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研究成果の概要：哺乳類染色体の構築原理に関する知見を得ることを目的とし、セントロメア領域

におけるエピジェネティクス異常の蓄積はセントロメアの機能崩壊を導き、染色体分離異常を引き起こ

すこと、染色体末端テロメア領域の複製タイミングおよび高次クロマチン構造による複製タイミング制御

についての新たな知見、DNA複製・転写における核マトリックスの役割の提示、DNA損傷時の複製フ

ォーク進行ダイナミクスとその制御機構について、新たな DNA 損傷応答機構を解明する等の

成果を上げた。 
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１． 研究開始当初の背景 
発生過程のエピジェネティクスについての研究

は、体細胞核移植によるクローン動物の応用の根
幹であり、世界中で展開され、技術面の改良のみ
ならず、リプログラミングに必要な因子の探索やイ
ンプリント遺伝子をはじめとする重要な遺伝子の解
析について精力的に行われていることは、枚挙に
耐えない。しかしながら、本研究は、継承されるべ
きゲノム本体の構造形成過程を明らかにすること
を目指しており、このような視点に基づく研究は皆
無である。また、エピジェネティクスと複製、転写と
核内配置の関係についてはいくつかの研究があ

るものの統一した見解が得られておらず(Gilbert ら
J. Cell Biol., 2003、Bergman & Cedar, Nat. Rev. 
Immunol., 2004)、発生過程における核の内部構造
とクロマチン構造のエピジェネティクス、さらにその
関係については研究の端緒についたに過ぎない。
我々は核内ゲノム動態に関する研究を複製に関し
て開始し、転写を含む核内イベントを制御するメカ
ニズムについて研究を展開してきた。すなわち、細
胞核内に一コピーの遺伝子を可視化できる FISH
法 を 用 い た複 製 タ イ ミ ング 解 析 法 を開 発 し た
(EMBO J, 1992)。この方法により、インプリント遺伝
子の父母間のアレルで異なるタイミング(Kitsberg ら
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Nature, 1993)や、複製タイミングのドメインレベル
の制御が、申請者のグループを含め明らかにされ
ている(Kagotani ら Biosci. Biotechnol. Biochem., 
2002; Hum. Mol. Genet., 2003)。さらに、我々は、
インプリンティングを受ける遺伝子がクロマチンル
ープ上にあり、核マトリックスへの結合に依存して
アリル特異的に転写されること(Kagotani ら Exp 
Cell Res,2002)、複製は核マトリックス上で行われる
こと等を明らかにする一方(作成中)、インプリント遺
伝子・染色体テリトリーの核内動態の解析や
(Nogami ら J Cell Sci, 2000)、DNA ファイバー上の
複製開始部位の可視化法の開発と複製のエピジ
ェ ネ テ ィ ッ ク な 制 御 を 明 ら か に し て い る
(Takebayashi ら Exp Cell Res, 2001, 2005)、本研究
はこれらの延長線上にあり、発生過程におけるクロ
マチン構築の概念を提示できる先導的研究と位置
づけられる。 

一方、遺伝情報を忠実に次世代に受け継ぐた
めには損傷に対する応答や、染色体の安定性を
保証するシステムが必須で、体細胞においては、
チェックポイントなど膨大な研究が世界的に進行し
ている。これまで外的ストレスに対して応答し、染
色体の完全性維持に機能すると考えられてきたい
くつかの複製制御因子が通常時の染色体恒常性
維持においても機能することが示されている
(Shechter ら Nat. Cell Biol., 2004: Marheineke & 
Hyrien, J. Biol. Chem., 2004)。我々は DNA の一
本差切断を認識して塩基除去修復関連因子を損
傷 領 域 に リ ク ル ー ト す る Poly(ADP-ribose) 
polymerase (PARP)が DNA 損傷時のみならず、通
常時の複製フォーク進行にも影響する結果を得て
いる。さらに関連因子の RNAi によるノックダウン、
DNA 損傷時における複製フォークの進行と組換
えの関係や分配を担うセントロメアクロマチンの修
飾と複製の関係に迫る研究、DNA 一分子上で複
製フォークをとらえる分子コーミングやクロマチンフ
ァイバー上での分子複合体の可視化などにもチャ
レンジしており、これらを発生分化の過程で調べる
本研究は、最先端研究に位置づけられる。 
 
２．研究の目的 

まず基礎面からのアプローチとして、正常な発
生・分化の過程で、体細胞型のゲノムの構築(クロ
マチン構造と DNA 複製に基づくゲノムのまとま
り：クロマチンドメイン)が、いつどのように行われ
継承されるかを、ヒストン修飾やシトシンメチル化
などのエピゲノム状態、複製タイミング及びレプリ
コン単位、転写や組換えなどの染色体機能、染
色体核内配置との間に、相互にどのような調節が
なされているのか、という基本原理に関して明ら
かにするため、培養細胞系で基礎データを得る。
さらに受精卵や ES 細胞からの発生・分化過程、
他から入手したノックアウトマウス由来細胞や研
究協力による核移植胚からの発生過程の解析に
チャレンジする。 
 
３．研究の方法 

(1) イメージングと画像処理 
Charge-coupled device (CCD) カ メ ラ 
(MicroMAX-1401-RS, Princeton Instruments Inc.) 
を搭載した蛍光顕微鏡 (Zeiss Axioplan 2 MOT, 
Zeiss) を用い、MetaMorph version 6.1  software 
(Universal Imaging Corporation) でイメージングを
行った。立体イメージは Z 軸方向に対し、0.2 μm
の  stack 間隔でイメージングを行った。これを 
Nearest-Neighbor 法により各 stack からの任意の
イメージを deconvolution した後、比較したい２つ
の異なる蛍光チャンネルの画像に関して threshold 
を設け、MetaMorph ソフトウェア上のツールを用い
て共局在率の算出および輝度解析 を行った。カラ
ーイメージの作製やその重ね合わせについても同
ソフトを用いて行った。 
(2) RNA-FISH (RNA-fluorescence in-situ 
hybridization) 
dig-dUTP で標識した MaSat および MiSat のプ
ローブをエタノールエタノール沈澱し、ホルムアミド
を 1 サンプルあたり 8 μl 加えボルテックスした。
次いで、80℃ で 10 分間熱変性させ、氷中で 3 分
冷却し、等量の hybridization buffer (20% dextran 
sulfate, 4×SSC, 2% Tween20) を加え、これを変性
DNA プローブとした。立体標本を D-PBS で 5 
分間洗浄し、70% EtOH/D-H２O にて 5 分間、90％ 
EtOH/D-H２O にて 5 分間、100％ EtOH にて 5 分
間、の順で脱水処理をした。その後風乾し、変性
済みのプローブ DNA をカバーガラスの上にのせ、
直ちにスライドガラスと合わせてペーパーボンドで
シールした。これらを H２O で湿らせた容器に入れ
て、一晩、37℃ でプローブ DNA と RNA をハイ
ブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後、カバ
ーガラスを 50% formamide/2×SSC にて５分間、
43℃ で洗浄し、これを 3 回繰り返した。次いで、２
×SSC にて5分間、43℃ で洗浄し、これを3回繰り
返した。ブロッキング液 (3% ブロックエース, 0.1% 
Tween20, PBS) にて 30 分間、37℃ でブロッキン
グを行った。次いで、ディテクション液 (1% ブロッ
クエース, 0.1% Tween20, PBS) で 100 倍希釈した 
Rhodamine Sheep anti-Digoxigenin にて 30 分間、
37℃ で検出操作を行った。その後、4×SSC/0.1% 
Tween20  にて 5 分間、43℃ で洗浄し、これを 3
回繰り返した。次いで、DAPI 溶液に 5 分間浸し、
DNA を染色した。これを PBS で 5 分間洗浄し、
次いで超純水で脱塩処理を行った。最後に抗退
色剤 VECTASHIELD で封入した。 
(3)定量的リアルタイム PCR 法(qPCR) 
定量的リアルタイム PCR は、Power SYBR Green 
Master Mix (ABI)、100nM プライマーセット、40 サ
イ ク ル の 条 件 で 、 ABI PRISM 7000 Sequence 
Detection System (ABI)を用い、行った。解析は、
ゲノム DNA を鋳型として得られた検量線の傾き
(slope)から、それぞれの領域の増幅効率(AE)を考
慮し、専用ソフトから得られた Ct 値から Q-gene 
software (Muller et al., 2002)によってインプット
DNA に対するターゲット DNA の存在量を求め、各
実験で基準とした処理に対する相対値で表した。 



 

 

(4) 分子コーミング(DMC)による複製フォーク解
析 
IdU を終濃度 100μM になるように培地に加え 20
分間 37℃でラベルし、続けて、CldU を終濃度
100μM になるように培地に加え 20 分間 37℃か
43℃でラベルした。複製を瞬時に停止させるため、
終濃度 2mM になるようにチミジンを加え急冷し、
細 胞 を 回 収 し た 。 複 製 ラ ベ ル し た 細 胞 を
1,250rpm 5min 4℃で遠心して回収し、1.5ml の
エッペンドルフチューブに移して PBSで1,250rpm 
5min 4℃で 1 回洗浄した上清を除き、ミトコンドリ
ア DNA を取り除くために脱核バッファー(250mM 
sucrose, 20mM HEPES pH7.5, 10mM KCl, 
1.5mM MgCl2, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM 
DTT, 0.1mM PMSF)を 107cells/50μl で加えてピ
ペッティングし、2,250rpm, 10min 4℃で遠心する
という操作を、ピペッティング回数を 60 回、30 回、
5 回 に 変 え て 、 3 回 繰 り 返 し た 。 PBS を
107cells/500μl で加え、65℃で溶かした 1．2%の
低融点アガロース(Roche)を等量加えよく混ぜ、
エッペンチューブ(200μl 容)数本に移し、4℃で 2
時間以上ゲルを固めた。チューブの底を切り、先
を切った 1ml 用のチップをつけたピペットマンを
装着して押し出し、0.5M の EDTA (pH8.0) を入
れた 15ml チューブに保存した。この状態で数ヶ
月は 4℃ (遮光) で保存可能となる。以降は、ゲ
ルを崩さないように溶液のみを交換した。 
 まず、溶液を ESP (1% N‐ラウロイルサルコシン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.5M EDTA(pH8.0) 、 1mg/ml 
proteinase K (Roche))に交換し、50℃で一晩タン
パク質を分解した。翌日、proteinase K 失活のた
め 0.5M EDTA (pH8.0)で 5 分 2 回洗浄後、TE バ
ッファーに PMSF を終濃度 40μg/ml になるように
加えた溶液で、50℃で 30 分 3 回洗浄後、溶液を
TE バッファーに交換し、室温で 2 時間静置した。
次に、T40E2 バッファー (40mM Tris, 2mM EDTA 
pH8.0)2ml に 交 換 し 、 YOYO-1 (invitrogen) を
107cells/μl となるように加え、室温で 1 時間静置し
た。TE バッファーで 1 回洗浄後、65℃、30 分でゲ
ルを融解させた。 

続けて、融解したゲルに 1x になるように
50xβ agalase バッファー (CAMBREX)を加え、
40℃で 15 分置いて拡散させた後、1μl/ml の
β agalase (CAMBREX)を加え、40℃で一晩分解
した。翌日、この溶液を、終濃度 150mM になるよ
うにした MES (pH5.5)にゆっくりと加えた。そして、
65℃で 2 時間以上 DNA を拡散させて、4 度で保
存した。 

DMC 用溶液を室温に戻し、APS コートされた
スライドガラス (MATSUNAMI)を、装置にセット
後、溶液に 3 分間浸漬し、200μm/sec で引き上げ
ることで、DMC 標本を調製し、DNA のスライドガ
ラ ス へ の 張 り 付 き を 蛍 光 顕 微 鏡  (AxioPlan2 
imaging e, Zeiss)で確認した後、60℃のインキュ
ベータ内で一晩固定した。 

固定した DMC 標本を、73℃のウォーターバス
に浮かべたディッシュ内で、50%FA/2xSSC で

73℃13 分間処理して変性させて、すぐに-20℃の
70%EtOH で 3 分間処理した。続いて、90%EtOH、
100%EtOH の順に各 2 分室温で処理した後、スライ
ドを乾燥させた。 
 次に、乾燥させた標本を 1% Blocking Reagent 
(Roche)/0.05% Tween20/1xPBS に Rat anti-BrdU 
(OBT)を溶かした溶液で、室温にて 30 分間処理し
た。PBS＋0.05% Tween20 溶液で 5 分 3 回洗浄した
後、1% Blocking Reagent/0.05% Tween20 した後
/1xPBS に Mouse anti-BrdU (BD)を溶かした溶液で、
室温にて 30 分間処理し、PBS＋0.05%Tween20 溶
液で 5 分 3 回洗浄した。さらに、1%Blocking 
Reagent/0.05%Tween20/1xPBS に Alexa Fluor 488 
F(ab’)2 goat anti-mouse IgG および Rhodamine 
donkey anti-rat を溶かした溶液で、室温 30 分処理し
てから、PBS＋0.05%Tween 20 溶液で 5 分 3 回洗浄
した。最後に、超純水で洗浄し、スライドガラス上に
アンチフェードで封入した。 
 
４．研究成果 
(1) セントロメア領域の構築原理に関する知見を得
るため、マウスセントロメア領域のエピジェネティクス
と染色体不安定化について DNA メチル化とゲノム
構築の関係を解析した。すなわち、DNMT1 阻害剤
5-aza-2’-deoxycytidine (aza-dC)処理マウス m5S 細
胞の複製フォークの進行速度をゲノムワイドに解析
するとともに、FISH 法を用いて高メチル化 DNA 領
域の MaSat、MiSat を可視化し、この領域の複製フ
ォークの進行速度を解析した結果、aza-dC 処理によ
り、ゲノムワイド、MaSat、MiSat でいずれも複製フォ
ークの進行速度が減速することを示した。その原因
として MaSat、MiSat で DNA の脱メチル化と、それ
に伴う転写活性化が起きていることを示し、転写因
子が複製フォークの進行を妨げ、この領域の複製フ
ォークの進行速度を減速させた可能性を示した。こ
の他 aza-dC 処理により、DNA 複製依存的に DNA
損傷が誘導されること、DNA 損傷が高頻度に誘導
されるマウスセントロメア周辺領域において複製フォ
ーク進行速度が遅延していることなどを見出した。ま
た、5-aza-dC 処理により、染色体分離異常を起こす
核の増加、および G2/M 期の細胞の増加を確認し
た。 

図１．マウスメジャーサテライト領域の
RNA/DNA FISH：左から順に DAPI、メジャーサ
テライト DNA-FISH、RNA-FISH、これらを重ね
たイメージ。5-aza-deoxycytidine 低メチル化処理
により、この領域が爆発的に転写誘導される。 



 

 

(2)染色体末端ドメインの構築原理についての
知見を得るため、サブテロメア領域を解析し
た。ヒト各種培養細胞に対して、BrdU を用いて
DNA を複製標識し、間期核 FISH による解析に加
えて、マイクロアレイや定量的リアルタイム PCR を
用いて、サブテロメア領域のマクロな領域とミクロ
なゲノム領域における複製タイミングを解析した
結果、サブテロメア領域の複製タイミングは細胞
間で異なり、同じ細胞であっても染色体によって
複製タイミングは異なっていること、多くのサブテ
ロメア領域はテロメアの複製タイミングと一致し、
複製タイミングの早い領域が多いこと、一部のサ
ブテロメア領域についての解析から、マクロには、
複製タイミングが早い領域ほど、核内部に配置し、
GC 含量が高く、サブテロメア領域でも複製タイミ
ング、核内配置、GC 含量の関係に相関があるこ
と、ミクロには、複製タイミングは遺伝子の転写活
性よりもヒストン修飾と強い相関があることなどを
明らかにした。すわなち、サブテロメア領域にお
いて、ヒストン修飾が複製タイミングの制御機構の
上流に位置し、エピジェネティックな要因でクロマ
チンの構造が決定し、その高次クロマチン構造の
変化によって複製タイミングが制御されることを示
した。 
(3) 染色体末端の構築原理についての知見を
得るため、テロメア領域を解析した。テロメ
ラーゼ陽性細胞である HeLa 細胞のテロメア
DNA の複製タイミングを詳細に解析してい
るが、ヒトの ALT 細胞である(VA-13 細胞)を
用いてテロメア DNA の複製タイミングを解
析した。 

まず、ALT 細胞である VA-13 細胞を細胞周
期同調法によって、S 期(DNA 合成期)に分画
した。細胞周期同調法として、DNA ポリメラ
ーゼα阻害剤であるアフィジコリン処理によ
り一旦 S 期に同調した細胞を通常培地でリリ
ース培養し、S 期の各時期で細胞を回収する
方法をもちいた。細胞周期同調後、ハロゲン
化ヌクレシドである BrdU と BrdC を同時に
複製鎖に取り込ませ標識し、回収後 BrdU、
BrdC により複製標識されたゲノム DNAに対
して、抗BrdU抗体を用いた免疫沈降を行い、
複製直後の DNA のみを回収した。BrdU で標
識した DNA からは G リッチ鎖と C リッチ鎖
がともに回収され、この産物に特定の遺伝子
領域に対するプライマーを用いて定量的リア
ルタイムPCRを行いテロメアの複製タイミン
グを定量的に解析した。コントロールを確認
し、この方法に正確に特定遺伝子領域の複製
タイミングが解析可能であることを確認した。
次にテロメア反復配列特異的なプライマーセ
ットを用いて解析した結果、S 期の中期に特
異的なピークが見られた。このことから、
VA-13 細胞のテロメアは S 期中期に複製する
と考えられる。既にテロメラーゼ陽性細胞の
HeLa 細胞も S 期中期にテロメアが複製する
ことを示しており、テロメラーゼ陽性細胞と

ALT 細胞でテロメア DNA の複製は共に S 期中
期で行われていることが示された。 
(4)DNA 損傷時の複製フォーク進行ダイナミク
スとその制御機構について解析し、新たな DNA
損傷応答機構を解明した。まず、個々の DNA 分
子上で複製フォークの進行を可視化解析できる
解析法を確立した。これを用いて DNA 損傷時の
複製フォーク進行制御に poly(ADP-ribose) 
polymerase-1 (PARP-1)が関与していることを
見出すとともに、PARP-1 は DNA 損傷を与えな
い通常時において、複製フォーク複合体と相互
作用していることを示した。さらに、各種損傷
修復関連因子欠損 DT40 細胞を用いた解析によ
り、相同組換えの比較的初期段階の実行過程が
複製フォーク進行停止または遅延を引き起こす
引き金になっていること、PARP-1 は非相同末端
結合因子である Ku70 を poly(ADP-ribosyl)化す
ることによりKu70の損傷DNA領域への結合を
阻害し、相同組換え因子の損傷 DNA 領域への結
合を保証していることを示した。 

図２．PARP-1 による複製フォーク進行制御モ
デル 
 
(5) 核内における染色体上のゲノムドメインの構築
における核マトリックスの役割についての知見を得
ることを目的として以下の研究を行った。核内を三
次元的に考慮した際の核内ネットワーク構造とされ
る核マトリックスは、遺伝子の転写、複製、DNA 損傷
修復、アポトーシスといった様々な核内イベントにお
いて重要な役割を担っていると考えられている。膨
大なゲノム DNA を持つ高等真核生物は、複製開始
点を多数有することで、効率的な DNA 複製を可能
にしている。しかしながら、転写と複製開始との関係
についてはいくつかの報告がされているものの、足
場となっている核マトリックスとどう関与しているのか
については明らかにはされておらず、複製・転写依
存的な核マトリックス結合に加えて、共に核マトリック
ス上で行われるこの二つのイベントの関係性につい
て解析した。まず、各種ヒト培養細胞から回収した複
製新生鎖 DNA に対する定量的リアルタイム PCR に
より、複製開始点の解析を試みて、LAMIN B2, 
β-GLOBIN, CMYC 領域内の既知複製開始点を確
認し、さらに HSP70 遺伝子領域に一つの新たな複
製開始点を見出した。次に、HSP70 遺伝子領域を
用いて、本遺伝子が熱ストレス処理により転写活性
化されること、HSP70 遺伝子が転写依存的に核マト
リックス結合性を示すことを確認した。転写と複製開



 

 

始の関係を調べるために、G1 期各時期の細胞に
ついて解析を行い、G1 中期において HSP70 遺
伝子の転写量が減少する一方、本領域内複製開
始点の核マトリックス結合量が増加することを見
出して、G1 期における複製開始点の核マトリック
ス結合の重要性を示した。さらに、G1 中期におけ
る転写を熱ストレス処理により活性化させたところ、
本領域内の複製開始点としての利用効率が減少
していたことから、複製と転写という二つの主要な
核内イベントは、HSP70 遺伝子領域において、核
マトリックスへの結合を介して密接に制御されて
いる可能性を提示した。 
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