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研究成果の概要（和文）：遺伝子組換えタンパク質を高効率に生産する動物細胞の構築を目指し，核内のゲノム動態や
ゲノム編集技術について検討した。結果として，脂肪細胞への分化誘導に伴い発現する遺伝子の核内配置は大きく変化
しないこと，ヘミメチル化DNA結合タンパク質UHRF1の過剰発現は核の形態異常を導くこと，葉酸欠乏はDNA低メチル化
を介してDNA損傷を導くこと，CRISPR/Cas9システムにより，特定の巨大ゲノム領域を欠失できること，ゼブラフィッシ
ュ細胞の核内複製動態の基本データなどを示した。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of establishment of cells with efficient expression of 
recombinant proteins, intranuclear genome dynamics and the genome editing method were investigated. The 
following results were obtained: The intranuclear arrangement of genes during adipocyte differentiation 
was not changed even if they expressed. Overexpression of hemimethylated DNA binding protein UHRF1 
induced the abnormal shape of the nucleus. Folate deficiency causes the DNA hypomethylation and induces 
the DNA damage. The specific large genomic region can be deleted by a CRISPR/Cas9 system. Various basic 
data on intranuclear DNA replication dynamics of Zebrafish cultured cells have been collected.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子の転写に適切な場所が存在すると
いう考えは 10 年以上前からあり，最近にな
って論文が散見されるようになった
(PNAS,105, 19199, 2008; Nat. Biotechnol., 
28, 1089, 2010)。しかしながら核内の配置
と遺伝子発現との間には，未だ不明な点が多
い。国内外の動向は，本研究代表者を含め，
もっぱら核内の空間配置や核の内部構造と
関連する転写制御メカニズムの解明を目指
す研究に傾注されてきた。したがって，本研
究が目指す核内の配置等の制御を物質生産
につなげようという視点の研究は皆無であ
る。 
研究代表者は，これまでに DNA/RNA FISH
の技術を用いて DNA 複製や mRNA 転写開始の
タイミングにおいて優れた成果を挙げてき
た（Exp. Cell Res., 274, 189-196, 2002）。
最近ではその技術をさらに進展させてDNA修
復の様子を観察できるまでになっている(J. 
Cell Biol., 183, 1203-1212, 2008)。さら
に核マトリクスと転写の関係を明らかにす
ることで，転写の場やクロマチン構造(エピ
ジェネティック修飾)が転写活性に重要な働
きをしていることを見いだしてきた(Exp. 
Cell Res., 316, 2731-2746, 2010)。このよ
うに研究代表者は，転写の場の研究を長年展
開し，核内転写制御に関する情報を熟知して
おり，核内配置と遺伝子発現，さらにエピジ
ェネティック制御の関係を精査することに
より，それらの情報を物質生産に応用するこ
とが可能と考えている。 
 
２．研究の目的 
遺伝子の発現過程は，mRNA の転写，プロセ
シング，翻訳段階からなると考えられてきた。
しかし最近，核内における遺伝子の空間配置
や mRNA の輸送が，最適な遺伝子発現の誘導
に大きく関わることが示された。すなわち，
真核細胞で遺伝子を発現させる過程には，
(1)核内の配置，(2)mRNA の転写，(3)mRNA の
細胞質への輸送，(4)翻訳段階の 4 工程から
なり，プロモーターの強化やコドンの最適化
などの従来の工夫は，遺伝子発現に関わる過
程の一部を強化していたに過ぎない。本研究
では，まだ研究の進んでいない(1)と(3)のう
ち，特に(1)の核内配置の制御に関する研究
を行い，エピジェネティック制御との関係を
研究することで，タンパク質生産性の向上へ
の情報を提供することを目的とした。一方，
ゲノム領域のヘテロクロマチン化にはDNAの
高メチル化が鍵であり，逆にエピジェネティ
ック制御で低メチル化状態にできれば通常
の遺伝子導入法でも遺伝子発現効率の高い
細胞の効率的取得が期待できる。研究代表者
が見出した DNA低メチル化が DNA損傷の原因
であるという重要な知見を確認し，遺伝子発
現の配置制御による転写効率の高揚という
本研究の主課題に加えてエピジェネティッ
ク制御異常によるDNA損傷の誘導についても

検討すること，また，新たにゼブラフィッシ
ュの系の導入を考え，細胞レベルの情報など，
基本データを集めることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究に用いた方法を以下に列挙する。 
(1) 前駆脂肪細胞マウス 3T3-L1 細胞の分化
誘導 
(2) RNA/DNA-FISH 法による遺伝子発現の蛍
光顕微鏡イメージング可視化解析 
(3) ヘミメチル化 DNA 結合タンパク質 UHRF1
について，野生型の mouse UHRF1 
(mUhrf1)と human UHRF1 (hUHRF1)に加え，
アミノ酸置換体のそれぞれの cDNA を
HaloTag コード配列の 3’側に挿入した
発現ベクターをそれぞれ構築・発現解析 
(4) DNA 損傷マーカーであるγ-H2AX の免疫
蛍光染色と蛍光顕微鏡イメージング可
視化解析 
(5) bisulfite sequencingによる特定ゲノム
配列のメチル化状態の解析 
(6) ゼブラフィッシュの培養細胞AB9株の培
養と分子コーミングを用いた複製フォ
ーク進行速度の蛍光顕微鏡イメージン
グ可視化解析 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子が発現することで核内配置を変
えるかどうかを脂肪細胞の分化に伴って発
現が誘導される遺伝子について解析した。す
なわち，脂肪前駆細胞マウス 3T3-L1 細胞が
脂肪細胞に分化する過程で発現が上昇する
遺伝子をモデルとした。分化誘導過程で経時
的に細胞から RNA を抽出し，RT-PCR により
PPAR-γ，Adiponectin 遺伝子の発現状態を解
析した結果，各遺伝子とも発現が上昇してい
た。次に，これらの遺伝子の転写活性と核内
配置の因果関係を明らかにするために，
DNA-FISH を行った結果， Adiponectin，
PPAR-γ 遺伝子領域ともに核内配置に変化は
見られなかった。また，ハウスキーピング遺
伝子である γ-actin は，分化の過程で常に
核の内側に局在する傾向にある一方で，
Adiponectin，PPAR-γ両遺伝子は，決まった
局在性を示すことは無く，脂肪細胞の分化誘
導に伴って発現する遺伝子については，核内
配置とは関係しないことが明らかになった。
(2) UHRF1 について，野生型の mouse UHRF1 
(mUhrf1)と human UHRF1 (hUHRF1)に加え，ア
ミノ酸置換体のそれぞれの cDNA を，HaloTag
コード配列の 3’側に挿入した発現ベクター
をそれぞれ構築した。それぞれの発現ベクタ
ーを m5S 細胞に導入後 UHRF1 を発現させ，核
内局在を確認した結果，野生型では S期中期
にセントロメア周辺ヘテロクロマチン領域
に局在したが，低メチル化処理細胞ではどの
時期でも局在し，低メチル化によるこの領域
の爆発的転写を支持するクロマチン構造の
変化をとらえることができた。さらに，染色
体の安定性を調べるために，UHRF1-HaloTag



融合タンパク質発現ベクター (pFN21A 
UHRF1-HT)をベースに，さらに転写活性の弱
いプロモーター下でUHRF1-HaloTag融合タン
パク質を発現できるベクター (pFN22K 
UHRF1-HT)を構築して発現させ，UHRF1 が発現
している細胞では核の形態異常が観察され，
発現レベルが高い程異常な核を持つ細胞の
割合が高くなることを明らかにした。 
(3) DNA メチル化基質の低下によって DNA 低
メチル化が起こり，DNA 損傷が誘導されると
推定して，葉酸欠乏条件下で細胞を培養し，
DNA 損傷マーカーであるγ-H2AX の免疫蛍光
染色，および，bisulfite sequencing による
特定ゲノム配列のメチル化状態の解析を行
った。その結果， 推定通りの機構で DNA 損
傷が誘導されることが示唆された。 
(4) 核内配置を制御する技術として，特定の
ゲ ノ ム 配 列 を 操 作 し て 欠 失 で き る
CRISPR/Cas9 システムの導入を検討した。ES
細胞において高い効率で数 kb から 500kb の
領域を特異的に欠失させることに成功した。 
(5) ゼブラフィッシュ由来培養細胞を用い
て，細胞周期や核内複製動態と染色体上の複
製部位の関係，複製フォーク速度を蛍光顕微
鏡下に可視化・イメージングした結果，複製
部位の核内配置は，哺乳類細胞に類似した 5
つのパターン(I〜V)に分けられ，核全体に均
一に観察されるパターンIIが60%以上という
特徴を示した(図 1)。複製フォークの進行速
度はヒト細胞と同等であることを初めて明
らかにした。 
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図1. ゼブラフィッシュ培養細胞AB9の核内複製
fociパターンのS期進行に伴う変化 (上)細胞に
100 µM dig-dUTP を取り込ませて複製標識し，固
定・染色後の蛍光顕微鏡イメージ。複製 foci の
局在の違いによりS-phaseをpattern I-Vに分類
した。(下)上画像の pattern I-V の存在割合を
示した。S期の進行に伴い左から右に推移する。 
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