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研究成果の概要（和文）：近年，細胞核内では転写マシナリーが活性化している領域と不活性化している領域とが存在
し，遺伝子が適切な場所に配置されることで，発現が制御されることが明らかになっているが，実際にどのような分子
が染色体ゲノムの核内配置や相互作用に関わり，遺伝子発現を制御しているのか，明らかにされていない。そこで，我
々はプラダーウィリ症候群やアンジェルマン症候群の発症に寄与する15q11-q13領域に着目し，15q11-q13領域の遺伝子
発現やクロマチンを制御する分子の同定を試みた。その結果，15q11-q13領域のクロマチン動態を司る分子として，メ
チル化CpG結合タンパク質の可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：The PWS/AS imprinted gene cluster on human chromosome 15q11-q13 spans ~4Mb region 
that includes several protein-coding genes and the 450kb long UBE3A-ATS lncRNA. UBE3A-ATS is expressed 
from its unmethylated CpG island promoter contained in the defined ICR on the paternal chromosome. 
Despite the fact that PWS-IC is known to be necessary for the coordinately controlled gene expression of 
15q11-q13 imprinted domain, the mechanism by which it act and how it influence to the several 
protein-coding genes over long distance, is unknown. In order to define the precise long-range gene 
regulation of 15q11-q13, we examined shRNA-based knockdown experiments by using the human/mouse hybrid 
cells which is containing a single human chromosome of identified parental origin. Our results support 
the idea that Methyl-CpG binding proteinsuch as MeCP2, Mbd1 have an essential role for long-range gene 
regulation of 15q11-q13.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 15q11-q13 領域はゲノム刷り込み遺伝子が
クラスターを形成して存在している領域で
あり，その刷り込み遺伝子の発現異常により
プラダーウィリ症候群やアンジェルマン症
候群を発症する。また，15q11-q13 領域の重
複は自閉症患者や統合失調症患者で数多く
報告されている。我々は，これまでに
15q11-q13 領域における精神発達障害の発症
機序の解明に取り組み，15q11-q13 領域の遺
伝子発現制御には核内における遺伝子の配
置が重要な意味を持っていることを見出し
てきた。近年，細胞核内では転写マシナリー
が活性化している領域と不活性化している
領域とが存在し，遺伝子が適切な場所に配置
されることで，発現が制御されることが明ら
かになっているが，実際にどのような分子が
染色体ゲノムの核内配置や相互作用に関わ
り，遺伝子発現を制御しているのか，明らか
にされていない。これまでに，CTCF, コヒー
シン蛋白質がインスレーター活性を有し，ク
ロマチンループ形成を介したローカルな染
色体ドメインの構築に重要であることは知
られているが，15q11-q13 領域におけるクロ
マチン動態を司る分子は，未だ明らかにされ
ていない。 
２．研究の目的 
 我々は 15q11-q13領域のゲノム刷り込み遺
伝子クラスターの複雑な遺伝子発現制御を
モデルに，15q11-q13 領域のクロマチン動態
を司る分子の同定を試みる。これまでの研究
から，細胞核内では転写マシナリーが活性化
している領域と不活性化している領域とが
存在し，遺伝子が適切な場所に配置されるこ
とで，発現が制御されることが明らかになっ
ている。しかし，実際にどのような分子が染
色体ゲノムの核内配置や相互作用に関わり，
遺伝子発現を制御しているのか，未だ明らか
にされていない。そこで本研究では，ヒト
shRNA 発現レトロウイルスライブラリーを使
用し，我々がこれまでに明らかにしてきた①
「PWS-IC 領域とシス相互作用」と②「染色体
ペアリング」といったクロマチン動態を指標
にスクリーニングを行うことで，15q11-q13
領域のクロマチン動態を司る分子の同定を
試みる。 
３．研究の方法 
 神経細胞特異的なクロマチンダイナミク
スを司る分子を同定するため，ヒト shRNA 発
現ベクターをヒト神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞
にトランスフェクションし，DNA-FISH 解析に
より①「PWS-IC 領域と CHRNA7 領域のシス相
互作用」と②「GABRB3 遺伝子座における染色
体ペアリング」を指標にスクリーニングを行
う。ヒトshRNA発現ベクターライブラリーは，
ゲノムネットワークプロジェクト「ヒト全遺
伝子レトロウイルス型siRNAライブラリー構
築」の成果に基づくライブラリーから「転写
活性に重要な遺伝子」1,340 個を抽出し使用
する。一次スクリーニングとして，10 個の

shRNA 発現ベクタープールをトランスフェク
ションさせ，DNA-FISH 解析により，クロマチ
ン動態に変化のあるものを抽出する。その上
で，二次スクリーニングを行い，15q11-q13
領域のクロマチンダイナミクスを司る分子
を同定する。また，15q11-q13 領域の SNRPN
〜UBE3A 遺伝子領域は，父方アレル特異的な
クロマチンの脱凝集を呈するが，未だその分
子基盤は明らかにされていない。そこで，同
様にマウスshRNA発現ベクターをトランスフ
ェクションさせた F12 細胞（親由来の明らか
なヒト 15 番染色体を含む）において，SNRPN
〜UBE3A 領域をカバーする BAC Clone をプロ
ーブにし DNA-FISH 解析を行い，父方アレル
特異的なクロマチン脱凝集に必須の因子を
明らかにする。 
４．研究成果 
 我々はこれまでにヒト染色体工学技術を
用いて PWS-IC を欠失させた改変母方 15番染
色体および改変父方 15 番染色体の構築に成
功した。構築した PWS-IC 欠失染色体で，
15q11-q13 領域の遺伝子発現を qRT-PCR 法で
解析したところ，父方特異的な MAGEL2 遺伝
子の発現低下が認められた。そこで，
DNA-FISH法により15q11-q13領域のクロマチ
ン動態を詳細に解析することで，MAGEL2 遺伝
子の発現低下を引き起こしたクロマチン動
態を明らかにすることとした。その結果，父
方アレル特異的なクロマチン脱凝集は
PWS-IC を欠失したにも関わらずクロマチン
脱凝集状態を維持していた。一方，PWS-IC 欠
失母方染色体では異所的にクロマチン脱凝
集が起こっていた。このことから，15q11-q13
領域のクロマチン動態を司る分子として，メ
チル化CpG結合タンパク質の可能性が強く示
唆された。そこで，MeCP2 や MBD1 などのメチ
ル化 CpG結合タンパク質に対する shRNA 発現
ベクターをトランスフェクションさせた F12
細胞（親由来の明らかなヒト 15 番染色体を
含む）において，SNRPN〜UBE3A 領域をカバー
する BAC Clone をプローブにし DNA-FISH 解
析を行い，父方アレル特異的なクロマチン脱
凝集にメチル化CpG結合タンパク質が寄与す
るかについて検討した。さらに，15 番染色体
テリトリーと MAGEL2 遺伝子座の相関関係に
ついて解析したところ，発現している MAGEL2
遺伝子座は 15 番染色体テリトリーの外側に
ループアウトし，発現していない MAGEL2 遺
伝子座は 15 番染色体テリトリーの内側にあ
ることが明らかとなった。このように，本研
究では PWS-IC 欠失母方染色体において異所
的にクロマチン脱凝集が生じたことから，
MeCP2 などのメチル化 CpG を認識する分子が
正常母方アレルにおけるコンパクトなクロ
マチン状態の維持に重要であることが示さ
れた。一方，父方 PWS-IC が 1Mb 離れた MAGEL2
遺伝子座の核内配置をコントロールしてい
る事実は大変興味深く，今後 15ｑ11-ｑ13 領
域のクロマチン状態の形成・維持に関わる因
子を同定すると共に，MeCP2 を介した遺伝子



発現制御機構を明らかにする。さらに，レッ
ト症候群や自閉症といった発達障害の治療
のターゲットとなる分子の同定を試みると
共に，治療法の開発へ発展させる。 
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