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研究成果の概要（和文）：アセチル化ヒストンは細胞運命の維持に必要だがそこに関わる分子機構は不明な部分が多い
。本研究では運命維持機構が必要とするクロマチン状態の変化を明らかにする。その結果、アセチル化は転写因子をコ
ードする遺伝子座にヒストンバリアントHTZ-1/H2A.zをリクルートし転写を抑制する事、このリクルートがH3K27meに阻
害される事を明らかにした。また、ヒストンの配置を調節するCeBAF複合体も必要であった。

研究成果の概要（英文）：Histone acetylation is required for the maintenance of cell fates. But, its molecu
lar mechanism is largely unknown. In this study, we investigate the dynamics of chromatin status that regu
late cell-fate maintenance. As a results, we found that acetylated histone recruit histone variant HTZ-1/H
2A.z on the loci that encodes transcription factor, and repress the locus. The recruitment of HTZ-1 is inh
ibited by H3K27me. We also found that the CeBAF complex that control histone deposition is required for th
e maintenance of cell fates.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞が獲得した運命を維持する事は、正常
な発生に不可欠である。運命の維持にはヒス
トンメチル化依存的に働く Polycomb蛋白質
群が必要な事がよく知られており、その変異
体ではHox遺伝子の抑制を維持できず、ある
体節が別の体節に変化する。これに対し、私
は、C. elegansで single cell levelの観察を
行う事で、アセチル化ヒストン結合蛋白質
BET-1 とヒストンアセチル化酵素 MYST 
HATが、転写抑制の維持を通して、運命の維
持に関わっている事を見つけていた。しかし、
BET-1及びMYST HAT以外に、どのような
分子がアセチル化依存的細胞運命維持機構
に必要とされるのかはわかっておらず、また、
この機構がターゲット遺伝子の挙動に及ぼ
す影響もわかっていなかった。 
 変異体の解析から、BET-1は転写因子をコ
ードする遺伝子の抑制を維持していると考
えられた。BET-1 は生殖巣のリーダー細胞
distal tip cell (DTC)の抑制に必要である事
を既に報告しており、この DTC の誘導に必
要な遺伝子を抑制する事で DTC の過剰形成
を防いでいると考えられた。しかし、DTCの
誘導に必要な転写因子は報告されておらず、
その様な転写因子を見いだし、それに対する
BET-1 の役割を明らかにする事がまず始め
に必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、運命の維持に必要な新規な分
子機構の作用機序を知るために、BET-1と他
のクロマチン蛋白質との関係を調べ、それが
BET-1 のターゲット遺伝子座の挙動にどう
関わるかを明らかにすることを目的とした。 
 具体的には、DTCの抑制に関わる BET-1の
ターゲット遺伝子を同定する事。BET-1と共
に細胞運命の維持に関わる遺伝子を同定し、
その BET-1 との関係を明らかにする事。
BET-1 及びその関連遺伝子同士の関係をゲ
ノムワイドなレベルで明らかにする事、を目
標とする。 
 
３．研究の方法 
 (1) BET-1 および HTZ-1 ターゲット遺伝
子の同定 
 BET-1 は生殖巣の形態形成に必要なリー
ダー細胞 DTC の異所的な誘導を抑制する。
ホメオボックス蛋白質をコードする ceh-22
遺伝子が bet-1 変異体で異所発現する事、
bet-1変異体で ceh-22を抑制すると DTCの
過剰発現が抑制される事、野生型で ceh-22
の異所発現を行うと DTC の異所的な形成が
引き起こされる事などから、ceh-22遺伝子が
BET-1 の直接のターゲットである可能性が
考えられる。しかし、ceh-22 遺伝子座が
BET-1 及びその関連因子の直接のターゲッ
トであるという証拠はまだ得られていなか
った。一つの方法として、BET-1関連遺伝子
の ceh-22 遺伝子座への局在を確認する方法

が考えられる。これまでに、BET-1はヒスト
ンH2AのバリアントHTZ-1/H2A.zと共に働
いているという遺伝学的な証拠を得ており、
HTZ-1 のゲノム上の配置に関わると考えら
れ、BET-1 はターゲット遺伝子座に HTZ-1
をリクルートすると考えられる。そこで、
ceh-22遺伝子座がBET-1及びHTZ-1のター
ゲット遺伝子座である事を確認するために、
HTZ-1 のゲノム上の配置及び核内局在を調
べる。 
 
 (2) HTZ-1ターゲット遺伝子のクロマチン
状態の制御機構の解析 
 HTZ-1 ターゲット遺伝子の候補である
ceh-22 への HTZ-1 のリクルートがどのよう
な分子機構によって制御されているかを、以
下の様な方法で明らかにする。私はこれまで
に、bet-1 変異体及び htz-1 mys-1 二重変異
体の DTC の過剰形成の表現型を抑制する因
子のスクリーニングを、RNAi ライブラリー
を用いて行っており、その結果ヒストン
H3K27脱メチル化酵素であるUTX-1を得て
いる。utx-1 RNAiは DTCの過剰形成だけで
なく、bet-1 変異体及び htz-1 mys-1 二重変
異体でみられる ceh-22 の異所発現も抑制す
る事から、BET-1 や HTZ-1 の標的遺伝子で
あると予想している ceh-22 を直接のターゲ
ットにしている可能性が考えられた。その場
合、HTZ-1 の ceh-22 遺伝子座に対する局在
に UTX-1 が何らかの影響を及ぼす可能性が
あると考え、ヒストン H3K27 脱メチル化酵
素である UTX-1の抑制が、HTZ-1の局在に
及ぼす影響を調べた。具体的には ceh-22 遺
伝子座を Nuclear spot法によって可視化し、
そこへの HTZ-1::YFP の局在を観察する。
Nuclear spot法とは、目的の遺伝子の近傍に
lacO配列を導入し、これに lacI::CFPなどを
結合させる事で、目的の遺伝子付近を可視化
する方法である。今回は、C. elegans に
ceh-22遺伝子と lacO配列を外来の遺伝子と
して導入し、これらにミニ染色体様の染色体
外アレイと呼ばれる構造をとらせ、この
ceh-22 遺伝子をもった染色体外アレイを可
視化した。 
 
 (3) BET-1経路と相互作用する遺伝子の同
定とその解析 
 bet-1 経路で働く遺伝子に MYST ファミ
リーヒストンアセチル化酵素をコードする
遺伝子 mys-1がある。そこで、bet-1遺伝子
と相互作用する遺伝子を同定するために、
mys-1変異体バックグラウンドで、RNAiス
クリーニングを行った。また、スクリーニン
グで得た遺伝子 ham-3が、ヒストンのゲノム
上の配置を制御する CeBAF 複合体の調節因
子をコードしている事から、CeBAF 複合体
の構成因子が ceh-22 遺伝子の発現に及ぼす
影響を調べた。具体的には CeBAF複合体に
含まれると考えられている、SWSN-6の変異
体があり、その変異体でも DTC の過剰形成



がみられるので、swsn-6遺伝子と bet-1の関
係について調べた。 
 
４．研究成果 
 (1) BET-1 および HTZ-1 ターゲット遺伝
子の同定 
ceh-22遺伝子座へのHTZ-1の局在を調べるた
めに、modENCODE プロジェクトで公開されて
いる、HTZ-1 のゲノム上の局在データを解析
した。ceh-22 遺伝子の発現が BET-1 及び
HTZ-1 によって制御されているのは生殖巣の
体細胞由来の細胞のみであり、約１０００個
ある体細胞の 10％以下の細胞のみである。そ
のため、ceh-22 遺伝子座に大きな HTZ-1 のピ
ークは期待できない。そこで小さなものも含
めピークの有無を確認したところ、ceh-22 遺
伝子座の転写開始点付近にピークがみられ
た。この結果は、HTZ-1が少数の細胞でceh-22
で遺伝子座に結合しているという予想と一
致する。 
 そこで、実際に生殖巣において HTZ-1 が
ceh-22 遺伝子座に局在する事を確認した。具
体的には、数百コピーの ceh-22 遺伝子を持
つ染色体外アレイにlacOを介してlacI::CFP
を局在させる事で ceh-22 遺伝子座を可視化
し、そこへのYFP::HTZ-1の局在を観察した。
その結果、染色体外アレイが ceh-22 遺伝子
を持っている場合にHTZ-1の局在がより頻繁
にみられる事が明らかとなった。HTZ-1 及び
BET-1は生殖巣においてceh-22遺伝子の発現
を抑制している事は既に確認しており、これ
と合わせると、ceh-22 遺伝子が HTZ-1 及び
BET-1 のターゲット遺伝子であり、生殖巣で
は ceh-22 遺伝子の転写を、BET-1 と HTZ-1 が
抑制していると考えられる。HTZ-1/H2A.z 及
び BET-1 が結合するヒストン H4 のアセチル
化はこれまで転写の活性化に関わる例が多
く報告されていたが、この結果はこれらの因
子が転写の抑制に関わる事を示すものであ
る。 
 
 (2) BET-1ターゲット遺伝子のクロマチン
状態の解析 
 次に、BET-1 及び HTZ-1 のターゲット遺伝
子である ceh-22 のクロマチン状態が、HTZ-1
の局在にどの様な影響を及ぼすかを調べた。
これまで bet-1 変異体及び htz-1 mys-1 二重
変異体の表現型が utx-1 RNAi で抑制される
事から、H3K27 のメチル化が ceh-22 遺伝子か
ら取り除かれた場合に、HTZ-1 が転写抑制を
行うというモデルを考えていた。そのため、
H3K27 のメチル化が、ceh-22 遺伝子座への
HTZ-1 の局在を抑制している可能性が考えら
れた。そこで、utx-1 RNAi が ceh-22 遺伝子
座へのHTZ-1の局在に及ぼす影響を調べたと
ころ、utx-1 を抑制すると HTZ-1 の ceh-22 遺
伝子座への局在が低下する事がわかった。こ
のことから、H3K27 のメチル化が HTZ-1 の
ceh-22 遺伝子座への局在を阻害する事がわ
かった。 

 更に、HTZ-1 と H3K27me のゲノムワイドな
局在を比較してみたところ、その局在には負
の相関がある事が明らかとなった。前述の結
果と合わせて考えると、H3K27 のメチル化が
みられるゲノム領域ではHTZ-1の局在レベル
が低下するといえる。この様な傾向は、性染
色体では比較的低く、常染色体でより顕著で
あった。また、HTZ-1 と他の抑制性のヒスト
ンマークである H3K9me の局在を比較したと
ころ、負の相関はあるものの、HTZ-1 と
H3K27me を比較したとき程顕著ではないとい
う結果になった。遺伝的解析の結果も合わせ
て考えると、H3K27me と HTZ-1 の間に何らか
の相互作用があると考えるのが妥当である。
この結果は、ceh-22 遺伝子座のみではなく、
多くの遺伝子座で H3K27me によって HTZ-1 の
局在が抑制されているであろう事を示して
いる。 
 
 (3) BET-1経路と相互作用する遺伝子の同
定とその解析 
 mys-1 変異体バックグラウンドで、RNAi
スクリーニングを行ったところ、CeBAF 複
合体の調節因子をコードする ham-3 遺伝子
がmys-1と相互作用する事がわかった。具体
的には、ham-3遺伝子を抑制すると、mys-1
表現型を増強する事が明らかになった。この
ham-3を bet-1変異体で抑制した場合にも同
様に bet-1 変異体の DTC の過剰形成の表現
型を増強した。この結果は ham-3が bet-1や
mys-1とは異なる遺伝学的経路で働いている
事を示している。 
 このことから、BET-1 及び HTZ-1 と共に
CeBAF 複合体も細胞運命の維持に関与して
いる可能性が考えられた。そこで、CeBAF
複合体の別の調節因子 SWSN-6 の変異体が
遺伝学研究所の澤 斉教授の研究室で既に
得られており、DTCの過剰形成の表現型を示
す事がわかっていたので、これについても詳
しく表現型の解析を行った。その結果、
swsn-6変異体でDTCの過剰形成を示す変異
体の割合は発生ステージと共に多くなって
いく事が明らかになった。この結果は、
swsn-6遺伝子が bet-1や htz-1遺伝子と同じ
く細胞運命の維持に関わっている事を示し
ている。 
 そこで、swsn-6変異体で ceh-22遺伝子の
発現を観察したところ、bet-1 変異体と同様
に ceh-22 遺伝子の異所発現がみられた。こ
の事から、BET-1やHTZ-1の場合と同様に、
CeBAF複合体も SWSN-6を介して、ceh-22
遺伝子の転写抑制を制御している事が示唆
された。 
 また、bet-1変異体では DTCの過剰形成以
外に、産卵口の誘導に必要な細胞 Anchor cell 
(AC)の過剰形成も引き起こされる。そこで、
ham-3及び swsn-6が ACの形成の抑制に関
与している可能性も検討した。その結果、
swsn-6変異体では、ACの過剰形成がみられ
た。これに対し、ham-3 は単独の変異では



AC の過剰形成を引き起こさなかった。しか
し、DTCの系で ham-3は bet-1変異体の表
現型を増強する事から、AC の系でも二つの
遺伝子がその様な関係にある可能性を検討
した。その結果、ham-3変異を bet-1変異と
２重変異体にした場合には、bet-1 の AC の
過剰形成の表現型を増強した。これらの結果
は、bet-1と hem-3及び swsn-6の関係につ
いて、DTCの系と同様の関係が、ACの系で
も保たれている事を示している。AC の形成
には二つの AC/VU 細胞間の LIN-12/Notch
を介した側方抑制が関与しており、bet-1、
hem-3及び swsn-6と LIN-12/Notchシグナ
ル伝達系との間に何らかの相互作用がある
可能性も考えられる。 
 さらに、swsn-6 と bet-1 の遺伝学的な関
係を明らかにするために、swsn-6 bet-1二重
変異体の表現型を解析した。その結果、
swsn-6 bet-1二重変異体で ACの過剰形成の
表現型を示す個体の割合は、swsn-6変異体の
それと有意差がなかった事から、swsn-6 と
bet-1 は同一の遺伝的経路で働いている事が
明らかとなった。この事から、ham-3 と
swsn-6は共にCeBAF複合体の調節因子をコ
ードしながら、swsn-6は bet-1と同一の遺伝
的経路で、ham-3は異なる遺伝的経路で働い
ている事が明らかとなった。 
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