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研究成果の概要（和文）：　ゲノムの高次構造は厳密に制御されており、その核内収納は転写制御と密接に関係してい
る。本研究では、昆虫細胞におけるDNAメチル化機構とその制御について、カイコDNAメチル基転移酵素群の諸性質を明
らかにし、DNAメチル化により制御を受ける遺伝子を同定した。また、染色体のループ形成に関与し、染色体を別々の
ドメインに分割することで、ループ外からのエンハンサー作用や、ヘテロクロマチンの無秩序な広がりを抑えるカイコ
インシュレーター遺伝子群を同定し、その構造と機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：High-ordered chromatin structure plays important roles in expression and storage 
of genetic information. In this study, we analyzed the molecular mechanisms of DNA methylation and its 
regulation in insect cells. DNA methylation-related genes were cloned from silkworm cells and their 
biochemical activities are characterized in detail. All together silkworm genes whose expression profiles 
were affected by DNA methylation were identified.
Also the genes for insulator proteins blocking the effect of distant enhancers and spread of 
heterochromatin formation beyond chromatin loops were identified from silkworm cells and their structures 
and molecular functions were analyzed.

研究分野：昆虫分子遺伝学

キーワード： クロマチン構造　インシュレーター　DNAメチル化　昆虫
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１．研究開始当初の背景 
	
 クロマチン構造のダイナミクスの理解には、

その構造基盤の理解が不可欠である。クロマ

チン構造には階層性があり、一般的な遺伝子

コード領域においても、DNAの化学修飾、ヒ

ストンの 翻訳後修飾、高次クロマチン構造、

ループドメインの形成、染色体構造変換の順

により複雑な制御機構が存在する。局在型動

原体染色体においては、これらの各階層の制

御とその機能についての一定の関連づけがな

されているが、チョウ目分散型動原体染色体

については、報告例が少ない。 

	
 本研究では、DNAの化学修飾の変化がカイ

コゲノム遺伝子の転写に及ぼす影響を特に転

写のオン-オフとスプライシング制御に着目

して網羅的に解析し、チョウ目分散型動原体

染色体において、DNAの化学修飾は生理的な

意義を持つのか否か、また、意義があるので

あれば、それは何であるのかを転写という視

点から明らかにする。ループドメインの形成

については、クロマチンの核膜への結合を阻

害することにより、クロマチンの境界を消去

し、本来であれば境界で遮断されていたエピ

ジェネティックな情報が、境界点を越えて近

隣のループドメインにもたらされた場合の転

写に及ぼす影響を解析し、チョウ目分散型動

原体染色体における核マトリクスによるクロ

マチン動態制御に関する基盤情報を取得する。 

	
 動原体形成と高次クロマチンの形成は密接

に関連しており、その本質的メカニズムの理

解は、基礎生物学の最重要課題の一つである。

チョウ目昆虫の分散型動原体染色体はその構

造特性に起因する特異性があり、これを局在

型動原体染色体で既に得られている研究成果

と比較解析することにより、本来、遺伝子の

格納容器である染色体におけるクロマチンダ

イナミクスの基本原理を理解する上での突破

口を提供できると確信している。  

 
２．研究の目的 

	
 染色体構造の物理的な基盤を構成するクロ

マチンは、細胞周期を通じて、厳密な動態制

御を受けている。この動態制御は、クロマチ

ン上で生じるあらゆるDNA代謝に関与してい

るが、その制御基盤の詳細については未開明

の部分が多い。特に、チョウ目昆虫に代表さ

れる分散型動原体という特殊な構造を有する

染色体におけるクロマチン制御は、ほとんど

手つかずの領域である。本研究では、カイコ

を材料に、分散型動原体におけるクロマチン

の動態変化が遺伝子発現に与える影響を、細

胞生物学、生化学的な解析および、次世代シ

ーケンサを用いた解析により明らかにし、遺

伝子組換え昆虫における遺伝子発現制御の技

術基盤を確立するための基盤情報を獲得する

とともに、その結果を一般的な局在型動原体

染色体と比較することにより、クロマチン動

態制御の持つ生物学的なエッセンスの抽出を

試みる。  

 
３．研究の方法 
	
 DNAの化学修飾については、カイコ維持メ

チル化酵素のホモログである DNMT1と2を、

ルー プドメイン形成については、核マトリク

ス/インシュレーター構成タンパク質である

CP190とCTCF を単離し、RNAi を利用した各

遺伝子の機能阻害を行った。解析は、組換え

酵素の諸性質の生化学的解析、タンパク質間

相互作用や局在動態解析、および次世代シー

ケンサを用いた RNA-Seq 解析により行い、

分散型動原体染色体におけるクロマチン動態

の階層性とその制御の特性の一部を明らかに

した。DNMT1と2 については既にクローニン

グを完了しており、RNAi 誘導条件の設定と

細胞に与える影響を解析した。dsRNA添加後

のDNMT1と2の消長をRNAi誘導のタイムコ

ースを同定した。同時に、各タイムポイント

での細胞周期解析と生存率の測定を行い、細

胞に与える影響を解析した。 これらの結果を

基に、RNA-Seq解析に用いるサンプルの調整



 

 

を行った。前述のように、昆虫におけるDNA

メチル化に生物学的意義については、スプラ

イシング制御である可能性が示唆されている 

ため、RNA-Seq解析では、スプライシングバ

リアントの網羅的解析を行う必要がある。今

回使用予定のカイコ BmN4 細胞においては、

デフォルト状態でのスプライシング多型につ

いての情報が少ないため、初年度は、BmN4

を含む数種のカイコ由来の培養細胞について

RNA-Seq解析を行い、 スプライシングバリア

ントのカタログ化を終了した。  

	
 また、前述のように、カイコゲノムには新

生メチル化酵素のホモログが存在しない。維

持メチ ル化酵素の非存在下では、両鎖にあっ

たメチル化修飾が、DNA 複製によりヘミメチ

ル化となり、 次の複製では一個のヘミメチル

化細胞と非メチル化細胞が生じる。長期間の

維持メチル化酵素阻害によりほとんどの細胞

が非メチル化となるははずある。そこで、維

持メチル化酵素を阻害した後、RNAi誘導を中

断することにより失われた DNA メチル化が

回復するか否かを解析した。  

ループドメイン形成:  

	
 RNAi誘導の標的遺伝子として核マトリク

ス/インシュレーター構成タンパク質を利用

した。間期の染色体は核膜に包まれた状態で

浮遊しているのではなく、約100 Mbpくらいの

単位で核膜に結合し、ループドメインを形成

している。同一ループ内の遺伝子群は基本的

には同じ制御を受けている。すなわち、ヘテ

ロクロマチンの拡散や、エンハンサーの効果

などは近接するループドメインに伝達される

ことはなく核マトリクス結合領域でブロック

される。そのため、核マトリクス結合領域は

機能的には、インシュレーターとして認識さ

れることが多い。核マトリクス/インシュレー

ター構成タンパク質についても、DNAメチル

化酵素と同様に、遺伝子の同定、機能阻害実

験、細胞内動態解析を行い、合わせて、機能

阻害細胞のRNA-Seq解析を行った。  

	
 

４．研究成果	
 

カイコ DNMT1 と 2 については、バキュロウイ

ルス発現系を用いた組換えタンパク質を発

現・精製した。その結果、カイコ DNMT1 が、

ヘミメチル化 DNA に対する強いメチル基転移

活性を持つが、非メチル化 DNA に対しては活

性を示さないことを明らかにした。また、カ

イコ DNMT1 は、メチル基供与体の有無に関わ

らず、DNA と多様な複合体を形成すること、

メチル基供与体依存的な複合体形成は、亜鉛

やマンガンなどの重金属イオンにより促進

されることを見出した。一方、カイコ DNMT2

については活性を確認できなかった。また、

DNMT 遺伝子を阻害したカイコ培養細胞の

RNA-Seq データを詳細に解析した結果、カイ

コ apterous 遺伝子の発現制御、もしくは、

スプライシングが影響を受けている可能性

が示唆された。	
 

	
 カイコインシュレーター候補である CTCF、

CP190 について Insect-two-hybrid	
 system	
 

を用いて相互作用解析を行ったところ、	
 

CTCF、CP190	
 間の相互作用が確認された。ま

た、CP190 同士での相互作用も見られた。さ
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らに蛍光タンパク質を付加したCTCFとCP190

のカイコ培養細胞内での局在を調べたとこ

ろ、両タンパク質は核内で共局在しているこ

とが確認された。また、CP190 の N 側の BTB

ドメインのみを有する遺伝子を発現させた

ところ、CP190、CTCF 両方の局在が大きく変

化した。CP190 の C 側のドメインはインシュ

レーターの局在の調節に重要だと推察でき

る。また、両遺伝子を阻害したカイコ培養細

胞の RNA-Seq を行った結果、いくつかの遺伝

子において	
 mRNA	
 の発現量の有意な変化が

見られた。	
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