
様式 C-19	 
	 
	 
	 
科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 

	 
平成 24 年	 6月	 7日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
	 アセチル化コヒーシンの動態を解析する為、染色体免疫沈降可能な特異的抗体を獲得するこ

とを目指した。結果、酵母、ヒトそれぞれのアセチル化コヒーシンを特異的に認識する抗体を

得た。得られた抗体は酵母では、染色体免疫沈降が不可能であったが、ヒトのアセチル化コヒ

ーシン抗体は、免疫沈降が可能であった。この抗体を用い、少数細胞からでも効率よく染色体

免疫沈降実験（ChIP-seq解析）が可能なように、条件検討を重ねた結果、in vitro transcription
法 (一度 RNA に変換することでバイアスを抑制する方法)を組み合わせることにより、ごく少
量の免疫沈降 DNA による ChIP-Seq 解析法を構築し、ヒト染色体上のアセチル化コヒーシン
の動態を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We could gain the monoclonal antibody against acetylated cohesin for yeast and 
human respectively from a few hundreds of candidates. Yeast antibody did not work for 
ChIP(Chromatin immunoprecipitation) but human antibody could. We have developed 
the method to carry out ChIP-seq from reduced number of cells (around 10,000 cells), 
and use this antibody to detect dynamics of Cohesin acetylation in human. 
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１．研究開始当初の背景	 
	 生命の存続にはゲノム情報の正確な複製
と、倍加した遺伝情報の娘細胞への均等な分
配が不可欠である。複製により生じた姉妹染
色分体の間にはコヒーシン複合体による接
着が確立形成されており、この接着が正確な
染色体分配に必須なことは知られている。す
なわち、DNA 合成期には DNA 複製とコヒーシ

ンによる接着が平行して進行していること
になる。この両者の研究はそれぞれが世界中
で大いに研究されてきたが、細胞周期の同時
期に起こる両者間の連携をグローバルな視
点から解析されることは少なく、新たな研究
の展開が要求されていた。	 
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	 本申請では、姉妹染色分体間の接着に必須
であるコヒーシンのアセチル化に焦点を当
て、(１)コヒーシンアセチル化は DNA 複製と
共役して起きているのか、(２)コヒーシンア
セチル化と協調的に機能する複製因子の同
定、および機能解析、(３）コヒーシンによ
る複製ストレスを感知する因子の探索を目
的に、ゲノム学的手法(ChIP-Seq 法)を用いて
明らかにする。	 
	 
３．研究の方法	 
	 コヒーシンアセチル化を特異的に認識で
きる抗体を作製する。この抗体を用いて、DNA
複製期におけるアセチル化コヒーシンの染
色体動態を体系的に理解するために、
ChIP-Seq 解析を行う。これと平行して複製因
子の欠損株を作製し、コヒーシンアセチル化
が減少するような因子の同定を行う。	 
	 
４．研究成果	 
	 コヒーシンアセチル化部位を抗原とする
マウスモノクローナル抗体のスクリーニン
グにより、コヒーシンのアセチル化のみを特
異的に認識する酵母、ヒトに対する抗体をそ
れぞれ得た。酵母のアセチル化抗体は、タン
パク質検出においては非特異的バンドのな
い唯一無二の抗体であったが、種々の条件検
討を重ねても免疫沈降は不可能であった。一
方、ヒトのアセチル化抗体は免疫沈降率が非
常に低いもののコヒーシンのアセチル化の
みを免疫沈降することに成功した。	 
	 当初、本研究を開始した時点では、出芽酵
母を用いたコヒーシンアセチル化の動態解
析と DNA 複製との連携を軸に研究を進める予
定であったが、酵母アセチル化抗体による免
疫沈降が不可能であったため、ヒト細胞を用
いてコヒーシンアセチル化のタンパク結合
プロファイルを ChIP-Seq 法により解析する
ことにした。	 
	 免疫沈降 DNA	 (ChIPed	 DNA)をシークエンス
で泳動するには、ChIPed	 DNA の断片にアダプ
ターを付加し、ライブラリを作製する必要が
ある。通常、免疫沈降された DNA は数十 ng
が最低限度とされている。今回、アセチル化
コヒーシンの ChIPed	 DNA は最低限度を大き
く下回る DNA 量であり、通常の増幅法ではほ
とんど有効なデータを得ることができなか
った。そこで、ごく少量の ChIPed	 DNA の増
幅方法の検討を行った。	 
	 はじめに ChIPed	 DNA を鋳型にしてランダ
ム PCR 増幅法を試みたが、ランダム PCR 増幅
法は増え易い、あるいは増えにくい等の増幅
バイアスがかかってしまい、特に非特異的な
繰り返し配列を多く含むヒト細胞を用いた
免疫沈降産物の増幅には不向きであった。そ
こで、非特異的な繰り返し配列の増幅やプラ
イマー自身の増幅を極力抑えるために、T7	 

RNA ポリメラーゼを使用する in	 vitro	 
transcription	 (IVT)増幅法を試みた。ChIPed	 
DNA を鋳型とし、大量かつ正確に一本鎖 RNA
を合成した後に増幅する方法であり、最もバ
イアスがかかりにくい方法である。これによ
り、ごく少量のアセチル化コヒーシンのタン
パク結合プロファイルを得ることができた。	 
	 この増幅法が、近年創薬、診断等への応用
で重要視されている微量組織、あるいは微量
細胞での免疫沈降解析に有効であると考え、
通常の 100 分の 1 スケールである 10000 個の
HeLa 細胞を用い、メチル化ヒストン抗体によ
り免疫沈降を行った。今回構築した増幅法に
加え、少量 DNA 断片化の効率を上げるため、
模倣 HeLa	 DNA としてバクテリオファージλ
DNA を加えた。免疫沈降後、λDNA は IP 分画
には含まれず、WCE 分画で混入したものにつ
いてはシークエンス後の解析でλDNA のみ排
除することが可能である。その結果、10000
細胞においても十分な S/N 比をもつタンパク
質プロファイルを得ることができた。IVT 法
による ChIPed	 DNA の増幅は小スケールにお
ける微量サンプルの免疫沈降法として最適
条件の一つであると言える。今後は、ヒト、
マウスといった高等真核生物のコヒーシン
アセチル化が複製進行とどのように共役し
ているのかに焦点を当て、ChIP-Seq 法による
解析を進める予定である。	 

図；少数細胞からの ChIP-Seq による H3K79me
結合領域	 
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