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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ヒストンコードの解読と構成的なヘテロクロマチン形成の分子機構の理解を
通じて、そのエピジェネティクな変化がDNA修復・組換えや染色体構造の安定化に及ぼす影響を明らかにすることを目
的に研究を行った。
　まず、ヒストンH３を中心に解析を行い、カイコヒストンコードを解読した。次に、H3K9-HP1と H3K27-Polycombシス
テムに関与する因子の解析を行い、その分子基盤を明らかにした。一方、カイコ分散型動原体染色体における特異的な
動原体形成機構と細胞分裂各ステージにおける、動原体形成因子の機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the molecular relationship between the epigenetic modificat
ion of chromatin and DNA metabolism, and maintenance of chromosomal structure, we analyzed the histone cod
e of silkworm holocentric chromosomes and its role on the formation of constitutive heterochromatin. First
, the histone code of silkworm histone H3 was determined. Then, almost all components of H3K9-HP1and H3K27
-Polycomb systems had been cloned and their roles on the formation of constitutive heterochromatin were an
alyzed. Finally, the molecular structure of silkworm kinetochore was revealed.
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１．研究開始当初の背景 
 カイコやショウジョウバエなどの昆虫
では遺伝子組換え昆虫を作製する技術が確
立・普及して来ている。特に、カイコは昆虫
工場の宿主として、鱗翅目害虫のモデル昆虫
として、また、昆虫特異機能の解明とその応
用において、組換え昆虫を利用した新規機能
の導入や遺伝子機能の解析の必要性が増大
している。これまで、組換え昆虫関連の研究
分野では、効率良く組換え昆虫を得る方法の
開発が主体であり、作製した遺伝子組換え昆
虫の制御に関する研究は少ない。我々は、カ
イコ AGO2 タンパク質が外来 DNA の染色体へ
の相同組換え（ジーンターゲティング）の阻
害に関与していることを示した。この組換え
阻害の分子基盤は明らかとはなっていない
が、カイコ細胞は DNA の存在部位を認識し、
その認識に AGO2 を介したクロマチン構造の
エピジェネティクな変化が関与している可
能性が高いと考えられる。このような分子基
盤を理解し、局所的または一時的に遺伝子組
換えが起こりやすいクロマチン構造を人工
的に作り出すことができれば、遺伝子導入効
率を飛躍的に向上させることが可能となる。
また、遺伝子組換え昆虫において、一度導入
した外来遺伝子が導入直後は活発に転写さ
れていたのに、世代を減るにつれエピジェネ
ティクな修飾を受け次第に発現量を低下さ
せる現象が知られている。この現象の克服は、
導入した遺伝子周辺のクロマチンにどのよ
うな経時的な変化が生じ、なぜそのような変
化生じるのか、どうすればそのような変化を
回避できるのかなど、昆虫エピジェネティク
スの総合的な理解が必要であり、今後は、昆
虫ゲノムのエピジェネティクスとDNAメタボ
リズムの関連を理解した上で、組換え昆虫を
作製・利用することが重要となる。哺乳類に
おいては、エピジェネティクス研究は DNA メ
チル化修飾の解析を中心に進められて来た。
しかし近年、ヒストンのアミノ末端の多彩な
化学修飾とクロマチン構造との関連が明ら
かにされ、クロマチンの暗号とも呼ぶべきヒ
ストンコードが次々と解読されている。一方、
昆虫では、ショウジョウバエ、カイコ、ハマ
ダラカ、コクヌストモドキなどのゲノムが解
読されてはいるが、ポストゲノム研究は発展
途上であり、ショウジョウバエ以外の昆虫で
はヒストンコードさえも不明である。さらに、
昆虫ゲノムのクロマチン構造はいくつかの
特異な性質を有するという問題がある。ショ
ウジョウバエゲノムにはDNA塩基のメチル化
修飾自体が存在しないが、カイコではメチル
化修飾を受ける、カイコ染色体は分散型動原
体を有する（１染色体に１動原体が一般的）、
ショウジョウバエとカイコはともにテロメ
アの維持にトランスポゾンを利用している
などの特徴が知られている。特に動原体やテ
ロメア領域はヘテロクロマチンを形成して
いることが知られているが、カイコにおいて
これらの領域がヘテロクロマチン化されて

いるのか否かさえ不明である。このような特
徴は、昆虫エピジェネティクス研究進展の困
難さを予想させる一方で、昆虫を材料にエピ
ジェネティクス研究を行うことの重要性を
示唆しており、遺伝子組換え昆虫の利用を含
めた次世代の応用昆虫学には不可欠である
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
  これまで、トランスクリプトーム、タン
パク質の発現プロフィールから生命現象に
迫るプロテオーム、そして細胞内代謝物の網
羅的解析を行うメタボローム研究は着実に
成果を揚げつつあり、ゲノム解析からメタボ
ロームにいたる研究手法は、DNA 複製→mRNA
発現→タンパク質合成→機能発現（代謝）と
いう遺伝子発現のセントラルドグマの過程
を下流へと辿って来た。しかし、本来、ゲノ
ム解析からトランスクリプトームの間に位
置するはずのエピジェネティクス解析は、そ
の解析の困難さ故に敬遠されてきた。 
ほぼ同一のゲノム組成を有する多細胞性
生物の多様な組織の細胞が、各組織に特異な
個性を発現する分子機構の解明は、トランス
クリプトームやプロテオーム解析などの従
来のアプローチのみでは限界がある。また、
生物の加齢に伴う疾患の発症や、遺伝子組換
え生物における外来遺伝子の経時的な発現
抑制には、正常な細胞の分化プログラムの進
行を伴わないクロマチン構造変換が関与し
ていることが知られている。狭義のエピジェ
ネティクスは、クロマチンへの後天的な修飾
により遺伝子発現が制御されることに起因
する遺伝学をさすが、本課題では、昆虫クロ
マチン修飾の分子基盤の解明とそのエピジ
ェネティクな変化が DNA 修復・組換えや染色
体構造の安定化に及ぼす影響を明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、❶ カイコヒストンコードの
解読し、ヒストン修飾の組み合わせとクロマ
チン構造の対応関係を解析する。❷ 構成的
なヘテロクロマチンのランドマークとされ
る H3K9-HP1 システムと、限定的な局所ヘテ
ロクロマチンのランドマークとされる
H3K27-Polycomb システムを中心に、分散型動
原体を有するカイコ染色体におけるヘテロ
クロマチン形成（コア構造）の分子基盤を解
析する。❸ ヘテロクロマチン形成の制御に
関わる遺伝子群の機能解析、特に Argonaute
遺伝子群を中心とした外来核酸へのゲノム
防御の分子基盤を解析する。❹ カイコゲノ
ムへの外来遺伝子の経時的な発現量変化と
エピジェネティクな修飾変化について解析
する。 
 
４．研究成果 
 ❶ カイコヒストンコードの解読について
は、ヒストン H３とそのバリアント（H3.3）



を中心に解析を行い、H３K4、H３K9、H３K14、
H３K18、H３K23、H３K27 についてのメチル化
及びアセチル化修飾の組み合わせを明らか
とした。一方、アルギニン残基とリン酸化を
受けるセリン、スレオニン残基の修飾につい
てはほとんど未修飾であることが明らかと
なった。また、カイコ特異的な修飾が存在す
る可能性が示唆された。そこで、カイコ H３
における特異修飾の機能を明らかにするた
めに点突然変異を導入した。まず、内在性の
ヒストン遺伝子のみをノックダウンし、外来
の突然変異遺伝子を発現するシステムを構
築した。人工合成した遺伝子は内在遺伝子を
相補することができたが、細胞の増殖速度が
低下した。次に、ヒストン N末端の修飾残基
をアラニンに置換した突然変異体（K4, K9, 
K27, S10）を作製し、細胞に導入後、内在性
の H3 遺伝子をノックダウンしたところ、S10
については細胞周期のM期遅延がみとめられ、
その他の変異体 についても細胞増殖の抑制
が認められた。 
 ❷ カイコは分散型動原体染色体という特
殊な染色体構造を有しており、セントロメア
周辺のヘテロクロマチン構造が染色体上の
多くの遺伝子発現に影響を与えていると予
測された。そこで、H3K9-HP1 と 
H3K27-Polycomb システムに関与する因子の
解析を行った。セントロメア周辺のヘテロク
ロマチン構造の形成に関わるカイコ
H3K9-HP1 システムについて CHIP-seq 解析を
行ったところ、トランスポゾンの中でもかた
よった配列の領域がヘテロクロマチン化さ
れていることが示唆され得た。また、３種の
HP1 タンパク質、HP 1a、HP1b、HP1c につい
ては、ノックダウン細胞での顕著な表現型は
現れず、RNA-Seq 解析によりトランスポゾン
や反復配列の転写が亢進していることが明
らかになった。これと関連して、カイコ SIWI、
AGO3タンパク質がHP1依存的な転写抑制に関
与していること、また、HP1b は HP 1a を介
して SIWI、AGO3 タンパク質と相互作用して
いることを明らかにした。 ヘテロクロマチ
ンコア構造の解析に関しては、カイコ
H3K27-Polycomb システムに関与する因子の
解析を行った。カイコゲノムよりシステムに
関与する１３遺伝子をクローニングし、RNAi
法を用いた遺伝子機能阻害実験によりこれ
らの遺伝子がH3K27のモノメチルからトリメ
チルへの修飾に関わっていることを示した。
また、H3K27-Polycomb システムに関してはノ
ックダウン時のマイクロアレイ解析をによ
り、Polycomb 複合体の full assembly に依存
した遺伝子発現抑制経路とPho-Scmにのみ依
存した経路の少なくとも２種の経路が存在
することが明らかとなった。さらに、ポリコ
ーム遺伝子ノックダウン細胞のマイクロア
レイ解析から同定されたカイコゲノム上の 
Polycombシステム標的遺伝子ASNSについて、
その転写が細胞周期に依存した Polycomb に
よる抑制とC/ebpに依存した活性化の競合に

より制御されていること、またその制御にか
かるプロモーター上の領域を同定した。 
 一方、動原体形成において重要な役割を担
っている CPC 複合体の解析から、カイコ染色
体においては、分裂中期の染色体の整列に染
色体から発生した紡錘糸が重要な役割を果
たしていること、その形成に CPC 複合体の働
きが必須であることを明らかにした。また、
分裂中期以降の染色体の分配には、中心体か
らの二極性紡錘糸の形成が必要であること
も確認した。 
 ❸ カイコヘテロクロマチン制御に関わる
遺伝子群の機能解析については、既に４種の
カイコArgonaute遺伝子をクローニングして
いたが、これらの遺伝子のノックダウン時に
おける遺伝子発現への影響をマイクロアレイ
で解析した。その結果、カイコSIWI及びAGO3
によって制御されている反復配列群を同定し
た。また、カイコSIWI、AGO3遺伝子が相互作
用する際には、顆粒状の構造体を形成し、こ
の構造体は生殖細胞に認められるNurge様の
構造であることが明らかとなった。この構造
体には、Yb-bodyに含まれるタンパク質は存在
しないことも明らかにした。Nurge様の構造へ
のSiwi-Ago3複合体の局在にはカイコVasaタ
ンパク質の存在が必須であった。カイコアル
ゴノート遺伝子SIWIとAGO3がH3K9-HP1システ
ム と核において相互作用し、その相互作用は
転写に抑制的に働くことを明らかにした。カ
イコHP1bはHP1aと比較して強い転写抑制活性
を 示すが、SIWI-AGO3に依存して転写調節領
域にリクルートされた場合、その効果はHP1a
に依存することも明らかにした。 
 ❹ 遺伝子組換えカイコを用いた導入遺伝
子の安定性制御とエピジェネティクな発現
制御機構の解明については、導入したレポー
ターカセットの挿入部位周辺のクロマチン
構造と転写活性を解析するために次世代シ
ーケンサーを用いた HP1 及び Polycomb につ
いての Chip-Seq 解析を行ったが、現在まで
特徴的なヘテロクロマチン誘導は観察され
ていない。そこで、遺伝子組換えカイコにお
ける導入遺伝子の安定性制御とエピジェネ
ティクな発現制御機構には、カイコ細胞核内
におけるクロマチン領域の空間制御に関す
る理解が必要であると考え、クロマチンルー
プ形成におけるカイコインシュレーター
CTCF とその相互作用因子 CP190 をクローニ
ングした。これらの遺伝子のノックダウン細
胞を作製し、次世代シーケンサーを用いた
RNA-Seq 解析を行ったところ、200 個 以上の
転写亢進遺伝子を見出した。 
 細胞核において遺伝子発現制御に大きな
役割を担っているカイコDNAのメチル化修飾
については、BmDnmt1 ノックダウン細胞では
17 遺伝子が発現量の低下、27 遺伝子が上昇
すること、BmDnmt2 ノックダウン細胞では 37
遺伝子が発現量低下、7 遺伝子が発現量上昇
することを明らかした。 
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