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研究成果の概要（和文）：細胞の増殖分化において、転写因子のクロマチン上にある標的遺伝子への結合制御は重要な
ステップであり、その過程に必須なクロマチン構造変換機構の解析が、エピジェネティック制御を理解する上でも重要
な課題である。この観点からステロイドレセプター(GR)の標的配列（MMTV）を直列に複数コピーゲノム上に有したMMTV
アレイ細胞株を樹立し、核内受容体(GR)およびクロマチン構造変換因子(ARIP4)の動態観察を行った。その結果ARIP4は
GRとの複合体形成の前に核内構造体に局在することが判明した。このシステムは細胞分化におけるクロマチン構造変化
と核内構造との相互作用を解明する手掛かりとなると考えられる。

研究成果の概要（英文）： For understanding on the molecular processes of development, cell growth and home
ostasis, it is required to reveal a regulation mechanism of binding of the transcription factors to the ta
rget genes. One of a useful method to introduce a new insight into the complex formation with the target D
NA is to visualize the processes using the cell line that possesses a tandem repeat array of the mouse mam
mary tumor virus (MMTV) promoter that is the target of the steroid receptor (GR, glucocorticoid receptor).
  Using this system, we succeeded in finding of a novel complex formation on the MMTV array. Although the 
chromatin-remodeling factor, ARIP4, is localized on nuclear structure without the glucocorticoid, after ad
dition of the ligand, ARIP4 is co-localized with GR on the target DNA. This suggests that the MMTV array s
ystem is useful to analyze an important role of nuclear structure in the regulation of nuclear transcripti
onal complex formation.
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１．研究開始当初の背景 
  
 転写機構の緻密で精巧な制御機構の重要性
はその破綻によって引き起こされる様々な
発生異常や疾患の解析からも明らかであり、
その中でも転写因子がクロマチンの構造変
換によって標的遺伝子に結合する過程はエ
ピジェネティック制御の観点からも非常に
興味深い。ゲノム情報が解読され、クロマチ
ン免疫沈降を用いたゲノムワイドな解析に
より従来まで未知であった転写因子の標的
遺伝子とその遺伝子発現制御に関与する結
合様式の包括的な理解が進みつつある。これ
らの膨大な情報から得られる知見の一方で、
転写因子の結合に関わるクロマチン構造の
制御については、ヌクレアーゼの感受性を指
標としたヒストンとDNAとの相互作用につい
て生化学的に評価されるのが主流であった。
そのため数個のヌクレオソームの範囲での
解析にとどまり、高次クロマチン構造を含め
クロマチン構造変換の全体像は未だほとん
ど解明がなされていない。本研究はこの観点
から、転写領域におけるクロマチン構造変換
の経時的な可視化システムの構築を目指し、
クロマチン構造変換に関与する転写介在因
子の解析と、それによって制御される細胞分
化に対する生理的意義を明らかにしたいと
考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 細胞分化過程において、転写因子のクロマ
チン上にある標的遺伝子への結合制御は細
胞の運命決定に重要なステップであり、その
過程に必須な転写制御領域のクロマチン構
造変換機構の解析が、エピジェネティック制
御を理解する上でも重要な課題の一つとな
っている。我々は核内レセプターに一過的に
なされる SUMO 化修飾がクロマチンレベル
で転写を制御することを明らかにし、その
SUMO 化依存的に核内受容体に結合する
ARIP4を発見した。本研究では転写制御領域
のクロマチン動態をモニターする実験系を
確立し、ARIP4のクロマチン構造変換複合体
の解析を細胞レベルで解析し、クロマチン構
造の制御機構とその生理的意義を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 
平成２３年度の計画 
従来の手法ではゲノム上の転写制御領域の

クロマチン構造を可視化することは困難で
あり、クロマチン構造変換の全体像はとらえ
られていなかった。 この問題に対して
MMTV アレイ細胞をモデル系として用い、
ホルモンの添加によって活性の ON/OFF が
可能なステロイドレセプターによる転写活
性化時のクロマチン構造変換を蛍光顕微鏡
および超高解像度顕微鏡によって経時観察
を行った。 
平成 24年度の計画 
 ARIP4 複合体以外にもこの転写領域にお
いて大きなクロマチン構造変換に関与する
因子の存在が示唆される場合が考えられる。
この高次クロマチン構造変換に関与する因
子に関しては、核内レセプターのリガンド誘
導後の経時観察によってクロマチン構造変
換のタイミングを限定した上で、時期特異的
に核内レセプターに結合する複合体の精製
を試みた。 
平成 25年度の計画 
 平成 23年度よりARIP4および p62のノッ
クアウトマウスの掛け合わせによる ARIP4
複合体ノックアウトマウスの作製を行うが、
連携研究者である諸橋憲一郎教授、竹内純准
教授の協力の下、現在までに、心臓特異的
ARIP4 欠損マウスの作製に成功しそれらの
解析および、組織特異的な機能の解析をすす
めた。 
 
４．研究成果 
 
 ステロイドレセプター (GR)の標的配列
（MMTV-LTR）を直列に複数コピーゲノム
上に有した MMTV アレイ細胞株の作製を試
み、MMTV 配列を細胞に導入するためのア
レイベクターの構築を行った(図１)。 

 このアレイベクターが従来のレポーター
プラスミドと比較してどのような活性を有
するのかを検討した。その結果従来知られて
いるレポータープラスミドよりもバックグ



ラウンドが非常に低く、さらに活性のダイナ
ミックレンジが非常に高い事が判明した(図
1)。これはこのアレイベクター自身がクロマ
チン構造を形成できることを示唆しており、
このプラスミドを用いることで有用なアレ
イ細胞を樹立できると考えた。このプラスミ
ドと同時に GRと GFPの融合タンパク質を
導入した細胞を作製し、MMTV のアレイ領
域が可視化出来るかを指標に細胞をスクリ
ーニングした。その結果、リガンド依存的に
複数のアレイ領域が観察される細胞が複数
株、ヒトがん細胞で樹立できた(図２)。 
 さらに、この細胞を用いて GRともに、申

請者達が SUMO 化修飾依存的に GR に結合
する介在因子 ARIP4 の局在変化を経時的に
観察した(図３)。観察の結果、GRは予想通り
ホルモン依存的に細胞質から核へ移行し、速
やかに MMTV アレイ上に局在する様子が見
られた。一方 ARIP4 はホルモン非添加で核
内にドット上の局在を示し、核内の特定の構
造体に局在しているがホルモン添加によっ
て、その構造体から速やかに解離した後
MMTV アレイ上に局在するのが観察された
(図 3)。 
 この事は核内構造体が標的遺伝子への介

在因子のリクルートに対して重要な前段階

である可能性を示している。また ARIP4 が
ATP 依存的なクロマチン構造変換因子であ
ることから、ホルモン依存的な核内での局在
変化は核内構造とクロマチン構造変換のク
ロストークを示唆するものだと考えられる。 
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