遺伝子の例を記した(図 1-3)。その

結果、11.5 dpcのNsphよりES細胞が高メチル化状態の転写調節領域に内在性ASncRNA

の候補が存在する遺伝子は16個検出され、ES細胞より11.5 dpcの Nsphが高メチル

化状態のときでは 43 個抽出された。同様に Nsph 同士の比較では、11.5 dpc の Nsph

より14.5 dpcのNsphが高メチル化状態の遺伝子で3個、14.5 dpcのNsphより11.5 dpc

のNsphが高メチル化状態のもので9個、内在性ASncRNAの候補が見出された（表1-6）。 

 

RT-PCRおよびstrand-specific RT-PCR法による転写物の検出 

表1-6の遺伝子群について、ランダムプライマーを用いて逆転写したcDNAを用いて

RT-PCR 法による転写物の検出を行うことで、実際に候補とした EST が ES 細胞または

Nsphで発現しているかどうかの予備的な確認を行なった。予備検討によりASncRNAと

考えられる転写物が検出できた候補について、strand-specific RT-PCR法により転写

物がタンパク質をコードする遺伝子とは逆向きのアンチセンス方向に転写されている

ことを確認した。その結果、6つの遺伝子(Gli3、Foxj2、Yy1、Rfx1、Dlx4、Sall4)に
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ついて、アンチセンス方向の転写物が検出された。これらの結果から、遺伝子転写調

節領域付近にアンチセンス方向の転写物を持つ遺伝子を検出することができた(図

1-4)。 

この解析から見出した6遺伝子について、Sox2およびNanogのときと同様に、150 bp

以上の ORF の検出を検討した。その結果、Foxj2、Yy1、Rfx1、Dlx4、Sall4 の転写物

では、ORFとして150 bp以上のものは存在せず、いずれの読み枠でも複数の終止コド

ンが検出されたことから、タンパク質をコードしない内在性ASncRNA であることが考

えられた（図1-4）。一方、Gli3では250 bpのORFが検出されたが、NCBIのタンパク

質データベースにてORF のアミノ酸配列よりモチーフの検索を行ったところ、既知の

タンパク質には存在していないアミノ酸配列であることが確認された。このことから、

Gli3においてアンチセンス側に検出された転写物は、内在性ASncRNAの可能性が高い

と考えられた（図1-4）。 

 

選抜した6遺伝子における内在性ASncRNAとmRNAの発現解析 

選抜した6遺伝子において、神経系細胞への運命がすでに決定した11.5 dpcのNsph

と多分化能を持つES細胞の比較から、内在性ASncRNAとmRNAの発現解析を行った。

なお、内在性ASncRNAの発現解析はstrand-specific RT-PCR法を用いた。また、mRNA

の発現解析は、Dlx4 を除いく 5 つの遺伝子(Gli3,Foxj2,Yy1,Rfx1,Sall4)においては

RT-PCR法で発現解析を行い、Dlx4はTaqMan Gene Expression Assayにより発現解析

を行った。その結果、Foxj2、Gli3、Rfx1、Yy1遺伝子では、内在性ASncRNA発現およ

びmRNA発現がともにESに比べてNsphは有意に高いことが示された。逆に、Sall4、

Dlx4 遺伝子では内在性ASncRNA 発現およびmRNA 発現がともにNsph に比べてESは有

意に高いことが示された(図1-5)。これらの結果から、ASncRNAは mRNAと同じ発現を

示すことが明らかとなった。 
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DNAメチル化パターンと内在性ASncRNA発現およびmRNA発現との関係 

D-REAM 法を用いたNsph と ES におけるT-DMR のメチル化状態の比較から、Foxj2、

Gli3、Sall4、Sox2、Nanog遺伝子において、低メチル化状態の細胞では内在性ASncRNA

とmRNAの発現が共に高く、高メチル化状態の細胞では内在性ASncRNAおよびmRNAの

発現が共に低いことが示された(図1-1、図1-4、図1-5)。このことから、これらの遺

伝子で見出された内在性ASncRNA は、タンパク質をコードするセンス遺伝子の転写調

節領域付近のT-DMRのメチル化を制御している可能性が考えられた。以上の5遺伝子

におけるセンスmRNAと内在性ASncRNAの関係は、Sphk1-Khps1とは異なることが考え

られる。一方、Rfx1、Yy1、Dlx4 遺伝子については、低メチル化状態の細胞で内在性

ASncRNA と mRNA の発現が共に低く、高メチル化状態の細胞で内在性 ASncRNA および

mRNA の発現が共に高いことが示された(図 1-4、図 1-5)。これらのことから、これら

の遺伝子で見出された内在性ASncRNAはSphk1の内在性遺伝子であるKhps1のように、

内在性ASncRNAが遺伝子転写調節領域のT-DMRのメチル化を誘導する方向へ働いてい

る可能性が考えられた。 
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考察 

 

網羅的なトランスクリプトーム解析から、最大70%程度の転写物にセンス-アンチセ

ンス転写物が存在することが報告されているが（Katayama S et al. 2005）、アンチセ

ンスRNAとセンスmRNAとのゲノム上での位置関係に基づいたアンチセンスRNAの機能

についてはあまり明確にされていなかった。本章では、D-REAMのデータベース(Yagi et 

al. 2008)を利用することでES細胞とNsph細胞の比較からT-DMRを有する遺伝子を抽

出し、それらの転写調節領域に注目してASncRNA を持つ遺伝子の候補を選抜した。ES

細胞とNsph細胞における内在性ASncRNAとmRNAの発現パターンの比較から、センス-

アンチセンスRNA がどちらも発現しうることを明らかにした。つまり同種の細胞でセ

ンス-アンチセンスRNAのペアを両方とも発現する遺伝子が多いと考えられる。しかし、

同じ細胞腫でセンス、アンチセンスRNAともに発現が見られたが、それが一つの細胞

内で起きているのか、あるいは、ある細胞ではセンスRNAのみが発現し、また別の細

胞ではアンチセンスRNA のみが発現しているのかなどは今後明らかにする必要がある。

また、D-REAMのデータベースよりES細胞とNsph細胞の比較からT-DMRのメチル化パ

ターンを検出し、センス-アンチセンスRNAの発現パターンとの関連性を明らかにする

ことができた。以上より第一章ではKhps1とは逆に、センス-アンチセンスRNAがとも

に発現するものを複数同定することができた。 

 

エピジェネティック制御を介し、遺伝子制御機構に関わる可能性のあるncRNA は、

抑制性ヒストン修飾を誘導する人工的に合成したsiRNA やレトロトランスポゾンの発

現を抑制するpiRNAが挙げられる。プロモーターを標的としたsiRNAが、主に抑制性

ヒストン修飾を誘導し、転写レベルでプロモーター下流の遺伝子の発現を抑制するこ

とが報告されている(Kim DH et al. 2006)。つまり、導入されたsiRNA はヒストン修

飾を介して相同的な配列をもつ標的ゲノム領域を不活性化する。一方、piRNA は内在
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性の短鎖dsRNA であるが、染色体上のトランスポゾンなどの繰り返し配列のエピジェ

ネティック制御が主であり、細胞の性質を決定したり環境に応答して発現するような

内在性遺伝子では別の制御があると考えられる(Kuramochi-Miyagawa S et al. 2008)。

本章で発見したASncRNAは、内在性の一本鎖RNAであり、転写調節領域T-DMRのメチ

ル化を制御する可能性がある。つまり、人工的に合成したsiRNA やトランスポゾンに

主に作用する piRNA のような短鎖 dsRNA とは異なり、遺伝子転写調節領域付近の

ASncRNA は、繰り返し配列ではない内在性遺伝子の転写調節領域に存在する T-DMR を

制御すると考えられる。 

 

本章では、ESTとしてASncRNAの候補がすでに登録されていたものについて、ASncRNA

を同定することができたことからKhps1 は例外ではなく、多くの遺伝子の転写制御領

域にASncRNAが存在することが明らかになり、内在性ASncRNAはT-DMRのメチル化パ

ターンを制御する可能性がある。一方で、これまでのトランスクリプトーム解析によ

り多種多様な ncRNA の発見に至っているが、内在性 ASncRNA に関しては、Khps1 のよ

うにセンスmRNAの遺伝子転写調節領域はGCリッチであることが多く、内在性ASncRNA

は発現量も低いことから検出が困難であると考えられた。つまり、網羅的なトランス

クリプトーム解析では見逃されてきた可能性がある。そこで、これまで見逃されてき

たESTとは異なる内在性転写物のデータベースであるプロモータージーントラップに

注目した。実際に、ES細胞の多分化能維持に関する遺伝子のうち、ジーントラップデ

ータベースにアンチセンス方向の転写物が登録されているNanogとSox2において、EST

としては登録されていない新規内在性ASncRNA を発見することができた。この事実か

ら、やはりこれまでの網羅的解析では検出困難な内在性ASncRNA が多かったと考えら

れる。 

Sphk1遺伝子の転写調節領域に存在する内在性ASncRNA(Khps1)は、センスSphk1 

mRNAが発現しているアリルでは発現せず、逆にSphk1 mRNAが発現していないアリル
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で発現する(Imamura T et al. 2004)。すなわち、内在性Khps1は、Khps1の発現する

アリルではSphk1 mRNAの発現を抑制する。または、Sphk1上流領域のT-DMRのDNAメ

チル化を誘導することが考えられる。本章では、同じ細胞種でmRNAの発現が高いとき

に内在性ASncRNAの発現も高い傾向を示す8遺伝子を見出した。これらは、これまで

に報告があるSphk1とKhps1の発現様式とは逆の発現様式である可能性が考えられる。

この内、5遺伝子の内在性ASncRNAは、転写調節領域のT-DMRが低メチル化状態のと

きに高い発現を示し、逆にT-DMRが高メチル化状態のときは発現が低いことから、同

じ細胞種において、遺伝子の転写調節領域付近のT-DMRを非メチル化に維持している

可能性が考えられる。以上の結果から、転写制御に関係のあるASncRNAでは、Khps1

による制御とは逆に作用するものも存在することが強く示唆されたが、実際に内在性

ASncRNAを発現する細胞でのDNAメチル化制御については、明らかにすることが必要

である。 
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表1-1. ncRNAの種類と機能 
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表1-2. ヒトの病気に関連するncRNA 
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表1-3. 内在性ASncRNAおよびmRNA検出用プライマー 
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表1-4. strand-specific RT-PCR用RT配列および 

TaqMAN Gene Expression Assay用probe ID 
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表1-5. D-REAM法によるDNAメチル化データベースから抽出したES細胞とNsphで

T-DMRを有する遺伝子数（A<B：AはBより低メチル化状態を示す。） 

メチル化状態 T-DMRを有する遺伝子数

11.5 dpcのNsph < ES 67

11.5 dpcのNsph < 14.5 dpcのNsph 19
14.5 dpcのNsph < 11.5 dpcのNsph 44

ES < 11.5 dpcのNsph 135  
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表1-6. 転写調節領域(-7.5kbから+2.5kb)に内在性ASncRNAが存在する 

転写調節因子群 

Bcl11a Arid5b Ddit3 Aebp2 Arid3b

Dlx4 Zfp57 Dlx5 Arf4 Bach1
Ehf Id4 Foxa3 Dlx5 Jarid1b

Gli3 Mxi1 Klf1 Klf3
Hoxa3 Nhlh2 Klf5 Mafg
Hoxd1 Yy1 Myst2 Ncor1

Olig3 Zfp367 Nfatc3 Nfx1

Repin1 Zfp52 Nr2c1 Nr2e1

Zbtb8 Rfx1 Pax6 Pitx2
Zfhx1b Rarb Rbpsuh

Zfhx4 Rest Sall4
Zfp336 Ssr1 Tcf2
Id4 Tef Trp53

Dmrt2 Uncx4.1 Vezf1

Foxj2 Xbp1 Zbtb12

Gata5 Zbtb26 Zbtb5

Zfp11 Zfp336

Zfp367 Zfp532

Zfp90 Zfp95

Zkscan1 Nr5a1

Nufip1 Sp3
Gfil

11．5 dpc
のNsphより
14.5 dpcの
Nsphでは高
メチル化な
遺伝子群

14.5 dpcの
Nsphより

11.5 dpcの
Nsphでは高
メチル化な
遺伝子群

ES細胞より11.5
dpcのNsphでは高

メチル化な
遺伝子群

11.5 dpcの
NsphよりES
細胞では高
メチル化な
遺伝子群
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図1-1. ES細胞の多分化能維持に重要な遺伝子で転写物としてUCSCマウスゲノムブ

ラウザーのESTデータベースに登録されていない内在性ASncRNAの発見および発現パ

ターンの解析 

(A),(B)Sox2およびNanogにおいて、内在性ASncRNAの探索を行った。Nsphは神経細

胞塊、ESは ES 細胞を示し、Sox2 およびNanog において、Nsph ではES細胞に比べて

T-DMRのDNAメチル化が高いことを示す。Sox2およびNanogは右側に転写することを

示す。緑色の横棒は CpG アイランドを示し、赤色の横棒は T-DMR を示す。Sox2 では、

転写調節領域(-250bp～-750bp)でアンチセンス側に394 bpの転写物が検出されたこと

を示す。また、Nanogでは、アンチセンス側に361 bpの転写物が検出されたことを示

す。黒色以外の矢印は予測されるORFを示し、矢印の根は開始コドン、先端は終止コ

ドンを示す。検出された Sox2 の転写物には、終止コドンが 6 カ所存在し、150 bp 以

上のORFは存在しないことを示す。また、Nanogの転写物には、150 bp以上のORFが

存在することを示す。 

(C)内在性ASncRNAおよびmRNAの発現解析を行った。ASncRNA;内在性ASncRNA、mRNA;

センスmRNA、13.5 dpc;13.5日目の胎仔、ES;ES細胞を示す。縦軸はβ-actinに対す

る相対的な各遺伝子の内在性ASncRNAまたはmRNAの発現量を示す。解析結果はMeans

±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01 
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図1-2. D-REAMによるES細胞とNsph細胞のT-DMRのDNAメチル化パターン比較 

Sall4の転写調節領域のT-DMRのDNAメチル化状態を示す。Sall4遺伝子は左向きに転

写され、□で囲った部位がメチル化状態のシグナルを示す。D-REAMで同定されたT-DMR

は Sall4 遺伝子の転写調節領域付近に存在し、Nsph と ES 細胞の DNA メチル化状態の

比較を示す。ES細胞ではNsphより低メチル化であることを示す。赤いボックスはCpG

アイランドを示す。 
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図1-3. UCSCゲノムブラウザーのデータベースを利用した内在性ASncRNAの候補とし

てESTが存在する遺伝子の探索 

内在性ASncRNAの候補と考えられるESTおよびジーントラップクローンの同定法を示

す。Sall4 mRNA とは逆のアンチセンス方向に UCSC マウスゲノムブラウザーのデータ

ベースに登録された内在性 ASncRNA 候補の EST(AK052878)を示す。また、Sall4 mRNA

とは逆のアンチセンス方向にジーントラップクローン(IST11131A3HMF1_TIGM, 

IST11350D1HMF1_TIGM, IST11538D7HMF1_TIGM)が登録されていることを示す。 

図1-3 
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図1-4 
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図1-4. T-DMRにオーバーラップし、アンチセンス側へ検出された転写物 

Gli3,Foxj2,Yy1,Rfx1,Dlx4,Sall4の内在性ASncRNAの探索を行った。Nsphは神経細

胞塊、ESはES細胞を示し、Gli3,Foxj2,Dlx4において、ES細胞ではNsphに比べてT-DMR

のDNAメチル化が高いことを示す。逆に、Yy1,Rfx1,Sall4は、ES細胞ではNsphに比

べて T-DMR の DNA メチル化が低いことを示す。Gli3,Foxj2,Yy1,Rfx1 は右側に転写す

ることを示す。Dlx4およびSall4は、逆に左側に転写することを示す。赤色のボック

スはCpGアイランドを示す。また、これら遺伝子の転写調節領域に、アンチセンス側

への転写物(Gli3では655 bp、Foxj2では1396 bp、Yy1では594 bp、Rfx1では1849 bp、

Dlx4では1616 bp、Sall4では1430 bp)が検出されたことを示す。黒色以外の矢印は

予測されるORFを示し、矢印の根は開始コドン、先端は終止コドンを示す。Gli3を除

いた遺伝子の転写物には、複数の終止コドンが存在し、150 bp以上のORFは存在しな

いことを示す。一方、Gli3 の転写物には終止コドンが 150 bp 以上の ORF が存在する

ことを示す。 
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図1-5. 内在性ASncRNAとmRNAの発現パターンの比較 

Gli3,Foxj2,Yy1,Rfx1,Dlx4,Sall4の内在性ASncRNAおよびmRNAの発現解析を行った。

ASncRNA;内在性 ASncRNA、mRNA;センス mRNA、Nsph;神経細胞塊、ES;ES 細胞を示す。

縦軸はβ-actin に対する相対的な各遺伝子の内在性 ASncRNA または mRNA の発現量を

示す。解析結果はMeans±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01 
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培養細胞系を用いたSall4領域の内在性ASncRNAによる遺伝子制御 
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序論 

 

第一章では、転写調節領域内のT-DMRにオーバーラップする内在性ASncRNAが存在

することを発見した。これらの内在性ASncRNAはセンスmRNAと一致した発現を示した

ことから、内在性ASncRNAは遺伝子転写調節領域のT-DMRのDNAメチル化による転写

制御と関連する可能性が考えられた。ncRNAの中で、siRNAを哺乳動物細胞へ導入する

と、ヒストン修飾を介した遺伝子発現の抑制が起こることが報告されている(Kim DH et 

al. 2006)。このうちの一部はmRNAの分解に関わっているのではないかとされている。

しかし、内在性ASncRNAとセンスmRNAの発現の関連性を調べるとセンスmRNAの発現

が高いときに内在性ASncRNAも高い例が70%にのぼる(Wahlestedt C 2006)。すなわち、

siRNA とは異なり、内在性 ASncRNA がセンス mRNA の発現制御に関わる可能性を示し、

個々の遺伝子座における内在性ASncRNAの役割を明らかにする必要がある。 

 

ゲノム上の様々な領域から転写されていると考えられる長い一本鎖の ncRNA は、

mRNA 同様 5'末端にキャップ構造、3'末端に poly (A)鎖を持ち、スプライシングも受

けるが、ごく短いORFしか見いだされないことからタンパク質には翻訳されないと考

えられる。このようなncRNAの1つがXist RNAで、哺乳類の雌に特有なX染色体不活

性化に必須な役割を果たす(Borsani G et al. 1991; Brockdorff N et al. 1991; Brown 

CJ et al. 1991)。また、このXist遺伝子座にはアンチセンス方向に転写されるTsix

と呼ばれるncRNAも存在し、これはXistの発現を負に制御にしている（Lee JT et al. 

1999; Sado T et al. 2005）。また、遺伝子の発現抑制に関わるポリコーム群（PcG）

タンパク質複合体と相互作用し、PcG 複合体を標的領域へ運ぶのに重要な役割を果た

すantisense non-coding RNA in the INK4 locus(ANRIL)(Burd CE et al. 2010; Pasmant 

E et al. 2011)などのlong non-coding RNA(lnc RNA)も知られている。エピジェネテ

ィック制御に関連すると考えられるncRNAは、large intergenic non-coding RNA (linc 
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RNA)のHOX antisense intergenic RNA(HOTAIR)(Gupta RA et al. 2010)やアンチセン

ス方向の転写物である p15AS が挙げられる。linc RNA である HOTAIR はゲノムワイド

にヒストンメチル化を引き起こすことで複数の遺伝子発現を抑制する(Tsai MC et al. 

2010)。また、p15遺伝子の下流に位置するp14遺伝子の転写開始点付近からp15遺伝

子の上流にまたがって存在する全長30-40kb の lnc RNA の p15AS は、p15 プロモータ

ーとは異なる部位から発現し、ヘテロクロマチン形成を制御することによりp15 mRNA

発現を抑制する(Yu W et al. 2008)。しかし、本研究で同定した内在性ASncRNA は、

転写調節領域に存在し、mRNA の発現と一致していたことから、linc RNA や lnc RNA

とは異なる機序でエピジェネティック制御に関わると考えられる。そこで、本研究で

同定した転写調節領域の内在性ASncRNA については、局在、機能、エピジェネティッ

ク制御機構について明らかにする必要がある。 

 

転写調節領域に存在する内在性 ASncRNA は、DNA のメチル化制御に関わることが報

告されている（Imamura T et al. 2004; Tomikawa J et al. 2011）。Khps1 はセンス

mRNAのSphk1が不活性化時に活性化する内在性ASncRNAであり、Sphk1の転写調節領

域の T-DMR にオーバーラップしている。また、Sphk1 の T-DMR がメチル化されている

ラット腎臓由来の繊維芽細胞株(NRK)でKhps1を強制発現させると、T-DMRの脱メチル

化 が 誘 導 さ れ る (Imamura T et al. 2004) 。 近 年 報 告 さ れ た 内 在 性

ASncRNA(Nefl-as,Vim-as)では、いずれもセンスmRNA の発現と一致し、メチル化され

ているNRKでNef1-asを強制発現させることで、T-DMRが脱メチル化される（Tomikawa 

J et al. 2011）。また、ラット副腎髄質由来の褐色細胞株(PC12)で発現しているNef1-as

をshRNAでノックダウンさせるとDNAメチル化が亢進する(Tomikawa J et al. 2011)。

これらの例はいずれも、不死化された細胞で、その細胞の生死や運命決定に寄与しな

いと考えられる遺伝子についての結果であった。これに対して本研究で同定した内在

性ASncRNAは、ES細胞の多分化能維持や神経細胞への分化に必須な転写因子をコード
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する遺伝子の転写制御に関わる可能性がある。これら内在性ASncRNA を持つ転写因子

の中で、Sall4 は個体の初期発生から組織の形成に重要な因子であることが報告され

ている(Elling U et al. 2006; Sakaki-Yumoto M et al. 2006; Koshiba-Takeuchi K et 

al. 2006; Warren M et al. 2007)。つまり、ES細胞で発現している内在性Sall4 ASncRNA

に注目することで、初期発生および器官形成期における内在性ASncRNA のエピジェネ

ティック制御機構を解明することが可能と考えられる。 

 

本章では、第一章で同定したES細胞で発現する新規内在性ASncRNAのDNAメチル化

制御について検討する。第一章で同定した内在性 ASncRNA の中で、Sall4 はショウジ

ョウバエからヒトまで保存されているZinc フィンガー型転写因子であり(Al-Baradie 

R et al. 2002)、ES細胞の増殖・未分化能維持に関わること（Sakaki-Yumoto M et al. 

2006）や他のES細胞マスター転写因子群と相互作用することが報告されている（Yang 

J et al. 2008）。一方、Sall4 のヒトホモログは、眼球運動異常や四肢、心臓等の形

成異常を呈するOkihiro症候群の原因遺伝子である（Ma Y et al. 2006）。また、腫瘍

マーカーとしても報告されている（Cao D et al. 2009）。このように、Sall4はES細

胞の多分化能維持や初期発生、四肢や心臓の形成に重要な転写因子である（図 2-1）。

ES細胞における内在性Sall4 ASncRNAの発現は、Sall4 mRNAの発現と一致し、転写調

節領域のT-DMRは低メチル化状態であることから、内在性Sall4 ASncRNAによるメチ

ル化の制御が予想される。ES細胞において内在性Sall4 ASncRNAによるメチル化の制

御が明らかとなれば、ES細胞の多分化能維持について新たな知見を得られると考えら

れる。これは、内在性Sall4 ASncRNA の初期胚発生や器官形成期におけるメチル化制

御の解明につながる。 

 

本章では、内在性Sall4 ASncRNA発現をshRNAにより低下させることでES細胞にお

けるT-DMRのメチル化制御について検討を行った。
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                             材料および方法 

 

試薬 

試薬は、特に断りがない限り和光純薬より購入した。 

 

ES細胞の培養・調整 

ES細胞の培養と調整は、第一章に準じて行った。 

 

コンストラクトの構築・調整 

 Sall4 ASncRNAをノックダウンするshRNAをコードするオリゴDNAを合成してPuro

耐性遺伝子により導入細胞を選択可能なshRNA 発現ベクター（pENTR U6）へ挿入し、

コンピテントセル(JM109,TAKARA)へ導入後にQIA prep Spin Miniprep kit(QIAGEN)で

プラスミドを抽出および精製した。また、シーケンシングにてインサートの挿入およ

び塩基配列の確認を行った。なお、shRNAをコードする配列では、センスmRNAに相補

的な領域に3カ所の変異を導入することで、アンチセンスRNAのみを特異的にノック

ダウンするように設計した(図2-4)。 

 

トランスフェクション 

2×105個の ES 細胞をゼラチンコートした 6well plate(IWAKI)の 1 穴へ播種した。

培養開始1日後に4μgコンストラクト/250μl OPTI-MEM を調整して、これを1液と

した。また、4μl Lipofectamin 2000 reagent (invitrogen)/250μl OPTI-MEM を調

整して、これを2液とした。次に1液および2液を混合し、常温で20分間静置した。

この間に、ES細胞をOPTI-MEM(Invitrogen)で洗浄し、更に1.5ml OPTI-MEMを6穴プ

レートへ加えた。次に1,2の混合液をES細胞へ加え、37℃ 5% CO2インキュベーター

(HIRASAWA)内で4時間トランスフェクションを行った。次にPBS(Sigma)で細胞を洗浄
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し、ES 細胞培地に交換して、37℃ 5% CO2 インキュベーター(HIRASAWA)で翌日まで培

養を行った。トランスフェクション翌日よりピューロマイシン(Sigma) 1μg /ml を含

む ES 細胞培養液に置換し、4 日間培養する事でコンストラクトが導入された ES 細胞

を選択した。 

 

Total RNA抽出およびRT-PCRによる内在性ASncRNA検出 

 マウス幹細胞および組織からのtotal RNA抽出とcDNA合成は第一章に準じて行った。

なお、PCR条件は表2-1に示した。 

 

TaqMan Gene Expression Assayによる遺伝子発現解析 

TaqMan universal PCR Master Mix(ABI)を使用してES細胞の未分化マーカーである

Oct4,Nanog,Sox2 および Sall4 遺伝子の発現解析を行った。遺伝子発現解析に利用し

たソフトウェアは、【http://www.appliedbiosystems.com/ 

support/software/7700/updates.cfm】より入手した。また、各々の probe assay ID

を表2-1に示した。なお、内在性の遺伝子発現で発現量を補正するためにβ-actinを

利用した。また、Oct4,Nanog,Sox2,Sall4 遺伝子については、以下の分量で試薬を調

整してAssayした。 

・Master Mix: 6.25μl 

・Probe,Primer Mix solution: 0.5μl 

・ミリQ水:3.25μl 

・4倍希釈cDNAサンプル:2.5μl 

Oct4,Nanog,Sox2,Sall4遺伝子発現検出に利用したTaqMAN Gene Expression Assay ID

およびPCR条件は表2-1に示した。 
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ウェスタンブロッティング法 

ES細胞内のSall4タンパク質量の変化について、ウェスタンブロッティング法を用

いて検討した。ES 細胞を PBS で洗浄後、タンパク質回収用緩衝液（Cell Lysis 

Buffer,10% NP 40, 50×プロテアーゼインヒビター60μlを混合した溶液）を加えた。

液体窒素にて瞬時に凍結させ、次に氷中にて凍結したサンプルを1.5ml エッペンチュ

ーブへ回収した。サンプルへ1X SDS Sample Buffer (63 mM Tris HCl,10% Glycerol,2% 

SDS,0.0025% Bromophenol Blue,pH 6.8)を加え、Microplate Reader にて総タンパク

質量を測定後、Sall4タンパク質の定量を行うために総タンパク質の濃度を調整した。

次に濃度調整（総タンパク質量が最低量のサンプルの濃度に、他のサンプルの濃度を

合わせた）したサンプル10μlを2-15％のアクリルアミドグラジエントゲル（第一化

学）にアプライした。電気泳動によって、サンプル中のタンパク質を分子量で分画し、

タンパク質をPVDF メンブレン（Hybond P Amersham）に転写した。転写後、メンブレ

ンをWestern Blocking Reagent (Roche)でブロッキングし、5%スキムミルクで500倍

に希釈したSall4 の一次抗体（anti-Sall4-antibody：ab31968）を４℃で一晩反応さ

せた。Wash buffer を 8 分毎に 3 回交換しながらメンブレンを洗浄した後、5%スキム

ミルクで 2500 倍に希釈した 2 次抗体（Rabbit IgG Horseradish Peroxidase linked 

whole antibody,ECL）を室温で１時間反応させた。Wash buffer を 8 分毎に 3 回交換

しながらメンブレンを洗浄した後、chemiluminescence (ECL) detectin kit (Amersham)

を用いて、Sall4タンパク質を検出した。5%スキムミルクで1000倍に希釈したβ-actin

の一次抗体（monoclonal Anti-β-actin antibody,sigma,A5441）を４℃で一晩反応さ

せた。Wash buffer を 8 分毎に 3 回交換しながらメンブレンを洗浄した後、5%スキム

ミルクで 2000 倍に希釈した 2 次抗体（Peroxidase labeled anti-mouse 

Antibody,NA931VS,ECL）を室温で１時間反応させた。Wash buffer を 8 分毎に 3 回交

換しながらメンブレンを洗浄した後、chemiluminescence (ECL) detectin kit 

(Amersham)を用いて、β-actin タンパク質を検出した。なお、遺伝子解析ソフト(Image 
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J)を用いて、Sall4 タンパク質の検出量をβ-actinタンパク質の検出量で補正した。 

 

ゲノムDNA抽出 

DNA 抽出にはE.Z.N.A.Mollusc DNA Isolation Kit(Omega Biotek) を使用した。ES

細胞をPBS(Sigma)で洗浄し、350μl ML1 (25μlプロテナイーゼK添加)を加えた。セ

ルスクレーパー(Invitrogen)でサンプル溶解物を回収し、オートクレーブ滅菌を施し

た 1.5ml エッペンチューブ(Watoson)へ移した。37℃ 5% CO2 インキュベーター

(HIRASAWA)で翌日まで静置し、サンプルへ350μl (chloroform:isoamyl alcohol 24:1)

を加え、混合した。10000×g で 2min の遠心分離を行い、上清を 1.5ml エッペンチュ

ーブ(Watoson)へ移した。350μl MBL(10μl RNaseA添加)をサンプルへ加えて混合し、

13000×gで15secの遠心分離を行った。サンプルを70℃ホットプレート(TAITEC)上で

10min静置し、700μlの100% EtOHを加えて混合し、13000×gで15secの遠心分離を

行った。また、E.Z.N.A.Mollusc DNA Isolation Kit column へ 100 μ l の

Equilibration(OMEGA BIO-TEK)を加えて 13000×g で 1min の遠心分離を行った。

E.Z.N.A.Mollusc DNA Isolation Kit columnへサンプルを加え、10000×gで1minの 遠

心分離を行い、フロースルー分画は廃棄した。サンプルが入ったE.Z.N.A.Mollusc DNA 

Isolation Kit columnへ500μlのHB(OMEGA BIO-TEK)を加えて10000×gで30secの

遠心分離を行った。700μl の DNA wash Buffer(OMEGA BIO-TEK)を加えて、10000×g

で 1min の遠心分離を行い、フロースルー分画は廃棄した。50μl の Elution 

Buffer(OMEGA BIO-TEK)を加えて70℃ホットプレート(TAITEC)上で5min静置し10000

×g で5minの遠心分離を行い、ゲノムDNAを回収した。サンプルの保管は-20℃フリ

ーザー(SANYO)内にて行い、使用時には常温にて融解して使用した。 
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ゲノムDNAのバイサルファイト反応 

 メチル化解析にはバイサルファイト反応を利用した。3-5μg のゲノム DNA を EcoR

Ⅰ(TAKARA)で消化し、エタノール沈殿によりゲノム DNA を精製し、サンプルを 10μl 

Tris-EDTA に溶解した。サンプル DNA を 1 本鎖に変性させるため、22μl H2O および

10N NaOH 1μlを加えて37℃恒温槽(TAITEC)で 15min加温した。バイサルファイト反

応のため、サンプルへ12.5μlの10mM Hydroquinone(wako)、200μlの2.5 M二亜硫

酸ナトリウム(wako) pH 5、4.5μl H2Oを混合し、55℃(気相)にて16h遮光で静置した。

バイサルファイト反応後のサンプルは、500μl QG(QIGEN)を加えて混合し、Gel 

Extraction Kit(QIAGEN) column へ全量移した。2min 静置し、13000rpm 2min 遠心分

離を行い、フロースルー分画は廃棄した。サンプルの入ったカラムへ750μl PE を加

えて13000rpm 1min 遠心分離を行い、フロースルー分画は廃棄した。サンプルの入っ

たカラムへ100μlの10mM Tris-HCl(pH 8.0)を加えて、3min静置した。13000rpm 5min

遠心分離を行い、回収したサンプルへ3μlの10N NaOHを加えて混合し、37℃ホット

プレート(TAITEC)上で15min加温し、脱スルホン化を行った。サンプルへ99μlの6M

酢酸アンモニウムを加えて中和した。次ぎに 1μl エタチンメイト(ニッポンジーン)

を共沈剤として加えた後に、500μlの 100% EtOH(-20℃)を加えて混合した。-20℃フ

リーザー（SANYO）にて30min静置し、15000rpm 2min遠心分離を行い、上清を廃棄し

た。サンプルへ 20μl の 10mM Tris-HCl(pH 8.0)を加えてサンプルを溶解した。保管

は-20℃フリーザー(SANYO)内にて行い、使用時には常温にて融解して使用した。 

 

バイサルファイトPCR 

 バイサルファイト反応後のDNA を PCR により増幅した。サンプルDNA は全量 20μl

のうち、それぞれ 1μl を用いた。Immolase DNA Polymerase(BIOLINE,Randolph,MA)

を用いた。PCRに使用したプライマーの配列については、表2-1に示した。PCR産物は、

エチジウムブロマイド添加した1%アガロースゲル中で電気泳動を行い、目的とするバ
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ンドをゲルより切り出した。ゲル中の DNA 断片は QIAquick Gel Extraction 

Kit(QIAGEN)を用いて精製した。なお、バイサルファイトPCRに使用したプライマーは

表2-2に示した。 

 

バイサルファイトシークエンシング 

バイサルファイト PCR により増幅された DNA 断片を、TOPO TA Cloning 

kit(Invitorogen)を用いてクローニングし、3130 Genetic Analyzer(ABI)で塩基配列

を解析し、DNAメチル化状態を決定した。 

 

統計学的解析 

統計学的解析は、2 群間を比較する実験では、対応のない両側 t 検定を用いて評価

し、2群以上の実験では、JMP(SAS Institute)を用いて、one-way ANOVA/Tukey-Kramer

の HSD検定を行い評価した。統計分析の結果は、平均値と標準誤差を用いて示した。

P<0.05の場合を統計学的な有意差として取り扱った。 
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結果 

 

Sall4転写開始点近傍でのT-DMRの同定とSall4mRNA発現 

Sall4遺伝子は、初期発生中胎仔の内部細胞塊およびES細胞で高発現する遺伝子であ

る。本章では初期発生で胎仔由来のES細胞と胎盤由来のTS細胞を用いて、初期発生

過程での Sall4 の活性化、不活性化の分岐点に注目して解析した。まず、Sall4 遺伝

子の転写調節領域におけるDNAメチル化状態を解析し、細胞種特異的なDNAメチル化

パターンを示すT-DMR の同定を行なった。ES細胞およびTS細胞の比較からSall4 の

転写開始点周辺のDNAメチル化パターンについて、バイサルファイトシークエンシン

グ法により解析した。その結果、ES 細胞では低メチル化(10.9%)状態であったのに対

し、TS細胞では高メチル化(73.6%)を示すT-DMR(promoter T-DMR)を転写開始点上流に

同定した（図2-2A）。また、Sall4遺伝子のイントロン1には、Nanogが結合してエン

ハンサーとして機能する領域が報告されている(Wu Q et al. 2006)ことから、転写開

始点下流についても解析した結果、イントロン内の Nanog 結合配列近傍にも T-DMR

（intronic T-DMR）を発見した。Intronic T-DMRは ES細胞では5.7%のメチル化率で

あったのに対し、TS細胞では68.6%であった（図2-2A）。これらの結果から、Sall4 T-DMR

は、TS細胞に比べてES細胞では低メチル化であることが示された。つぎにSall4 mRNA

の発現量を解析した結果、TS細胞に比べてES細胞ではmRNA発現量が有意に高いこと

が示された（図2-2B）。 

 

内在性Sall4 ASncRNAの解析 

Sall4 遺伝子には、第一イントロンから転写開始点上流に向かって、アンチセンス

方向のEST (AK052878)が登録されている（図2-3A）。しかし、登録されているESTは、

Sphk1-Khps1の例のように、転写調節領域のT-DMR(promoter T-DMR)とオーバーラップ

するかどうか不明であった。同定した内在性Sall4 ASncRNAがT-DMRの領域を含んで
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転写されているかを確認するために、T-DMR内に逆転写用のRTプライマーを設定して

cDNA を合成した。このcDNA を用いて T-DMR（PCRI）および登録されたEST（PCRII）

の領域を増幅するPCRプライマーを設計し、strand-specific RT-PCRによる増幅を行

った。その結果、内在性Sall4 ASncRNAは、EST(AK052878)として登録されている領域

よりも下流側に少なくとも約 0.3 kb 程度長く、Sall4 の promoter T-DMR とオーバー

ラップすることが確認できた(図 2-3C)。また、内在性 Sall4 ASncRNA は ES 細胞で発

現が高く、TS細胞では発現が低いことも確認できた（図2-3B）。次に、Sall4 ASncRNA

の転写開始点を同定するために、FANTOM の転写開始点データベースの CAGE Tag を検

索した。Sall4 ASncRNAの転写開始点と考えられるCAGE Tagを同定し、そのCAGE Tag

の場所から登録されたEST内の配列を増幅できるPCRプライマー（PCRIII）を設計し、

T-DMR内から逆転写したcDNAを用いて、同様にstrand-specific RT-PCRを行なった。

これにより、CAGE Tagから登録されたESTまでの転写物が確認できたことから、内在

性Sall4 ASncRNAは登録されたESTより約1.0 kb上流のCAGE Tag部位から転写され

ることが考えられた。新たにアンチセンス方向へ発見された転写物が非コードRNAで

あるかどうかを検討するため、塩基配列に含まれるORFをGENETYX-WIN Ver.7.0を用

いて解析した。その結果、新たに同定した5’側の842 bpでは6カ所、3’側の282 bp

では1カ所に終止コドンが確認された(図2-3C)。 

これまでに発見されている内在性ASncRNAは、末端にpoly (A)が付加されるものと

付加されないものの双方が報告されている(Kiyosawa H et al. 2005)。核内へとどま

るものと、核外へ転写されるものがある。そこで、内在性 Sall4 ASncRNA の 3’末端

への poly (A)付加を検討するために、poly (A)部位から逆転写できるオリゴ dT プラ

イマー(invitrogen)によりpoly (A)を3'側に持つRNAから選択的にcDNAを合成し、

内在性Sall4 ASncRNAの検出を試みた。その結果、内在性Sall4 ASncRNAは検出され

なかった(図2-3D)。この結果から、内在性Sall4 ASncRNAは3’末端にpoly (A)が付

加されていないことが示唆された。 
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内在性 Sall4 ASncRNA と Sall4mRNA の発現パターンを検討するため、ES 細胞、TS

細胞、MEF（マウス線維芽細胞）、組織（精巣、腎臓、脳）の比較から内在性Sall4 ASncRNA

とSall4 mRNAの発現を、ランダムプライマーで逆転写したcDNAを用いてRT-PCR法に

より解析した。その結果、ES細胞では、内在性Sall4 ASncRNAとSall4mRNAの顕著な

発現が認められたが、TS細胞では双方とも発現が非常に低く、MEFおよび精巣、腎臓、

脳では内在性Sall4 ASncRNAとSall4mRNAの発現が認められなかった。以上より、内

在性Sall4 ASncRNAとSall4mRNAともに、ES細胞での発現が最も高いことが示された

(図2-3E)。これらの結果から、内在性Sall4 ASncRNAは、ES細胞での発現が最も高く、

Sall4 mRNAと同じ発現パターンであることが示された。 

 

ES細胞における内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンによる内在性ASncRNAの機能解

析 

RNA干渉を利用して内在性Sall4 ASncRNA量を低下させ、DNAメチル化への影響を調

べた。なお、コンストラクト構築の際に、Sall4mRNAへ作用させないようにするため、

shRNA の二重鎖部分でセンス mRNA に相補的な配列には三か所の変異を導入した（図

2-4A）。 

内在性ASncRNA中の4カ所を標的配列とするコンストラクトA,B,C,Dを作製し、内

在性ASncRNAを発現するES細胞に一過的に導入した。この細胞で内在性Sall4 ASncRNA

の量を検討した結果、コントロールに比べてDを除く実験群では有意に発現が低下す

ることが示された。特にコンストラクトAが最も効率よく内在性Sall4 ASncRNAの発

現量を低下させることが示された（図2-4B）。 

 

内在性 Sall4 ASncRNA の発現低下による Sall4 の mRNA およびタンパク発現への影

響 

内在性Sall4 ASncRNAをノックダウンしたES細胞を用いて、Sall4mRNA発現やタン
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パク質の発現への影響を調べるために定量的PCR 法およびウェスタンブロッティング

法による解析を行った（図2-5）。その結果、Dを除く実験群ではコントロールに比べ

て Sall4 mRNA の発現が有意に低下した（図 2-5A）。また、Sall4 タンパク質は、B を

除く実験群がコントロールに比べて Sall4 タンパク質の発現量が低い傾向を示した

（図2-5B）。 

これらの結果から、コンストラクト A でのノックダウン効果が最も高く、内在性

Sall4 ASncRNA の発現量低下に伴い、Sall4 mRNA およびタンパク質の発現も抑制でき

ることが示された。なお、コンストラクト B の導入では、Sall4 タンパク質の発現量

の低下が見られなかったが、後で示すように同じコンストラクトを導入したES細胞で

は、Nanog mRNAの発現低下も見られなかった(図2-10)。Sall4のタンパク質はNanog

のタンパク質と協調して両者の標的遺伝子の発現を制御することから、NanogとSall4

のタンパク質同士の相互作用によりSall4 のタンパク質が若干安定化されていたため

に、一過的なノックダウンではSall4 のタンパク質量が低下しなかった可能性が考え

られる。一方で、コンストラクトBの導入によりSall4 T-DMRは若干メチル化の亢進

が見られ、Sall4 mRNAの発現も有意に低下した。すなわち、コンストラクトBによる

内在性ASncRNAの低下によって、ゲノムDNAレベルではT-DMRのメチル化亢進により

Sall4 mRNAの転写が抑制されたが、タンパク質発現のレベルではNanogとの相互作用

で安定性したことによりSall4 のタンパク質発現量の低下が見られなかったことが考

えられる。 

 

内在性Sall4 ASncRNAの発現低下によるSall4転写調節領域T-DMRのDNAメチル化パ

ターンへの影響 

内在性 Sall4 ASncRNA をノックダウンした ES 細胞を用いて、Sall4 の promoter 

T-DMR(-1507bp～-376bp)およびintronic T-DMR(+2260bp～+2690bp)のDNAメチル化解

析を行った（図2-6）。なお、コントロールとしてempty vectorを導入したES細胞を
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用いた。その結果、promoter T-DMR(-1507bp～-376bp)のDNAメチル化解析では、コン

トロール群のメチル化率が11.8%に対して、コンストラクトAは39.1%、コンストラク

トBは18.2%、コンストラクトCは11.8%、コンストラクトDは 9.1%であった。この

結果から、内在性Sall4 ASncRNA のノックダウン効果の最も高かったコンストラクト

Aを導入したES細胞では、Sall4 T-DMRのメチル化が最も亢進した。また、intronic 

T-DMR(+2260bp～+2690bp)の DNA メチル化解析では、コントロール群のメチル化率が

12.9%に対して、コンストラクトAは31.4%、コンストラクトBは17.1%、コンストラ

クトCは21.4%、コンストラクトDは17.1%であった。この結果から、intronic T-DMR

においてもpromoter T-DMRと同様に、コンストラクトAを導入した細胞でのメチル化

率が最も高いことが示された。なお、コンストラクトCおよびDを用いて内在性Sall4 

ASncRNAのノックダウンしたES細胞では、Sall4のpromoter T-DMRのDNAメチル化に

は変化がなかったが、intronic T-DMRではメチル化が亢進した。コンストラクトCお

よびDの内在性Sall4 ASncRNAのノックダウン効果は、コンストラクトAおよびBに

比べて低い傾向を示した(図2-4B)ことから、内在性Sall4 ASncRNAは、promoter T-DMR

よりもintronic T-DMRの方が内在性ASncRNA量の低下により変化を受けやすい可能性

が考えられる。 

以上の結果から、内在性 Sall4 ASncRNA のノックダウンにより、Sall4 遺伝子の

promoterおよびintronic T-DMR の高メチル化が誘導され、内在性Sall4 ASncRNAの

ノックダウン効果が最も高かったコンストラクト A において、DNA メチル化の亢進も

最も顕著であった(図2-6A)。 

つぎに、内在性Sall4 ASncRNAノックダウンの特異性を評価するため、Sallファミ

リー遺伝子への影響を検討した。ほ乳類では、SallファミリーにはSall1からSall4

までの4種類が存在する。Sall1およびSall3では、Sall4と同様にES細胞で低メチ

ル化、TS細胞で高メチル化を示すT-DMRが同定されている（Ohgane J et al. 2004; Yagi 

S et al. 2008; Oda M et al. 2009）。特にSall3はクローンマウスにおいて高頻度で
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エピジェネティックなエラーが発生する領域である(Ohgane J et al. 2004)。そこで、

内在性Sall4 ASncRNAによるDNAメチル化制御が標的遺伝子特異的であるかどうかを

検証するために、ノックダウン効果の最も高かったコンストラクトAのshRNA導入に

より内在性 Sall4 ASncRNA 量を低下させた ES 細胞を用いて、Sall ファミリーに属す

る他の遺伝子（Sall1およびSall3）のT-DMRのDNAメチル化解析を行った(図2-6B,C)。

なお、コンストラクトAのshRNA配列はSall1およびSall3の転写調節領域には完全

に一致する配列が存在しないことを確認した。バイサルファイトシークエンス法によ

るDNAメチル化解析の結果から、内在性Sall4 ASncRNA発現を人為的に低下させた細

胞においても、Sall1 では対照と比較して DNA メチル化状態が変化しないことが示さ

れた(図2-6B)。この結果はSall3 T-DMRについても同様であった(図2-6C)。なお、Sall1

およびSall3の遺伝子発現をRT-PCRにより解析した結果、両遺伝子ともに発現が低下

する傾向が示された(図2-6D)。 

内在性Sall4 ASncRNAは、他のSallファミリー遺伝子のT-DMRではDNAメチル化パ

ターンへの影響がないことから、Sall4 T-DMR 特異的に DNA メチル化状態を制御して

いることが強く示唆された。また、Sallファミリー遺伝子はお互いにタンパク質の発

現レベルで相互作用しながら、Sall ファミリー遺伝子の転写を活性化することから、

内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンに伴うSall1およびSall3 mRNAの発現低下は、

Sall4のタンパク質発現量の低下（図2-5B）に伴う二次的な変化であると考えられる。 

 

内在性Sall4 ASncRNAによるSall4遺伝子近傍に存在する遺伝子の発現への影響 

これまでによく研究されているHOTAIRなどの長い一本鎖の遺伝子間ncRNAは、ncRNA

が転写される領域の周辺に存在する複数の遺伝子の発現に影響を与える。そこで、内

在性Sall4 ASncRNAによるエピジェネティック制御がSall4遺伝子に特異的であるか

どうか調べるために、内在性Sall4 ASncRNA発現をノックダウンしたES細胞で、Sall4

遺伝子近傍の約500 kbの領域に存在する遺伝子群（Atp9a、Nfatc2、Zfp64）の発現解
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析を行った（図 2-7）。その結果、内在性 Sall4 ASncRNA をノックダウンした ES 細胞

では、Sall4 遺伝子発現はコントロールに比べて有意に低下したが、近傍の遺伝子で

あるAtp9a、Nfatc2、Zfp64の発現はコントロールに比べて有意な差が認められなかっ

た。この結果から、内在性 Sall4 ASncRNA 量の低下は、Sall4 近傍遺伝子群の発現に

は影響を与えていないことから、クロマチン修飾により広範な遺伝子領域の制御に関

与することが報告されているHOTAIRなどのlincRNA（遺伝子間RNA）とは違うタイプ

のncRNAであることが示された。 

 

Dicerによる内在性Sall4 ASncRNA量およびDNAメチル化への影響評価 

Sall4 ASncRNA は Sall4 のイントロンから転写調節領域上流まで転写されることか

ら、少なくとも一部でSall4のセンスmRNAと相補的な二本鎖RNAを形成する可能性が

考えられた。真核細胞内で形成された長い二本鎖RNAはDicerによって短いRNAに切

断される。そこで、内在性Sall4 ASncRNAによるエピジェネティック制御がDicerを

介したmRNAとASncRNAの二本鎖RNA形成による短鎖RNAへの切断による可能性を調べ

るために、Dicerを欠損したES細胞での内在性Sall4 ASncRNA発現およびSall4 mRNA

発現とSall4のT-DMRのDNAメチル化状況をバイサルファイトシークエンス法により

解析した(図2-8)。その結果、Dicer欠損ES細胞での内在性Sall4 ASncRNA発現は、

野生型ES細胞に比べて有意な差が認められなかった。また、Dicerを介した短い二本

鎖RNAへの切断から予想されるDicer欠損下のSall4 mRNA量の上昇は認められなかっ

た。一方、Sall4 mRNA発現は、野生型ES細胞に比べて低下したが（図2-8A）、Dicer

欠損によりES細胞では増殖速度が低下し、分化しやすい傾向がみられることから、間

接的に Sall4 mRNA の発現が低下したと考えられる。DNA メチル化解析においても、

Dicer欠損ES細胞のSall4のpromoter T-DMRおよびintronic T-DMRのDNAメチル化

パターンは、野生型ES細胞に比べて変化が認められなかった（図2-8B,C）。これらの

結果から、内在性 Sall4 ASncRNA は、Dicer を介した短い二本鎖 RNA 生成とは異なる
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メカニズムで機能することが示唆された。 

 

内在性Sall4 ASncRNAによるES細胞の増殖能への影響 

内在性 Sall4 ASncRNA 発現を人為的に低下させた ES 細胞の細胞数を解析した（図

2-9）。その結果、実験群では、いずれもコントロール群に比べて有意に細胞数が低い

ことが示された。この結果から、内在性Sall4 ASncRNA量の減少は、ES細胞の増殖能

へ影響を及ぼすことが示唆された。 

 

内在性Sall4 ASncRNAによるマスター転写因子群（Nanog、Oct4、Sox2）への影響 

Sall4 転写因子は ES 細胞の多分化能維持に関与する転写因子群と相互作用し、ES

細胞の多分化能維持に関与するマスター遺伝子の発現を制御する(Yang J et al. 2008; 

Yang J et al. 2010)。そこで、内在性Sall4 ASncRNAによるマスター転写因子群への

影響を検討するために、内在性Sall4 ASncRNA発現を人為的に低下させたES細胞にお

けるマスター転写因子群の発現を検討した（図2-10）。その結果、Oct4、Nanog、Sox2

のいずれにおいても、mRNAの発現が内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンによりコン

トロールと比べて低下することが示された（図 2-10A-C）これらの結果から、内在性

Sall4 ASncRNA 量の減少は、ES細胞の多分化能維持に必至なマスター転写因子群の遺

伝子発現にも影響を及ぼすことが示された。 
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考察 

 

第一章では、Sall4 を始めとした複数の遺伝子でセンス mRNA の発現が高い細胞で、

T-DMRは低メチル化であり、ASncRNAも高発現していることがわかった。Sall4は、ES

細胞の多分化能維持とともに、器官形成期の四肢・心臓形成などにも関係する重要な

遺伝子である。そこで本章では、Sall4 mRNAと内在性Sall4 ASncRNAをともに発現す

るES細胞を用い、shRNAコンストラクトを設計して内在性Sall4 ASncRNA発現量を低

下させ、エピジェネティック制御への関与を明らかにすることを試みた。shRNA によ

り内在性 Sall4 ASncRNA 発現を低下させたところ、Sall4 T-DMR の DNA メチル化が亢

進し、それに伴ってSall4 mRNAの発現も低下することが明らかになった。これにより

内在性 Sall4 ASncRNA は、発現している細胞で T-DMR の低メチル化維持による Sall4

遺伝子の活性化に関与することが明らかになった。内在性Sall4 ASncRNA の発現低下

による Sall4 遺伝子の不活性化に伴い、他の ES 細胞のマスター遺伝子の発現および

ES 細胞の増殖も抑えられたことから、内在性 Sall4 ASncRNA は ES 細胞の多分化能維

持に必須な因子であることが示された。 

 

Khps1 の一部を NRK 細胞内で強制発現させると、転写調節領域の T-DMR が脱メチル

化へ誘導される。このことから、Khps1 は Sphk1 遺伝子のメチル化制御に関わること

が明らかとなった(Imamura T et al. 2004)。また、第一章で発見された内在性ASncRNA

と同様に、mRNA 発現と一致するものでは、Nefl 遺伝子の内在性 ASncRNA(Nefl-as)と

Vim遺伝子の内在性ASncRNA(Vim-as)が報告されている(Tomikawa J et al. 2011)。NRK

細胞内でNef1-asを強制発現させると、遺伝子転写調節領域のT-DMRが脱メチル化へ

誘導される。なお、Vim-as もPC12細胞で脱メチル化の誘導が再現された(Tomikawa J 

et al. 2011)。このことは、内在性ASncRNAの発現がmRNA発現と一致する場合でも強

制発現によりT-DMR の脱メチル化が誘導されることを示唆している。しかし、これら
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はその細胞の生死や運命決定に重要ではないことから、内在性ASncRNA の強制発現に

よるT-DMR の脱メチル化が誘導されたにも関わらず、細胞の形質に変化は認められな

かった。つまり、内在性ASncRNAによるT-DMRのDNAメチル化を変えることで細胞の

形質を転換させるためには、細胞の生死や運命決定に重要な遺伝子の内在性 ASncRNA

でなければならないと考えられた。これに対して本研究で同定した内在性ASncRNAは、

ES 細胞の多分化能維持や神経細胞への分化に必須な転写因子をコードする遺伝子の

転写制御に関わる可能性がある。本研究では、多分化能を有するES細胞において、多

分化能維持に重要なSall4 mRNAと一致する発現を示す内在性Sall4 ASncRNAをshRNA

で発現を低下させ、T-DMR のメチル化制御を解析した。その結果、遺伝子転写調節領

域のT-DMRとイントロン1のT-DMRのメチル化が亢進することが明らかとなった。さ

らに、メチル化の亢進に伴ってSall4 mRNA、タンパク発現の低下、Sall4 と相互作用

するマスター転写因子群の発現低下、さらにES細胞の自己再生に影響を与えることが

明らかとなった。このことにより、内在性ASncRNAがES細胞の多分化能維持に重要な

因子であることを初めて明らかにしたのである。ES細胞は多能性幹細胞であることか

ら、ES細胞由来の生体を得ることが可能である。つまり、今まで明らかにされていな

い初期発生から個体形成時期における内在性ASncRNA の機能を明らかにすることが可

能となる。 

 

真核生物では、長いdsRNAはRNaseⅢファミリーの一種(ショウジョウバエのDicer

など)によって認識され、21-23 ヌクレオチドの siRNAs に分解される可能性がある

(Elbashir SM et al. 2001; Hammond SM et al. 2000; Bernstein E et al. 2001)。

その後、siRNA のうちの片方の鎖が RISC(RNA 誘導型サイレンシング複合体)と呼ばれ

るRNAi標的複合体に組み込まれる。このRISCによって、組み込まれたRNA鎖の配列

に相補的なmRNAが分解される(Hammond SM et al. 2000; Bernstein E et al. 2001)。

内在性 ASncRNA は、センスとは逆向きに転写され(Tomaru Y & Hayashizaki Y 2006; 
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Yelin R et al. 2003)、その機能性は明らかにされていないがセンスのmRNAと相補的

に結合することでDicerによるsiRNAの生成やRISCによるmRNAの分解に関わってい

るのではないかとされていた。本研究で解析した内在性Sall4 ASncRNA も、一部はセ

ンスの mRNA と二本鎖を形成する可能性が考えられたが、Dicer を欠損した ES 細胞で

の解析から、内在性Sall4 ASncRNA発現に変化は認められなかった。さらにDicer欠

損ES細胞でのSall4 T-DMRメチル化状態にも野生型ES細胞と比較して変化は見られ

なかった。一方、Sall4遺伝子がDicerにより生成するsiRNAを介したSall4 mRNAの

分解を受ける場合には、Dicer欠損によりSall4 mRNA発現が相対的に上昇する可能性

も考えられたが、Dicer欠損ES細胞でのSall4 mRNAの発現上昇は認められなかった。

以上のことから、内在性Sall4 ASncRNAはDicerを介した短い二本鎖RNAの形成とは

異なり、一本鎖の長鎖ncRNAとしてDNAメチル化制御に関与することが強く示唆され

た。 

 

これまでによく研究されている長い一本鎖 ncRNA である linc RNA は、HOTAIR に代

表されるように、ゲノムワイドなPRC2の再配置を介したH3K27me3の誘導により遺伝

子発現を抑制することが報告されている(Gupta RA et al. 2010)。したがって、lincRNA

は遺伝子間領域から大量に転写され、広範囲なゲノム領域での遺伝子不活性化に関与

すると考えられる。これに対して、本章で解析した内在性 Sall4 ASncRNA は、Sall4

遺伝子の遺伝子転写調節領域とオーバーラップし、発現量は非常に低いながら、Sall4 

T-DMRのみのDNA低メチル化維持による遺伝子活性化に関与するという点で、lincRNA

とは転写される位置および発現制御様式が異なることが示された。さらに、Sall4 近

傍の約500 kbには、Sall4以外に3つの遺伝子（Atp9、Nfatc、Afp64）がコードされ

ているが、Sall4 ASncRNA 量の低下によって近傍の 3 遺伝子の発現状態には変化が見

られなかった。この事実からも、Sall4 ASncRNA は Sall4 遺伝子特異的に働き、複数

遺伝子の発現に影響を与えるlincRNA とは機能的にも異なっていることが示された。
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ASncRNA を基盤とした内在性遺伝子の DNA メチル化制御は標的遺伝子特異的に行なわ

れる必要があり、遺伝子転写調節領域の内在性ASncRNAはlincRNAと違って標的遺伝

子特異的なDNAメチル化制御に応用できる可能性があることが、本章の結果から示さ

れた。 

 

Sall遺伝子については、ほ乳類では4種類(Sall1～Sall4)が知られ、ショウジョウ

バエからヒトまで広く保存されている。Sall ファミリーの一つである Sall4 は、ES

細胞ではNanogと結合しOct4の発現を制御することで幹細胞の未分化能維持・自己増

殖に重要な役割を担う(Yang J et al. 2008)。また、Sall4 タンパク質に支配される

遺伝子は3,223にのぼり、これらのSall4標的遺伝子の転写制御については、ES細胞

の多分化能維持に関わる遺伝子の活性化のみならず、分化に伴って細胞系譜決定に関

与する遺伝子の不活性化も含まれており、Sall4はES細胞の多分化能維持・分化抑制

に非常に重要である(Yang J et al. 2008)。本章では、マウスES細胞で発現している

内在性 Sall4 ASncRNA 発現を shRNA により低下させると、Sall4 遺伝子転写調節領域

のT-DMR（promoter T-DMRおよびintronic T-DMR）のメチル化状態が亢進することを

示し、Sall4 mRNA の発現低下とともに、他の ES 細胞多分化能維持のマスター遺伝子

であるOct4、Nanog、Sox2 の発現も低下することが示された。以上のことから、内在

性 Sall4 ASncRNA は、Sall4 遺伝子転写調節領域の T-DMR（promoter T-DMR および

intronic T-DMR）のメチル化状態を制御することで、ES細胞の多分化能維持に重要な

転写因子群の発現にも影響することが示された。また、内在性Sall4 ASncRNA のノッ

クダウンにより、ES細胞の自己複製も影響を受けたこととあわせて考えると、様々な

細胞種の機能維持に重要な遺伝子をASncRNA のノックダウンによりエピジェネティッ

クに不活性化することで、細胞の性質を人為的に操作し、有用細胞の樹立などにつな

がると考えられる。 
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表2-1. 内在性ASncRNAおよびmRNA検出用 

TaqMAN Gene Expression Assay用プローブ ID 
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表2-2. Bisulfite PCR用プライマー
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図2-1. Sall4の機能 

Sall4は、多能性幹細胞ではマスター転写因子群と相互作用することでES細胞の増殖

や未分化維持、細胞系譜決定に重要な不活性化に関わる。一方、ヒト疾患ではOkihiro

症候群の原因遺伝子であり、また、腫瘍マーカーとして利用されている。Sall4 は ES

細胞の形質維持やマウスやヒトの個体形成に重要な役割を担う転写因子である。 
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図2-2. Sall4遺伝子のT-DMRの同定とmRNA発現との関連性 

(A)Sall4 の転写調節領域における T-DMR の DNA メチル化状態を示す。promoter 

T-DMR(-1507 bp～-376 bp)および intronic T-DMR(+2276 bp～2657 bp)の Sall4 転写

開始点上流のCpG のメチル化状態をバイサルファイトシークエンシング法により解析

した。すべての組織とも10クローン解析し、メチル化率を算出した。●はメチル化シ

トシン、○は非メチル化シトシン、赤丸はNanogのbinding siteを示す。 

(B)Sall4 mRNA の発現解析を行った。縦軸はβ-actin に対する相対的な Sall4 mRNA

の発現量を示す。解析結果はMeans±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01 
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図2-3. 内在性Sall4 ASncRNAの同定と発現パターンの解析 

(A)Sall4の転写調節領域にEST(AK052878)としてUSCSマウスゲノムブラウザーのデー

タベースに登録されている内在性Sall4 ASncRNAを示す。内在性Sall4 ASncRNAは、

Sall4 遺伝子のイントロン 1 の領域から Sall4 の転写調節領域の T-DMR(promoter 

T-DMR)の手前の領域まで転写する。また、Sall4遺伝子のイントロン1にCAGE Tagが
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登録されている。青色の矢印は内在性Sall4 ASncRNAを示す。 

(B)ES 細胞および TS 細胞を用いて、strand-specific RT-PCR 法により新規の内在性

Sall4 ASncRNAの検出を行った。promoter T-DMRに RT用のプライマーを設定し、PCR

Ⅰ、PCRⅡ、PCRⅢの領域において、内在性Sall4 ASncRNAを含む転写物を検出した。 

(C)内在性Sall4 ASncRNAの5’側に約1.0 kbおよび3’側に約0.3 kbの新たに検出

した転写物を示す。水色の矢印は登録されている内在性Sall4 ASncRNAを示す。また、

赤色の矢印は新たに検出した転写物を示す。水色および赤色以外の矢印は予測される

ORF を示し、矢印の根は開始コドン、先端は終止コドンを示す。新たに検出された転

写物では、複数の終止コドンが検出された。 

(D)内在性Sall4 ASncRNAの3’末端にpoly (A)の有無を示す。オリゴdTプライマー

およびランダムプライマーを用いて RT-PCR を行った。RT+は Reverse Trascriptase

にて合成した cDNA を示し、RT-はネガティブコントロールとして Reverse 

Trascriptaseを用いていないことを示す。 

(E)ES 細胞および TS 細胞、マウス線維芽細胞、精巣、腎臓、脳における内在性

Sall4ASncRNA およびセンス mRNA の発現解析を行った。RT+は Reverse Trascriptase

にて合成した cDNA を示し、RT-はネガティブコントロールとして Reverse 

Trascriptaseを用いていないことを示す。 
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図2-4. ES細胞における内在性Sall4 ASncRNAのノックダウン 

(A)内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンshRNAコンストラクトを示す。Sall4遺伝子

は右側へ転写し、内在性 Sall4 ASncRNA はアンチセンス方向への転写を示す。shRNA

コンストラクトA-Dでは、Sall4 mRNAへ作用しないようにするため、二重鎖部分でセ

ンスmRNAに相補的な配列には三か所の変異を導入した。なお、赤文字が変異部位を示

す。 

(B)内在性 Sall4 ASncRNA の発現解析を行った。Cntl は野生型の ES 細胞を示す。A-D

は内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンshRNAコンストラクトを導入したES細胞を示

す。縦軸はβ-actin に対する相対的な内在性 ASncRNA の発現量を示す。解析結果は

Means±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.05、**:p<0.01、n.s.; not significant 

図2-4 



 

66 

 

 

図2-5. 内在性Sall4 ASncRNA発現の低下によるSall4 mRNAおよびタンパク発現への

影響 

(A)Sall4 mRNAの発現解析を行った。Cntlは野生型のES細胞を示す。A-Dは内在性Sall4 

ASncRNA のノックダウン shRNA コンストラクトを導入した ES 細胞を示す。縦軸はβ

-actin に対する相対的なSall4 mRNA の発現量を示す。解析結果は Means±SE で示し

た。各群n=3で行った。*:p<0.05、**:p<0.01、n.s.; not significant 

(B)Sall4 のタンパク質発現解析を行った。Cntl は野生型の ES 細胞を示す。A-D は内

在性Sall4 ASncRNAのノックダウンshRNAコンストラクトを導入したES細胞を示す。

縦軸の発現率(%)を示す。コントロール群の発現量を 100%とし、実験群 A-D に対する

割合を発現率として示した。 

 

図2-5 
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図2-6. 4つのコンストラクトを用いたASncSall4ノックダウン後のT-DMR内のメチ

ル化パターンおよび内在性Sall4 ASncRNAによるSall4ファミリー遺伝子への影響 

(A)Sall4のT-DMR（promoter T-DMRおよびintronic T-DMR）のDNAメチル化状態を示

す。promoter T-DMR(-1507 bp～-376 bp)の転写開始点上流とintronic T-DMR(+2276bp

～2657bp)の転写開始点下流に位置する CpG のメチル化状態をバイサルファイトシー

クエンシング法により解析した。図中の ReagionⅠは promoter T-DMR、ReagionⅡは
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intronic T-DMR を示す。すべての組織とも 10 クローン解析し、メチル化率を算出し

た。Cntlはコントロールとしてempty vectorを導入したES細胞を示し、construct A-D

は、内在性Sall4 ASncRNAをノックダウンしたES細胞を示す。 

(B)Sall1のT-DMRのDNAメチル化状態を示す。図中のボックスは転写調節領域のT-DMR

を示す。ES細胞は12-15クローン、TS細胞は12クローン解析し、各々メチル化率を

算出した。 

(C)Sall3のT-DMRのDNAメチル化状態を示す。図中のボックスは転写調節領域のT-DMR

を示す。すべての細胞とも12クローン解析し、各々メチル化率を算出した。 

(D)Sallファミリー遺伝子発現解析を行った。Cntlはコントロールとして野生型のES

細胞を示し、AS KD は内在性 Sall4 ASncRNA をコンストラクト A でノックダウンした

ES細胞を示す。なお、RT+はReverse Trascriptaseにて合成したcDNAを示し、RT-は

ネガティブコントロールとしてReverse Trascriptaseを用いていないことを示す。 

(A),(B),(C)●はメチル化シトシン、○は非メチル化シトシンを示す。 

図2-6 
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図2-7. 内在性Sall4 ASncRNAによるSall4近傍遺伝子近への影響 

Sall4 近傍遺伝子群（Atp9a、Nfatc2、Zfp64）の遺伝子発現解析を行った。Cntl はコ

ントロールとして野生型のES細胞を示し、AS KDは内在性Sall4 ASncRNAをコンスト

ラクトAでノックダウンしたES細胞を示す。なお、RT+はReverse Trascriptaseにて

合成した cDNA を示し、RT-はネガティブコントロールとして Reverse Trascriptase

を用いていないことを示す。解析結果はMeans±SEで示し、β-actinに対する相対的

な各遺伝子の mRNA の発現量を示す。各群 n=3 で行った。*:p<0.01、n.s.; not 

significant 

 

 

 

図2-7 
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図2-8. Dicerによる内在性Sall4 ASncRNAへの影響 

(A)Sall4 における内在性 Sall4 ASncRNA とセンス mRNA の発現解析を行った。KO は

Dicer欠損ES細胞を示し、WTは野生型のES細胞を示す。解析結果はMeans±SEで示

し、縦軸はβ-actin に対する相対的な Sall4 mRNA または内在性 Sall4 ASncRNA の発

現量を示す。各群n=3で行った。*:p<0.01、n.s.; not significant 

(B)Sall4のpromoter T-DMRのDNAメチル化状態を示す。promoter T-DMR(-1507 bp～

-376 bp)の Sall4転写開始点上流のCpGのメチル化状態をバイサルファイトシークエ

ンシング法により解析した。すべての組織とも12-14 クローン解析し、メチル化率を

算出した。 

(C)Sall4のintronic T-DMRのDNAメチル化状態を示す。intronic T-DMR(+2276 bp～

2657 bp)の Sall4転写開始点下流に位置するCpGのメチル化状態をバイサルファイト

シークエンシング法により解析した。すべての組織とも12-14 クローン解析し、メチ

ル化率を算出した。 

(B),(C)●はメチル化シトシン、○は非メチル化シトシンを示す。 

図2-8 
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図2-9. 内在性Sall4 ASncRNAによるES細胞の増殖能への影響 

ES細胞の増殖能を解析した。Cntlは野生型ES細胞を示し、A-Dは内在性Sall4 ASncRNA

をノックダウンしたES細胞を示す。縦軸は細胞数を示す。解析結果はMeans±SEで示

し、培養終了時の細胞数を示した。各群n=3で行った。*:p<0.01、n.s.; not significant 

 

図2-9 
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図2-10. 内在性Sall4 ASncRNA発現の低下におけるNanog,Oct4,Sox2の遺伝子発現へ

の影響 

(A),(B),(C)マスター転写因子群(Nanog,Oct4,Sox2)の発現解析を行った。Cntlは野生

型ES細胞を示し、A-D は内在性Sall4 ASncRNA をノックダウンしたES細胞を示す。

縦軸はβ-actinに対する相対的な各遺伝子のmRNAの発現量を示す。解析結果はMeans

±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01、n.s.; not significant 

 

 

 

図2-10 
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序論 

 

第二章では内在性Sall4 ASncRNAが培養細胞レベルでSall4 T-DMRのDNA低メチル

化状態を維持し、ES 細胞の自己再生に寄与することを明らかにした。生体において、

Sall4は初期胚では8-16細胞期から受精後の転写が始まり、胚盤胞期胚の内部細胞塊

で発現し、将来胎仔になる内部細胞塊で重要な働きをする(Elling U et al. 2006; 

Sakaki-Yumoto M et al. 2006)。その後の器官形成期では、5.5-6.5 dpc の原始外胚

葉で強く発現し(Sakaki-Yumoto M et al. 2006)、7.0 dpcでは尿膜や羊膜にて発現す

る(Koshiba-Takeuchi K et al. 2006)。また、8.5-9.5 dpc では、間充組織と神経上

皮、神経細胞に Sall4 の発現が限定される(Sakaki-Yumoto M et al. 2006; 

Koshiba-Takeuchi K et al. 2006)。器官形成期以降の11.5-12.5 dpcでは、前脳や中

脳、生殖結節、四肢、尾、肛門、心筋にSall4 が発現していることが報告されている

(Kohlhase J et al. 2002; Sakaki-Yumoto M et al. 2006; Tsubooka N et al. 2009; 

Koshiba-Takeuchi K et al. 2006)。出生後では、脳や心臓、精巣、筋肉、卵巣に発現

していることが報告されている(Tsubooka N et al. 2009)。以上より、Sall4 遺伝子

は第二章で明らかにしたES細胞で重要であるのみでなく、初期発生胚の内部細胞塊お

よび器官形成期の心臓原器や肢芽、脳で強く発現し、出生後も一部の組織で発現が見

られ、生体でも重要な働きをする転写因子であると考えられる(図3-1)。 

 

Sall4遺伝子のエクソン2-3までを欠損したnull型ノックアウトマウスの初期胚は、

6.5 dpc 以降は生存することができない。また、原始外胚葉のマーカー遺伝子

(FGF4,Nodal,Oct4)の発現が減少していることから、Sall4は胚の発生に重要な因子で

ある(Sakaki-Yumoto M et al. 2006; Tsubooka et al., 2009)。Sall1 および Sall4

ダブルヘテロマウスでの解析から、Sall1 と Sall4 はお互いに二量体を形成すること

で腎臓や肛門、心臓を形成に関与する(Sakaki-Yumoto M et al. 2006)。Sall4エクソ
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ン2内へのマーカー遺伝子の挿入による別のSall4欠損マウスの解析では、11.5 dpc

の胎仔で心臓の形成不全により死亡する例が報告されている(Koshiba-Takeuchi K et 

al. 2006)。また、9.5 dpcおよび10.5 dpcの胎仔の前肢では、Sall4が、別のホメオ

ティック転写因子である Tbx5 と相互作用することで四肢や心臓の形成に関与する

(Koshiba-Takeuchi K et al. 2006)。以上より、Sall4 を欠損した胎仔では発生異常

を起こして致死になることから、Sall4 は生体の発生に重要な因子である。本論文の

第二章では、ES細胞で内在性Sall4 ASncRNAをノックダウンすることでSall4と相互

作用する多分化能維持に必須な転写因子の発現や self-renewal に影響を与えること

を明らかにした。これらから考えると、内在性Sall4 ASncRNA は生体においてもマウ

スの発生や心臓・脳などの機能維持に重要である可能性が極めて高い。 

 

Sall4ヘテロ欠損マウスの大半は正常に生まれるが一部では、14.5-18.5 dpcの胎仔

の脳および心室中隔の形成異常を呈し、出生後の仔の生存率が減少する。また、ヒト

SALL4 は上肢の形成異常や眼球運動の制限等を主症状とする疾患(Okihiro 症候群)の

原因遺伝子であり、患者には直腸の形成異常も一部に認められる(Kohlhase J et al. 

2005)。出生後5週令のヘテロ欠損マウスの一部では、肛門形成異常および腸管肥大の

症状を示し、ヒト SALL4 の変異でおきる Okihiro 症候群の症状の一部を示す

(Sakaki-Yumoto M et al. 2006)。Okihiro症候群以外のヒトのSALL4の変異では、胚

の発生異常、心房隔欠損症、腎形成不全、肛門狭窄症、鎖肛、ヒルシュスプルング病

が報告されている(Kohlhase J et al. 2005)。Sall4 遺伝子の欠損マウスの解析から

は、完全な遺伝子破壊ではなく、ヘテロマウスでのSall4 遺伝子発現量の減少とヒト

疾患の症状に共通点が多く見出される。これらの事実から、少なくともSALL4 遺伝子

が病因となる疾患は、SALL4 遺伝子の転写調節異常により発現が減少することで起き

る可能性が高いと考えられる。 
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Sall4 は初期胚でも機能することから、器官形成期や出生後の組織での内在性

ASncRNA の機能を解析するためには、内在性 ASncRNA 量を変化させる時期や程度をコ

ントロールする必要がある。また、ヘテロ欠損での症状が実際のヒト疾患に類似した

表現型であったことから、ヒト疾患の病態モデル動物では、遺伝子破壊による完全な

欠損ではなく、発現時期や量の異常により遺伝子機能の低下を誘導することで、より

実際の病態に近いヒトSALL4 による疾患モデルが作製できる可能性も考えられる。本

章では、生体での内在性Sall4 ASncRNA の機能を解析するために、ドキシサイクリン

(Dox)によりSall4 ASncRNAをノックダウンするshRNAの発現を操作することが可能な

内在性Sall4 ASncRNAトランスジェニック(Tg)マウスの樹立に成功した。このTgマウ

スを用いて、実際に生体での内在性Sall4 ASncRNA の機能を明らかにするために、胎

仔発生への影響およびDNAメチル化への関与を検討する。 
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材料および方法 

 

試薬および細胞培養、遺伝子解析 

試薬は、特に断りがない限り和光純薬より購入した。 

細胞培養およびRNA発現とDNAメチル化解析は、第一章または第二章に準じて行な

った。なお、用いたプライマーやプローブは表3-1に示した。 

 

Microinjection法によるTgマウス作製 

C57BL/6J雌4週令マウス（日本チャールスリバー）へ16時よりPMS（あすか製薬）

を 5.0 I.U.腹腔内へ投与し、その 48 時間後に hCG（あすか製薬）を 5.0 I.U.腹腔内

へ投与することで過排卵処理を行い、C57BL/6J雄8～12週令マウスと個別に交配を行

った。翌日、M2培地(Sigma)へヒアルロニダーゼ(Sigma)を小さじ一杯分加えた培地を

充填させた注射筒で、交配したC57BL/6J雌マウスの卵管膨大部をシャーレ内にてひっ

かくことで受精卵を採取した。採取した受精卵はキャピラリーにて回収し、M16 培地

(Sigma)のドロップで3回洗浄した。洗浄後、18時まで5% CO2 37℃インキュベーター

内(Hirasawa)にて培養した。18時より実体顕微鏡下にて受精卵を観察し、正常胚およ

び雌雄前核が目視確認された受精卵の選抜を行った。20時より、注入針をSutter P-97 

micropipette puller (Sutter Instrument)を利用し、適した設定値（ heat set to 730, 

pull set to 0, velocity set to 30, time set to 250, heat set to 730, pull set 

to 80, velocity set to 60, and time set to 200 ）で注射針を作成し、マイクロロ

ーダー（eppendorf）にてコンストラクトを注射針の先へ充填した。Microinjection

用倒立顕微鏡（Leica）下にて、コンストラクトを充填させた注入針をフェムトジェッ

ト（eppendorf）に装着し、電動のマニピュレーター(eppendorf)にて注射針の微動で

可動することでコンストラクトを受精卵の前核へ注入した。コンストラクトを前核へ

注入した受精卵はM16培地ドロップへ移し、5% CO2 37℃インキュベーター内(Hirasawa)
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にて一晩培養し、2細胞期胚へ発生させた。2細胞期胚は偽妊娠マウス（精官結紮を施

した ICR ♂ マウスと交配し、翌日、膣開口部に膣栓が確認された♀マウス）の卵管

采より卵管膨大部へ移植し、移植から19日目に帝王切開にてfounder候補マウスを得

た。得られたfounder候補マウスは、里親(帝王切開日の前日に自然分娩したICR ♀ マ

ウス）につけることで離乳まで維持した。生後8週目にてWtのマウスと交配すること

で次世代を作成し、その次世代の Genotype により得られた founder の Germline 

transmissionの確認を行った。なお、Microinjection法で注入したコンストラクトは

第二章で最も内在性Sall4 ASncRNA を一過性にノックダウンさせることができたコン

ストラクトAを用いた。 

 

内在性Sall4 ASncRNA誘導型ノックダウンコンストラクトの構築・調整 

Dox に よ り shRNA を 誘 導 的 に 発 現 さ せ る こ と が で き る ベ ク タ ー

（pSingle-tTS-shRNA,clontech）に、第二章で最もノックダウン効果の高かったコン

ストラクトAのオリゴ配列を挿入し、コンピテントセル（JM109,TAKARA）へ組み込ん

だ。PCRおよびシーケンシングにてインサートの確認を行った。 

 

サザンブロッティング解析 

 得られたTgマウスの尾部を5mm程度カットし、プロテイナーゼKを添加したLysis 

Buffer 400μlへ浸漬し、37℃ 5% CO2インキュベーター(HIRASAWA)で翌日まで静置し

た。次ぎにサンプルを定法に従いPCI抽出を2回、イソプロパノール抽出を1回行っ

た後に70%EtOHで抽出されたゲノムDNAを洗浄した。洗浄後13000×gで5minの遠心

分離を行い、70%EtOH を除去し、80μl の Tris-EDTA を加え、37℃ 5% CO2インキュベ

ーター(HIRASAWA)で翌日まで静置することでゲノムDNA溶液を得た。得られたゲノム

DNA 5μgをBamHI（TAKARA）で消化し、0.6%アガロースゲルへアプライし、10V 10W 50mA

で 24 時間以上、電気泳動を行った。電気泳動後、ゲルよりメンブレンへゲノム DNA
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を転写し、Random Primer DNA Labeling Kit Ver.2 （ TAKARA ）を用いてα

-dCTP(PerkinElmer)で標識したプローブ（ネオマイシン耐性遺伝子内部の 364bp）と

メンブレンを68℃ 24 時間以上ハイブリダイズした。ハイブリダイズ後にメンブレン

を洗浄し、BAS-2500(FUJIFILM)システムにてバンドの検出を行い、Multi Gauge Ver3.0

（FUJIFILM）にて解析を行った。なお、プローブ配列は表3-2へ記した。 

 

実験動物と組織の摘出 

本研究で用いた実験動物は室温22-25℃、湿度40-60%、明期12時間-暗期12時間条

件のSPF施設にて、滅菌水および滅菌した実験動物用餌を自由摂取させることで飼育

した。なお、飼育管理は実験動物飼育管理を主な業務とする専門家（三共ラボサービ

ス）により行われた。購入したマウスは、順化のために購入後1週間ほど飼育した。

また、膣栓を確認した日の正午を妊娠0.5日、同様に胎仔については胎生0.5日ある

いは0.5 dpcとした。 

5.5 dpc、7.5 dpc、10.5 dpcの胎仔を母胎より実体顕微鏡下で摘出し、必要な解析

を行った。 

 

in situ Hybridization 

 雄のTgマウスと野生型の8週令・雌のC57BL/6Jマウス(日本チャールスリバー)を

自然交配し、翌日に雌の膣開口部に膣栓が確認された日（正午）を妊娠0.5日目およ

び胎仔を 0.5 dpc とした。妊娠 0.5 日目から妊娠 5.5 日目および妊娠 7.5 日目まで

Dox{200μg/ml(5%スクロース溶液)｝を自由摂水した。Doxを摂水した妊娠5.5日目お

よび 7.5 日目の母親を灌流固定し、5.5 dpc および 7.5 dpc を摘出した。摘出した組

織は常法に従ってパラフィン固定を行い、厚さ6μmの組織切片の作製を行った。脱パ

ラフィン後、作製した組織切片は 60℃で 16 時間、プローブとハイブリダイゼーショ

ンを行い、NBT-BCIP および alkaline phosphate color substrate にてサンプルへハ
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イブリダイズしたプローブの検出を行った。さらに、Kernechtrot(MUTO PURE 

CHEMICALS)を用いて、サンプルを染色することでシグナルの検出を行った。なお、組

織の固定や摘出、切片の作成、染色の工程を株式会社ジェノスタッフ

（ http://www.genostaff.com/ ）に依頼した。なお、各プローブの配列情報は表3-2

に記した。 

 

Tgマウス由来ES様細胞の樹立 

 雄のTgマウスと事前に過排卵処理を施した野生型マウス（C57BL/6J 雌 4週令）を

自然交配し、翌日、膣開口部に膣栓が確認された日を 0.5 日目とし、3.5 日目に交配

した雌マウスの子宮角内部よりM2培地（Sigma）で洗い流すことで胚盤胞期胚を回収

した。回収した胚盤胞期胚は、事前に用意した2.4×104フィーダー細胞を敷き詰めた

平底の 96 穴 plate1 穴へ胚盤胞期胚一つずつ分取し、37℃ 5% CO2インキュベーター

(HIRASAWA)内にて5日間、無血清ES細胞用培養液にて培養を行った。この間、培地交

換は行わなかった。培養した胚盤胞期胚のハッチングにより内部細胞塊が観察された

ものについて、各々の胚をPBSで洗浄し、50μlの0.05%トリプシン溶液を加えて37℃ 

5% CO2インキュベーター(HIRASAWA)内にて 5 分間静置した。無血清 ES 細胞用培養液

50μl をサンプルへ加えることで相対的に細胞に効くトリプシンの量を少なくするこ

とによりトリプシンを失活させ、ピペッティングを行うことで単一細胞に分離した。

800rpm 5min 遠心分離を行った後に上清を廃棄してトリプシンを除去し、事前に 2×

106フィーダー細胞を敷き詰めた10cmディッシュに播種し、無血清ES細胞用培養液に

て10日間培養した。なお、この期間は毎日培地交換を行った。培養後10日目にコロ

ニーが目視確認されたら、クリーンベンチ内に実体顕微鏡(Leica)を設置し、クリーン

ベンチ内でコロニーをイエローチップで吸い取り、事前に用意した2.4×104フィーダ

ー細胞を敷き詰めた平底の96穴プレートの1穴でコロニーを培養した。2-3日目に事

前に用意した 2.4×105フィーダー細胞を敷き詰めた 24 穴プレートの 1 穴へ細胞継代
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を行った。2-3 日目に事前に用意した6×105フィーダー細胞を敷き詰めた6穴プレー

トの1穴へ細胞継代を行った。2-3 日目に事前に用意した2×106フィーダー細胞を敷

き詰めた 10cm ディッシュへ細胞継代を行った。2-3 日目に一部の細胞を凍結保存し、

一部は得られたES様細胞がTgマウス由来のものであることを確認するために、コン

ストラクトの一部の領域（tTS）を検出し、ジェノタイピングを行った。なお、tTSの

プライマーやPCRの条件は表3-1へ記した。 

 

蛍光免疫染色 

5日間培養したES細胞をPBSで2回洗浄し、4%パラフォルムアルデヒド(Wako)で20

分間固定した。Rinse buffer{1×TBST(10× Liquid, Santa Cruz Biotechnology)}で

10 分間静置しながら 2 回洗浄し、0.1% TritonX-100/PBS を加えて 10 分間静置した。

Rinse bufferで10分間静置しながら2回洗浄し、Blocking solution(4% normal goat 

serum/PBS)を加えて 30 分間静置した。次に 50 倍希釈した一次抗体｛SSEA-1(MS X 

SSEA-1,IgM,clone MC-480,CHEMICON)、Oct-4(MS X Oct-4,IgG,clone 9E3,CHEMICON)｝

を加え、1時間静置した。Rinse bufferで10分間静置しながら3回洗浄し、100倍希

釈した二次抗体(SSEA-1 は (AP128F,Gt X Ms IgM Fluor FITC；CHEMICON),Oct-4 は

(AP128C Gt X Ms IgM Cy3；CHEMICON)を加え、1 時間静置した。Rinse buffer で 10

分間静置しながら 3 回洗浄し、PBS を加えることでサンプルの乾燥を防ぎ、蛍光顕微

鏡（キーエンス）にて鏡検した。 

 

アルカリフォスファターゼ染色 

5日間培養したES細胞をPBSで2回洗浄し、4%パラフォルムアルデヒド(Wako)で2

分間固定した。Rinse buffer{1×TBST(10× Liquid, Santa Cruz Biotechnology)}で

10分間静置しながら2回洗浄し、Naphthol/Fast Red Violet Solution (CHEMICON)を

サンプルへ加えて15分間5%CO2 37℃インキュベーター内にて静置した。Rinse buffer
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で10分間静置しながら1回洗浄し、サンプルの乾燥を防ぐためにPBSを加え、倒立顕

微鏡（オリンパス）にて鏡検した。 

 

統計学的解析 

統計学的解析は、2 群間を比較する実験では、対応のない両側 t 検定を用いて評価

し、2群以上の実験では、JMP(SAS Institute)を用いて、one-way ANOVA/Tukey-Kramer

の HSD検定を行い評価した。統計分析の結果は、平均値と標準誤差を用いて示した。

P<0.05の場合を統計学的な有意差として取り扱った。 
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結果 

 

内在性Sall4 ASncRNAによるマウス初期胚発生への影響 

第二章のshRNAによる内在性Sall4 ASncRNAのノックダウン実験結果において、ノッ

クダウン効果が最も高かったコンストラクトAをマウス胚の前核へ導入し、着床前にお

ける胚の発生への影響について検討した(p66 図2-4参照)。なお、対照群ではempty 

vectorを胚の前核へ導入した(表3-3)。ノックダウン群では4-8細胞期までは対照群と

差がなかった。このとき、胚盤胞期胚1日目の発生率は、ノックダウン群では全ての発

生が認められなかったのに対して、対照群では1回目40.2%、2回目33.7%、3回目30.6%

であった。以上の結果から、内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンにより、初期胚発生

過程の少なくとも胚盤胞期胚には内在性Sall4 ASncRNAの発現が重要であることが示

された。 

 

Doxによる内在性Sall4 ASncRNA誘導型ノックダウンコンストラクトの構築 

マウス個体発生への内在性Sall4 ASncRNAの機能を解明するために、Doxを用いて内

在性Sall4 ASncRNA発現を誘導的に低下させるshRNAを発現するコンストラクトを構築

した。shRNAの転写を誘導するU6 promoterの下流に内在性Sall4 ASncRNA発現を最も効

率よく低下させたコンストラクトAの配列(p66 図2-4参照)(図3-2A)を挿入してコンス

トラクトを作製し、PvuⅠで直線化した全長が約7.0 kbのコンストラクトをC57BL6Jマ

ウス(日本チャールスリバー)の1細胞期胚の前核へ導入した。なお、Tgマウスのジェノ

タイピングにはネオマイシン耐性遺伝子(以後、Neoと称する)をゲノムPCRまたはサザ

ンブロッティングで検出することで行った(図3-2A)。 

構築したコンストラクトが正常に機能するかを検討するために、コンストラクトを

内在性Sall4 ASncRNAが発現しているマウスES細胞へ一過的に導入し、Dox（10μg/ml）

を培地へ添加することで内在性Sall4 ASncRNA量を調べた(図3-2B)。実験群のI.D.1-3
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のいずれとも内在性Sall4 ASncRNA量が有意に低いことが示された。また、Sall4 mRNA

の低下も認められた(図3-2C)。さらに細胞増殖の低下も伴った(図3-2D)。対照群（Wt、

I.E.1-2）では、Doxの添加有無で内在性Sall4 ASncRNA発現に変化がなかったことが示

された。次に、内在性Sall4 ASncRNA量がマスター転写因子群(Nanog、Oct4、Sox2)の

発現に与える影響を検討した。Dox(10μg/ml)添加によりマスター転写因子群の発現が

低下した(図3-3A,B,C)。一方、対照群ではマスター転写因子群の発現に変化は示され

なかった。なお、実験群のI.D.3の内在性Sall4 ASncRNAは、コントロール群(Wt)に比

べて上昇傾向を示したが、Sall4 mRNAおよびマスター転写因子群の発現ではWtに比べ

て低い傾向を示し、また、Dox添加によりいずれも発現が低下したことから、Doxの効

果があることは確認できた。 

これらの結果は、第二章での内在性Sall4 ASncRNA発現を一過的にノックダウンした

ES細胞の実験結果と一致した。以上のように、誘導可能な内在性Sall4 ASncRNAノック

ダウンコンストラクトを構築できた。 

 

誘導型内在性Sall4 ASncRNAノックダウンTgマウスの樹立 

図 3-2 で確立した誘導型内在性 Sall4 ASncRNA ノックダウンコンストラクトを

C57BL6Jマウス(日本チャールスリバー)の受精卵へMicroinjectionし、Tgマウスの作

製を試みた。 

サザンブロッティングによるスクリーニングの結果、8 匹のファウンダー個体

(#2,#8,#9,#11,#18,#19,#26,#29)を得ることができた(図3-4A)。また、サザンブロッ

ティングのバンドパターンから解析したコンストラクトのコピー数および挿入部位数

の確認、また、掛け合わせ実験により生殖細胞への寄与の確認を行った。以降の実験

に利用するラインは、得られたファウンダーと Wt を交配し、Wt へ Dox を飲水後、胎

仔(F1)に形態的な異常が観察されたライン（No.19）を以降の Tg マウス解析に利用し

た。なお、ファウンダーNo.19はゲノム上複数カ所に合計16コピー導入され、生殖細
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胞への寄与が確認された(図3-4B)。これらのことから、No.19由来のF1では、複数の

ゲノム座位にトランスジーンが挿入されているため、交配によってトランスジーンの

コピー数が変わり、Dox による内在性 Sall4 ASncRNA ノックダウン効果が変化する可

能性が考えられたが、No.19 の F1および F2においても、Dox により異常形態を示した

胎仔が確認できたことから、Dox による内在性 Sall4 ASncRNA ノックダウンモデル動

物として樹立することができた。 

 

誘導型内在性Sall4 ASncRNAノックダウンTgマウスの表現型の解析 

ファウンダーNo.19の雄 Tgマウスを8週令・雌の野生型(Wt) C57BL/6Jマウス(日本チ

ャールスリバー)と自然交配を行った。膣栓が確認された日より母体へDoxを飲水し、

7.5 dpcの胎仔の内在性Sall4 ASncRNAの発現量を解析した。本実験では交配後膣栓が

確認された日の胎仔を0.5 dpctとした。その結果、Tgマウスの内在性Sall4 ASncRNA

発現は、Wtに比べてDoxにより有意に発現が低いことが示された。一方、Doxを飲水し

ていないTgの内在性Sall4 ASncRNA発現は、Wtに比べて有意な差は認められなかった

(図3-5A)。母体のDoxの飲水による7.5 dpcのTgマウスの形態は、Wtに比べて明らかな

発生異常が観察された(図3-5B,C)。さらに発生を進めた10.5 dpcのTgマウスでもWtに

比べて明らかな形態異常が観察された(図3-5D)。 

以上の結果から、TgラインNo.19は、Doxにより内在性Sall4 ASncRNAを誘導的に発現

低下させることが示された。 

 

TgにおけるSall4 mRNA発現 

in situ ハイブリダイゼーションにより5.5 dpcおよび7.5 dpcのTgにおける内在性

Sall4 ASncRNA発現およびSall4 mRNA発現を解析した。5.5 dpcの胎仔の内在性Sall4 

ASncRNA発現の誘導的な低下に伴い、Sall4 mRNA発現はTgではWtに比べて発現が減少し

た(図3-6A)。7.5 dpcの胎仔の内在性Sall4 ASncRNA発現の誘導的な低下に伴い、中胚
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葉のSall4 mRNA発現はTgではWtに比べて減少した(図3-6B)。 

以上の結果から、本Tgマウスでは内在性Sall4 ASncRNA発現が低下し、Sall4 mRNA

発現も減少することが示された。 

 

Tgマウス由来ES細胞の形態および未分化マーカー遺伝子発現 

TgマウスのSall4のT-DMRのメチル化パターンを検討するために、Tgマウス由来のES

細胞の樹立を行った。まず、雄のTgマウスと事前に過排卵処理した雌のWtマウス

(C57BL/6J)を自然交配させ、翌日雌の膣開口部に膣栓が確認された日を0.5日目とし、

3.5日目に胚盤胞を採取した。採取した胚盤胞は、フィーダー細胞上で培養をした(図

3-7A)。胚盤胞の培養5日目に透明体から抜け出た内部細胞塊が観察された(図3-7B)。

内部細胞塊を0.05%トリプシン溶液で単一細胞にした後に継代し、ES細胞様コロニーが

観察された(図3-7C-E）。樹立したES様細胞をアルカリフォスファターゼ染色（図3-7 

F,G）およびES様細胞を未分化マーカー遺伝子抗体による免疫染色を行ったところ、ES

様細胞はSSEA-1およびOct-4陽性であることも確認された(図3-7H,I)。 

以上の結果から、内在性Sall4 ASncRNA発現を誘導的に低下させるTgマウスよりES

様細胞を4株樹立することができた。 

 

Tgマウス由来ES細胞の内在性Sall4 ASncRNA発現を誘導的に低下させたSall4転写調節

領域T-DMRのDNAメチル化パターンへの影響 

Dox（10μg/ml）を培地へ添加してTgマウス由来ES細胞でT-DMR(-1507bp～-1000bp)

のDNAメチル化解析を行った(図3-8)。対照群のES細胞では、Dox添加に関わりなく10.0%、

11.1%のメチル化率を示した。一方、Tg由来ES細胞ではDox無添加は、8.9%のメチル化

率を示したが、Dox添加により18.9%となった(Tg由来ES細胞No.5)。他のTg由来ES細胞

(No.6)は、Dox無添加では11.1%、Dox添加により16.7%となった。以上、Tg胎仔由来の

ES細胞において、内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンによりSall4 T-DMRのメチル化
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亢進を誘導できたことから、樹立したTgマウスにおいてもSall4 T-DMRのDNAメチル化

パターンを制御していることが示唆された。なお、Doxにより内在性Sall4 ASncRNAを

ノックダウンしたTg由来ES細胞では、promoter T-DMRのDNAメチル化に変化がみられず、

intronic T-DMRのDNAメチル化が亢進した。これは、第二章の内在性Sall4 ASncRNA発

現を一過的に低下させたES細胞の実験結果(図2-6A)でも示したように、内在性ASncRNA

のノックダウン効果が低いときに、promoter T-DMRのDNAメチル化に変化がみられなか

った結果とも一致していた。つまり、内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンによるDNA

メチル化への影響は、promoter T-DMRよりもintronic T-DMRの方が検出されやすいこ

とがこの結果からも示唆された。 

 

Tgマウス由来ES細胞での内在性Sall4 ASncRNA発現低下によるSall4 mRNA発現、ES細

胞の増殖率およびES細胞マーカー遺伝子の発現への影響 

内在性Sall4 ASncRNA発現を誘導的に低下させたTgマウスのSall4 mRNAの発現および

ES細胞の増殖能、マスター転写因子の発現への影響について検討を行った(図3-9)。対

照群（ES、No.1）では、Doxの有無で内在性Sall4 ASncRNAの発現に影響がないことが

示された。一方、Tg由来ES細胞（No.5、No.6）では、Dox添加により内在性Sall4 ASncRNA

の発現が低下した(図3-9A)。Dox添加によるSall4 mRNA発現への影響を検討した。この

ときTg由来ES細胞では、Dox添加によりSall4 mRNA発現が低下する傾向がみられた(図

3-9B)。また、Tg由来ES細胞では、Dox添加により細胞の増殖率が有意に低下した(図

3-9C)。マスター転写因子(Nanog,Oct4,Sox2)の発現も低下した(図3-9D-F)。なお、実

験群のNo.5の内在性Sall4 ASncRNAは、Wtに比べて上昇傾向を示したが、Doxにより

Sall4 ASncRNA量は低下傾向を示し、Sall4 mRNAとマスター転写因子群の発現低下やES

細胞の増殖能低下が示されたことから、Doxにより内在性Sall4 ASncRNAがノックダウ

ンされたことが考えられる。以上の結果から、Tgマウス由来ES細胞は、Dox添加により

Sall4 mRNA発現およびES細胞の増殖能、ES細胞マーカー遺伝子の発現が低下すること
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が示された。 
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考察 

 

本研究の第二章では、内在性Sall4 ASncRNAはSall4遺伝子のDNAメチル化制御を介し

てOct4などのマスター転写因子群と相互作用し、ES細胞の多分化能維持と細胞増殖に

重要な役割を果たすことを初めて明らかにした。これを受けて本章では生体での内在

性Sall4 ASncRNAの機能を解析するために、マウス初期胚において内在性Sal4 ASncRNA

をshRNA導入によりノックダウンを試みたところ、胚盤胞期胚への発生遅延が観察され

た。この表現型は、Sall4 Null型欠損胚に類似した胚の発生異常（Tsubooka N et al. 

2009）とほぼ同じであることから、内在性Sall4 ASncRNAは培養下ではあるものの発生

中の初期胚でSall4遺伝子の発現を制御していることが強く示唆され、内在性Sall4 

ASncRNAは初期胚の発生に関与することを初めて明らかにした。なお、1-8細胞期胚の

内在性Sall4 ASncRNAをノックダウンした胚の発生は正常であった。Sall4は受精後8

細胞期胚より発現する(Elling U et al. 2006)。従って、8細胞期以降に発現する内在

性Sall4 ASncRNAによるSall4遺伝子のエピジェネティック制御が初期胚の発生に必須

であると考えられる。また、本章で作製したTgマウスの内在性ASncRNAをDoxによりノ

ックダウンしたところ、胎仔のSall4 mRNAの発現低下に伴い、顕著な形態異常が観察

された。さらに、Tgマウス由来ES細胞の内在性Sall4 ASncRNAをDoxによりノックダウ

ンすると、Sall4 T-DMRのメチル化が亢進する傾向を示した。これらの結果をあわせて

考えると、内在性Sall4 ASncRNAは生体である初期胚および胎仔の発生において、8細

胞期以降のゲノムでSall4 T-DMRの低メチル化を維持し、Sall4遺伝子の発現に必須で

あることが強く示唆された。 

これまでに報告されているncRNAのエピジェネティック制御として、ポリコーム複合

体(PRC2)と会合し、がん転移に関係するHoxDクラスターのH3K27me3の維持に重要な

HOTIARが知られる(Gupta RA et al. 2010)。また、ANRILやLIT1、p15ASなど、他のncRNA

もPRC2と会合し、がん化やインプリンティング、白血病に関係することが培養細胞を
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用いた実験で明らかとなっている(Yap KL et al. 2010; Arima T et al. 2005; Yu W et 

al. 2008)。これらはヒストンメチル化修飾を介したクロマチン形成に関わるため、複

数の遺伝子発現が同時に制御されていると考えられている。これらの知見はいずれも

培養細胞を用いて明らかにされたことであった。これに対して本章では、初期胚およ

び胎仔の解析から、内在性Sall4 ASncRNAは生体内において、初期胚の発生および胎仔

形成に重要であることを明らかにした。また、Tg由来ES細胞の解析から、Sall4 T-DMR

の低メチル化を維持することが示唆された。すなわち、内在性ASncRNAが生体内におい

て、エピジェネティック制御を通して遺伝子の発現に必須であることを明らかにした。

また、上記の遺伝子間ncRNAとは異なり、内在性Sall4 ASncRNAのような転写調節領域

のASncRNAはこれまで未同定なものが多かったと考えられるが、第一章で転写物として

登録されていないASncRNAを持ち、ES細胞の多分化能維持に必須な遺伝子を同定できた。

したがって、これまでによく研究されている遺伝子間ncRNAが遺伝子の発現抑制に重要

であるのに対して、内在性Sall4 ASncRNAを始めとした転写調節領域のASncRNAは特定

遺伝子の活性化に作用することからも別の機能を持つncRNAであると考えられる。以上

より、内在性Sall4 ASncRNAは生体内においても、T-DMRの低メチル化を維持すること

でSall4の遺伝子発現を制御していると考えられる。 

大部分の遺伝子にはT-DMRが存在し、そのDNAメチル化状態と遺伝子発現との関連性

について報告がある(Imamura T et al. 2001; Cho JH et al. 2001; Hattori N et al. 

2004; Yagi S et al. 2008; Nishino K et al. 2011)。転写調節領域にT-DMRを持つSphk1

やNefl、Vimの内在性ASncRNAの機能については、いずれも培養細胞でのASncRNA強制発

現によるT-DMRの脱メチル化誘導(Imamura T et al. 2004; Tomikawa J et al. 2011)

と、内在性ASncRNAのノックダウンによるT-DMRのメチル化亢進であった(Tomikawa J et 

al. 2011)。これに対して本章では、作製したTgマウスの解析から、胎仔の内在性Sall4 

ASncRNAをDoxによりノックダウンすることで、内在性Sall4 ASncRNAが生体で機能して

いることを初めて示すことができた。また、本章で樹立したTgマウス由来ES細胞では、
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DoxによりSall4 T-DMRのメチル化が亢進する傾向を示した。ヒトでは、アルツハイマ

ー患者より発見された内在性ASncRNA（BASE-1AS）が主要な組織でmRNAと一致した発現

を示すことが報告されている(Faghihi MA et al. 2008)。これらのことから、内在性

ASncRNAはマウスのみでなくヒトでも器官形成や病態発症に関与している可能性が考

えられる。また第一章でT-DMRのDNAメチル化制御に関係する可能性のある転写調節領

域のASncRNAを同定できたこととあわせて考えると、生体でのASncRNAによるDNAメチル

化制御は、細胞の生死や運命決定に重要なSall4以外の遺伝子において、転写調節領域

の内在性ASncRNAでも起こりうることが示唆される。 

 

本章では、まず実際にSall4 ASncRNAが生体で機能するかどうかを検討するために、

1細胞期からshRNAを発現させることで内在性Sall4 ASncRNAをノックダウンし、初期胚

でSall4の完全欠損胚と類似した表現型（Tsubooka N et al. 2009）を検出することが

出来た。よって、内在性Sall4 ASncRNAは培養下の初期発生胚でも機能していることが

確認できた。Sall4は生体内において初期胚から成体にかけて発現し、初期胚のみなら

ず特定組織の形成にも重要であり、特定疾患との関連性についても報告されてきた。

(Kohlhase J et al. 2002; Sakaki-Yumoto M et al. 2006; Tsubooka N et al. 2009; 

Koshiba-Takeuchi K et al. 2006)。そこで次に、実際に母体で発生中の胎仔において

内在性Sall4 ASncRNAの機能を解析するために、樹立したTgマウスの発生初期から内在

性Sall4 ASncRNAのノックダウンを試みたところ、5.5 dpcおよび7.5 dpcの胎仔では

Sall4 mRNAの発現低下に伴い、形態的にSall4変異胎仔の表現型に類似した形態異常

(Sakaki-Yumoto M et al. 2006)が観察された。また、10.5 dpcにおいても形態異常が

観察された。さらに、Tg由来ES細胞では、Doxによる内在性Sall4 ASncRNAのノックダ

ウンにより、Sall4 T-DMRのメチル化が亢進する傾向を示すことから、胎仔の内在性

Sall4 ASncRNAは、メチル化制御を介して器官形成に重要な役割を担うことが明らかと

なった。すなわち、内在性ASncRNAを利用することで、エピジェネティック異常の積極
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的な誘導による新たな病態モデル動物の作製につながる可能性が考えられる。 

 

Sall4の発現パターンやSall4ヘテロ欠損マウスの表現型から類推すると、ヒト遺伝

病や組織機能不全で問題になるSall4遺伝子の異常は、遺伝子自体の完全な破壊ではな

く、器官形成期以降での発現低下にあると考えられる。本研究で樹立に成功したTgマ

ウスでは、器官形成期以降または出生後に低濃度のDoxによりSall4遺伝子の軽度なDNA

メチル化異常を誘発することで起きる可能性が考えられる。実際に本章でのTg胎仔の

解析から、器官形成期の中胚葉でも内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンにより、Sall4

遺伝子の発現低下および形態異常が観察されたことから、ノックダウンの時期や程度

を加減することで、その後の心臓形成に関与する内在性Sall4 ASncRNAの機能を解析で

きると考えられる。Sall4は、心臓の形成のみならず、mRNAの発現パターンからは生殖

器官の機能にも重要であることから、内在性ASncRNAノックダウンによる部分的なDNA

メチル化異常の誘導により、慢性心不全や不妊治療のためのモデル動物の作製につな

がる可能性も考えられる。今後は、内在性ASncRNAをノックダウンする時期を調節する

ことで、ヒトSALL4遺伝子異常に由来するOkihiro症候群につながる病態モデル動物が

作製できると考えられる。 

ここで確立した病態モデル作成法は、アルツハイマーなど、様々な疾患に応用でき

る。アルツハイマーを引き起こす原因としては、脳内でγセクレターゼおよびβセク

レターゼ1(BASE-1)がアミロイド前駆体タンパク質(APP)を切断することにより、脳内

でAβが蓄積して細胞死による脳萎縮が引き起こされる(Zhu D et al. 2006; Lacor PN 

et al. 2007; Matsuyama S et al. 2007)。脳内でAPPを切断するBASE-1には、アンチ

センス方向に転写される内在性ASncRNAであるBASE-1 ASが同定されている(Faghihi MA 

et al. 2008)。BASE-1 ASは、脳や心臓、腎臓、膵臓、肝臓、肺などの組織でmRNAと一

致した発現パターンを示す(Faghihi MA et al. 2008)。本章でのSall4の結果を応用す

ることで、アルツハイマー病のモデルとなり得るエピゲノム疾患モデル動物の新たな
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作出法の基盤になることも考えられる。 

 

本章ではSall4内在性ASncRNAが発生中の胎仔でも機能することを初めて明らかにし、

今後発生や組織形成に重要な転写調節領域にASncRNAを持つ遺伝子で内在性ASncRNA量

の人為的な操作によって、これまでとは異なる病態モデル動物の作製につながる技術

の原理証明ができたと考えられる。 
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表3-1. 内在性ASncRNAおよびmRNA検出用TaqMAN Gene Expression Assay用 

プローブ ID、TgマウスのPCRスクリーニング用プライマー 

 

表3-1 
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表3-2. ネオマイシン耐性遺伝子およびSall4 mRNA、 

内在性Sall4 ASncRNA検出用プローブ 

 

 

 

 

表3-2 
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表3-3. 内在性ASncRNAにおけるマウス初期発生胚への影響 

 

 

 

 

表3-3 
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図3-1. Sall4におけるマスター転写因子群やES細胞維持およびマウス個体発生との関

わり 

Sall4はマスター転写因子であるSox2、Oct4、Nanogと相互作用することでES細胞の多

能性を維持している。また、Sall4はマウス初期胚においても、8細胞期胚より発現す

ることで細胞系譜への分化に関与している。さらに、Sall4は他の転写因子と協調する

ことで胎仔の器官や組織の形成に関わる重要な遺伝子である。 

 

図3-1 
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図3-2.ドキシサイクリンによる内在性Sall4 ASncRNA誘導型ノックダウンコンストラ

クトの構築 

(A)誘導型内在性Sall4 ASncRNAノックダウンコンストラクトの構築を示す。コンスト

ラクトは、第二章で最もノックダウン効果が高かったコンストラクトAの配列を

Knockout Single Vector Inducible RNAi System(Clontech)のベクター領域内の緑色

のボックスへ挿入し、構築した。pSV40;SV40ウィルス由来プロモーター、NeoR;ネオマ

イシン耐性遺伝子、TK pA;poly (A)を付加したチミンキナーゼ遺伝子、pCMV;サイトメ

ガロウィルス由来プロモーター、tTS;テトラサイクリン調節性の転写サイレンサー、

β glob pA;β-グロビン遺伝子のpoly (A)、P TRE U6;テトラサイクリン応答因子と結

合したU6プロモーター、ColE1;複製起点。PCR primer;ネオマイシン耐性遺伝子の内部

図3-2 
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で設定したプライマーを示し、PCR法により364 bpが検出される。Southern probe;ネ

オマイシン耐性遺伝子の検出に設定したサザンブロッティング解析のためのプローブ

を示す。PvuⅠはコンストラクトの直線化に利用した制限酵素を示し、BamHⅠはサザン

ブロッティング法によるファウンダーのスクリーニングに利用した制限酵素を示す。

コンストラクトの導入後のサザンブロッティング法によるスクリーニングでは、コン

ストラクトのBamHⅠサイトからゲノム領域に挿入した領域付近の内在性BamHⅠサイト

までの距離およびコンストラクトの全長7.0 kbが検出される。 

(B),(C)内在性Sall4 ASncRNAおよびSall4 mRNAの発現解析を行った。Wtは野生型ES細

胞を示し、I.E.1-2はempty vectorを導入したES細胞を示す。I.D.1-3は誘導型内在性

Sall4 ASncRNAノックダウンコンストラクトを導入したES細胞を示す。-;Dox無添加、

+;Dox添加を示す。縦軸はβ-actinに対する相対的なSall4 mRNAまたは内在性Sall4 

ASncRNAの発現量を示す。解析結果はMeans±SEで示し、Dox-の発現量に対する割合を

示した。各群n=3で行った。*:p<0.01、n.s.; not significant  

(D)ES細胞の増殖能解析を行った。Wtは野生型ES細胞を示し、I.E.1-2はempty vector

を導入したES細胞を示す。I.D.1-3は誘導型内在性Sall4 ASncRNAノックダウンコンス

トラクトを導入したES細胞を示す。-;Dox無添加、+;Dox添加を示す。縦軸は細胞数を

示す。解析結果は培養終了時の細胞数をMeans±SEで示した。各群n=3で行った。

*:p<0.01、n.s.; not significant 

 

図3-2 
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図3-3. 内在性Sall4 ASncRNA発現の誘導的な低下によるNanog,Oct4,Sox2の遺伝子

発現への影響 

(A),(B),(C)マスター転写因子(Nanog,Oct4,Sox2)の発現解析を行った。Wtは野生型ES

細胞を示し、I.E.1-2はempty vectorを導入したES細胞を示す。I.D.1-3は誘導型内

在性Sall4 ASncRNAノックダウンコンストラクトを導入したES細胞を示す。-;Dox無

添加、+;Dox 添加を示す。縦軸はβ-actin に対する相対的な各遺伝子の mRNA の発現

量を示す。解析結果はMeans±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01、n.s.; not 

significant 

 

 

 

 

図3-3 
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図3-4. 内在性Sall4 ASncRNA発現ノックダウンTgマウスの樹立 

(A)サザンブロッティング法によるファウンダーのスクリーニングを行った。誘導型内

在性 Sall4 ASncRNA ノックダウンコンストラクトを導入したファウンダーは 8 匹

(#2,#8,#9,#11,#18,#19,#26,#29)得ることができた。M;1 kb ladder、Wt;野生型マウ

ス、C1;ポジティブコントロール（トランスジーン1コピーの量に調整）を示す。 

(B)ファウンダーのトランスジーンのコピー数および multiple intergration sites

の確認、germline transmission の確認を行った。ファウンダーのトランスジーンの

コピー数は、C1のポジティブコントロールのバンドの濃さから算出した数値を示した。

サザンブロッティング法で検出されたバンドの位置から、multiple integration sites

の有無を示した(-;無、+;有)。germline transmission は、次世代を作出後、ジェノ

タイピングによりファウンダーの生殖系列への移行を確認した(○;生殖系列への移行

が確認されたライン、×;生殖系列への移行が確認できなかったライン)。 

 

図3-4 
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図3-5.内在性Sall4 ASncRNAノックダウンTgマウスの表現型 

(A)内在性Sall4 ASncRNAノックダウン7.5 dpcの胎仔の内在性Sall4 ASncRNA発現解

析を行った。Wtは野生型マウスを示し、TgはファウンダーNo.19のF1を示す。Dox-;Dox

無添加、Dox+;Dox添加を示す。縦軸はβ-actinに対する相対的な内在性Sall4 ASncRNA

の発現量を示す。解析結果はMeans±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01 

(B)内在性Sall4 ASncRNAノックダウン7.5 dpcの胎仔の形態観察を行った。Wtは野生型

マウスを示し、TgはファウンダーNo.19のF1を示す。Dox+;Dox添加を示す。 

(C)内在性Sall4 ASncRNAノックダウン7.5 dpcの胎仔をHE染色し、形態観察を行った。

Wtは7.5 dpcの野生型マウスを示し、TgはファウンダーNo.19の7.5 dpcのF1を示す。

Dox+;Dox添加を示す。Bar;200 μm。 

(D)内在性Sall4 ASncRNAノックダウン10.5 dpcの胎仔の形態観察を行った。Wtは野生

型マウスを示し、TgはファウンダーNo.19のF1を示す。Dox-;Dox無添加、Dox+;Dox添加

を示す。Bar;1 mm。 

図3-5 
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図3-6. Tgマウスの5.5 dpcおよび7.5dpc胎仔の中胚葉におけるSall4 mRNA発現 

(A)内在性Sall4 ASncRNAノックダウン5.5 dpcの胎仔における、in situ ハイブリダイ

ゼーションを行った。Wtは野生型マウスを示し、TgはファウンダーNo.19のF1を示す。

Dox+;Dox添加、ASncRNA;内在性Sall4 ASncRNA、mRNA;Sall4 mRNAを示す。青く染色さ

れた部位(黒い矢頭)が発現していることを示す。 

(B)内在性Sall4 ASncRNAノックダウン7.5 dpcの胎仔における、in situ ハイブリダ

イゼーションを行った。Wtは野生型マウスを示し、TgはファウンダーNo.19のF1を示

す。Dox+;Dox 添加、ASncRNA;内在性 Sall4 ASncRNA、mRNA;Sall4 mRNA を示す。黒い

矢頭で示した部位は中胚葉を示し、青く染色された部位が発現していることを示す。 

図3-6 
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図3-7. Tgマウス由来ES細胞の形態および未分化マーカー遺伝子の発現 

Tgマウス由来のES細胞の樹立を行った。(A)フィーダー細胞上で培養を開始した3.5

日目の胚盤胞の形態(青い矢頭)。(B)胚盤胞の培養5日目に透明体（黒い矢頭）から抜

け出た内部細胞塊の形態（黄色い矢頭）。（C）内部細胞塊を単一細胞に分離し、継代後

10日目に形成されたES細胞様コロニーの形態(赤い矢頭)。(D)ES細胞様コロニーを単

一細胞に分離し、継代後1日目のES細胞様形態。(E)ES細胞様コロニーを単一細胞に

分離し、ES様細胞を増殖後、継代後2日目のES細胞様形態。(F)ほとんどのES様細

胞にアルカリフォスファターゼ活性が検出された。(G)フィーダー細胞とは明瞭に区別

され、アルカリフォスファターゼ活性を示すES様細胞。(H)蛍光免疫染色により、ES

様細胞でSSEA-1陽性が示された。(I)蛍光免疫染色により、ES様細胞でOct-4陽性が

示された。なお、図中のスケールバーの長さは200μmを示す。 

図3-7 
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図3-8. Tgマウス由来ES細胞の内在性Sall4 ASncRNA発現を誘導的に低下させたTgマウ

ス由来ES細胞のSall4 T-DMRのDNAメチル化パターンへの影響 

Sall4のT-DMR（ promoter T-DMR ）のDNAメチル化状態を示す。promoter T-DMR(-1507 

bp～-1000 bp)の転写開始点上流に位置するCpGのメチル化状態をバイサルファイトシ

ークエンシング法により解析した。図中のReagionⅠはpromoter T-DMRを示す。すべ

ての組織とも10クローン解析し、メチル化率を算出した。ESは野生型ES細胞を示し、

1は野生型のTg由来ES細胞を示す。5,6はTg由来ES細胞を示す。Dox-;Dox無添加、

Dox+;Dox添加を示す。chr2は第2染色体、●はメチル化シトシン、○は非メチル化シ

トシンを示す。

図3-8 
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図3-9. Tgマウス由来ES細胞の内在性Sall4 ASncRNA発現を誘導的に低下させたSall4 

mRNA発現およびES細胞数、マスター転写因子の発現への影響 

(A),(B)内在性Sall4 ASncRNAおよびSall4 mRNAの発現解析を行った。ESは野生型ES

細胞を示し、1は野生型のTg由来ES細胞を示す。5,6はTg由来ES細胞を示す。-;Dox

無添加、+;Dox添加を示す。縦軸はβ-actinに対する相対的なSall4 mRNAまたは内在

性Sall4 ASncRNAの発現量を示す。解析結果はMeans±SEで示した。各群n=3で行っ

た。*:p<0.01、n.s.; not significant  

(C)ES細胞の増殖能を解析した。ESは野生型ES細胞を示し、1は野生型のTg由来ES

細胞を示す。5,6はTg由来ES細胞を示す。-;Dox無添加、+;Dox添加を示す。縦軸は

培養終了時の細胞数を示す。解析結果は Means±SE で示した。各群 n=3 で行った。

*:p<0.01、n.s.; not significant 

図3-9 
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(D),(E),(F)マスター転写因子(Nanog,Oct4,Sox2)の発現解析を行った。ESは野生型ES

細胞を示し、1は野生型のTg由来ES細胞を示す。5,6はTg由来ES細胞を示す。-;Dox

無添加、+;Dox 添加を示す。縦軸はβ-actin に対する相対的な各遺伝子の mRNA の発

現量を示す。解析結果はMeans±SEで示した。各群n=3で行った。*:p<0.01、n.s.; not 

significant 
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総括 

 

本研究での最も重要な発見は、タンパクをコードする遺伝子の転写調節領域に

T-DMR の DNA メチル化を制御する可能性のある ASncRNA を持つものが多数あり、少な

くともそのうちの一部は ASncRNA の標的 T-DMR の DNA メチル化制御を介して細胞分

化・病態発症等の生体での機能に重要である、という点にある。これまでにゲノム全

域を対象としたDNAメチル化解析により、様々な組織や主要幹細胞のDNAメチル化プ

ロファイルが明らかにされてきた(Yagi S et al. 2008; Sato S et al. 2010)。その

結果、転写調節領域のT-DMR はゲノム上広範囲に存在し、様々な組織で広範な機能に

関わる遺伝子を制御していることが明らかとなった(Yagi S et al. 2008)。一方で転

写調節領域の内在性 ASncRNA により DNA メチル化状態が制御されるものは、Sphk1 等

のごく少数の遺伝子についてしか報告がなかった(Imamura T et al. 2004; Tomikawa J 

et al. 2011)。これに対して本研究では、転写調節領域の内在性ASncRNAで T-DMRの

DNA メチル化制御に関与する可能性のあるものに絞って解析した。その結果、転写物

として登録されていなかったものも含めて、多数のASncRNA を同定できたことから、

転写調節領域の内在性 ASncRNA による DNA メチル化制御は、Sphk1 などの限られた遺

伝子での特殊な例ではないと考えられる。よって、同じゲノムDNA配列とDNAメチル

化酵素を用いているにもかかわらず、組織・細胞種特異的に発現する内在性 ASncRNA

によりDNAメチル化制御が行なわれることは、生体での広範な遺伝子のT-DMR形成に

関わる一般的なメカニズムであることが示された。 

 

本研究では、ES細胞および発生中胎仔でSall4 ASncRNAがT-DMRの脱メチル化状態

の維持を通してSall4遺伝子の活性化状態を制御していることを明らかにした。Sall4

を例として細胞や個体組織でT-DMRのDNAメチル化パターンを改変(エピジェネティッ

ク改変)することで発生異常を誘導できたことから、遺伝子破壊（導入）とは違う次元
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で、ゲノムにコードされる内在性の遺伝子についての発現制御機構を操作できる技術

的な証明になったと考えられる。このことにより、内在性ASncRNA を持ち、発生や細

胞系譜決定に重要な遺伝子について、標的遺伝子の内在性ASncRNA 量を操作すること

で、再生医療用の有用細胞の分化誘導や食肉の高品質化につながるエピジェネティッ

ク育種、個体でのエピジェネティック異常の積極的な誘導による病態モデル動物作製

につながる可能性が浮上してくる。 

 

 第一章では、胚性幹細胞であるES細胞の多分化能維持および細胞分化、個体形成に

重要な遺伝子群に注目し、内在性ASncRNAを探索した。まず、ES細胞で特異的に低DNA

メチル化状態にある遺伝子領域情報を基に、Sox2遺伝子およびNanog遺伝子領域を探

索し、それぞれの遺伝子領域に内在性 ASncRNA を発見した。これらの内在性 ASncRNA

はセンス mRNA の発現が高い ES 細胞で発現しており、13.5 dpc では発現が低いこと、

また、それぞれに複数の終止コドンが見られることなどを確認した。過去に報告され

ていたSphk1遺伝子領域の内在性ASncRNAは、Sphk1遺伝子（センスRNA）が発現して

いるアリルでは発現が抑制されており、一連の研究からDNAメチル化を誘導している

とされている。ところが、Sox2遺伝子およびNanog遺伝子領域の内在性ASncRNAは逆

の発現様式を示していることになるため、これらの内在性ASncRNA は、脱メチル化を

誘導している可能性が考えられた。本章ではさらにES細胞と分化系としての神経前駆

細胞塊(Nsph)の比較から、さらに 6 遺伝子(Gli3, Foxj2, Yy1, Rfx1, Dlx4, Sall4)

の遺伝子領域にも、発現パターンから推測して脱メチル化の誘導に促進的に作用する

可能性がある内在性ASncRNAを発見した。 

 

 第二章では、上記の内在性ASncRNAのうち、ES細胞の多分化能維持に重要なSall4

遺伝子領域の内在性ASncRNAに焦点をあて研究を進めた。Sall4はES細胞の多分化能

維持および増殖に関与する転写因子である。まず、Sall4 mRNA を発現する ES 細胞と
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抑制された栄養膜幹（TS）細胞との比較解析から、内在性Sall4 ASncRNAはES細胞で

高発現していることが示された。また、ES細胞ではSall4遺伝子の5'上流およびイン

トロン1に存在するT-DMRは低メチル化を示し、逆にTS細胞では高メチル化であるこ

とも明らかになった。並行して、内在性Sall4 ASncRNA の全長解析を試みたところ、

Sall4 遺伝子領域の内在性 ASncRNA は、転写物としての登録データよりさらに長く、

Sall4 遺伝子領域の上流に存在するT-DMR に重複していることや終止コドンの出現頻

度が高くタンパク質をコードしていないこと、さらに、poly (A) が付加されていない

ことも示された。内在性ASncRNA が脱メチル化に関与するとすれば、発現を抑制する

ことで高メチル化を誘導できるはずである。そこで、ES 細胞における RNAi による内

在性 ASncRNA のノックダウンを行ったところ、Sall4 遺伝子領域での特異的な高メチ

ル化を誘導し、それに伴ってSall4 mRNA およびタンパクの発現が低下した。さらに、

ES細胞の多分化能維持にも影響を与えることを明らかにした。一方、内在性ASncRNA

の機能としては、lincRNA などの他の ncRNA のように広範囲なゲノム領域での遺伝子

不活性化も考えられたが、内在性Sall4 ASncRNAをノックダウンしてもSall4近傍の

遺伝子発現や、同じSallファミリーに属するSall1、3のT-DMRのメチル化状態には

影響がなかったことから、内在性Sall4 ASncRNAは標的遺伝子であるSall4特異的な

DNAメチル化を介した制御に重要である。Dicer欠損ES細胞では、内在性Sall4 ASncRNA

の発現に変化が認められなかったことから、Dicer による siRNA の生成とも異なるこ

とが示された。つまり、ES細胞内の内在性Sall4 ASncRNAは、これまでによく研究さ

れてきた lincRNA や短い二本鎖 RNA とは異なるメカニズムで働き、Sall4 T-DMR 特異

的に低メチル化を維持していることが示された。 

 

 第三章は、内在性Sall4 ASncRNAを標的とした誘導型shRNAコンストラクトの導入

によるトランスジェニック(Tg)マウスモデルの作製である。まず、マウス初期胚の内

在性Sall4 ASncRNA の発現をノックダウンさせると、胚盤胞期胚への発生遅延など、
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先に報告されているSall4 null 型欠損胚に類似した異常が観察された。さらに、誘

導型の内在性Sall4 ASncRNA KD Tgマウス8系統の樹立に成功した。Sall4 ASncRNA KD 

Tgマウスでは、顕著な形態異常が観察された。また、Tgマウス由来ES細胞では、Dox

による内在性 Sall4 ASncRNA のノックダウンに伴って Sall4 遺伝子転写調節領域の

T-DMRのメチル化が亢進し、Sall4 mRNAの発現低下やES細胞の多分化能維持や細胞

増殖へ影響を及ぼすことを明らかにした。以上より、初期胚での内在性Sall4 ASncRNA

のノックダウンでは、胚盤胞期胚の内部細胞塊においてSall4 T-DMRのメチル化が亢

進することでSall4 mRNA の発現が低下し、胚盤胞期胚の発生に影響を及ぼしたこと

が考えられた。また、第三章で作製した誘導型内在性 Sall4 ASncRNA ノックダウン

Tgマウスの器官形成時期にあたる5.5 dpc、7.5 dpc、10.5 dpcでは、Doxによる内

在性 Sall4 ASncRNA のノックダウンによって、Sall4 mRNA の低下に伴い、個体形成

異常が観察された。これらのことから、胎仔での内在性Sall4 ASncRNAのノックダウ

ンによって、Sall4遺伝子転写調節領域のT-DMRのメチル化が亢進し、胎仔のSall4 

mRNA の発現が抑制されたために胎仔の発生へ影響を及ぼしたことが考えられた。つ

まり、初期胚や胎仔の内在性Sall4 ASncRNAは、Sall4 T-DMRのDNAメチル化を低メ

チル化に維持していることが強く示唆された。 

 

本研究の結果からは、様々な遺伝子のT-DMR 領域には脱メチル化を誘導あるいは維持

している内在性ASncRNA が存在し、発生制御や細胞分化の基盤になっていることを示

唆している。また、これらの内在性ASncRNAの発現を人為的に促進・抑制することで、

エピジェネティック異常による病態モデル動物の樹立が可能なことが示唆された。ま

た、内在性ASncRNA を利用したエピジェネティクスの将来的な応用として、特定細胞

への分化や幹細胞の未分化能維持に重要な遺伝子についての内在性ASncRNA の強制発

現または発現低下によるエピジェネティクス改変によって、積極的なエピジェネティ

ック異常の誘導による病態モデル動物樹立や細胞系譜決定マスター遺伝子のエピゲノ
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ム改変による特定の有用細胞分化系の確立への可能性が考えられる。たとえば、幹細

胞誘導維持のマスター遺伝子をターゲットとした誘導性多能性幹細胞（iPS 細胞）の

新規樹立法や、逆に分化誘導系の確立が上げられる。食肉産業においても、生産量や

肉質は筋肉と脂肪の増殖・分化をエピジェネティックに制御することでも向上させる

ことができる可能性が考えられる。一方で、近年社会問題化している二型糖尿病など

の生活習慣病や心不全・腎不全などの慢性組織機能不全では、塩基配列の不可逆な変

異ではなく、エピジェネティック異常の蓄積により長い時間をかけて発症に至ること

が示唆されている。エピゲノム改変をこれら生活習慣病や慢性組織機能不全の原因遺

伝子に用いることで、実際の発症形態により近い疾患モデル動物の作出につながると

も考えられる。以上、細胞分化・個体発生・病態発症に重要な遺伝子のエピゲノム改

変技術を確立することで、今までにない新しい有用細胞やモデル動物樹立につながり、

農学、医科学研究の発展へ大きく貢献すると期待できる。 
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論文題目 非コード・アンチセンスRNAによる標的遺伝子 

特異的エピジェネティック制御に関する研究 

 

緒言 

遺伝子領域には細胞の種類によって DNA のメチル化状態が異なる領域、つまり組

織・細胞種依存的メチル化可変領域（tissue-dependent and differentially 

methylated region: T-DMR）が存在する。これまでに、多くの遺伝子が組織特異的に

メチル化されうる領域(T-DMR)を持ち、それらが組織・細胞種に依存した遺伝子発現に

寄与していることが明らかになっている。T-DMR のメチル化パターンが組織・細胞種

特異的に形成される機構については、今後明らかにする必要のある課題である。DNA

メチル化やヒストン修飾系には、それぞれに対応する酵素（DNA メチル化転移酵素、

ヒストンアセチル化酵素等）が存在している。DNA脱メチル化に関しては、単独のDNA

脱メチル化酵素の存在は未だ確認されていないものの、ゲノム修復系酵素と共役した

DNA 脱メチル化機構について報告されている。さて、ゲノム全域の制御系としては、

ゲノム上に多数存在する繰り返し配列に由来するsiRNAやpiRNAなどのncRNAの作用

によりエピジェネティック制御が成立するが、ゲノム領域特異的に限定されたDNAの

メチル化・脱メチル化の制御系としては、領域特異的に作用する因子について明らか

にする必要がある。 

T-DMR のメチル化制御では、Sphk1 遺伝子領域の内在性 ASncRNA(Khps1)が T-DMR の
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メチル化を誘導していることが示唆されている。Khps1は、Sphk1のT-DMRにオーバー

ラップする形でmRNAとは逆のアンチセンス方向へ転写され、Sphk1遺伝子が発現して

いるアリルでは発現せず、逆に、Sphk1 遺伝子が発現していないアリルで発現する。

すなわち、Khps1 が T-DMR のメチル化を誘導していると考えられる。一方で、Khps1

の一部の領域を培養細胞内で人為的に過剰発現させると、Sphk1 遺伝子の T-DMR は領

域特異的に脱メチル化される。つまり、内在性ASncRNA 量を人為的に変化させること

で特定のゲノム領域のDNAメチル化状況を変える事ができる可能性を示唆している。 

以上を背景として本論文は、内在性ASncRNAによる遺伝子領域T-DMRのDNA脱メチ

ル化制御に関するもので、内在性ASncRNAの探索、内在性ASncRNAによるエピジェネ

ティック制御、および内在性ASncRNAを標的とした誘導型shRNAコンストラクト導入

による個体レベルの研究による以下の三章から構成されている。 

 

第一章 T-DMRのDNAメチル化制御に関与する内在性ASncRNA候補の探索 

第一章では、胚性幹細胞であるES細胞の多分化能維持や細胞分化および個体形成に

重要な遺伝子群に注目し、内在性ASncRNAの探索を行った。まず、ES細胞で特異的に

低DNAメチル化状態にある遺伝子領域情報を基に、Sox2遺伝子およびNanog遺伝子領

域を探索し、それぞれの遺伝子領域に内在性 ASncRNA を発見した。これらの内在性

ASncRNAはセンスmRNAの発現が高いES細胞で発現しており、13.5日胚では発現が低

いこと、また、それぞれに複数の終止コドンが見られることなどを確認した。過去に

報告されていたSphk1遺伝子領域の内在性ASncRNAは、Sphk1遺伝子（センスRNA）が

発現しているアリルでは発現が抑制されており、一連の研究からDNAメチル化を誘導

していると考えられる。ところが、Sox2 遺伝子および Nanog 遺伝子領域の内在性

ASncRNA は逆の発現様式を示していることになるため、これらの内在性 ASncRNA は、

脱メチル化を誘導している可能性が考えられた。本章ではさらにES細胞と分化系とし

ての神経前駆細胞塊(Nsph)の比較から、さらに6遺伝子(Gli3, Foxj2, Yy1, Rfx1, Dlx4, 
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Sall4)の遺伝子領域にも、発現パターンから推測して脱メチル化の誘導に促進的に作

用する可能性がある内在性ASncRNAを発見した。 

 

第二章 培養細胞系を用いたSall4領域の内在性ASncRNAによる遺伝子制御 

第一章で同定した内在性ASncRNAを持つ遺伝子のうち、Sall4はES細胞の多分化能

維持および増殖に関与する。そこで、ES細胞を用い内在性Sall4 ASncRNAのDNAメチ

ル化制御について検討した。まず、Sall4 mRNAを強発現するES細胞とSall4 mRNAを

ほとんど発現しない栄養膜幹（TS）細胞とのメチル化状態の比較から、Sall4 遺伝子

の転写調節領域上流およびイントロン1の2カ所にES細胞で低メチル化状態のT-DMR

を同定した。また、内在性 Sall4 ASncRNA の全長解析を試みたところ、Sall4 遺伝子

領域の内在性 ASncRNA は、転写物として登録されたものよりさらに長く、Sall4 遺伝

子領域の上流に存在するT-DMR と重複していることや終止コドンの出現頻度が高くタ

ンパク質をコードしていないこと、さらに、poly (A)が付加されていないことも示さ

れた。内在性ASncRNA が脱メチル化に関与するとすれば、発現を抑制することで高メ

チル化を誘導できるはずである。そこで、ES細胞におけるRNAiによる内在性ASncRNA

のノックダウンを行ったところ、Sall4遺伝子領域での特異的な高メチル化を誘導し、

それに伴って Sall4 mRNA およびタンパクの発現が低下した。さらに、ES 細胞の多分

化能維持にも影響を与えることを明らかにした。内在性Sall4 ASncRNA をノックダウ

ンした細胞でも、Sall4 近傍の遺伝子発現や同じ Sall ファミリーに属する Sall1、3

のT-DMRのメチル化状態には影響がなかったことから、内在性Sall4 ASncRNAは標的

遺伝子であるSall4特異的なDNAメチル化を介した制御に重要である。Dicer欠損ES

細胞では、内在性Sall4 ASncRNAの発現に変化が認められなかったことから、ES細胞

内の内在性Sall4 ASncRNAは、これまでによく研究されてきたlincRNAや短い二本鎖

RNAとは異なるメカニズムで働き、Sall4 T-DMR特異的に低メチル化を維持しているこ

とが示された。 
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第三章 Sall4領域に存在する内在性ASncRNAを標的にしたinducible shRNAのTgマ

ウス作製 

第三章では、内在性Sall4 ASncRNAを標的とした誘導型shRNAコンストラクトの導

入によるトランスジェニック(Tg)マウスモデルを作製した。まず、内在性 Sall4 

ASncRNA が実際に生体で機能しているかどうかを解析するために、培養下のマウス初

期胚において内在性Sall4 ASncRNA のノックダウンを試みた。その結果、胚盤胞期胚

への発生が遅延し、Sall4 Null型欠損胚に類似した異常が観察された。さらに、第三

章で作製した誘導型内在性Sall4 ASncRNA Tgマウスを用い、母体で発生中の胎仔にお

いて内在性Sall4 ASncRNAのノックダウンしたところ、Sall4 mRNAの発現低下に伴う

顕著な形態異常が観察された。また、Tg マウス由来 ES 細胞の内在性 Sall4 ASncRNA

のノックダウンにより、Sall4 T-DMR のメチル化が亢進する傾向を示した。これらの

結果を合わせて考えると、内在性Sall4 ASncRNA は生体である初期胚および器官形成

期胎仔の発生において、Sall4 T-DMR の低メチル化を維持することで Sall4 遺伝子の

発現に必須であることから、個体発生に重要であることが強く示唆された。 

 

総括 

本研究により、内在性Sall4 ASncRNAは転写調節領域内T-DMRの低メチル化状態を

維持することで生体でのSall4 mRNA発現および個体発生に重要であることが初めて明

らかになった。本研究ではSall4 以外にも T-DMRのDNAメチル化状態を制御する可能

性のある内在性ASncRNAを多数同定できた。内在性ASncRNAによる標的遺伝子特異的

なエピジェネティック制御が多くの遺伝子のT-DMR での遺伝子発現制御に重要であり、

発生や個体形成に必須であると考えられる。本研究の結果を基に、ASncRNA の強制発

現または発現低下によるエピジェネティクス改変を介した積極的なエピジェネティッ

ク異常の誘導による病態モデル動物樹立や、細胞系譜決定マスター遺伝子のエピゲノ

ム改変による幹細胞や神経細胞などの有用細胞分化系確立の応用が考えられる。
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