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研究成果の概要（和文）：培養細胞の核内にアクチン繊維を人為的に誘導し、遺伝子の発現を解析したところ、OCT4を
含む多数の遺伝子の発現変化が観察された。Wnt/beta-cateninシグナルに核内アクチン繊維が影響を与えている可能性
を考えて解析を行ったところ、核内アクチン繊維がbeta-cateninの核内蓄積を引き起こすとともに、クロマチンに結合
してwnt/beta-cateninターゲット遺伝子を活性化させることが示された。

研究成果の概要（英文）：We induced the formation of nuclear actin filaments in cultured cells, and 
anlyzed gene transcription. In the cells, the expression of multiple genes, including OCT4, were changed. 
We then analyzed the effect of nuclear actin filaments on Wnt/beta-catenin signaling. We found that 
nuclear actin filaments induced the accumulation of beta-catenin in the nucleus and activate targets 
genes. In addition, nuclear actin filaments associated the promoter of the genes.

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 
ゲノムは細胞核内にクロマチンとして収

納されており、クロマチンの局所的な構造に
加えて、クロマチンの核内での空間配置がエ
ピジェネティック制御に重要な役割を果た
す。クロマチンの核内空間配置には、クロマ
チンと核骨格との相互作用が寄与するが、核
骨格の機能には不明な点が多い。一方、アク
チンファミリーが核骨格の形成・機能に重要
な役割を果たすこと示されている。たとえば、
2012 年に山中博士と共にノーベル賞を受賞
した Gurdon 博士は、体細胞の遺伝子が初期
化して分化多能性を得る過程に、核内のアク
チン繊維（フィラメント）形成が必要である
ことを見出した (Genes Dev, 2011; Nature 
Rev Mol Cell Biol, 2011)。また、発生分化、
がん、DNA 損傷などに伴って、大規模なア
クチン骨格のリモデリングが起こり、このリ
モデリングが遺伝子発現にも大きな影響を
与えることから、アクチン骨格とエピジェネ
ティック制御との関連が示唆されていた。し
かし、核内に観察されるアクチンフィラメン
トは動的かつ不安定で、その機能を研究する
ためのモデル系が存在せず、その機能解明は
遅れていた。 
我々は、核内アクチンフィラメント形成と

エピジェネティック制御との関連を研究す
るモデル系の開発に取り組み、核移行シグナ
ル(NLS)を付加したアクチンが、低い確率で
核内にフィラメントを形成することを観察
した。さらに、アクチンに結合する Arp 遺伝
子をノックダウンすることで、核内でのアク
チン重合が促進されることを見出し、Arp ノ
ックダウンと NLS 付加アクチンを組み合わ
せることで、人為的に核内アクチンフィラメ
ントを形成させ、また形成の程度をコントロ
ールすることを可能とした。これによって、
核内アクチンフィラメントによって形成さ
れる核骨格がエピジェネティック制御に及
ぼす影響の解析が行えるようになった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、核内のアクチンフィラメント

の形成が、どのようにエピジェネティック制
御に関わるかを明らかにすることを目的と
した。さらに応用展開として、連携研究者で
ある近畿大・三谷匡の協力を得て、核内アク
チンフィラメント形成が遺伝子初期化に与
える影響を、体細胞クローン胚作製と多能性
幹細胞(iPS 細胞)形成の両面から解析し、応
用への基盤を創出することを目的とした。 
近年、核構造とエピジェネティック制御の

明確な関連性を示す結果が蓄積している一
方で、その分子機構の解明は遅れている。本
研究はその解明への大きなブレークスルー
となると共に、育種や再生医療への応用を通
じて、農学・医学分野にも大きく貢献できる
可能性がある。 
 

 
３．研究の方法 
⑴核内アクチンフィラメントが、遺伝子発現、
クロマチン修飾・構造、クロマチン核内配置
に与える影響の解析 
核移行シグナル(NLS)付加アクチンの発現

や、Arp のノックダウンによって、培養細胞
で核内アクチンフィラメントを形成する。予
備的な実験により、核内アクチンフィラメン
ト形成によって複数の遺伝子の発現が変化
することを既に観察しているので、本研究で
はマイクロアレイ解析によって、遺伝子発現
変化を網羅的に検出する。特に、アクチンフ
ィラメントが結合していることが示されて
いる初期化因子 Oct4 遺伝子 (Miyamoto et 
al., Genes Dev., 2011)などに注目して解析
を行う。次に、抗アクチン抗体や、アクチン
フィラメントに結合するファロイジンなど
を用いてクロマチン免疫沈降し、Oct4 遺伝子
などへのアクチンフィラメント結合を解析
すると共に、核内アクチンフィラメントのク
ロマチン結合部位を明らかにし、遺伝子発現
との相関を解析する。 
 
⑵核内アクチンフィラメント形成が培養細
胞の分化に与える影響の解析 
単層上皮細胞から扁平上皮への分化を誘

導できる HaCaT 細胞を用いて、細胞分化の解
析を行う。アクチンフィラメントを安定化す
る薬剤であるファロイジン処理によって、
HaCaT 細胞の分化が変化することを予備的な
実験により確認している。この細胞を用い、
核内アクチンフィラメント形成によってど
のように細胞分化が影響を受けるかを解析
する。この実験によって得られた、NLS 付加
アクチンだけでは分化効率の変化が小さい
場合には、核内 Arp のノックダウンや、フィ
ラメントを安定化させる変異アクチンの発
現によってアクチンフィラメント形成を促
進する対策を講ずる。また、マウス ES 細胞
に NLS 付加アクチンを導入して、核内アクチ
ンフィラメントの形成を行い、分化誘導して
その解析を行う。 
 
⑶核内アクチンフィラメントが、遺伝子発現、
クロマチン修飾・構造、クロマチン核内配置
に与える影響の解析 
 核内アクチンフィラメント形成が、クロマ
チンの修飾や構造に与える影響を解析する。
活性クロマチンやヘテロクロマチンに特徴
的なヒストン修飾抗体を用いてクロマチン
免疫沈降を行い、マイクロアレイや次世代シ
ークエンサーで解析することにより、これら
のヒストン修飾の変化を明らかにする。また、
修飾の変化が観察された領域については、核
内アクチンフィラメントの結合との関連を
解析すると共に、ヌクレアーゼ感受性を指標
にしたクロマチン構造変化の検出を行う。さ
らに、細胞をヒストン修飾抗体を用いて染色
することにより、核内アクチンフィラメント



と共局在するクロマチン領域の特徴を明ら
かにする。核内には、ヘテロクロマチンや、
転写ファクトリー・複製ファクトリーなどの
機能ドメインが特定の空間に配置されてい
ることが知られている。HP1 抗体、RNA ポリ
メラーゼ抗体、DNA ポリメラーゼ抗体などを
用いてこれらの核内機能ドメインを検出し、
核内アクチンフィラメントの局在と比較す
ることにより、クロマチンや核内ドメインの
核内空間配置機構を解析する。 
さらに、核内アクチンフィラメントが、ゲ

ノム安定性維持に与える影響を解析する。核
内アクチンフィラメントを有する細胞に、
DNA 損傷試薬を作用させ、その感受性を比較
すると共に、ゲノムの変動を比較する。特に、
ヒト染色体上の脆弱領域やトリプレットリ
ピ ー ト配列 な どに注 目 する。 ま た 、
gamma-H2AX 抗体で核内の修復ドメインを可
視化し、核内アクチンフィラメントとの局在
を比較する。 
 
 
４．研究成果 
⑴培養細胞の核内に、アクチン繊維を人為的
に誘導し、この細胞の遺伝子発現をマイクロ
アレイを用いて解析した。その結果、多数の
遺伝子が、核内のアクチン繊維形成に伴って
発現変化を示した。注目すべきことに、遺伝
子リプログラミングに中心的な役割を果た
す OCT４の発現が上昇した。このことは、核
内の人為的なアクチン繊維形成を多分化能
細胞作成に利用する上において、大変に興味
深い結果である。さらに、連携研究者と協力
して、核内移行シグナルを付加したアクチン
を構成的に発現するES細胞の構築を試みた。
その結果、複数のクローンを得て、これらの
クローンにおける核内アクチンの存在、およ
び核内でのアクチン繊維の形成を確認した。
さらに、核内のアクチン関連タンパク質
(Arp5 および Arp8)をノックアウトした細胞
を樹立して、その解析を行った。その結果、
これらのアクチン関連タンパク質が細胞核
内のアクチンダイナミクス制御に関与する
ことを観察した。これまでにも、細胞質にお
いてはアクチン関連タンパク質である
Arp2/3 がアクチン骨格形成の制御をおこな
っていることが報告されていることから、こ
れらの結果は、細胞核内でのアクチンファミ
リー間での相互作用によって核内のアクチ
ン機能が制御されていることを示唆するも
のである。 
 
⑵核内アクチン繊維が転写に影響を与える
分子メカニズムの一つとして、細胞増殖や分
化 に 重 要 な シ グ ナ ル 経 路 で あ る
Wnt/-catenin シグナルへの影響を考え、そ
の検証を行った。その結果、核内アクチン繊
維の形成によって、核内の-catenin 量の増
加が観察された。また同時に、Wnt/-catenin
ターゲット遺伝子への-catenin 結合が増加

していることが示され、同時にこれらの遺伝
子転写量の増加も観察された。また興味深い
ことに、これらの遺伝子の上流のクロマチン
領域に対してクロマチン免疫沈降法で解析
を行ったところ、核内のアクチン繊維がこれ
らのクロマチン領域に結合していることが
示された。これらの結果は、核内のアクチン
繊維が、核内の-catenin の存在量や状態を
変化させることにより、エピジェネティック
制御に関与していることを示唆するもので
ある。 
 
⑶核内アクチン繊維の、細胞分化への影響を
解析した。ES 細胞で恒常的に NLS-アクチン
を発現する細胞株を作成した。また、培養細
胞中の細胞核に人為的に核内アクチン繊維
を誘導し、この細胞に対して DNA 損傷試薬を
作用させたところ、薬剤感受性の増加が観察
された。このことは、核内アクチン繊維が、
ゲノム安定性維持にも寄与していることを
示唆している。さらに核内アクチン繊維を形
成した HaCaT 細胞においては、細胞分化の促
進が観察された。 
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