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略語表

5･azadC: 5･aza･2.1deoxycytidine

AcH4: acetylated histone H4

Alexa: Alexa皿uor⑧

Bio･dUTP: biotin･ 16･2'･deoxyuridine･5'･triphospbate

CAF･ 1: chromatin assembly factor･ 1

CSK: cytoskeleton (buffer)

DABCO : diazabicyclooctane

DAPI: 4', 6･diamino121Phenylindole

DMEM: Dulbecco's Mo血丘ed Eagle Medium

DNA: deoxyribonucleic acid

Dig･dUTP: digoxigenein1 1 1,2'･deoxyuridine･5'･triphosphate

diMeK4H3:dimethyl･histone H3 1yslne4

Dnmt: DNA methyltransferase

FBS:fetal bovine serum

FISH:fluorescence l'D Sl'tu hybridization

HAT: histone acethyltranceferase

HDAC: histone deacetylase

HMT: histone methyltransferase

HP 1 : heterochromatin protein 1

KHB: KCl and HEPES buffer

MBD: methyl･CpG bin血ng domain protein 1

PBS: phosphate buffered saline

PFA: paraformaldehyde

RNA: ribonucleic acid

Rho: rhodamine

SDS: sodium dodecyl sulfate

SETDBl: SET domain bifurcated 1

SSC: standard saline citrate

triMeK4H3･'trimethyl･histone H3 1yslne4

triMeK9H3: trimethyl･histone H3 1yslne9
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はじめに

遺伝子の発現制御機構において､従来までのセントラルドグマによるタンパク

質発現機構では説明できなかった重要な制御機構が明らかになりつつある｡

ゲノム上で､遺伝子領域のほかはジャンクDNAとしてほとんど意味のないもの

と見なされてきたo

種の複雑さと個々の種のゲノムに含まれる遺伝子数の間には明瞭な相関がないo

しかし､タンパク質情報を含まない部分のDNA量は､複雑さとおおよそ比例し

ているようだc そこでジャンクと呼ばれていた領域が､バクテリアからヒトに

いたるまで全ての生物種の発生や特徴的な形質をコントロールしていると考え

られ始めた｡

《L:トrJ)ゲノムDNAには何が善かれているのか?》

500 10(旧 L5 00 288D 1:和0 3000

コード領域(3%)

●構造遺伝子領域(90Mb-全体の3%)

●非コード領域(810Mb-全体の27%)

遺伝子を分断するイントロン

繰り返し配列

転写調節領域､ 5l-リーダーや3'-トレーラー配列などがあるo

機能不明ものが多い→ガラクタOunk)DNAといわれる｡

●繰り返し配列(420Mb-全体の1S%)

【縦列型反復配列】短い配列が同じ領域に数千回線り返している

り~テライトDNA(セントロメア近傍に局在)

ミニり-:/J-ライトDNA(大きさが>500bp)→染色体末端に存在｡

テロメアはmGGGという配列が2000 回以上(12kbp)繰り返したミニサテライトであ

る｡

ニシー~川;-ラ1′卜DNA (大きさが500bp以下)づ染色体全体に散在｡

･ lJ,I肘-■1.1叫州｣ (UNE.〕 : (例) Ll~取1kbpD 2つのORFをもつ｡ゲノム全体の4%,
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ウ† ,i,ス逓伝子の挿入痕跡｣レトロウイルスのプロウイルスDNA (LTR)

トランスポゾン(transposons､動く遺伝子)一染色体をあちこち動き回る遺伝子

《AlⅦ配列》

制限酵素Alu Iで切断される部位を持つ全長300bpの配列で､

ゲノム全体にほぼ均一に存在｡

●非繰り返し配列(1680Mb-ゲノム全体の52%)

･遺伝子重複で生じた非機能性の偽造伝/.仲虻ndogene)

･ス--サーDNA一遺伝子間を区切っている無意味な配列
･ 応答エレメント(エンハンサーやサイレンサー配列)､領製†渦軌･J烹など

ゲノムの中には,タンパク質をコードする遺伝子だけでなく,もっと多くの役

者がいる｡

DNAのメチル化,ヒストン修飾

このようにDNA以外の因子によるタンパク発現調節機構を`ェビジェネテイク

ス(後生遺伝学)'と言う｡

生物がその遺伝情報をDNAテープに保存する前､生命はRNAとして存在して

いたと考えられているo RNAワールドと呼ばれる時代のことである｡しかし､

RNAテープは壊れやすいため, DNAテープに情報を書き換え保存し,複製す

る生き方を生物は選んだQ それが現在の生物であるc

タンパク質との違い､タンパク質-アナログ､ RNA-デジタル(配列特異的)

DNAは遺伝情報の保存媒体であり, DNAのメチル化､ヒストンの修飾は保存

場所を示すタグのようなものだと考えられる｡
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i)N:i
L/)メナ′L化,:ニ上り,i-料-!j:さ;[l_,r'l',ヒ171トンfI納■lI

DNAのメチル化

多くの真核生物ではゲノム中のCpGジヌクレオチドのシトシンの5位炭素原子

にメチル基が付加されているQ ゲノム中のCpGジヌクレオチドの60-90%が

メチル化を受けているが､多くの遺伝子のプロモーター領域にあるCG豊富な

領域(CpGアイランド)ではメチル化を受けていない｡この例外として､イン

プリンティングされる遺伝子や女性の不活性化Ⅹ染色体ではCpGアイランドが

メチル化され､転写が不活性化されているo また､癌細胞では癌抑制遺伝子の

プロモーター領域でCpGがメチル化されていることが報告されている｡

CpGアイランド以外ではCpGは強くメチル化されているo メチル化CpGは､

反復配列を多く含む-テロクロマチンやトランスポゾンに多くみられており､

ウイルスやトランスポゾンの活性化を抑えていると考えられている｡

噂乳類では5種類のDNAメチル化酵素遺伝子が単離されているが､そのうちメ

チル化酵素活性が認められているのは､ Dnmtl､ Dnmt3a､ Dnmt3bの3つで

あるo DnmtlはDNA合成期のメチル化維持に関わるもので､ DnJnt3aは腫盤

胞期以降のde no▼oメチル化を起こし､ Dnmt3bはインプリンティング遺伝子

のメチル化を起こす｡一方,脱メチル化は純粋な逆反応が起こらないので､ 5

-メチルシトシンDNAグリコシラーゼによりメチルシトシンが除去され､DNA
修復酵素によってシトシンに置き換えられる｡

メチル化CpGに結合するタンパク質として､ MeCP2､ MBDl､ MBD2､ MBD3

などが知られている｡これらがメチルCpGに結合すると､ HDACや転写コリプ

レッサーのSi皿3aと複合体を形成し,ヒストンの脱アセチル化や転写の抑制が

協調して起こるo 図1 ヒストンのメチル化とアセチル化
1メチル比さ九ていない状態 2 CpGアイランドのメチル化 3.HDACによるヒストンの脱7セチJL･it

iiノ
レ′

ア七千ル基

4日MTr=よるヒストンのメチル化 5 HPIFこよるメチル化ヒストンの汲 6.HPlの重合とヘテE)クE)マチン化

.ノノ/
ノン
ノチル毒

:.ン/
HPl
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また､ヒストンH3E9のメチル化が引き金になりDNAメチル化酵素がリクル

ートされ､ DNAメチル化が誘導されることもわかっている｡このようにエビジ

ェネティクスを担ういくつかの機構は､相互に協調し複雑なクロマチンの制御
を行っている｡

R叩IC弘iye ⊂oTTyl cよCS

R印T(三iit!d宜t3n}ゝ

図2 ヒストン修飾からDNAメチ

ル化が誘導されるモデル

ポリコ-ム群タンパク質 EZH2

(E3K27またはH3E26をメチル化

するヒストンメチルトランスフエラ

ーゼ)はDn皿tlと直接相互作用しD

NAメチル化制御を行う

上:エビジェネティツクなメチル化マ

ークの構造

EZH2がヒストンメチル化を行うc

EZH2にDn皿tSが結合するo

DNAがメチル化される｡

ヒストン修飾がPRCl(抑制に働く複

令)を引きよせ沈黙状態(サイレンシ

ング)を広げるo

下:エビジュネティツクな記憶の継承

EZH2がヒストン修飾を行う｡

Dnmtsを含むヒストン修飾を認識す

る複合体がリクルートされ複製中の

新生鎖DNAにメチル基を付加する｡

このようにしてヒストン修飾を目印

にDNAがメチル化する場所を認識

すると考えられている｡

(Emnanuelle Vlre 2006 nature)
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Sma皿RNAによる-テロクロマチンの形成

RNAi (RNA interference)は, 2本鎖RNAで誘導される塩基配列特異的な

遺伝子発現抑制である｡ 2本鎖RNAはDicerと呼ばれるRNAⅢ様酵素により

分解されて約2 2塩基の短いRNAになるoこのsma皿RNAとArgonauteタン

パクを取り込んだRISC (RNAinduced silencing complex)とよばれる複合体

が,標的のmRNAを分解する｡この分子機構は,動物だけではなく､植物でも

転写後遺伝子サイレンシング､アカバンカビではquellingとよばれる現象を起

こすcまた､ mRNAを分解するだけではなく､ mRNAと結合してタンパク質-

の翻訳をブロックして､発現を抑制する場合もあるo

iコ!,

(b)

(c)

6↓ ニ｣紗
/.?

smalIRNAs
｣∬

㌔｣コr

(d)

▼

RlSC

-:妄

nRNA degrAdath)r[

曾㊥甲(宙'"～
虹

｣L玉上_ど_
TrJLII●モrlptlor18畑loncl叩

＼

舶･ゞ･辞1

(pl

E}.'1-1凄
Block ol rrtRNA tr8I18]doll

77ZEM dI Cd物

図3 RNAi機構(Rica∫doAlmeida 2005 TRENDS in °en Biology)
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このsmal1 RNAは標的クロマチンにHMTやHDACをリクルートし､ヒスト

ンH3E9メチル化ヒストンの脱アセチル化を誘導する｡さらにヒストンH3K9

のメチル化が引き金となり､クロマチン領域のサイレンシングが誘導されるo

図4 分裂酵母における RNAi

機構によるHMTのリクルート

とSwi6 (EPlホモログ)･による

-テロクロマチンの伸長

(ThonasA 2002 SCIENCE)

例えば､分裂酵母ではRNAi関連遺伝子を欠損すると､セントロメア領域で正

常な-テロクロマチン構造を維持することができないc また､接合型領域では

新規-テロクロマチンの形成が障害されるo別の例として､ ⅩistRNAはⅩ染色

体の不活性化の開始に必要であり､ Ⅹ染色体全休を不活性化させる過程でⅩist

RNAとヒストンH3K9のメチル化がほぼ同時に拡張するoまた､テトラヒメナ

のゲノムの再編成にもsmal1RNAが関与している｡このようなs皿al1RNA-ヒ

ストン修飾-DNAメチル化という経路が､他の生物でも保存されている可能性

は十分あるo
M.i( 1,1イこざ末JrlF:什･.

ヽ

Early male

germ⊂eH

×

(/J;I

也
Meiosjs ∂Jld

sperm formatjo ＼

活 仲

しノIprJ～

｢lxn什p

yn両倍.石打ニー州_什

Repro良一amTTIIng T〟oくell female embryo LaterfenlaTe enlbryo

al ferLilization Xi5( RNA `⊂oats'Xp

図4 ついたり消えたりⅩ染色体のスイッチ(IkuhiroOknoto2005nature)

nstRNAが転写されるようになるとⅩp(父親由来x染色体:育)は不活性化するo

.9_



ヘテロクロマチンの主要な構成成分は反復配列であり､その多くはトランスポ

ゾンから派生したと考えられている｡また, RNAi類似の反応がトランスポゾン

の転写抑制にも関与している｡RNAi装置により誘起される-テロクロマチン形

成や､テトラヒメナのゲノムの再編成も,トランスポゾンに対する防御から進

化したのかもしれない｡脊椎動物における免疫システムが､トランスポゾンに

由来するDNA組換え系を逆手に利用することにより進化したのとよく似てい

るo このようなゲノムの相克という観点からクロマチン構造変換を眺めるのも

興味深い｡

図5 分裂酵母セントロメ

アにおけるsiRNAの供給

セントロメアのH3Ⅹ9メチ

ル化ヒストンに結合してい

るRITS複合体(オレンジ)

にRNA依存的RNAポリメ

ラーゼを含むRDRC複合体

(グレー)が結合しRNAを

合成する｡これがまた､ Dcr

により切断されAgoを含む

RITS複合体にとりこまれ､

Clr4 (赤)依存的にヒスト

ンに結合する｡

(Mohannad R2004 Cell)

B cmlXA叫

l

d8RNA

｡yヅ

8e〃 DNA

reFkt9

l
SydB叫It rN?tFarrmtn †qma廿on

-10-

Gen DNA

repeats

図6 上記のRITSとRDRC複

合体に RNAポリメラーゼⅡ

(育)を含むモデル図(Ⅵ∋ra

Sch)･amke 2005 nature)
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(d)
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図7 RN血機構によるヒスト

ン修飾の変換とSwi6 (EPlホモ

ログ)による-テロクロマチン

の伸長

(a) RITS複合体

(ち)活性状態のクロマチン:

ヒストンがアセチル化さ

れている｡ RITS複合体は

これを認識できない｡ヒ

ストンはHDACにより脱

アセチル化されClr4によ

りメチル化される｡

(c) Swi6はメチル化ヒストン

と結合しクロマチンの状

態を凝縮するo Rad21は

コヒ-シン複合体のサブ

ユニットであり姉妹染色

分体-の結合因子である｡

(mcardo Almeida 2 0 0 5

TRENDSinCe皿Biology)



RNA の働きとしてよく知られているものに､ mRNA tRNA rRNA

noncording small RNAなどがあり､ RNAiに関しては外来性の一本鎖である

siRNA 内在性の二本鎖であるmiRNAなどの分類がある｡また触媒として働

く RNAとしてリボザイム 非翻訳領域に存在し特定の代謝産物と結合するこ

とで自身の構造を変化させ転写･翻訳制御を行う低分子RNAリボスイッチなど

が挙げられる｡

RNAiはsiRNAのようなノックダウンのツールとしての役割の他に､生体内で

はたらくmiRNAは発生･分化の制御も担っている｡

植物においては､植物ホルモン オーキシンによる側根形成や､その他子葉形

成､背軸の決定に働くなど様々なmiRNAによる時空間的制御についての報告

が蓄積している｡

またショウジョウバエにおいてポリコ-ムタンパク質(PcG)がRNAによって

プロモーター-導かれること､線虫においては1et･7やlin14が有名 であり､

この小型RNAが発生のタイミングを制御している｡

低分子RNAによって誘導されるものとして､ Ⅹ染色体の不活性化､幹細胞の全

能性の維持(分化の制御)トランスポゾンの抑制､がんをはじめとするその他

疾患､セントロメア･LINE･SINE･mat座位(リピート)のサイレンシング

等が挙げられる｡

これらの制御は種間､作用によって作られるコンプレックスが異なることによ

り特異性を持つと考えられる｡

-12-



第1章

5-azadC処理によるセントロメア-テロクロマチン領域の

ヒストン修飾の変化

序論

次の世代に受け継がれる遺伝情報の総体であるゲノムは､染色体の中に収め

られていて生物の発生･発達を制御している｡しかし､ゲノムは次の世代にそ

っくりそのままの形で伝えられる文書とは違い､例えるなら非常に複雑な生化

学的機械といえる｡これは3次元空間で動き､独特の部品がダイナミックに相

互しあって働いている｡

染色体を作っている繊維状の集合体は｢クロマチン(染色質) ｣と呼ばれ､ DNA

を支えているだけではなく酵素などがDNAに接触するのを調節する役目も果

たしている｡クロマチンの状態は,大きく分類してユークロマチンと-テロク

ロマチンの2種類がある｡ユークロマチンはクロマチン構造が緩まっており､

転写されている遺伝子はこの部分に多く存在する｡ -テロクロマチンは密に凝

集しており､この領域ではあまり転写が起きていない｡ DNAは非常に長いため

絡まらないようにヒストンと呼ばれるタンパク質に糸のように巻きついてコン

パクトに折りたたまれた構造をしている｡ -テロクロマチンはさらに次の2種

類に分類することができ､遺伝子の発現がほとんどみられない構成-テロクロ

マチンと､条件によっては遺伝子の発現がみられる条件-テロクロマチンがあ

る｡この構成-テロクロマチンには､例えばテロメアやセントロメアのような

複製装置といった細胞の増殖に関わるものがあり,この領域のDNAは繰り返し

配列に富む｡

ヒトのセントロメアはアルフォイドDNA (アルファーサテライト)と呼ばれ

る配列が反復しており､マウスの場合はメジャーサテライトとマイナーサテラ

イトの2種類がある｡マイナーサテライトはセントロメアを構成していて､そ

の隣のメジャーサテライトはセントロメア周辺領域(ぺリセントロメリック-

テロクロマチン)を構成している｡このような細胞の機能に関与している構成

-テロクロマチンの他に､転写に関与している条件-テロクロマチンがありこ

れはクロマチンのリモデリング(再構成)によりヒストンが入れ替ることで､

クロマチンが凝縮し転写が起こらない状態になる(サイレンシング)またはク

ロマチンが緩まって転写が起こりやすい状態になるという調節が行われている｡

-13-



この-テロクロマチン形成の役割として考えられるものは､幹細胞の全能性の

維持､つまり発生段階で全能性を持つ肝細胞が次第に分化していく過程の中で

全能性を失っていく際の遺伝子の発現制御､染色体の中を動き回るウイルス由

来の遺伝子トランスポゾンが動き回らないように抑制する働きをしていると考

えられている｡ (Ⅹ染色体の不活性化についても)最近では短いRNA鎖による

-テロクロマチンの形成誘導や､開いた状態または閉じた状態のクロマチンの

境界に関する研究報告があり,様々な疾患に関するDNA配列のメチル化異常の

解明や､再生医療-の応用が期待されているo

染色体と基本槻1托装t■

テロメア

(姓e♯未】■安定化)

ヒト(o.2-9 Nb)
アルフ才イドDNA(u･9テライrL)
(●C亡NP･8 bo)) (･CE肘･B box)

リモデリング

ノ`ク温,

l云写筈Jt

lt t[y[ d
(J■J5J*丹)

姐■え♯dr

Ll…~
I

7ルフォイドモノマ-(171 bp)

マウス(･Nb)
マイナーサテライト メジャーサテライト

(◆CErJP･B bx) ト亡亡NP･B box )

IO知-I
十 l

モノマー(1201汐l モノマー(J3dbpI

図8 上:染色体と基本機能装置

図9 下=ヒトとて74子のセントロメアリピート



ユークロマチン -テロクロマチン

機能 条件-テロクロマチン 構成-テロクロマチン

(転写に関与) (細胞の機能に関与)

状態 オープンクロマチン クローズクロマチン

5azadCに一ついて

現在､ DNA複製時に5メチル化シトシンの代わりに取り込まれることでDNA

のメチル化を阻害する機構と､ Dnmtlをトラップすることでユビキチンプロテ

アソーム系でタンパク分解する機構の2つがあると言われている｡その他にも

様々な作用や影響を及ぼすと思われるが,詳しくわかっていない｡

FISHについて

in
situハイブリッド形成法(in situ hybridization)

クローン化されたDNA断片の染色体上の位置を決める方法o標識DNA断片(ブ

ロープ)を､細胞分裂中期の染色体に直接ハイブリッド形成させ､染色体上の

結合部位を標識によって可視化する｡組織のmRNAの解析にも用いられる｡蛍

光標識ブロープを用い､蛍光で検出する方法をnuorescence in siEu hybridization

(FISE)という｡

貞氾標識した

Ei]
スライドガラス上の

二本鎖DNA

団
ビオチン-アピジンを

介して蛍光色素( )

が標的DNAに結合

J]l]熱hlL即

=

変化

⊂二〉

一本鎖DNA

ビオナン化し-/I.

DNAフu--プ

ー･････････････････････････●

ハイプリダイズ
団

アビシン

ーーーーーーーー●

ビオチン化r)NA

が結合した瓢忙を

標的配列に結合した 視覚fL:する

ブロープ(●)
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"insitu" (インサイチュ-あるいはインシツー)とは"本来の場所で"という

意味のラテン語｡粉砕していない細胞や組織にプローブを直接ハイプリダイズ

(相補鎖結合)させ､ DNAやmRNAなどの核酸あるいは蛋白質の細胞または

組織内の分布や局在を光学顕微鏡や電子顕微鏡により調べる形態学的方法｡ど

のような組織あるいは細胞などで目的の遺伝子が発現しているかが明らかにで

きる｡プローブとしては核酸の場合は相補鎖､蛋白質の場合は抗体などが用い

られる｡目的とする組織や細胞に応じていろいろなレベルのハイプリダイゼ-

ションが可能である｡
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材料と方法

●細胞培養と同調

マウスm5S細胞(京都大学放射線生物研究センター､佐々木正夫教授より提

供)は､ 10% fetalbovine serum(FBS ; Sigma)入りのDulbecco's Modified

EagleMedium(DMEM ; GibcoBRL)を培地として､培養ディッシュ( )に

おいて､ 5%CO2､ 3 7℃インキュベーターで培養を行った｡

m5S細胞をGO期に同調するために､ o.2%FBS入りのDMEM培地で4
8

時間培養した｡また､ Gl/S期に同調するために､ GO期の細胞を5〃g/ml

apbidicolin存在下､
1 0%FBS入りDMEM培地で1 6時間リリース培養した｡

●薬剤処理

Aphidicolinブロックから細胞をリリースするために､予め3 7℃で暖めた

PBSで2回洗浄した後､薬剤5･aza･2'･deoxycytidine(5･azadC ; Sigma)処理に

移る｡予め5%CO2､ 37℃のインキュベーターでプレインキュベ-卜した培

地(1 0%FBS DMEM)に終濃度8pMになるように5･azadCを添加し､任

意の時間培養して処理を行った｡

●複製ラベル(Hyphotomic shift)

培地を除去し､ KHB (10mMHEPES､ pH7.4､ 30mM KCl) 1mlをカバ

ーガラス以外のところから加え､穏やかに洗浄した後､直ちに標識ヌクレオチ

ド入りKHB(250〃 M biotin･dUTPまたは250〃 M Dig･dUTP､ 10mM HEPES､

pH7.4､ 30mM KCl)10〃1をカバーガラスの部分に滴下し､これを5%CO2､

37℃インキュベーターで10min培養した.培地で洗浄した後に､ 10%FBS

DMEMで5%CO2､ 37℃インキュベーターで30min培養した｡

●2色複製ラベル

●細胞の固定と蛍光検出

(Immunofluorescence in situ hybridization (Immuno･FISH))

複製ラベル(Bio-dUTP､ Dig･dUTP)や､タンパク質(asetylated bistone H4､

tri･methylated histone H3､ tri･di-methylated histone H4)と同時にFISHし

た場合は以下の方法で行った｡

あらかじめ複製ラベルしたDNAまたは検出したいタンパク質を､免疫蛍光染

色し､蛍光抗体ごと4%PFA室温1brで再固定する
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免疫蛍光検出

検出する前に､標本はブロキング溶液(3%ブロックエース､ 0.1%Tween 20､

1×PBS)を加えて､超純水で湿らせたチャンバー内で､ 37℃､ 30min処

と理することで非特異的結合を抑える処理を行った｡つづいてタンパク質を検

出する場合ここで一次抗体rabbit anti･acethyl bistone H4(1/100希釈､ Upstate

Biotechnology)､ rabbit anti･trimethyl histone H3(Lys9)(1/100希釈､ Upstate

Biotechnology)､ rabbit anti-trimethyl histone H3(Lys4)(1/500希釈､ Upstate

Biotechnology)､ rabbit anti･dimethyl histone H3(Lys4)(1/500希釈､ Upstate

Biotechnology)､を反応させた.洗浄液PBST (0.1% Tween 20､ 1×PBS)

で5min洗浄し､これを3回線り返した｡ Alexa 488 avidin(1/300希釈､
Molecular Probes)またはanti-digoxigeneine antibody Rhodamine(1/150 希

釈､ Rocbe)､ Alexa 488 anti mouse or rabbit(1/300希釈､ Molecular Probes)

を含む検出液(1%ブロックエース､ 0.1% Tween20､ 1×PBS)を加えて､

37℃､ 30min検出操作を行った｡その後PBST (0.1% Tween20､ 1×PBS)

で5min洗浄し､これを3回線り返した.次に､ 4'6･diamino-2･phenylmdole

(DAPI)溶液に3min浸し､DNAを染色した｡これを2 ×SSCと超純水で洗浄し､

脱塩処理を行った｡最後に抗退色剤で封入した｡

●イメージング

高感度冷却CCDカメラ(MicroMax 1401E,日本ローバー)を搭載した蛍光顕

微鏡(A由overt200MorA由oPlan2imaginge, Zeiss)を用い,制御ソフトウェ

ア, MetaMorph version 6.1 (UniversalImaging Corporation)で撮影した.

また,同ソフトウェアおよびImageJ (NIH)にて画像解析や,擬似カラー化し

た｡
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結果と考察

●5メチル化シトシンの検出

まず､蛍光免疫染色法を用いてマウス細胞培養核における5･メチル化シトシ

ンの検出を試みた.c 2本鎖DNAを変性させて1本鎖にし5-メチル化シトシン

を認識する抗体を結合させ検出を行うo 変性条件と抗体濃度の検討を行ったo

変性条件については次の3種類の方法を使用｡

･熱変性(80℃または90℃),酸変性(HCl)､酵素処理(DNaseIとExoⅢ)

5〟m B

DAPI+ 5MeC

(赤) (緑)

熟変性(90oC)

DAPI 5MeC

DNase I &ExoⅡ

(抗体濃度1/500)

図10 マウスm5S細胞における5メチル化シトシンの検出

一次抗体mouseanti5-MeC,二次抗体Biotinylatedantimouse lgM,三次抗

体strept avidinRhoda皿inX

A 熱変性(90℃)条件下における5メチル化シトシンの検出｡染色したイメー

ジをDAPI (赤) 5MeC (蘇)に擬似カラー化し重ね合わせたc

B 酵素処理(DNaseIとExoⅢ)条件下における5メチル化シトシンの検出｡

5MeC抗体濃度を1/500で調製､DAPIで染色したイメージo

C 酵素処理(DNaseIとExoⅢ)条件下における5メチル化シトシンの検出｡

5MeC抗体濃度を1/500で調製､Bと同じ細胞核を5MeCで染色したイメージo
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◆プロトコル

熱変性(80℃or90℃) 酸変性(HC1) 酵素処理(DNaseⅠandEXoⅢ)

4%PFA/PBSatRT.10min 4%PFAノPBSatRT.10min 4%PFAmBSatRT.10min

PBSwasb PBSwasb PⅠ∋Swasb

0.5%TribnX-100atRT.10min 0.5%TritonX-100atRT.10min 0.5%TritonX-100atRT.10min

PBSwasbX3 PBSwasbX3 PBSwashX3

70%FA/2XSSCwash 0.1NHC1/PBSatRT.10min

mouseⅠgM

Blockingwi也0.3%BSA/

80oC70%FA/2XSSCwash 0.02%Tween20/PBS

※at80℃or90℃10min atRT.10min

-20℃70%EtOH5min 2×detectionbuffer.

90%EtOH5min blockingbuffer

100%EtOH5min DNaseⅠ(1/500).EXoⅢ(1/600)

虚血 mouseanti5-MeC

mouseⅠgM ※(1/5∩0∩T.1/100or1/.50oT.1/25)

5-MeCantibody(1/100) 5-MeCantibody(1/100) (Soul/dish)

inblockingbuffer(PBS) inblockingbuffer(PBS) at37℃30min

at37℃1br at37℃1br washwithPBS/0.05%Tween20

wasbwitbPBS/0.1%Tween20 wasbwitbPBS/0.1%Tween20 5minX3

Biotinylated-antimouseⅠgM

5minX3 5minX3

Biotinylated-a.ntimouseⅠgM Biotinylated-antimouselgM

(1/150) (1/150) (1/150)

indetectionbuffer(PBS) indetectionbuffer(PBS) indetectionbuffer(PBS)

at37℃30min at37℃30min at37℃30min

PBSPrween20(0.1%)5minX3 PBS〝ween20(0.1%)5minX3 PBS伽een20(0.1%)5minX3

AVidin-AleXa488(1/200) AVidin-AleXa488(1/200) AVidin-AleXa488(1/200)

indetectionbuffer(PBS) indetectionbuffer(PBS) indetectionbuffer(PBS)

at37℃30min at37℃30min at37℃30min

PBS/0.1%Tween205minX3 Pヨs/0.1%Tween205minX3 PBS/0.1%Tween205minX3

DAPⅠ2min DAPⅠ2min DAPⅠ2min

PBS5min PⅠ∋S5min PⅠ∋S5min

MilliQ MilliQ MilliQ

airdry airdry airdry

VECmSHⅠELD VECTASHIELD VECTASHIELD

熱変性80℃条件下では十分に5MeC抗体が結合しなかったため､温度を90℃

に上げて変性を行った｡ 80℃に比べ90℃の方がよく検出されたが､細胞核の表
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面上に留まっており､核内部まで検出できないo (図10A)酸変性(HCl)も

試みたが,全く検出できなかった｡そこで､核内部に抗体が入るように酵素処

理を行った｡

酵素処理では, detection bufferとblockingbufferを1 : 1にしたbufferにDN

A分解酵素DNase IとExoⅢ, 5･MeCの抗体を加えて検出した｡まず､ 5･MeC

の抗体の希釈率を1/100, 1/50, 1/25にして検出したところ1/100で検出できた｡

いずれの場合でもまだ抗体量が多いようだったので, 1/500でも行ったところ検

出はできるが退色が早く,今後5･MeCの抗体は1/250の濃度で検出することと

した｡核内部のDAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域と5-MeCの検出され

る場所が重なり､メチル化DNAが確認できるo (図10B,C)

熱変性 酸変性 酵素変性

80℃変性-△ HC1変性-× 抗体量1/25-→△

90℃変性-△ 1/50-→△

1/100-(○)

1/600-(○)

●複製ラベル

DNA複製時における複製パターンの進行を解析するために複製ラベルを行っ

た.これは細胞を国定して免疫染色行う前に､低張処理を行い標識ヌクレオチ

ドを膜透過させて複製中のDNAを短時間ラベルする方法である｡これにより細

胞固定時が複製タイミングのどの段階であったのかを判断できる｡

pattern 1 Pattern2 Pattern3 Pattern4

図11マウスm5SでDNA複製期(S期)に観察される複製fociパターンを

ハイポトニックシフトにより複製ラベル

時間の経過とともに現れるこの複製パターンを4つに大別し､解析を行う｡

Patternlユークロマチン領域を複製

Pattem2 DAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域を複製

Pattern3 核膜周辺領域を複製

Pattern4 残りの部分を複製
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●各種修飾ヒストンの検出

免疫蛍光染色により次の4種類の修飾ヒストンを抗体検出し､DAPIと修飾ヒス

トンの局在を比較した｡
･ AcII4､ diMeE4H3, triMeK4H3､ triMeK9II3

:-IJJ[Tl

DAPI +AcH4

(緑) (赤)

A

DAPI + triMeK4H3

(棉) (赤)

DAPI + diMeK4H3

(緑) (赤)

B

DAPI + diMeK9H3

(緑) (赤)

図12 マウスm5S細胞における各種修飾ヒストンの検出

A 一次抗体にRabbitaAdI4を使用o 免色したイメージをDAPI (蘇) AcH4

(赤)に擬似カラー化し重ね合わせたo

B 一次抗体にRabbitαtriMeK9H3を使用｡染色したイメージをDAPI (蘇)

triMeK9H3 (赤)に擬似カラー化し重ね合わせた｡

C 一次抗体にRabbitαtriMeK4H3を使用｡染色したイメージをDAPI (蘇)

triMeK4H3 (赤)に擬似カラー化し重ね合わせた｡

D 一次抗体にRabbitαdiMeK9II3を使用｡染色したイメージをDAPI (緑)

diMeK9H3 (赤)に擬似カラー化し重ね合わせた｡

A-DともにRabbitの検出二次抗体にGAR Alexa488を使用｡

AcH4､ diMeK4H3､ triMeK4H3 ヒストン修飾はユークロマチン額域に存在す

るため､ DAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域とは一致しないoこれらのヒ

ストン修飾は転写を正に制御しているといえるo (エビジェネティクスp41)

しかし､ diMeK9H3 ヒストン修飾は-テロクロマチン領域に存在するため､

DAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域とは一致する｡このヒストン修飾は転

写を負に制御しているといえるo (エビジェネティクスp38)
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●5メチル化シトシンと2種類修飾ヒストンを抗体検出

DNAのメチル化を調べるために5MeCと修飾ヒストンを同時に検出し,DAPI､

修飾ヒストン､ 5MeCの局在を比較した｡
I

5MeC&diMeK4H3

図13 5MeCとdiMeE4H3修飾ヒストンを蛍光免疫染色により検出

上述の5MeC抗体と修飾ヒストンの抗体を使用して同時に検出したQ

上虚:也)I)API ､由)diMeK4H3
, (C)5MeC

下段: (D)DAPI(赤)+5MeC(蘇) ､ (冗)DAPI(赤)+diMeK4H3(蘇)

伊)diMeK4H3 (赤)+5Me C (蘇)

DAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域は一部が高度にメチル化されているo

(図13D)ユークロマチン領域に存在するdiMeK4H3はDAPIと共局在しないo

(図13E) diMeK4H3の局在していない部分一帯に5MeCの局在がみられ, -

テロクロマチンとユークロマチンの境界で一部が高度にメチル化されているよ

うである｡ (図13F)

DNAがメチル化されている領域でヒストンの修飾がせき止められているよう

にもみえる｡DAPIで濃く染まるような構成-テロクロマチンはリピート配列に

コンプレックスが結合し高度に凝集してアッセンプリ-を形成しているが,核

内で必ずしもDAPIと5MeCの局在において(検出強度)が一致しているわけ

ではないようである｡つまりDAPIで濃染する構成-テロクロマチン-DNAメ

チル化と単純には言えない｡
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I 5MeC&triMeE9Ⅱ3

図14 5MeCとtriMeE9H3修飾ヒストンを蛍光免疫染色により検出

上述の5MeC抗体と修飾ヒストンの抗体を使用して同時に検出した｡

上段: (A)DAPI ､ (B)triMeK9H3 , (C)5MeC

下段: (D)DAPI(赤)+5MeC(蘇) ､ (E)DAPI(赤)+triMeE9H3(緑)

伊)triMeK9H3 (赤)+5MeC (蘇)

DAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域は一部が高度にメチル化されている｡

(図14D) -テロクロマチン領域に存在するtriMeE9H3はDAPIと共局在す
るc (図14E) triMeK9H3の局在している部分に5MeCの局在もみられるが､

必ずしも一致しないo (図14F)

図13と同様に核内で必ずしもDAPIと5MeCの局在において検出強度の強い

場所が一致しているわけではないようであるo つまり構成-テロクロマチン-

DNAメチル化とは言えない｡ DAPIで濃く染まる-テロクロマチンは高度に

DNAがメチル化されている額域を含むがタンパク質により-テロクロマチン

額域が伸長される｡DAPIで濃く染まる場所でなくユークロマチン領域でもない

場所に5MeCが強く検出されているようである｡ (図13D,F)噛乳類の不活性Ⅹ

染色体は､核内で凝縮して不活性クロマチンを形成した条件-テロクロマチン

であるが､構成-テロクロマチンのようにDAPIで濃染しないo この額域は､

条件-テロクロマチン領域に確当するのではないだろうか｡
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●非同調培養における5･azadC処理とヒストン修飾の局在変化

DNA維持メチル化酵素Dnmt,1を阻害する薬剤5azadC処理による修飾ヒスト

ンの局在変化を調べたo
･ 5azadC diMeE4H3+複製ラベル

元_;i'5･-:f:;'.:･･･#･
い:二r､::'･藩-L'い二義l"[L::t'∴=.'5ベ■L'ト'
図15 24時間5a2:dC処理後のdiMeE4E3修飾ヒストンと複製ラベルを蛍光免

疫染色により検出

24時間5aヱadC処理後､ハイポトニックシフトにより複製ラベルしdiMeK4H3

修飾ヒストンの局在変化と複製パターンを検出｡

上段: (A)DAPI ､ (B)diMeE4H3 ､ (C)複製ラベル(パターンⅣ)

下段: 0))I)API(赤)+複製ラベル(蘇) , (E)DAPI(赤)+diMeK4H3(蘇)

(F)diMeK4H3 (蘇)+複製ラベル(赤)

DAPIで濃く染まる-テロクロマチン領域を取り囲むように修飾ヒストン

diMeE4H3が局在しているo (図15E)このように局在変化した細胞の複製ラベ

ルを確認するとパターンⅢ､Ⅳのものが多かった｡ (図15CはパターンⅣのもの)

これはパターンⅡで-テロクロマチンが複製される際,メチル化されていない

DNAができることで引き起こされる可能性を示唆しているo また､ DAPIで濃

染される領域がコントロールではきれいな丸型をしていたものが崩壊して点在

しているのが観察される｡ (図15A)
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●非同調培養における5･azadC処理時間24時間とdiMeK41I3修飾t:ストンの

局在変化
A

■F
図16 5･azadC処理時間24時間とdiMeK4H3修飾ヒストンの局在変化

A DAPI (赤) diMeK4H3 (蘇)

B DAPI (赤) diMeK4H3 (蘇) 5a2;adC処理24時間

5azadC処理を24時間行うことによってDAPIで濃染される構成-テロクロマ

チンが崩壊するとともに,クロマチンを緩めるように働く修飾ヒストン

diMeK4H3の局在が変化するo 図16A (蘇)のようにユークロマチン領域がべ

ったりと染まっている状態から､図16B (蘇)のように崩壊している構成-チ

ロクロマチンを取り囲むような局在-と変わる｡このヒストンの局在変化は拡

散している状態から特定の領域-と凝縮がおきているo これはdiMeE4H3が-

テロクロマチン周辺に積極的にリクルートされることで構成-テロクロマチン

の崩壊を誘導しているようにも見える｡この結果は5azadCによってDNAが脱

メチル化されることで､構成-テロクロマチン領域に正に制御を行う修飾ヒス

トンがリクルートされる可能性を示唆している｡抑制的な-テロクロマチンを

形成ができなくなることと括抗して活性なオープンクロマチンを形成するとも

考えられるo図16の結果は､コントロール(A)ではdiMeK4H3 (蘇)がDAPI

で濃染されている(赤)を避けて染まるような形をしているo DAPIで濃染され

る-テロクロマチンはH3K9のメチル化といった負に制御する修飾ヒストンの

修飾を受けており､このタンパク質の電荷により起こる相互作用により脱凝縮

が調節されている｡この修飾ヒストンが外れることで､今まで染まっていなか

った領域が染まるようになるといった変化ではなくて､むしろ-テロクロマチ

ン領域を狙ったように凝縮して集まるのはなぜなのだろうかD
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●非同調培養における5･aヱadC処理48時間とAcH修飾ヒストンの局在変化

A B

■

･一

図17 51a2:adC処理時間48時間と

AcH修飾ヒストンの局在変化

A DAPI (育) AcH (マゼンタ)

B DAPI (育) AcH (マゼンタ) 5a2;adC処理48時間

C DAPI (育) AcH (マゼンタ) 5azadC処理48時間

D DAPI (自) Cの図をDAPI単色で表示

上述の5azadC24時間処理の結果(図16)と比較して､ 48時間処理のものでは

-テロクロマチンに凝縮しているリングの拡大が観察される(図17B,Cマゼン

タ)｡また､この段階になると-テロクロマチン領域の崩壊が進み､ DAPIで濃

染する領域が中央に大きく塊として観察されるようになるo 5azadC処理48時

間のものでは死んだ細胞が半数近くにもなる｡

5a2:adC処理24時間､ 48時間でそれぞれ違う修飾ヒストンの観察結果を示した
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が､ diMeK4H3､ AcHどちらの修飾ヒストンでもほとんど同じような局在をと

る｡これらの修飾ヒストンは中央に大きな塊としてDAPIで濃染される崩壊-

テロクロマチンの周りを取り囲むような形で局在している｡特に図17Bでは､

マゼンタの細かいリングが核スペック(核小体?)をよけて崩壊している-チ

ロクロマチンに巻きつくような形で局在している｡

さらに細かく観察すると､このマゼンタのリングは内側に向かってグラデー

ションになっていることがわかる｡ (図17C)顕微鏡のステージを上下に動かし

Z軸方向で立体的に観察したところ､どの断面においても外周がひときわ濃く染

まっていることがわかった｡

これらの修飾ヒストンは何かの表面に取り付くような形で局在して球状の形

をとっており､このリングが拡大しながら-テロクロマチンは崩壊していく｡

24時間のヒストン修飾とDAPIの結果(図16A､ B)も同様に立体的に観察し

た時に､気のせいかもしれないが中心に向かってdiMeK4H3と-テロクロマチ

ンが尾をひいて伸びているような印象を受けた｡クロモソ-ムテリトリーと言

われる核内構造のため､それぞれの染色が立体的に確認したときに中心に向か

って観察されるのかと考えたが､ 48時間の局在変化と合わせて考えると崩壊し

た-テロクロマチンは核中央に緩く集まるのかもしれない｡

このマゼンタのリング′:(図17C)をさらにもう少し細かく観察すると､凄く

染まっている外周が点線のようになっているが､この点線の聞からDAPI､のブ

ルーが引き込まれているようにも見える｡濃い点状のマゼンタとブルーのコン

トラストで見える錯覚かと感じたが､よく観察すると外周だけでなくこの点線

の聞からさらに内側にまでブルーの細かいラインが伸びている｡DAPI染色のみ

を示した図17Dで確認できる｡

これらの観察をまとめると､リングの外周で緩められた-テロクロマチンは

核の中央に引き込まれていくようだ｡

●崩壊-テロクロマチンが中心に引き込まれる理由

崩壊-テロクロマチンといってもDAPI染色により他の部分より色が濃いこ

とから,緩んだといっても完全に緩んでほどけた状態にはなっていないようで

ある｡中心に引き込まれるのは物理的な作用によって､地球などの星の中心に

存在する核(コア)のように質量の大きいものが中心に集まるといった質量に

よる引力なのか､またはフィラメント状のもので､中心に引き込まれているの

か等の理由が考えられる｡

コントロールでは通常DAPIで濃染する部分は核中心に存在するわけではな

く､核全体に丸い斑状のように散らばっている｡このことから､分子量の大き

いものが引き寄せ合ってかたまってしまうのではなく､全体に散らばって維持
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できるような繊維状の構造が存在しているようだ｡ (細胞質にはフィラメントと

してチューブリンやミオシンが存在し分裂期にはセントロメア-テロクロマチ

ンに接着し､キネトコアを形成して星状体を中心としたそれぞれの極に引き寄

せて分裂を担う｡)核内ではラミンやアクチンが存在し核の構造を維持してい

る｡) 48時間処理のものでは核がつぶれた形のものや､分裂に失敗し2つの細胞

が融合したようなものも多い｡ 5azadC処理時間経過とともに核内の繊維状構造

も崩壊していくのだろう｡

●正に制御する修飾ヒストン局在の時間による変化

ここまで､修飾ヒストンによって引き起こされるDAPIで濃染する-テロク

ロマチンの崩壊について観察した｡では､これらの修飾ヒストンの局在変化は

どのようにして引き起こされるのだろうか｡

核内で-テロクロマチン周辺以外の染色(バック)が5azadC処理時間経過

とともに減っていく｡それとは対照的にリングが拡大し内部-と局在が変化し

ていく｡ -テロクロマチン境界を境に時間経過とともに外側にあった修飾ヒス

トンが境界に集まりリングを形成し､後にリングの内部-と以降していくこと

が観察された｡

ここで､ 5azadC処理時間経過とともに減少する修飾ヒストン染色のバックグ

ランドに注目して観察した｡ 24時間のものと48時間の結果だけでは､判断し

にくいのでさらに時間を増やしてイメージを撮ったものが図18である｡

●

まばらに拡散していた修飾ヒストンの局在が時間経過とともに-テロクロマチ

ン領域に集まり始める｡ここでいうリクルートとは､微小管などによってトラ

ンスポートされるものなのか､もしくはなんらかのシグナルが伝わり目的の場

所に移動するような指示によるものなのか､どのような方法で修飾ヒストンの

局在が変化するのだろうか｡

図18のピンクもしくは緑で示す修飾ヒストンの局在変化を見ると､均一に拡散

していた修飾ヒストンが-テロクロマチンのスポットで接着もしくは固定され

ているように見える｡不適切ではあるが例えるなら､いくつかの斑状の球体表

面に接着物質をつけて固定しておき､均一にばらまいた砂を細かく振動させた

時に見られる変化と似た挙動を示す｡タンパク分子が核内で振動していると考

えると､ 5azadC処理後に-テロクロマチン周辺に修飾ヒストンを接着させるよ

うな物質が出現し時間経過とともに少しずつ固定されている可能性を示す｡
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時間経過

モデル図 し

修飾ヒストン

diMeK4ⅠⅠ3

または

Ac上l.I

修飾ヒストン

diMeK4II3

または

AdI4

DAPI

m arge

コントロー′レ

.イ･､/111

J
All

.,<

diMeK4ⅠⅠ3

8h

. . *I

鷲
～
:.∫

･･

I. ヽ

,i,I

･

diMeK4H3

9h

図18 正に制御する修飾ヒストン局在の時間による変化

上から一番目:修飾ヒストンの局在変化を示したモデル図

上から二番目､三番目:修飾ヒストンの局在(ピンク､緑)

上から四番目: DAPI染色(赤)､上から五番目: marge重ねた合わせた図
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時間経過

モデル図

修飾ヒストン

diMeX4E3

または

AcH4

修飾ヒストン

diMeK4H3

または

∧t:TT･1

DAPI

ma∫ge

a o 0: Q.
●
PfE

〟喜fぜ.さ

diMeK4H3 diMeK4H3 AdI4

24 h 24 h 48h

AcII4

48h

図18 正に制御する修飾ヒストン局在の時間による変化

上から一番目:修飾ヒストンの局在変化を示したモデル図

上から二番目､三番目:修飾ヒストンの局在(ピンク､緑)

上から四番目: DAPI染色(赤),上から五番目: marge重ねた合わせた図
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●非同調培養における51aZadC処理時間とヒストン修飾の変化

5azadC処理により修飾ヒストンの局在変化が起こる核の複製パターンに偏り

があると感じられたため､局在変化が起きているものと変化のないものの複製

パターンを調べることにしたo

以下のグラフは顕微鏡より局在変化を確認し､その数をカウントして割合を

求めたものo (n=100)

5azadC処理24時間後のセントロメア周辺

へテE)クロマチンに修飾ヒストンが局在して
いる核の複製パターンの割合

I00.C%

9D.0%

88.0%

7(I,○,i

6O.0%

50.0%

4O.0%

30.0%

20.0ヽ

18.0%

0.0ヽ

5azadC処理24時間後のセントE)メア周辺ヘ

テロクロマチンに修飾ヒストンが局在してい

ない核の複製/くターンの割合

100. (汰

90. 0%

80.0%

TO.O1

80. 0%

50. OK

40.也

30.Ok

20,Ot

lO.0%

0. Oh

E) AcH4 1D.3% 13.8～ 13.8% 62. 1% Ac糾 4014% 28･ 91 11 ･ 5% 2 l
･21

E) di N.K4H3 0,0% 1 0. 7% 34.2% 55. 7% diMeK4H3 68･41 15･8I 2･ EI1 13･ 21

図19 5a2;adC処理24時間後の修飾t:ストン局在変化と複製パターンの割合

縦軸:割合(%) 横軸:複製パターン

左図:修飾ヒストンが-テロクロマチン周辺に局在変化したもの

右図:修飾ヒストンが局在変化せずそのままのもの

マゼンタ:AcH4

ブルー: diMeK4H3
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(-解析Ⅰ )

図20 修飾ヒストン

が局在変化している

核と複製ラベルを重

ね合わせたイメージ

A 赤:複製パターン

Ⅳ,蘇: diMeK4H3

B 赤:複製パターン

Ⅲ､緑: diMeK4H3



修飾ヒストンの局在変化が起きているものには､複製パターンⅢ､ Ⅳのものが

多く見られた｡しかしパターンⅠ､ Ⅲが全く観察されないわけでもない｡ Ⅲ､

Ⅳのみ割合が急に増えるというドラスティックな変化ではなくて､時間経過と

ともに緩やかに変化しているのがわかる｡ 5azadC処理によるDNAメチル化の

阻害は複製依存的であるが､おそらく修飾ヒストンの局在変化は複製依存的と

いうより経過時間の影響によるものなのではないだろうか｡図19の結果からも

緩やかな変化が何える｡
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【実験の流れ】

<同調>

<2色複製ラベル>

5azadC処 pFA固定 r 検出
複製ラベル

5az:adCor 同調 複製 処理時間 複製 検出 解析

コントロール ラベル ラベル 結果

5azadC 非同調 × 4.8.12.24.48b Dig AcH4 解析Ⅰ

コントロール 非同調 × 4.8.12.24.48b Dig AcH4

5azadC 非同調 × 4.8.12.24.48h Dig DiMeK4H3 解析Ⅰ

コントロール 非同調 × 4.8.12.24.48b Dig DiMeK4H3

5az:adC 非同調 Bio赤外 12.16.20.24b Dig赤 AcH4 解析Ⅱ

5azadC 非同調 Bio赤外 12.16.20.24b Dig赤 DiMeK4H3

コントロール 非同調 Bio赤外 12.16.20.24b Dig赤 AcH4

5azadC 同調 × 0.3.6.9.12h Dig AcH4 解析Ⅲ

5azadC 同調 × 0.3.6.9.12b Dig DiMeK4H3

コントロール 同調 × 0.3.6.9.12b Dig ×

Normal 非同調 Dig赤 3b Bio赤外 AcH4 抗体濃

度検討

5azadC 同調 × 0.3.6.9.12 Dig DiMeK4H3 解析Ⅳ

コントロール 同調 × 15.18.21.24b Dig DiMeK4H3

5a2:adC 非同調 Dig赤外 12.16.20.24b Bio赤 TriMeK9H3 解析Ⅴ

5azadC 非同調 Dig赤外 12.16.20.24b Bio赤 DiMeK4H3

コントロール 非同調 Dig赤外 12.16.20.24h Bio赤 DiMeK4H3
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A

5azadC処理かかっているものの割合AcH4
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9O (瑞
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6O CEn

5O EDL
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3(】 α)1

2(】CErL

i下王らコ

L) Ll^

AcH4

8h 1 2h 24h 48h

/鯛＼
セントE)メアJq皿ヘテl)クl)マチンlコkH4がJbiEし

ている蛾の事l合

12h 1 6h 2th 2ヰh

19 34I 22 4eL 43脚 45 70I

社製中(S期)のものAcH4

4h 8h 12h 24h 48h

時間

図21セントロメア周辺-テロクロマチンに

修飾ヒストンAdIが局在している核の割合

A:5azadC処理8,12,24,48時間後に修飾ヒス

トンAcHの局在変化が起こっている核の割合

(-解析1)

B:5azadC処理12,16,20,24時間後に修飾ヒス

トンAcⅡの局在変化が起こっている核の割合

(-解析Ⅲ )

図 細胞中のS期の核の割合を複製ラベルに

より検出 (-解析1)

育:5azadC処理4,8,12,24,48時間後に複製ラ

べノレ

マゼンタ:コントロール
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A

5azadC処理のかかつているもの

の割合

70.00Il

¢0.00†1

5 0.00,～

40.00%

30,001

20.00!i

1 0.00%

0.00%

セントロメアJq辺ヘテロクロマチンにd肘■K4日3がJB
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7Dm
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50 0Ot

4O (のt

ヨ8 1)m
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O COL
1 2h 1 6h 2()h 24h

diMdく4柑 8 891 2O 87t 40 42L 50 78t

社劫中(s期)のもの(diMeK4日3)

4h 8h 12h 24h 48h

時間

図22 セントロメア周辺-テロクロマチンに

修飾ヒストンdiMeK4H3が局在している核

の割合

A:5azadC処理8,12,24,48時間後に修飾ヒスト

ンdiMeK4H3の局在変化が起こっている核の

割合 (-解析1)

B:5azadC処理12,16,20,24時間後に修飾ヒスト

ンdiMeK4H3の局在変化が起こっている核の

割合 (-解析Ⅲ )

図 細胞中のS期の核の割合を複製ラベルによ

り検出 (-解析Ⅰ )

育:5azadC処理4,8,12,24,48時間後に複製ラべ

ノレ

マゼンタ:コントロール

5azadC処理48時間のものでは､マウスm5S細胞が死んでいるものも多く､セ

ントロメア周辺-テロクロマチンに局在変化している修飾ヒストンの割合が急

激に下がる｡ (図22A)

136_



24h 5azadC patteTn処理のかかつているもの^cH4
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図23 5azadC(24h処理)によるAcH4 patternの変化 (-解析Ⅰ )

A AcHの修飾ヒストンの局在が変化した核の複製タイミングをパターン別に

分類(S期でないものの核の割合も表示)

B AcHの修飾ヒストンの局在が変化した核の複製タイミングをパターン別に

分類(S期でない核を除いて計算)

c AcHの修飾ヒストンの局在が変化していない核の複製タイミングをパター

ン別に分類(S期でないものの核の割合も表示)

D AcHの修飾ヒストンの局在が変化していない核の複製タイミングをパター

ン別に分類(S期でない核を除いて計算)

E 5azadC処理していないコントロール

●5azadC処理24時間語の修飾ヒストンAcH4の局在変化と複製パターン

複製中でない核(グラフ中でなしと表記)に注目する｡修飾ヒストンが局在変

化していない核に比べ､局在変化した核は､複製中でない核が少ない｡言い換

えると､局在変化した核は複製中のものが多い｡このことから修飾ヒストンの

局在変化は複製をきっかけとして起こると考えられる｡図23B､ Dでは複製中

の核においてどのパターンで局在変化が現れるのかを計算しなおしたもの｡コ

ントロールと比較すると局在変化していない核は同じような変化を示すが､局

在変化した核では顕著にパターンⅣのものが多く確認された｡

●5azadC処理24時間語の修飾ヒストンdiMeK4H3の局在変化と複製パターン

複製中でない核(グラフ中になしと表記)に注目すると､こちらも局在変化し

ていない核において目立って多くみられる｡局在変化したものでは､複製中の

核が多い｡同様にこれらの修飾ヒストンの局在変化が複製中に起こったもので

あることを示唆している｡

この時期には､ DNA複製中に5azadCがDNAに取り込まれること､またD

NAが脱メチル化されてることによるRNAの転写､ HPlなどの-テロクロ

マチンを形成するタンパク質の再分配が起こると考えられる｡

また複製中でない核のみ計算しなおした図24B, Dにおいては､コントロール

と局在変化していない核が同じような変化を示し､局在が変化したものではパ

ターンⅢ､ Ⅲ､ Ⅳと次第に増えていくことが確認された｡
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図24 5a2;adC(24h処理)によるdiMeE4H3 patternの変化 (-解析I )

A diMeE4H3の修飾ヒストンの局在が変化した核の複製タイミングをパター

ン別に分類(S期でないものの核の割合も表示)

B diMeE4H3の修飾ヒストンの局在が変化した核の複製タイミングをパター

ン別に分類(S期でない核を除いて計算)

c diMeE4E3の修飾ヒストンの局在が変化していない核の複製タイミングを

パターン別に分類(s期でないものの核の割合も表示)

D diMeK4H3の修飾ヒストンの局在が変化していない核の複製タイミングを

パターン別に分類(s期でない核を除いて計算)
E 5azadC処理していないコントロール

コントロール

60.OO牝

50.OO牝

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%

Ⅱ Ⅳ

図25 5a2;adC処理をせず修飾ヒストン(AdIを使用)と複製ラベルの検出を

同時に行ったコントロール

青色: 12時間培養

マゼンタ: 16時間培養

オレンジ: 20時間培養

水色: 24時間培養

紫:24時間培養(カウント2回目)念のため

(-解析Ⅲ)

5azadC処理をする細胞と同数を同時間培養して検出にバラツキがでないかを

確認したコントロール実験o
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図26 5BL2iadC (12､ 16､

20､ 24時間処理)修飾ヒ

ストン(AcII､ diMeK4H3)

と複製ラベルを同時に検

出 (-解析Ⅲ )

左側:修飾ヒストンの局在

変化がみられるもの

右側:修飾ヒストンの局在

変化がみられないもの

上から順に5azadC処理

12,16,20,24時間の結果

修飾ヒストンの局在が変

化しているもの(図26左

側)に注目すると5azadC

処理12時間ではパターン

Ⅳが少なく､ 16時間では

パターンⅡ､Ⅲが多く見ら

れるo 20時間処理のもの

ではパターンⅢをピーク

に山ができ､ 24時間も同

様の結果となっている｡24

時間処理の場合は解析Ⅰ

と解析Ⅱで同様の実験を

しており図19で示したよ

うに解析Ⅰではパターン

Ⅳをピークとする山がで

きている｡時間経過ととも

にピークの山が移行して

いるようであるc

局在変化していない核の

方(図26右側)では､だ

いたい左側のグラフの反

対のような結果となって

いる｡
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図27 同調培養の結果 (-解析Ⅲ)

黄色:コントロールは複製ラベルのみ

検出o 5aLZadC処理はしていない

育: diMeK4H3修飾ヒストンと複製ラ

ベルを同時に検出｡アフィジコリンリ

リース後5azadC処理｡

マゼンタ:AcH4修飾ヒストンと複製ラ

ベルを同時に検出｡アフィジコリンリ

リース後5azadC処理｡

同調リリース6時間のものでは

5azadC処理しているもの(青､マゼン

タ)よりコントロール(黄色)の方が

複製の進行が早いo 9時間においてコ

ントロールは細胞周期を一周して2回

目のパターンIに入るものが出始めるo

5a21adC処理のものはまだ複製パター

ンⅢ､ Ⅳのものがみられる｡同調培養

12 時間のものではコントロールと

5a2:adC処理したものが並ぶようにな

るo

5a2:adC処理したものは複製期におい

てDNAに5a乞adCを取りこむため進行

が遅れるのかもしれない｡しかし､ -

ミメチル状態になったDNAは(DN

Aメチルによる立体障害がなくな

る?)アクセスビリティがよくなるな

どの理由で細胞周期が早まり,コント

ロールと並ぶのかもしれないo
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5azadC処理lこAcH修飾ヒストン局在変化

している核の割合
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図28 同調培養の結果 (-解析Ⅲ)

上記図 の同調培養細胞のうち修飾ヒストン

AcE4の局在が変化した核を解析

5a且adc処理時間は3,6,9,12時間

右側:時間経過により増加する修飾ヒストンの局

在が変化した核の割合

左側:修飾ヒストンの局在が変化した核の複製パ

ターンの割合

同調リリース5a2iadC処理3時間のものでは修飾

ヒストンが局在変化している核はパターンⅡの

みであった｡同調培養ではばらつきがほとんどな

いことがわかるo

6,9,12時間と時間が経つにれて修飾ヒストンの局

在が変化した核の割合が横にずれて進行してい

くことが確認された｡ 3,6,9時間のグラフではパ

ターン1で局在変化した核はなくパターンⅢを境

に修飾ヒストンの局在変化した核が現れるよう

になる｡
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図29 同調培養の結果 (-解析Ⅳ)

解説p62-
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図30同調培養の結果

(-解析Ⅳ)

同調培養したものを

FACSで解析

左側:コントロール

右側: 5aヱadC処理

左側コントロールで

は同調リリース3時間

でS期を通るが､右側

5azadC処理のもので

は3,6,9時間で1回目

のS期を通過するo こ

れは解析Ⅲ図27と似

た結果であるo

また, 12,18,21時間で

はコント ロールと

5azadC処理の細胞周

期が並ぶ｡

解析Ⅲと合わせて考

えると1回目のS期は

コントロールの方が

早く､ 2回目のS期で

は5azadC処理のもの

と並ぶ｡

複製タイミングと複

製フォークの進行に

ついて本研究室竹林

(先輩)杉村(先輩)
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福島(先輩)石田(先

輩)境(くん)によ

り詳しく解析されて

いる｡竹林(先輩)

博士論文によると,

複製フォークはS期

中期で減速し後期-

と移行するにつれて

加速するとある｡

ATリッチなRバン

ド領域からGCリッ

チなGバンド領域-

と転換する時期に複

製が遅れる結果と,

CpG領域のメチル期

が外れることによっ

て複製が早まること

は関連しているのか

もしれない｡

解析Ⅳ
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■l

■ll

川

■Ⅳ

l=

■ll

甘

■Ⅳ

n

l‖】

■

■Ⅳ

非同調培養､ 5azadC処理において二色複製ラベルを行った｡

複製タイミングの進行は､ 1回目のパターンⅡ (3-6hr)では-ミメチル化と

なる｡ 2回目のパターンⅢ (18-21hr)で複製タイミングが早まると考えられ

ているo この結果は5azadC処理16時間(細胞周期1周)のもので､ 2回目の

パターンⅢは複製タイミングが早くなるという考察のもと､修飾ヒストンの局

在変化している核はパターンⅠのものをパターンⅢにカウントするという方法
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で解析を行った｡解析は杉村(先輩)によるもの｡

左上:コントロール(5azadC処理していないもの)

左側:修飾ヒストンが局在変化している核

上から順にdiMeK4H3,AcH4,triMeK4H3

右側:修飾ヒストンが局在変化していない核

上から順にdiMeK4H3,AcH4,triMeK4H3

グラフ横軸は複製ラベル1回目のパターン､縦軸はその割合

4色で分類したものが複製ラベル2回目のパターン

育:パターンⅠ､赤:パターンⅡ､黄:パターンⅢ､緑:パターンⅣ

左側のセントロメア周辺-テロクロマチン(PH)に局在変化しているものは複

製ラベル1回目がパターンⅠ､ Ⅲのものだけである｡つまり､ 1回目の複製パ

ターンがⅢ､ Ⅳのものは局在変化しない｡

修飾ヒストンの局在が変化していないものは1回目がパターンⅠ, Ⅲのもの､

2回目のパターンがほぼⅠのものが多い｡つまり､まだ細胞周期2週目のパタ

ーンⅢを通過していない｡

1回目にパターンⅢ､ Ⅳのものは2回目もⅢ､ Ⅳとほとんど変化しない｡

複製ラベル1回目のS期でパターンⅠ､ Ⅱの時点で5azadCが効いてるもの(-

ミメチル化状態になっているもの)では複製ラベル2回目のパターンⅠ､ Ⅲを

過ぎた後でリング状の局在を示すようになる｡
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第2章

5･azadC処理によるセントロメア-テロクロマチン領域の

DNAメチル化解析について

序論

藍DNA

叫(edon

1-
(2)

誤莞-3聖

染色体DNAのメチル化状

態は､メチル化されていな

い配列をメチル化すること

でパターンを作り出し(de

novoメチル化)､細胞が増

殖する過程でこれを維持し

(維持メチル化),必要に応

じて消去する(脱メチル)､

過程の総和として決定され

ている｡ (エビジェネテイク

スp9)

主にDNA複製により合成された新生鎖にメチル基を付加する役割をしている

のがDnmt 1 (維持メチル化酵素)である｡これは､一方の鎖のみメチル化してい

る-ミメチル化状態のCpGを優先的に認識し､相補鎖上のシトシンをメチル化

することで､ DNA複製を通いて同じメチル化状態を維持するo しかし､ある

種のヒトがん細胞ではDnmtlを欠損させてもDNAメチル化は2割程度しか

減少しないことから維持型DNAメチル化はDnmt3bによっても行われている

ことが示唆されている｡またES細胞(歴性肝細胞)でもDnmtlに加えて

Dnmt3aとDnmt3bが必要であることが報告されているo

DNMTl

Methyltransferase
dornilin

DNMT3Å

DNMT3B
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一般的にDnmt3a,3bは新
●

生メチル化酵素(denovo)
1620
であり､3aはセントロメア

以外を､ 3bはセントロメア

をメチル化すると考えられ

908 ているo いずれもC末端側

にメチル化活性を持つ触媒

領域が存在する.



●Dnmtlと相互作用するタンパク質

PCNA(proliferating cell nudear antigen増殖細胞核抗原)複製に必須の因子｡
Dnmt3a,Dnmt3b MeCP2 メチル化DNA結合タンパク質 c末端メチル化

DNA結合領域､ N末端MBD結合､ MBD､ HDAC I

･などが挙げられる｡

●バイサルファイトシーケンスについて 特定領域のDNAメチル化の解析を

行う際に用いられる方法のひとつo DNAをbisulfiteで処理するとシトシンは

上記の3段階の化学反応によりウラシルに変換される｡一方メチル化シトシン

は変換速度が極めて遅く､ほとんどすべてが変換されずに残る.さらにPCR

を経ることで,ウラシルはTとして,メチル化シトシンはCとして検出される｡

c-

･草

-*

H8O}t

⊂:≡
=コ

HSO{

(
=コ

ご一.
■∀】

rq◆

:.tこ､亡

:ヽ

4トDlbpdJWlqト
●t血■■

:L-

/I:i:,:.
8JBJmydddil■･

■●∪■■一■■

Bi5ul丘te処理 P C R

5mC -⇒ C 一寸 C

C -う U 一寸 T

(同調･バイサルファイトシーケンシング)

同調 5a2:血処理 DNA抽出 バイサル PCR DNA抽出 プラスミドプレップ シーケンス

24h) 制限酵素 盗塁_ゲル切り出し グーション シー ンスPCR

◆コントロール1

(nomal皿5S ･

no皿バイサルシーケンシング)

DNA抽出 PCR DNA抽出 プラスミドプレップ シーケンス

"_r
制限酵素...-._,プ ライグーション シーケンスPCR

◆コントロール2

(nomalm6S ･バイサルファイトシーケンシング)

DNA抽出 パイサル PCR DNA抽出 プラスミドプレップ シーケンス

""..""...._
制限酵素 生壁_ゲル切り出し

◆コントロール3

(同調･ FACS)

同調 5a2;a処理

ライグーション シー ンスPCR
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材料と方法

●細胞培養と同調

マウスm5S細胞(京都大学放射線生物研究センター､佐々木正夫教授より提

供)は､ 10% fetalbovine serum(FBS ; Sigma)入りのDulbecco's Modified

EagleMedium(DMEM ; Gibco BRL)を培地として､培養ディッシュ(TISSUE

CUIJTURE DISHES ¢100×20mm ;TPP)において､ 5%CO2､ 37℃インキ

ュベーターで培養を行った｡
※ (同調培養する際は､細胞が40%コンフルエントになった時点で行うた

め､直径10cmディッシュの場合は4× 1 05個の細胞を6時間培養しディッシ

ュに付着させた後に､同調培養に移る｡)

m5S細胞をGO期に同調するために､ o.2%FBS入りのDMEM培地で4 8

時間培養した.また､ Gl/S期に同調するために､ GO期の細胞を5JLg/ml

aphidicolin存在下､
1 0%FBS入りDMEM培地で1 6時間リリース培養した.

●薬剤処理

Aphidicolmブロックから細胞をリリースするために,予め3 7℃で暖めた

PBSで2回洗浄した後､薬剤51a2;a･2'-deoxycytidine(5･azadC ; Sigma)処理に

移る｡予め5%CO2､ 3 7℃のインキュベーターでプレインキュベ-トした培

也(1 0%FBS DMEM)に終濃度8JLMになるように51a2;adCを添加し､任

意の時間(今回はOh､ 12h､ 24h)培養して処理を行った｡

※ (5-azadC処理後､細胞が80%コンフルエント､直径10cmディッシュ

の場合は約1. 0×106個になる)

●DNA抽出

培養細胞をトリプシンで剥がし､ Wizard genomic DNA purification kit

(PROMEGA Al 1 2 0)を用いてDNA抽出を行い､DNA濃度を確認した｡

※ (培養細胞は大体1. 0×106個くらいの細胞から約10〃gとれる)

●制限酵素消化

●バイサルファイト反応

Genomic DNAは､ 5〃gを使用する｡変性､脱アミノ反応､ DNA精製､エタ

ノール沈殿を行いSQ水2 0
〃1に溶解する｡

DNA精製はWi2;ard DNA clean･UP system(PROMEGAA7280)を使用.
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●PCR

プライマー配列一覧

prirTler

major Tm bp #GC %C

I Li-maj-fcrwa(d

AAATCTAGAAATGT一丁A¶G丁AGGA 50ー6(45) 25 6 2ヰ

2 Li-nlaj-reverse

TTCGGATCCTAJMTATATAmCTCAT 53.a(44.8) 28 7 25

3 Methイ¶aj-forward
AAAGTTGGAAÅAITAGAAATG1-rTATm 51 30 5 16.7

4 Meth-rrlaj-reverse

TCCATAITCCAAATCCTTCAATATAC 54.2 26 8 30.8

nlirNy

～ Meth1ⅥjTT-forward

mTATTGTAGÅATATATTAGATGAGTGAG S3.7 30 7 之3.3

6 MetJTminイeVerSe

ATATAA1-1TITATCAITITCCATAITCTC 50.9 30 5 16.7

(1)Limajor

)←P血er mix

TEb血 8〃1

Limajorforward(100〃M) 1JL 1

Limajorreverse(100LIM) 1u 1

10FLl

>反応液組成

10×AccuPrime PCRbufEerII 5pl

1〃 1

il..･LI

l.･L]

2〟 1

50〃1

ー52-

P也er mix

SQ水

Taq pol (Accu P血e)

Bisulfite DNA



>反応条件

1 変性

2 変性

アニーノレ

伸長

3 変性

アニー/レ

伸長

4 保存

(2) Me血major

)←P血er mix

TE buffer

94℃ 30秒

94℃ 30秒

40℃ 30秒

68℃ 30秒

94℃ 30秒

50℃ 30秒

68℃ 30秒

4℃ ∞

8〃l

1サイクル

3サイクル

27サイクル

Methmajorforward(100FLM) Ill 1

Me也majorreverse(100〟M) 1〟 1

10〃1

>反応液組成

10XAccu Prime PCRbufferII 5JLl

Primer mix

SQ水

Taq pol仏ccu prime)

Bisul丘te DNA

1FL 1

41〝1

1〃1

■■Ⅷ

50〃1
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>反応条件

1 変性

2 変性

アニー/レ

伸長

3 保存

94℃ 30秒

94℃ 3

50℃ 3

68℃ 3

4℃ ∞

1サイクル

30サイクル



(3) Metb minor

>Primer mix

TE buffer 8 p I

Meth minor forward(100FLM) 1JL 1

Meth minorreverse(100uM) ILL 1

lO〃l

>反応液組成

10×AnuPrimePCRbufferⅡ 5FLl

Primer mix

SQ水

Taq pol仏ccu Prime)

Bisulfite DNA

1〃1

41〃1

1〃1

__旦且｣
50〃1

>反応条件

1 変性

2 変性

アニーノレ

伸長

3 保存

94℃ 30秒

94℃ 3

50℃ 3

68℃ 3

4℃ ∞

1サイクル

30サイクル

(4) Oct

】トP血mer mix

プライマーはOperonの合成プライマーを使用し､ TE buffer 8
FLlに100FL

Mのforwardとreverseそれぞれ1FLlを加えて全量1 0
FLlのプライマーmix

を作った｡

>反応液組成

10XAccu Prime PCRbufferII 5pl

forward primer(loll M)

reverse p血mer(lop M)

Primer mix

SQ水

Taq pol (Accu Prime)

Bisul丘te DNA

1〃 1

1〃 1

1〟1

40FL1

1〃1

2〟 1

50〃1
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>反応条件

1 変性

2 変性

アニー/レ

伸長

3 保存

94℃ 30秒 1サイクル

94℃ 30秒 30サイクル

50℃ 30秒

68℃ 30秒

4℃ ∞

●PCR

Taq ポリ メ ラーゼは AccuPrime Taq DNA polymerase

System(Invitrogen)を使用し､ 0. 2m lチューブ(o.2m1 8･Strip PCR Tube

withAttached lndividualCap,Natural,SNAPSTRIP ;フナコシ)に上述の組成

とおり反応液を混合し､サーマルサイクラー(Gene AmpPCRSystem9700 ;

AppliedBiosystems)により､上述の反応条件のとおりPCRを行った｡

※ (AccuP血e Taq DNApolymerase Systemはpol I型の酵素で､抗体

と熱安定性のアクセサリータンパク質により,全サイクル中でのミスプライミ

ングを抑える｡)

●電気泳動(PCR確認時)

PCR産物1 〃1､ TAE buffer 4 FLl､ 6×Loading Dye(Fermentas) 11Llを混

合し全量6〃lを1レーンにアプライした｡ 1.2%アガロ-スゲルで電気泳動

(Mupidミニゲル泳動槽)した後､エチジウムブロマイド で30分染色し

UV下で撮影.

●ゲルの切り出し

●DNA抽出

●ライグーション

●形質転換

●インサートチェック

●プラスミド精製

●シーケンスPCRとエタノール沈殿
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結果と考察

●同調(FACS)の結果

FACSより､コントロールとして同調培養していないもの(コントロール2にあ

たる)､同調培養したのち5azadC処理をoh､ 1 2h､ 24hしたものの結果d

図30の同調結果と比較したところ､ 1 2hには見られないG2の山が少し確認

され, 24hのものではGlとG2にはさまれたS期の部分が多く､ 21bから

2 7 hまでの結果に相当すると考えられる｡

備考:同調培養する5日前に細胞をおこした｡

●制限酵素消化

制限酵素消化前のDNA濃度測定

<泳動結果>

レーン(左から順に)

1 1DNA 0.lil g

2 ス.DNA 0,2FL g

3 1DNA 0.5FL g

4 コントロール①

5
コントロール②

6 0h①

7 0h②

8 12b(》

9 12b②

10 24h(ら

l1 24b②

12 011①

DNA 13 0h②

5JLlを 14 12h①

アプライ 15 12h(卦

16 24b①

17 24h②
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<NanoDropによるOD2 6 0値の測定>

OD260(ng/〃1) 260/280 泳動結果より

目分量で(ng/〟 1)

コントロール(》

コントロール(卦

ohG)

oh②

12h(丑

12h@

24b①

24h@

245.9

217.5

525.6

426.1

740.6

641,2

505.9

468.0

2.02

2.03

2.01

2.05

2.04

2.04

2.Oll

1.98

60

70

80

80

120

100

90

80

泳動結果とOD260値を比較すると､泳動結果の方が5-7倍うすい結果となっ

た｡原因はNanoI)ropの特性によるものと考えられ,濃度が高すぎるなど闘値

を越える場合はOD2 6 0値の測定を控え､泳動する必要がある｡対策としては､

1DNAなどでNanoDropの濃度検定をしてみることがあげられるo

この結果をもとに制限酵素処理(EcoRI)を行ったo これはゲノムDNAを断

片化し､バイサルファイト反応を効率的にするための換作である｡

制限酵素消化後のDNA濃度測定

<泳動結果>

レーン I/->

1 えDNA 0.1 FL g 4
control①②

2 ユーDNA 0.2fL g 5 0 h①②

3 九DNA 0.5JL g 6 1 2h①②

7 2 4h(D②
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OD260 日分量(ng/2.5pl)

536.6 200

862.5 200

2.5〃 lを 1155.8 `〉

アプライ 955.4 ?



●バイサルファイト反応

制限酵素消化後のDNA濃度をもとにバイサルファイト反応を行った8

備考:回収したDNA量が少なかったため､泳動結果ではなくOD2 6 0値の濃

度を参考に計算したo

(泳動結果より7-1 0倍以上うすい量でバイサルファイト反応を行ったQ)

バイサルファイト処理が完全にかかっていない可能性があるため､反応に使う

DNA量を検討する必要があるということから､ DNA5 〃gで反応させる場合と
DNA2.5〝 gで反応させる場合の2種類を行った｡

●バイサルファイト処理後のPCR

同調培養 5azadC処理24hのバイサルファイト処理したサンプルを用いて

PCRを行った｡

同調】薯養&5aヱadC処理2 4 h

サイズ non バイサル パイサルDNA5LLg パイサルDNA2.5LLE! 佐藤先生パイサル

マーカー (1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4】 (1) (2) (3) (4)

図32 バイサルファイト処理後pcRの泳動結果

1. 2%アガロ-スゲル TBEbuffer サイバーゴールドで染色

taq< accⅥ p血>

泳動時DNA 2〃1を流した｡

DNA抽出時イソプロパノールの濃度を間違え､換作上のミスをしたDNA2.5〃

gは､ほとんど検出できなかった｡

結果として､ nonバイサルファイト(2) methmajorと､自分でバイサルファ

イト反応を行ったDNA5〃g (4) oct4のバンドが出なかった｡

原因としてnonバイサルファイト(2)はPCR反応液中のDNA濃度が濃いこ
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とが考えられ､バイサルファイトDNA5Jl 1 (4)はDNA量が少ない可能性

がある｡ nonバイサル(2)に関してはDNA量を減らす､バイサルファイト
DNA5JL g (4)は, DNA量を増やす､サイクル数を上げるなどの対策が考え

られるo

●同調培養&5a2:adC処理 バイサルファイト処理後のPCR

同調培養&5azadC処理

サイズ コントロール 0 h 12b 24b

図33 同調培養

泳動結果

5azadC任意の時間処理 バイサルファイト処理後のPCR

1. 2%アガロ-スゲル TBEbufEbr サイバーゴールドで染色

taq< accu p血>

泳動時DNA l〟1を流した｡

バンドが出たものでライゲ-ションを行ったo

DNAサンプル

(参/<イサルファイト ×

バイサルファイト ○

② バイサルファイト ○

バイサルファイト ○

バイサルフ7イト ○

① ′くイサルファイト ○

培養 5且ZadC処理

nonAl

a(〉m81

(I) (3)(4)

(1)(2)(3) (4)

同調 コントロール (1)(2)

同調 5且Z且dC Oh (1)(め

同調 5&zadC 12h (I) (2) (3)

同調 E)且ZadC 24h (1) (2) (3)

プライマー

I

確認したいサンプルの優先順位｡丸で囲ったサンプル(1) (2)プライマーでライゲ-ションをしたQ
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DNA抽出物より ベクター インサート 計 AbuLferBbuRcr

oD260値

☆non(4) 5. 5-×4 0. 8 3, 2 4 16 4

コントロー･ル 1. 3

☆12h (2) 3, 5-X7 0. 5

148bpポジコン 21.4-× 1 1

ネガコン

o o o O●○●●●●●●●●●●◎◎●⑳◎○●0

o o o O●00●●●●●●●●●●●●◎◎◎⑳0

o o o 0 O O●●00⑳000●○◎◎0◎⑳◎◎0

o o o O●○●●●●●●●●●●00●◎◎◎●0

o o o o●00●●0⑳◎○●●●◎○●◎◎◎⑳0

o o o O●○◎●◎⑳◎⑳○●●●●○●○◎◎00

o o o O●○⑳◎◎●●●●●●●○●●○◎⑳◎◎

o o o o●○⑳⑳◎⑳⑳○◎●◎●◎◎●◎◎⑳◎◎

●00●○

図34 5azadC処理12時間 majorサテライト領域使用プライマーmeth

約7%脱メチル化

o o o O●0◎0000◎◎●○●◎⑳●⑳●⑳◎◎

o o o O●○◎⑳00◎◎◎●○●⑳⑳●⑳◎⑳⑳⑳

o o o O O O⑳⑳⑳○⑳⑳⑳●00◎⑳○⑳⑳⑳⑳⑳

o o o o●○⑳●●⑳⑳⑳◎●○●⑳⑳●◎⑳⑳⑳⑳

o o o o●○⑳●⑳◎⑳⑳⑳●●○⑳⑳●⑳◎000
o o o O O O●⑳●●⑳○⑳●○●●●●⑳⑳⑳⑳◎

o o o 0 O O⑳⑳⑳◎⑳⑳⑳00●⑳⑳○◎◎◎⑳◎

図35 5azadC処理24時間 majorサテライト領域使用プライマーmeth

約20%脱メチル化

黒丸:メチル化DNA (Cのまま)

白丸:メチル化していないDNA (CがTに変換) -脱メチル化DNA

水色:バイサルファイト処理ができているもの(CがTに変換)

赤丸:バイサルファイト処理ができていないもの(Cのまま)

灰丸:リピートのバリアント､もしくは一塩基多型(SNIPs)
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実際には黒と自の丸のみ表記する｡この領域がCpGサイトである｡今回はバイ

サルファイト反応が完全にできていないため､その他の配列に存在するC (シ

トシン)がTに変換できているかを確認するために､変換できているものを水

色､できていないものを赤で示した｡

メジャー配列の両端はきちんと変換されているが､中央部分は赤丸が多くバイ

サルファイト反応が不十分であることがわかる｡あまり関係ないかもしれない

が､特にCpGサイトの内側でバイサルファイト処理が不十分である0 CGリッ

チな領域は結合しやすいためか､ CpGのメチル基が作用しているのか､何か立

体的に架橋を作っているのか､配列特異的に反応が左右されるようだ｡

5azadC処理12時間のものに比べ､24時間のサンプルのほうが変換されやすい.

24時間のサンプルの方が細胞数が多くDNA濃度が高かったことが原因のひと

つと思われる｡まだ､始めたばかりの実験で今回の1データしかでていないの

で十分検討の余地がある｡今回のバイサルファイト反応は試薬調整から行った｡

反応においてpH条件が非常に重要ということで､細かく条件を合わせることが

できるキットの使用も有効と思われる｡

●まとめ

バリアントが20種類以上存在する反復配列を解析しているためシングルコピー

ジーンのようにスペシフィックな結果が得られなかった｡

信頼できる結果を得るためにはデータの蓄積が必要である｡バイサルファイト

反応を左右するパラメーターとして使用する反応系と配列の特異性があり､解

析する領域､また使用するプライマーによりバイサルファイト反応時のDNA濃

度､スルホン化時間などを検討する必要がある｡

適確なコントロールの設定と､統計処理に基づいたデータ解析により信頼性の

向上が期待される｡

DNAの脱メチル解析は晴乳類の場合､植物と違いDNA脱メチル致死であるた

め解析困難と思われる｡

晴乳類でのバイサルファイトは､発生･分化､インプリント､疾患などにおけ

るメチル化の解析に適用できる｡
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DNAメチル化

100%

Oh 3h

-ミメチル化

100%

1

-ミメチル化

50%

脱メチル化

5 0%-→崩壊

6h 9h 12h 1 5h 18h 21h 24h

時間

162_

●

ヘミメチル化
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脱メチル

時間経過

5 0%一大崩壊

この時には細胞がかなり

死んでいて正確なデータが

とれない

ーユークロマチン

･
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diMeK4H3 ､ AcH修飾ヒストンの局在変化

I

-ミメチル化状態

5azadC処理3-6時間

･脱メチル化状態

5azadC処理24時間

..i::A"y*
ヘテロクロマチン

崩顔中

バックの染色あり

ほとんど同じ潰さで拡散

･-テロクロマチン崩壊拡大

5a2;adC処理48時間

ヘテロクロマチン

-中＼

＼
集まり中

バックの染色減る

リングの内側と外側に

向かって二重の

グラデーション

トト.!･
′4

崩壊に使われた

残り

バックの染色なし

リングが拡大して

リングの内側に向かって

グラデーション

●

5azadC処理による時間の経過にしたがって､ Dnmtl阻害による複製依存的な

DNAメチル化の解除が起こると考えられているo (EnLi)

これにより新生鎖にはDNAメチル基が付加されないo

このことからDNAメチル基結合タンパク質MBDによる-テロクロマチン形成

が阻害されると考えられたo しかしMBD欠損による-テロクロマチンの崩壊

は確認されないという報告もあるo

今回の結果から時間の経過とともにクロマチンを緩める修飾ヒストンのリク

ルートが観察された｡これは､拡散状態にあった修飾ヒストンが特定の領域に

凝縮し,脱メチル化した細胞がさらに細胞周期を一周することで-テロクロマ

チンの崩壊が進行､修飾ヒストンの局在が拡大することから言えるo

これらの修飾ヒストンは何によりリクルートされるのだろうか｡

5azadC処理によりmajor,minorのRNA転写が確認されることから､ DNAメ

チル化解除による転写産物が関与している可能性が考えられるoこれは5azadC

処理をして短時間で転写が確認されること､また図 同調 の結果より､

5azadC処理3-6時間で修飾ヒストンの局在変化が見られることから推測した｡

すなわち5azadC処理後､短時間で-テロクロマチン周辺に修飾ヒストンを接

着する物質が現れる｡もしこれがクロマチンリモデリング因子のようなものだ

としたら､このタンパク質が-テロクロマチン周辺に集まるまで､もしくはタ

ンパク質が発現するでのタイムラグが考えられるQ また敏速な応答としては､
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5azadC処理により-テロクロマチン周辺に存在するクロマチンリモデリング

因子が働くようなシグナルが出るのかもしれない｡

しかし､もしこれがタンパク質でなく転写されたRNAの場合はどうだろうか｡

5azdC処理によりDNA複製パターンIIで-ミメチル化状態になり､メチル基

がついていない新生鎖からRNAが転写されるのではないだろうか｡このRNA

が-テロクロマチン領域に配列特異的に結合することで､修飾ヒストンをリク

ルートするタンパク質が結合するプラットフォームが提供されインデューサー

としての働きをしているのかもしれない｡ 5メチル化シトシンの局在観察結果

において､構成-テロクロマチンがメチル化DNAの局在と完全に一致していな

いことから､ -テロクロマチンの崩壊が起こる前であっても､ DNA脱メチル化

による転写が起こると考えられる｡また､配列特異的に修飾ヒストンがとどま

っていないことから､崩壊の進行には何らかの他のタンパク質が関与している

可能性も示唆される｡

●-テロクロマチン形成におけるメチル化DNAの意義

セントロメアにおけるDNAのメチル化は､ウイルス性トランスポゾン由来のリ

ピート配列がDNAの他の配列に飛び回るのを防ぐための機構であると考えら

れる. 5azadC処理によってDNAが脱メチルすることで,トランスポゾン様の

転写抑制が解除され,ウイルス由来の本来の働きを取り戻すのかもしれない｡

DNAメチル化解除とともに内在性siRNAの阻害に働くサイレンシングも解除

される｡

今回の結果は､ DNAメチル化解除により内在性siRNAの転写が起こり､何ら

かの機構により修飾ヒストンdiMeK4H3 ､ AcHが(積極的に) -テロクロマ

チン周辺にリクルート(もしくは-テロクロマチン周辺で接着･固定)された

ものと考えられる｡

どの領域から解除された転写産物か､それがRNAかタンパク質か何によるリク

ルートなのかは疑問が残る｡

DNAのメチル化解除によって転写されると考えられるものとして､トランスポ

ゾン由来の転写産物､不活性Ⅹ染色体などが挙げられる｡

またリクルートするタンパク質としては､ヒストンシャペロン､クロマチンリ

モデリング因子などが考えられる｡
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本研究室竹林(先輩)の実験結果のよると､ 5azadC処理した細胞では-テロク

ロマチン構造の脱凝縮が観察され､核内の特定の領域でヒストン高アセチル化

が誘導されているのが確認されている｡考察において､ 5azadC処理した細胞で

は､核質に検出されるアセチル化ヒストンH4の蛍光がコントロール細胞に比

べ弱いことについて次のように説明している｡高アセチル化が誘導された領域

の蛍光が強すぎて､それよりも弱い核質の蛍光が検出されにくくなっているだ

けであり､処理細胞でもコントロールと同様なアセチル化ヒストンH4の分布

が観察されるとしている｡しかし､石田(先輩)のウエスタンプロットによる

修飾ヒストンの定量的解析によると､修飾ヒストンの核内での局在は変化する

が､その量は核全体で見た場合5azadC処理のものとコントロールとほぼ同じ

であるとの結果がある｡

また､竹林(先輩)の結果からは､ 10日以前の胎児から細胞を採取したDnm

t lノックアウトマウスではセントロメア-テロクロマチンが脱アセチル化状

態であること､また5azadC処理後のセントロメア-テロクロマチンにHDA

c 2の局在が観察されることから次のような仮説を立てている. 5azadC処理に

よるヒストン高アセチル化の誘導はDNAの脱メチル化に無関係であり､

5azadCを取り込んだDNAとHDAC2の異常な相互作用によるものではないか.

以上をふまえると私のRNA関与説は全く意味のないものになるのだろうか?

内容を整理すると､ヒストン高アセチル化誘導の原因として考えられるものに

は､ Dnmt lのノックアウト(Dnmtlと相互作用するタンパク質が機能しな

いた染､ ) DNAの脱メチル化によるもの(MIBD､HDACが結合しないため､

RNA転写が起こらないため) 5azadCを取り込んだDNAとの異常な相互作用

によるもの､ 5azadCの別の作用に(Dnmt lトラップ､ユビキチンプロテア

ソーム系による影響?)よるものなどが挙げられる｡

5azdCがDnmtlをトラップするという報告､またDnmtlがHDACと相互作

用するとのこと(ェビジェネテイクス?)から､ HDACの異常な蓄積が説明で

きる｡では､ユークロマチン領域に存在するヒストンの凝集も異常な相互作用

によるものなのだろうか?

疑問に感じたのは､ 10 日以前の胎児はRNAを発現しているのだろうか?

-3日以降は発現していそう｡

10日以前の胎児は-テロクロマチンが崩壊していないのだろうか?

-竹林(先輩)の結果からDAPIで濃染される-テロクロマチンの崩壊は確認

されない｡
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-テロクロマチン領域に蓄積するヒストン修飾は原因なのだろうか､それとも

結果なのだろうか?

今回の実験データのみで推測するのは難しいため文献を参考に考察したい｡

ヒストン修飾とDNAメチル化､ RNAによる制御機構において次のような報告

がある｡

まず､ DNAメチル化とヒストン修飾について｡

･ウイルス由来リピート配列の転写抑制に働くクロマチンリモデリング因子と

してLshが知られている.Lsh欠損はCpGの低メチルとヒストンの高アセチル

を誘導する｡しかし-テロクロマチンは維持されている?
･

microH2Aの論文より､セントロメア周辺-テロクロマチンはCpGメチル

化欠損中で保持されるが有意な形態変化を同時に示す｡
･

microH2AはⅩistRNAによりリクルートされている可能性がある｡

･植物シロイナズナにおいて｡トランスポゾン由来LINE配列はRNA直接

DNAメチル化とsiRNAによりDNAメチル化が起きている｡
･

MBD欠損においても-テロクロマチンの崩壊はみられない｡

DNAメチルトランスフエラーゼの欠損によってみられるゲノムインプリンテ

ィングの消失やⅩ染色体不活性化の消失､トランスポゾン領域の活性化といっ

た通常抑制されている遺伝子の発現とそれに伴う個体発生の異常はMBDタン

パク質の欠損によってはみることができない｡このことから､ MBDタンパク

質がDNAメチル化依存的な転写調節に関わるかどうかは疑問が残る0 (細胞核

ダイナミクス)

･

5azadC処理による-テロクロマチン領域におけるHDACの蓄積

･サテライトⅢの研究より｡

ストレスにより一時的な核ストレスボディ(nsB)と呼ばれる核内構造を引き起

こす｡核ストレスボディはサテライトⅢDNAを含む特異的なセントロメア周

辺-テロクロマチンドメインで形成される｡ストレス応答でのこれらのドメイ

ンは､そのエビジェネティツクな状態を-テロクロマチンからユークロマチン

に変えnSBと結合したままポリA化RNAに転写される｡ (05/10/21勉強会)
･

Ura4変異の研究より｡

Rdpl Dicerなどの遺伝子変異株を作製｡それぞれの変異によって転写抑制が解

除されることがわかった｡この時､反復配列の相補鎖からそれぞれのRNAが

転写されることも示された｡クロマチンのH3K9メチルが低下し､ H3K4

メチルが上昇する｡ (クロマチンと遺伝子機能制御p64､ 65､ 66)

･反復配列がすべて-テロクロマチンを形成するわけではない｡
(クロマチンと

遺伝子機能制御)

･

H3K4のメチル化､ H4K1 6のアセチル化がユークロマチンの形成の原
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因か結果かは明らかでないが､ユークロマチン状態の維持に働いていることは

十分に考えられる｡ (クロマチンと遺伝子機能制御p66)

･セントロメア周辺-テロクロマチンの抑制に関わるRNAはセントロメアコ

アから離れた場所にある｡
･

5azadC処理で脱メチル化されやすい配列とされにくい配列がある. (ェビジ

ェネテイクスp199)

･トランスポゾンの再活性化｡ Spm転移酵素であるTnpAの話｡単一プロモー

ターから転写され選択的スプライシングにより形成されるmRNAにコード

される｡これ自体をコードする遺伝子の転写制御とDNAメチル化解除が関

連している｡TnpA発現系を導入したタバコ培養細胞ではSpmプロモーター

と下流調節領域メチル化解除が再現されている｡ TnpAがメチル化解除に関

わるタンパク質を直接あるいは間接的にプロモーターと下流領域に呼び込

むモデルが提唱されている｡ (ェビジェネテイクスp 1 6 9)

･植物ホルモンのカスケードにおいても上記と同様の機構がある｡詳しく理解

できていないが､おそらくホルモンが受容体に結合しシグナルが出てある遺

伝子が発現し､それがプロモーター領域に結合してまた別の遺伝子発現を促

し､.スプライシングバリアントができる.それがさらに新たなプロモーター

に結合し情報を伝えるというmiRNAを介した発現制御の話｡

植物の場合はRNA依存性DNAメチル化があるようにヒストンを介さずに直接

制御するものもあるが､マウスなど晴乳類ではこの機構にさらにヒストンやタ

ンパクによる制御を含んでいるようである｡植物の例がそのまま当てはまるわ

けではないが､トランスポゾンの再活性化によりその他の領域の発現解除が起

こる可能性は十分考えられる｡このことが修飾ヒストンdiMeK4H3またはAcH

の蓄積と関係があるのかは定かではない｡今回､竹林(先輩)の考察にあるよ

うにAcHのみならずdiMeK4H3 も同様の局在変化を示すことがわかったo

5azadCによる異常な相互作用がどれほど影響するのかわからないが､おそらく

ユークロマチン領域に存在する修飾ヒストンは-テロクロマチン領域に凝集す

る傾向があるらしい｡
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図36 5a2;adC処理時間経過による修飾ヒストンの凝集･蓄積と局在の変化(リ

ングの形成と拡大)

左:コントロール, 5azdC処理12時間､ 24時間, 48時間

栄:diMeK4H3またはAcH修飾ヒストン､ DAPIスポットにみられるリングを

拡大したもの,水色: DAPI染色

右:予想モデル図
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図37クロマチンリモデリング因子CAFl

による複製依存的な-テロクロマチン-の

HPlの再分配モデルD DAPIで濃染される

-テロクロマチンの外周でCAFl､ PCNA

がリング状に観察される｡水色の領域は

RNAとH3E9meにより-テロクロマチン

が安定化しているo

Rnase処理により崩壊するo (それぞれのタ

ンパクの結合が外れる)

このことからRNAがタンパク結合の足場

を作っていると考えられる｡ (Quivy JP

2004 EMBO)

図38 上:セントロメアコアから離れた領域

から転写されたRNAがセントロメアのサイ

レンシングに関わるモデル図｡ (このRNAは

宿主の都合で働いているRNA｡トランスポ

ゾン由来のRNAを宿主が逆手にとって利用

している例)

下:セントロメア周辺から転写されたRNA

がセントロメアの崩壊に関わる予想モデル図｡

(セントロメアRNAはウイルス由来の働き

をしているのでは?-テロ凝縮して閉じ込め

られているトランスポゾン由来のリピート解

除に働いているのではないだろうか｡)

;..:+･･-i.i:
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図39 siRNAによって引き起こされるセントロ

メア-テロクロマチン形成モデル

黄色:ヒストン DNAがまきつくタンパク質

小さい青の丸:H3E9me -テロクロマチンに存

在するヒストン修飾､赤: Chpl H3K9meを認識

して結合､マゼンタ: Agol siRNAを含み特定の

DNA配列に結合､オレンジ:噂乳類では不確定?

緑: HPl二量体を形成しておりH3K9meと結合

することで-テロクロマチンをループ状に凝縮さ

せアセンブリーを作るo よってセントロメアDN

Aは3重鎖o青:Rad 姉妹染色分体の結合因子D
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-テロクロマチン形成におけ

るRNA-ヒストン-DNAメ

チル化

制御モデル図

ドア:遺伝子領域(ノンコーデ

ィング領域の場合もあり

1.転写されたRNAがどの遺

伝子の発現制御を行うか指示

2. ## (HMT suv39h

Clt14など)によるヒストン修飾

RrtAL

..,__.._/

∠

t→tjt
t1トン

bTJ叶-TIV{t

rFul㌔ □･,ワ

3.ヒストン修飾と協調的に働くDnmtによりDNAがメチル化されるo

このような遺伝子の発現抑制が行われている｡

新仮説

RNAによる転写誘導

DNA脱メチル化-RNA-ヒス

トン

制御モデル図

1. DNAメチル化解除により

RNAの転写が起きる

2.他の領域のヒストン修飾変

換

という予想o

db･T･芯レ卑

トp/A

iP tilt:5

宙う■可
rn弧ヽ可Lレ

J(tdt屈七
も叶さ

もしくは転写されたRNAが括抗阻害(競合?)となって-テロクロマチンを形

成するsiRNAを阻害するのか｡ (Major overexpressionの論文 B4伊藤くん

紹介より)

ではAcHなどの修飾ヒストン凝集の意味は?
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図39植物ホルモンにおける遺伝

子発現制御のカスケードモデル

転写されたRNAが特定のプロモ

ーター領域を認識して下流域の遺

伝子発現を制御するQ スプライシ

ングバリアント､プロモーターの

特異性から状況に合わせ制御され

ている｡

ユークロマチン領域に存在する修

飾ヒストンが-テロクロマチン領

域に凝集するというのは結果か原

因かというと,結果でもあり原因

でもあるのではないだろうか｡ -

テロクロマチンは崩壊しながら

次々と転写抑制が解除されている

ようだ｡

それぞれの変化が現れる順にまとめると､複製タイミングパターンⅢでDNAに

5azadCが取り込まれる. Dnmtlを阻害して新生鎖がメチルされない｡ RNAの

転写が起こるD ユークロマチン領域のヒストン修飾の局在が変化する｡ DAPI

で濃染される-テロクロマチンの局在が変化するo

●あとがき

RNAワールドを起源とするウイルス由来の経路が進化することによって,現

在の様々な種のゲノムシステムが出来上がったと考えられる｡ウイルス由来の

トランスポゾンは生命の進化を飛躍的に加速させた｡セントロメアはウイルス

由来の配列を利用したゲノムシステムと言えるc 内在性siRNAによりDNAの

メチル化やヒストン修飾が配列特異的に誘導され様々なタンパク質を呼び込ん

でアッセンプリ-を形成することでゲノムの機能を果たしていると考えられる｡

エビジェネティツク修飾変換のインデューサーとして､モルフォゲン､ホル

モン､代謝産物､シグナル伝達物質､薬剤､レクチン､酸化ストレス､熱スト

レス､ RNAなど様々な要素があり今後､発生･分化,環境応答における制御機

構が明らかになるだろうoこの研究を通して､先人の言う'seeingisbeheving `を

実感した｡定量的解析に比べ定性的な解析は発見が多い｡高感度CCDカメラと

FISHによる詳細な核内構造の解析は､新しい未来を開くかもしれないD

顕微鏡の向こう側は小宇宙である｡
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