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研究成果の概要（和文）： 
	 コヒーシンサブユニット SMC3 コンディショナルノックアウト（SMC3KO）マウスを作製
した。神経細胞特異的に SMC3のヘテロノックアウトすると、神経細胞の維持ができず、細胞
死が誘導される。現在、神経細胞分化段階で、時期を変えてノックアウトを行い、形態学的な

影響とともに遺伝子発現変化、クロマチン高次構造解析を行うことを予定している。一方、

SMC3が、ESCO1/ESCO2によりアセチル化されることと、その特異的な脱アセチル化酵素と
して HDAC8 を新たに見いだした。さらに HDAC8 が、今まで原因が特定されていなかった
CdLS 遺伝病の原因遺伝子の一つであることが明らかとなった。これらの発見に加え、コヒー
シンのアセチル化、脱アセチル化状態がダイナミックに変動しているという知見から、コヒー

シンのアセチル化制御と転写制御との連携の可能性が考えられた。現在、ChIP-seq 解析法を
用いて、染色体上での経時的なコヒーシンのアセチル化領域の変化について詳細に解析を進め

るとともに、アセチル化の分子的意義について解析を進めている。 
	  
研究成果の概要（英文）： 
	 I have developed a system to deplete SMC3, one of essential cohesin subunits,  
specifically in the neuron cells of mice. The neuron could not survive and cell death was 
induced. I am analyzing gene expression profile and chromatin high order structure at each 
stage of differentiation. Meanwhile I have identified HDAC8 as a specific deaceylase for 
SMC3 and causative gene for CdLS. These findings suggest that acetylation status of 
cohesin is also important for transcriptional regulation. I am now trying to analyze 
biochemical property of acetylated Smc3 and its genomic localization to understand the 
mechanism behind regulation of transcription by acetylation. 
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１．研究開始当初の背景 
	 コヒーシンは、姉妹染色分体を分裂期ま
で接着させる役割を担うだけでなく、ヒト
を含む高等真核生物では、分化し、増殖を
停止した神経細胞等においてもコヒーシン
が染色体上に存在することや、コルネリア
デランゲ（CdLs）症候群（小頭症等の重度
の精神遅延、四肢の形成異常、心臓の形成
異常を伴う疾患）がコヒーシンあるいはそ
のローダーの変異が原因となる遺伝病であ
ること、ショウジョウバエのコヒーシンロ
ーダー変異体の解析から、転写制御をコヒ
ーシンが担っている可能性が示唆されてい
た。さらに、コヒーシンが、インシュレー
ター因子 CTCFと協調し、転写のインシュ
レーターとして機能することを報告した
（Nature, 2008）。しかし、コヒーシンが
どのように転写の制御を行っているのか、
分子機構は未だ明らかとなっていない。 
	  
２．研究の目的 
ChIP-seq 法 の 確 立 お よ び 、
Chromosome-Confomation Capture(3C)
法を元に、染色体高次構造を次世代ハイス
ループットシークエンサーを用いた網羅的
に解析可能な技術を確立することをまず目
指す。また、確立した技術と分化細胞系を
用いて、また、コヒーシンの転写への役割
及び制御における分子メカニズムを明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの胎児脳から未分化神経細胞を
取り出し、培養ディッシュ上で培養し、成
熟神経細胞への分化、軸索、シナプス形成
の分化培養系を確立する。 
(2) ChIP-sequence 法の構築及びコヒーシ
ンの結合領域の同定 
	 ChIP-seq 法の構築は、培養細胞を用い
てコヒーシン(Scc1特異的な抗体は作製済)
の ChIP を行い、コヒーシン結合 DNA を
回収、次世代シーケンサーにより結合領域
を同定する。	 。 
(3) 網羅的に染色体の高次構造を決定する
手法の開発 
	 網羅的に染色体高次構造を解析する方法
は、既報の 3C(chromosome conformation 
capture)アッセイを元に構築を試みる。 
(4)コヒーシンの制御機構の解析を細胞学
的手法（RNAi,免疫抗体蛍光染色法）及び
生化学的手法による解析を行う。	 
	 
４．研究成果	 
	 SMC3 コンディショナル KO マウスの作製及
び解析	 ‒SMC3 コンディショナル KO マウスか
ら作製した SMC3 ホモノックアウトマウスは、

胎生致死であったのに対し、ヘテロノックア
ウトマウスの異常は、現在のところ観察され
ていない。一方で、Nestin プロモーター下で
Cre リコンビナーゼを発現する神経細胞特異
的なノックアウト系では、脳部においてヘテ
ロ、ホモとも SMC3 の欠損した細胞で細胞死
が誘導されていた。現在、詳細な解析を行う
とともに、さらに神経細胞の異なる分化段階
でのコヒーシン欠損による影響について遺
伝子発現やクロマチン状態変化を含め検討
している。	 
	 一方で、コヒーシン SMC3 がアセチル化され
ることが報告され、SMC3 アセチル化抗体の作
製及び解析を行った。SMC3 のアセチル化は
ESCO1 と ESCO2 両因子によって引き起こされ
ることを明らかにした。このアセチル化は、
細胞周期を通じて起こり、アセチル化量は、
S 期に高く、分裂期に低くなることが分かっ
た。アセチル化量の細胞周期においての変動
は、脱アセチル化酵素の存在が推測され、ス
クリーニングを行った結果、HDAC8 を見いだ
した。HDAC8 のノックダウンや阻害は、アセ
チル化 SMC3	 の増加を引き起こした。コヒー
シン関連の遺伝子を原因する CdLS の遺伝病
が知られており、この患者の症状は、転写の
破綻により細胞の分化異常に起因すること
が知られている。CdLS の原因遺伝子として約
６割占める遺伝子 nipbl が、RNA ポリメラー
ゼ II と直接作用することと一部の遺伝子の
発現を抑制していることを見いだした。現在、
この Nipbl タンパク質の染色体上の局在領域
の同定を ChIP-seq 解析により進めている。
また、原因遺伝子が特定されていない CdLS
患者の中に hdac8 遺伝子に変異を持つものが
存在した。さらに、この患者由来の細胞は、
コヒーシンのアセチル化の亢進と共にコヒ
ーシン結合の変化が見られており、現在遺伝
子発現変化との関係について調べている。	 
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