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要旨 

 培養真核細胞や生物体での導入遺伝子の発現には、エピジェネティックな効果に

よる不安定な低発現性やクローン間の高い変異率など課題が多い。  

 

 このエピジェネティックな効果を軽減するため MARなどのエピジェネティックな調節

系の活用が有望と考えられる。そこで、既知 MARの徹底解析から導入遺伝子発現

の向上に関わる配列モチーフの同定を行なった。  

 

 バイオインフォマティクスによる解析の結果、これらのモチーフは、湾曲した DNA構

造とそれに伴うヌクレオソームの特定場所への配置と転写因子への結合性を示し

た。 

 

 これらの観察を元にヒトゲノム中の MARを割り出し、それら配列をクローニングした。

その結果、培養細胞での発現増強効果のみならずマウスにおいて高効率で持続可

能な導入遺伝子の発現を確認した。 
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【背景・概要】 

 

１．技術課題  

蛋白質発現の変動要因のひとつとして、DNAパッケージングによる抑制的クロマチン構造への変

化というエピジェネティックな事象並びに核内の染色体の組織化に由来するトポロジカルな制限が

挙げられる1。 

２．MAR概要 

クロマチンは50-200kbの染色体ループに折りたたまれ、そのループの根元部分で核マトリックスに

付着している。このアンカー部分のDNA領域はSAR、MARなどと命名され、DNA複製や遺伝子発

現の調節に関与していることが知られている2,3； 

1) 複製開始点が多くの真核生物ゲノムのMARに特定されており4、エピソームに目的遺伝子と一

緒にMARを配置した場合、その複製が促進5。  

2) MARは細胞遺伝子の差次的発現に関連する6。 

3) これらのことから、MARをプロモータおよびエンハサー領域に隣接して配置すれば導入遺伝

子の発現増強とクローン間変異の抑制を期待できる7。 

4) MARは、SATB1、NMP4あるいはCTCFなどの偏在性あるいは組織特異的転写因子と結合す

る8-10。これらの蛋白質は、染色体のヘテロクロマチン領域を取り囲む一方真正クロマチン領域

をループアウトさせるSATB1によって形成されるcage-like構造に例示されるような複雑な核蛋

白性超分子の集合を促進すると思われる9。また、MAR結合蛋白質はヒストンアセチル基転移

酵素を動員、ATP依存性クロマチン再構成複合体を形成し、それにより遺伝子発現を促進す

ると考えられる11。  

5) MARは染色体の調節ドメインの範囲を規定し、局所的なクロマチン構造を調節する蛋白質を

動員すると考えられる。ゲノム当たり50,000以上とも推定されているMARsのうち確定されてい

るものはわずか数個である2。MARの核マトリックスへの結合は植物から哺乳類まで保存されて

いるが、それらの配列は高度に多型であり、その機能は単純にある配列モチーフに負うもので

はない。このように、MARの機能は配列というよりA-Tリッチな配列のアンワインディングやアン

ペアリングに対する感受性や二重らせんの高い変性傾向など構造的特徴に関係していると言

える12,13。これらの特徴がMARsの転写活性にどのように貢献するかは依然不明である。 

 

３．研究概要；目的・成果 

個々の MARsは実験的に同定されているが、ゲノムスケールの計算化学的方法論による哺乳動物

の配列同定はなされていない。本研究では、導入遺伝子の高い発現性を支持する DNA モチーフ

群を特定し、このモチーフを豊富に含む配列をヒトゲノム全体わたり探索した。これらの配列の多く

は、既知のMARとして知られる cLysMARに比べ培養細胞およびマウス体内において持続性のあ

る高遺伝子発現を示した。このように、高度なエピジェネティックな調節を行う配列組成が大規模な

in silico ゲノム探索で同定できた。 
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【結 果】 

 

1. ニワトリリゾチーム遺伝子5’ MARの詳細分析（3,000-base-pair MAR） 

ニワトリリゾチーム遺伝子の5’端に存在するMAR（cLysMAR）を、導入遺伝子のプロモータとエン

ハンサーの上流に挿入した場合、その発現量および発現安定性が増加することを報告している
14,15。 

 本研究においては、リポータ遺伝子とし

てEGFPを用い、cLysMARの機能発現

に重要な配列領域を特定するため5’ある

いは3’から配列欠失を起こした多くの

cLysMARの機能レベルの評価をEGFP

の発光量測定により行った (図 1a)。 そ

の結果、5’端から0.6、 1.2 そして2.2 kb

近傍の3つの領域の欠失が機能低下に

関与することが明らかとなった。 

 一方、cLysMARを断片化し、元の長さ

の約半分程度につなぎ合わせその機能

を評価した実験においても欠失実験で

重要性が示唆された配列部位が機能発

現に重要であることが示された(図1b)。 

 

2. Computer-recognizable structural features of MARs 

次に導入遺伝子の発現増強に関与が電算的

に推定される配列モチーフの同定を試みた。

MARの通常みられる特徴は高AT含有量で

あることCytosineがBase-unpairing (BUR) 領

域を形成する一方の鎖に偏在することが挙げ

られる16。幾つかの単純なAT-rich な配列モ

チーフがMAR配列内に見出されるが,これら

の機能的重要性は殆ど明らかにされていな

い2。MAR配列がDNA巻き戻し配列のような

特徴のあるモチーフの様々な組み合わせか

ら構成されることが提示されており、これらの

モチーフを同定するソフト創出されている12,13。

しかしながら、これらのモチーフの分布の解

析結果はcLysMARの全領域にわたって存在

し、EGFPの発現亢進を介在する配列との明

確な相関は認められなかった(オンライン補遺

の図1 ) 。この知見は、これらソフトウエアのア

ルゴリズムはnuclear matrix attachment DNA 

領域の同定仕様に設計されており、

matrix-binding activity は必ずしも遺伝子発

現増強活性とは相関しないという事実から説

明できる17。我々は、Nucleosome positioning 

モチーフの分布がEGFP発現亢進とよく相関
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するが、Nucleosome-disfavoring モチーフが亢進活性の低い配列にまで及んでいることを見出し

た(オンライン補遺の図1)。 これらのnucleosome positioningモチーフは ヒストンコアを包み込む時、

ある曲面構造(planar curve structure)を取り易いヌクレオチドストレッチに相当しMAR活性には関

係してないと考えられてきた18。 

  ヌクレオソームアレイの予測に用いた38のアルゴリズム19のうち、三つはEGFPの発現亢進に関与

するMARの領域特定に威力を発揮した(図2a–c). これらのアルゴリズムを基に、活性MAR配列が、

湾曲性、深い主溝そして広い副溝等の性質を備えていることを予測した。また、前者より弱いが

DNAのTmの極小値と相関することを見出している(図2d)。 これらのアルゴリズムは相関予測を与

えるが、無視できない相違点もあり、相互に代替できるのものではない。例えば、(A+T)-rich 配列

は低いTm領域を予測できるが、必ずしもDNAの折れ曲がり（bending）領域を言い当てるものでな

はない。さらに、ここで規定される曲り易い構造が他のアルゴリズムで特定されるDNA巻き戻し

(unwinding) あるいは折れ曲がり(bending)モチーフと良く重ならない20。 活性MAR領域が幾つか

の転写因子結合部位と相互に関連する可能性がある21。NMP4, SATB1 およびホメオボックスタン

パク質(HoxF)などの)推定結合部位が活性MAR領域近傍に存在し、cLysMARの活性ドメインの最

小単位の枠組みを形成している（図2e)。 NMP4と SATB1についてはゲルシフトアッセイで実際の

これら領域への結合性を確認している。  

DNAの４つの構造的特徴と転写因子結合領域候補を計算した上記アルゴリズム群をひっくるめて

SMARScanと命名した。これらのアルゴリズム用のパラメータを”knownMARs”のデータベースを用

いて微調整した(オンライン補遺の方法および図１)。これにより、全ヒトゲノムに50,400のMARの存

在が推定でき, 他の方法で推定された30,000～100,000という数値の範囲内にあった12。 活性の

高いMARを探し出すため、さらに厳しい条件での探索を行ったところ1,566 の配列を同定した (オ

ンライン補遺の図2). 

新たに特定されたMARはヒトゲノム全体にわたって分布しているが、特にX染色体やY染色体の

偽常染色体領域など遺伝子リッチな領域に高頻度で見出される(図3a)。逆に、コードする遺伝子

が少なくヘテロクロマチン領域として知られる末端動原体型染色体の短腕には存在しない。ヒトの

遺伝子間の配列100種類とそれに相当するマウスのオルソログ22の配列比較を行った。 5つの異

なるオルソログ配列上に見つかった12のヒトMARのうち構造高い特徴的構造を持つ3つの配列に

対してマウスの相応するオルソログ配列が存在し、MARが種間で保存される可能性を示唆した。 

しかしながら、1,566の予測されたヒトMARのどれもマウスゲノム上に並列配置できなかったことから、

これらのMARが種を超えて保存されたとしても進化の過程で異なる配列を獲得し、それによって種

の特異性に寄与したのかもしれない。 
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図 3 

図 4 導入遺伝子の発現量と挿入部位の解析 

3. Characterization of computationally identified MARs 

組織特異的活性の問題を避けるため、計算上

高得点かつ遍在的発現で知られた遺伝子の近

傍にあることを条件に幾つかの推定MAR配列

を選んだ。 また、様々な長さのコアエレメントを

持つ配列と多様な組み合わせの転写因子結合

部位を含む配列の片方あるいは双方を含む配

列を選んだ。 染色体１ (MAR 1-6 to 1-68)から

5つ並びに染色体３とX染色体から各１つ（MAR 

3-5、 X-29）選んだ(Table 1)。これら配列をヒト

ゲノムDNAからクローン化し、EGFPの発現を促

進するSV40プロモータの上流に挿入したプラス

ミッドを作成した。 CHO細胞にトランスフェクト

し、ポロクローナルな安定発現細胞を選別した。 

図3ｂに幾つかの推定配列のマトリックス結合能

の実験結果を示した。真正なMAR配列が特定

されていることが分かる。本研究において高得

点を挙げた推定MARの多くがSMARTest や 

MARFinderで認識されている(オンライン補遺の

表１) 。 

ポリクローナル細胞集団におけるGFPの発現

はFACSで調べた。6つの新たに同定したMAR

は実質的に導入遺伝子の発現亢進活性を示し、

特にX-29は活性が高かった(図 4a)。MAR無し

でトランスフェクトした場合に比べ平均の増加率

は6.6倍であり高発現細胞では 50倍に及んだ。  

陰性対照として、あるMAR近傍のゲノム断片を

用いた。この断片は SMARScan 予測で陰性で、

導入遺伝子発現亢進能は認められなかった。 

MAR による導入遺伝子発現亢進能とマトリッ

クス結合能が高い相関性を持たないことは

MAR X-29の結果から明らかである(図 3bと 4a)。 

この結果は、マトリックス結合能は導入遺伝子

発現亢進活性の指標にならないとする以前の

報告と一致している 17。導入遺伝発現の亢進と

ともにMARは EGFP蛍光の変動係数の減少に

寄与している。これは発現の変動は近傍クロマ

チン介在の遺伝子抑制効果によるからである。

一方、MAR は一過性トランスフェクション発現

では EGFP 発現に影響を与えないため、MAR

の効果はエンハンサーエレメントによるものでは

ないと考えられる。  

ゲノム断片の 1-15 は実質的には導入遺伝子

発現亢進活性は示さなかった。Nucleosome- 

favoring DNA に相当するMARのコア配列の長さあるいは発現ベクターに挿入したゲノムDNAの

長さの比較では活性配列と非活性配列の間で際立った差異はなかった(表 1). コア配列は、AT を
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交互に含む様々な型の反復配列からなり, ATおよびTAのジヌクレオチドを平均して70%程度含ん

でいる。 一方GおよびCを含むジヌクレオチドは希少である(0.8%以下)。 機能的MARと不活性

MARのコア配列で定量的あるいは定性的な差異は認められなかった。このように単なる

(A+T)-richなコア 配列の存在だけでは遺伝子発現の亢進には不十分であり、活性の欠如は

CHOにおける組織特異的活性の欠如に由来するかあるいは何か付加的なDNAの性状が必要な

のかもしれない。 これに関連して、最も活性の高いMAR配列は HoxF, CEBP そして NMP4の結

合モチーフと同様 FAST１に対する結合モチーフを含んでいた(例として, 1-6, 1-42, 1-68, 3-5 and 

X-29), 一方中等度の活性を示す1-9や活性を示さない1-15 や NC はこのような配列を欠いてい

た(表 1)。 これらの転写因子が MARによる活性化に寄与していることを示唆している。 

単クローン集団の個々の細胞を比較すると導入遺伝子の発現は度々変動を示し、クロマチン構

造に関連したエピジェネティック効果や細胞周期に起因するといわれている 23。 他の MAR に比

べ、とりわけMAR 1-68 はクローン間の変動が少ない(図4b)。 この結果が染色体構造に起因する

か否かを決定するため導入遺伝子の染色体上の挿入部位を FISH 法で評価した。当該 MAR でト

ランスフェクトした 80 以上の細胞を解析した結果、複数の挿入事象や異常な染色体構造は認めら

れず、また特異的染色体部位を標的としていないことが示された(図 4c, d とオンライン補遺の表 3) 

しかし、蛍光強度は概して当該 MAR の場合高く、導入遺伝子数の多さが示唆された。定量的

PCR アッセイでは 3-4 倍のコピー数が確認できた 14,24。 

 

4. MAR-mediated expression of therapeutic proteins 

MAR1-68の性能を評価するためCHO細胞における抗体タンパク質の発現を試みた。H鎖とL鎖を

挿入するための別々のプラスミッドにSV40のエンハンサーとプロモータとその上流に被験MAR

（1-68あるいはcLysMAR）を挿入した。二つのプラスミッドとそれぞれ選別のためのピューロマイシ

ン耐性遺伝子を含むプラスミッドを共トランスフェクトした。300以上の抗生物質耐性のクローンを限

界希釈法で単離した。高産生株はI-68MARを用いたもので、70 pg/c/d を示した。これは

cLysMARで達成しうる最高値30 pg/c/d やMAR(-)の1–4 p/c/d を凌駕した14
(図. 5a,b)。 

1-68MARでは約30クローンあたり1クローンが30 p/c/d もしくはそれ以上の産生性を示したが、

cLysMARの場合300以上のクローン数が必要であった。 

大量分泌するクローンは、無血清培地での浮遊系培養に適応が出来、選択圧力を必要とせず

高く安定した産生能を示した。ポリクローナル細胞の培養上清から分離精製した免疫グロブリンの

質量分析は、正しいプロセッシングと翻訳後修飾が示された。培養上清の電気泳動的解析から主

産物は免疫グロブリンであり、個々のクローンの産物は同一品質の抗体が産生されていることが示

された (図5c)。 
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MAR1-68 の有効性を、エリスロポエチン導入遺伝子のin vivo発現を動かすための遺伝子スイ

ッチ系の観点から試験した。この系は、doxycycline で制御される転写レプレッサーおよびある条

件下で発現するアクティベータータンパク質からなる。アクティベータータンパク質は、導入遺伝子

の正確な制御を行うため遺伝子ネットワーク上で機能する25。Doxycycline なしではレプレッサー

はアクティベータとEPO双方の発現を阻害する。Doxycycline存在下では転写レプレッサーは不活

性になりアクティベータはEPOと正のフィードバックループにより自身の発現を亢進する。その結果 

赤血球数とヘマトクリット値の上昇を引き起こす。in vivo でマウス筋細胞にこれらのMAR有り、無し

のプラスミッドをトランスフェクトしEPOの発現をヘマトクリット値から評価した。MAR1-68を当該プロ

モータの上流に挿入した場合、doxycyclineに応答しEPO発現の亢進が認められたが、誘導無しで

は影響を受けなかった (図5d)。当該抗生剤非存在下ではMARを用いなかった系では21日後に

は不可逆的な導入遺伝子の抑制起こる(図5e)。本効果は、以前に報告したクロマチン介在のエピ

ソーマルベクターの遺伝子抑制およびトランスジェニックマウスにおけるレプレッサー制御ベクター

の不可逆的遺伝子抑制効果と一致する26,27。 MARの存在はそのような遺伝子抑制効果を阻止し、

本研究期間中１３０日間にわたり当該抗生剤の誘導能が維持され、ヘマトクリット値の上昇が認めら

れた。このように, ＭＡＲは導入遺伝子の調節を改善すること、そしてin vivoにおけるエピジェネテ

ィックな遺伝子抑制効果に対抗して高く安定した発現を介在することを示した。 

 

【考 察】 
 

MARは、どの特異的DNAモチーフにもその原因を帰することが出来ない実に様々な活性を示す。

本研究では、導入遺伝子の発現を亢進するリゾチームＭＡＲの幾つかの部位が電算的に予測され

るＤＮＡ湾曲性とヌクレオソーム位置決定部位と一致することを見出した。湾曲ＤＮＡモチーフの存

在は活性ＭＡＲ領域の良い指標ではあるが、転写能を説明するには不十分であることを示した。追

加条件として、SatB1、NMP4 そして Hox様ファミリータンパクなどの転写因子結合部位の存在の

必要性が示唆された。MARによる遺伝子発現の活性化にはDNA構造の特徴を決めるものと転写

因子の結合部位 を形成する2種類のモチーフ群が必要と推定された。ここでは、そのような条件を

満たす領域をゲノム全体にわたって計算・特定できるアルゴリズムが有用であることを示した。 

我々の研究結果は、MARの活性化能には転写因子結合部位の近傍にヌクレオソームが形成さ

れることが重要であることが示唆している。転写アクティベータの作用機作のひとつには”許容クロ

マチン構造”を調節するヒストンアセチル転移酵素を動員することが挙げられる。このようにDNA配

列の組み合わせは、以前観察したMARと他のインシュレータエレメントが段階的な過アセチル化ヌ

クレオソーム構造に対応しているという説明を提供すると考えられる28。一貫して特異的ヒストンの修

飾とヌクレオソームの位置決めはサイレントクロマチン構造の伝搬に対する歯止めになっており、染

色体挿入部位におけるエピジェノミック効果の一部緩和に役立っている。最終的に、MARの“許容

性クロマチン構造”は相同性組換えの亢進29に関わっており、培養細胞のゲノムに挿入された遺伝

子のコピー数の増加の理論的根拠をなしている。 

遺伝子発現のエピジェネティック要因による変動は、真核細胞・動物の遺伝子導入のあらゆる局

面で元来影響を与える 7。エピジェネティックな調節エレメントの利用は、現状においてはその有効

性、可用性および／または、その活性が特殊な遺伝子系あるいは細胞型にのみ有効であるため

限定的である。さらに、これら因子・配列が十分に解明されていないため操作・細工が困難である。

本研究での解析の結果、多くのエピジェネティックな調節エレメントが定義された DNA モチーフの

出現性からゲノム規模で特定出来ることを示唆し、実際新たに同定された調節エレメントが高く、安

定な組換えタンパク質（免疫グロブリン）の発現に介在することを示した。これらの効果は特殊な細

胞、遺伝子そしてプロモータに限定されておらず、MAR 含有エピソーム性ベクターを用い、マウス

生体内におけるエリスロポエチンの高効率安定発現を可能とした。このように電算的に特定した

MARは好ましからざるエピジェネティックな効果への対抗策として有用であった。 



番 号： Selexis_2007_ Aug_Nature Meth. 

分 野： MARs（新規 MAR の in silico 探索と wet chem 実証）  

 

【方 法】 

 

Identification of MARs. We performed the initial analysis of active MAR portions using the 

algorithms from the GeneExpress package originally designed to predict nucleosome positioning on 

the DNA
19

, using default parameters (http://srs6.bionet.nsc. ru/srs6). The SMARScan I program was 

assembled to automatically compute structural features of DNA using the GeneExpress algorithms 

designed to predict the melting temperature, curvature, major grove depth and minor grove width of 

the DNA. Its default parameters were optimized using the August 2003 release of the S/MARt DB 

database of MAR elements
30

. As non-MAR sequences,we used all human chromosome 22 contigs, 

considering that they should contain only a negligible proportion of MARs. We set the default 

parameter values to a bending angle above 3.202 angular degrees, a major groove depth above 

9.0025, a minor groove width above 5.2695 and a lowest melting temperature lower than 73.8 1C, 

over a sliding window of 300 nt. To identify high-scoring MARs from the human genome, we 

scanned the RefSeq contig as available from the US National Center for Biotechnology Information 

(NCBI build 36) using the more stringent DNA bending parameters set as detailed in the 

Supplementary Methods (bending angle of 4.4 angular degrees, major groove depth above 9.0025, 

minor groove width above 5.2695, melting temperature lower than 73.8 1C). SMARScan I was 

coupled to the prediction of potential transcription factor binding sites, resulting in SMARScan II. 

Transcription factor binding sites were predicted using the Transfac weight matrices as found in the 

MatInspector software package
21

 (http://www.genomatix.de/products/MatInspector/).  

Additional methods. Information on vectors, plasmid construction, gene transfer by lipid-mediated 

transfection, analysis of transfected CHO cells and in vivo electroporation of the tibialis anterior 

muscle of mice, is available in Supplementary Methods. Experiments involving animals followed 

Swiss regulations, and they were authorized by the Veterinary service of Canton de Vaud. 
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