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第 1章序論

1.1 遺伝子増幅は、がんの悪性化の原因となる

遺伝子増幅はがん遺伝子が活性化される主要なメカニズムの一つで、あ

る。がん遺伝子は細胞増殖を促進する働きをする一連の蛋白質をつくるが、正

常な細胞の中ではその発現は巧妙に制御されている。しかし、遺伝子増幅など

によりがん遺伝子が活性化されると、細胞の異常増殖を引き起こし、がん化を

促進する。がん遺伝子の増幅は頻度の差こそあれあらゆる組織のヒトがんで見

られ、その悪性形質に寄与している。たとえば、卵巣がんのHER-2/neu、乳がん

のc-myc、HER-2/neu、神経芽細胞腫のN-myc、肺小細胞がんのMDM2などは、そ

の悪性化とがん遺伝子の増幅がよく対応していることが知られている (Brison，

1993)。

増幅したがん遺伝子は分裂期染色体標本にみられる 2種類の構造のい

ずれかに局在する。その一つは染色体外で、対 (double)になった微小な (minute)

構造として観察される DM(double minutes)であり、もう一つは染色体内の HSR

(homogeneously staining region、均一染色領域)である(Cowell，1982b)。生

体内でがん組織を構成するがん細胞では、主として DMが観察される。しかし、

再発がんでは HSRの頻度が高まることが知られているし、がん細胞を invitro 

で長期間培養すると、継代に伴って DMをもっ細胞は減少し、 HSRをもっ細胞が

増加することが多種類の細胞株で報告されている(Benneret al.， 1991) (Cowell， 

1982a)。図 1に、本研究で主に用いたヒト神経内分泌細胞由来の大腸がん
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図1. 増幅した遺伝子は、 DMかHSRに局在するn

ヒ卜大腸がん細胞COLO320DM株、及びCOLO320HSR株の分裂期染色体標本中に見

られるDM(A)及びHSR(8)。増幅した遺伝子を精製微小核 probe(DM-painting probe) 

を用いたFISH法により緑色の蛍光で検出し、 DNAをPIで赤色に対比染色した。
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細胞COLO320DM株、およびCOLO320HSR株の分裂中期染色体標本を用い、 FISH

法により増幅配列を緑色に検出した像を示す。この図では、緑色に検出された

多数の DM、および、染色体上の巨大な HSRが観察される。

DMはセントロメアもテロメアも持たない自律複製する環状 DNAからな

り、光学顕微鏡で検出される DMの大きさは一般的に数メガ塩基対程度である。

DMはセントロメアをもたないが、分裂期染色体に付着することにより娘細胞に

分配されるので、比較的安定に維持される(Levanand Levan， 1978) (Kanda et al.， 

1998)。特筆すべきことに、 Bovinepapilloma virus (Lehman and Botchan， 1998)、

Epstein Barr virus (Marechal et al.， 1999)、Kaposi'ssarcoma-associated herpes virus 

(Ballestas et al.， 1999)そして Simianvirus 40 (Nath et al.， 1995)等の多くの核内

ウイルスプラスミドもまた分裂期染色体へ付着し娘細胞へ分配される。このよ

うな分配様式はヒッチハイク機構と呼ばれている。 DMが形成される過程につい

ては不明な点が多いが、エピソーム仮説によれば、百~2 百キロ塩基対程度の

自律複製する小さな環状のエピソームが前駆体となり、その相互組み替えによ

りDMに成長することが提唱されている (Carrollet al.， 1988) (Von Ho百etal.， 1988) 

(Von Ho百etal.， 1990)。

1. 2 DMの数が減少するとがん細胞は脱がん化、分化した

我々の研究室、およびソーク生物科学研究所のG.M.Wahl博士らのグル

ープは独立に、DMあるいはその上で増幅しているがん遺伝子の数が減少すると、

がん細胞が脱がん化・分化することを見いだした (Shimizuet al.， 1994) (Eckhardt 

et al.， 1994)。このようながん遺伝子の数の減少は、低濃度の HU(hydroxyurea、
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ヒドロキシ尿素)処理により誘導される。 COLO320DM細胞では、 DM上で増幅し

ているがん遺伝子 c-mycのコピー数が減少するに伴い、軟寒天上でのコロニー

形成能の低下やヌードマウスにおける腫蕩形成能の消失が誘導された(VonHoff 

et al.， 1992)。また、ヒト骨髄性白血病細胞株HL-60細胞を用いた研究では、この

ような増幅遺伝子の排出は通常の培養条件下でも頻度は低いながら自然に生じ

ていること、その過程は HL-60の分化誘導剤として古くから知られていた DMSO

(dimethyl sulfoxide)の処理により促進されること、および、 DMの数が減少

した細胞は非可逆的に頼粒球に分化することが見いだされた (Shimizu et al.， 

1994) (Eckhardt et al.， 1994)。これらのことは、 DMががん細胞の悪性化にとって

必須なものであることをあらためて示すものである。それとともに、その排出

を活性化させることは、 DMをもっ多くのヒトがんの治療に役立てることができ

ると考えられるようになった。

1. 3 DMの細胞内動態と細胞外排出機構

低濃度のHU処理に代表されるような細胞内のDMの数を減少させる条件

では、 DMが選択的に取り込まれた微小核が誘導されることが見いだされた

(Shimizu et al.， 1994) (Eckhardt et al.， 1994) (Shimizu et al.， 1996)。そこで、細胞質

内の微小核を精製してその中の DNAを調べると、 DMが極めて高度に濃縮されて

いることが示された。そのため、微小核中の DNAから作製したプローブを用い

てDM上の塩基配列を特異的に検出することが可能になった(Shimizuet al.， 1996)。

微小核の存在そのものは 20年以上前から知られ、がん細胞だけでなく

正常細胞でも低頻度ながら観察される。一般的に、微小核には放射線照射等に
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より生じた染色体断片や動原体に微小管が結合しなかった染色体が取り込まれ

ることが知られている (Heddleet al.， 1983; Heddle et al.， 1991) 

DMがどのようにして微小核に特異的にとりこまれるかとしづ問題は、

DMの特異な細胞内動態に原因があった(図 2)。すなわち、上記のようにDMは分

裂期に染色体に付着することにより娘細胞に分配される。このようにして分配

されたDMは、G1期の核内で、周辺部に位置する傾向が高い(Itohand Shimizu， 1998)。

核周辺部は代表的なヘテロクロマチン領域で、あるが、 DMは低メチル化レベルに

あり (Belandet al.， 1993)、Gバンド陰性であることから、ユークロマチンとし

ての性質をもっているため、異常な局在である。そのような核周辺部の DMは、

S期に入ると早い時期に、核内部のユークロマチン領域へと一斉に移動する

(Itoh and Shimizu， 1998)。一方、 DMの多くはS期の初期に複製されるため(Shimizu

et al.， 2001)、核内での移動と DM自身の複製は同時期であり、共役している可能

性がある。重要なことに、まさにこの早期 S期に低濃度のHUで処理すると、そ

の後の分裂期に染色体から脱落する DMが増加した。そのような DMは、塊とな

ってG1期の細胞質に局在するようになるが、その一部は核ラミン蛋白質で覆わ

れて微小核となるが、残りは覆われないで細胞質に存在し、 S期に起こる大規

模なラミン蛋白質の合成と再編成の際にラミン蛋白質で覆われるようになるこ

とが示唆された(Tanakaand Shimizu， 2000)。何故G1期の細胞で、ラミンで覆わ

れる微小核と覆われない微小核ができるのかは重要かっ未解決な問題である。

最近、私が所属する研究室の見坂らは、早期 Sに低濃度の HUで処理すると、核

内の至る所に 2本鎖切断が生じるが、その殆どは細胞が分裂期に至るまでに修

復されるが、 DM上に生じた2本鎖切断は修復されずに塊となり、分裂期に染色

5 



図2. DMの細胞内動態と細胞外排出機構についてのモデル

これまでの研究により示唆されたモデル

Type 0 :ラミンタンパク質が局在していなし、DMの塊が、細胞質に存在するもの

Type 1 : Type 0と同様で、それが核の外側に付着しているもの

Type 2: Type 1と同棟で、それにラミンタンパク質が弱く一様に分布しているもの

Type 3: DMの塊の周囲が、正常な核ラミナに覆われているもの

Type 4: Type 3と同様で、それが核から離れているもの
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体から離れて、 Gl期の細胞質に取り残されることを見いだした(Shimizuet al.， 

2007b)。このことは、染色体上の2本鎖切断と染色体外遺伝因子上の2本鎖切断

では、修復のされ方が異なることを意味しており興味深い。 Gl期にラミン蛋白

質で覆われた微小核と覆われない微小核があることは、このような現象と何ら

かの関係があると思われる。

微小核に取り込まれた遺伝物質は、一般的に細胞内から消失すること

が知られているが、排出機構には不明な点が多い。私が所属する研究室では、

DMを選択的に取り込んだ微小核が、核膜と細胞質膜に覆われた状態で細胞外に

存在していること、その中の DNAは分解されていないことを見いだし、微小核

が直接細胞外に放出される機構を示唆した(Shimizuet al.， 2000)。しかし、Histone

H2BとGFP(Green Fluorescence Protein)の融合蛋白質を発現させることによ

りクロマチンを生細胞で、可視化したヒト HeLa細胞を用いたタイムラプス実験か

ら、多くの微小核は安定であり、中にはー細胞周期にわたって細胞内に保持さ

れるものがあった (Shimizu;未発表データ)。微小核が いつ、どのような条

件で細胞から放出されるかは今後の重要な課題である。

1. 4 IRとMARを持つプラスミドは効率よく遺伝子増幅した

以前、清水らは晴乳動物複製開始領域(InitiationRegion IR)と核

マトリックス結合領域(Matrixattachment Region MAR)を持つプラスミドは

晴乳動物細胞内において極めて効率よく遺伝子増幅し、DMやHSRを形成するこ

とを見いだした(Shimizuet al.， 2003)。このような DMとHSRをプラスミド配列を

プローブとしたFISH法により検出した例を図 3に示す。この図に示したよう

7 



図3.晴乳動物複製開始領域と核マトリックス結合領域をもっプラスミドは、がん

細胞内で、既存のDMへ組み込まれたり、新規にHSR巷形成したりするn

pSFVdhfrプラスミドをCOLO320 DM細胞に導入して得られた安定な形質転換体の

分裂期染色体標本を示す。プラスミド配列を鋳型としたプローブを用いたFISH法により

緑色に検出した。DNAはPIにより赤色に対比染色した。AはプラスミドがDMを形成し

たclone12細胞株、BはHSRを形成したclone22細胞株
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にプラスミド配列からなる増幅構造は図 1で示したようながん化過程で形成さ

れたDMやHSRと構造上区別がつかなかった。この IR/MARプラスミドが DMあ

るいは HSRを形成している細胞をそれぞれクローン化した後、回収した全ゲノ

ム DNAについてサザンプロット解析を行った。その結果、プラスミド配列は直

列反復構造を形成していることが示唆された。また細胞当たりのコピー数は数

千コピーにまで達していた。一方、これらのクローンについて、クロマチンフ

ァイパーを調製し、 FISH法による解析を行ったところ、プラスミド配列は DM

上では数十から数百コピー程度が、 HSRでは数千コピーが、それぞれ間断なく

連続していることが示された。またこの IR/MARプラスミドによる遺伝子増幅法

は、任意のプラスミド配列をこの IR/MARプラスミドとコトランスフェクション

すると、 2つのプラスミドが共に増幅し、 DMやHSRを形成するということを見

いだした。この技術を応用することにより、 Lactoseoperator (Lac 0)配列を

DMや HSRで増幅させ、それを Lactoserepressor-GFP融合蛋白質の発現により

を可視化することが可能となった(Shimizuet al.， 2005b)。さらに、この方法でDM

やHSRをシアン色で可視化し、そこからの誘導転写産物RNAを黄色で可視化す

ることも可能となった。これらの方法は、本研究で中核となる細胞株の樹立に

使用した。その詳しい方法は第2章で記述する。
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第 2章方法

2. 1 細胞培養、薬剤処理

本研究で主に用いた細胞は、ヒト神経内分泌細胞由来の大腸がん細胞

株 COLO320DM、あるいは COLO320HSRと、それに由来する細胞株である。これ

は、AmericanType Culture Collectionから供与されたものを、 D.D.Von Hoff 

(Univ of Texas，San Antonio， Texas)がさらにクローニングを行った細胞株で

ある。 COLO320DM細胞株では、がん遺伝子 c-mycが約 62倍増幅しており、増幅

遺伝子は分裂中期染色体標本中にみられ、平均して 43.6+27.6個の DM上に位

置している。一般的に個体内のがん細胞では増幅遺伝子は DM上に位置するが、

これを invitroで長期間培養すると染色体上のHSR領域に位置するようになる

傾向が知られている。このような状態となったのが COLO320HSR細胞株である。

細胞培養には C02インキュベーター (MCO-17AIC、S州YO)を用い、培

養温度は 37
0C、C02濃度は 5弘に設定した。 COLO320DM細胞、 HSR細胞の培養液

には RPMI1640培地(ニッスイ)を用い、規定通り溶解後、オートクレーブ滅

菌 (120
0C、15分)を行った。その後、炭酸水素ナトリウム(ナカライテスク)

を適量加え、 Lーグ、ルタミン(片山化学)を RPMIには 0.03弘、 DMEMには 0.06弘、

FCS (Fetal Calf Serum)を 10協となるように加えて使用した。細胞濃度の計測

には血球計算板を使用し、細胞濃度の算出は 400個以上の細胞を計数すること

によって行った。継代は、浮遊細胞については細胞濃度が 2X 106 cells/mlに

達するまで行い、 3X 105 cells/mlの濃度で植え継いだ。
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次に本実験で使用した薬剤について説明する。まず、第4章のタイムラ

プス実験で用いたHydroxyurea(Sigma) (以下HU)は、リボヌクレオチドをデオ

キシリボヌクレオチドに変換する酵素であるリボヌクレオチド還元酵素を阻害

して、 DNA複製を阻害する。本研究ではHUをO.1 Mとなるよう MQ-H20に溶解

し、終濃度 10011Mとなるよう培養液に加えた。この濃度では DNA合成は完全

には阻害されずに S期が緩やかに進行することが以前の研究から示唆されてい

る(Shimizuet al.， 2007a)。

第3章と第4章で用いたCamptothecin(sigma) (以下CPT)はDNAトポイ

ソメラーゼI阻害剤であり DNA合成の盛んな細胞において2本鎖切断とアポトー

シスを誘導する。本研究ではCPTを5mg/mlとなるよう DMSOに溶解し、終濃度

O. 5~5 l1g/mlとなるよう培養液に加えた。

第 5章で用いた ActinomycinD (Calbiochem) (以下ActD)は放線菌の一

種である Streptmycesparvulusより産生される抗癌抗生物質である。高濃度で

DNAとRNAの合成阻害に働き、低濃度ではRNA合成阻害がより顕著となるとさ

れ、 RNA合成に特異的な阻害剤として広く研究に用いられている。 l11g/mlより

高濃度では、すべての RNA合成が阻害されるが、 100ng/mlより低濃度ではリ

ボゾーム RNA合成の阻害を有意に引き起こすとされている。本研究では、 RNA

polymerase 1、II、IIIによる転写を阻害するためにはActDを終濃度2l1g/ml 

で、 RNApolymerase 1を特異的に阻害するためには、終濃度0.05l1g/mlとなる

よう培地に添加し3時間、 370C、C02インキュベーターで培養した。

2. 2 細胞株の樹立
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2. 2. 1 形質転換と選択法

リポフェクション法による形質導入はCOLO320細胞に対して以下の

手順で行った。対数増殖期にある細胞 2x 106 cells/mlを 24well plate (住

友ベークライト社製)に 0.25ml入れて C02インキュベーター内に保存した。

次に、 GenePORTER™2 Transfection Reagent (フナコシ(株)社製) 1. 75 III に

対し、血清が入っていないRPMI1640を10.8III加えピペッティングにより混合

した。次に、導入する DNA0.5 llgをDNAdiluent B 12.5 IIIに溶解し数回ピペ

ッティングした後、 5分間静置した。この溶液に先ほど希釈した GenePORTER2

Reagentを全量加え、数回ピペッティングして混合したあと 5分間静置し、保

存しておいた細胞に全量加えた。

トランスフェクションしてから 24時間後に培養液を交換し、さらに

24時間培養した。この細胞を 5cm dishへ移し、 5llg/mlブラストサイジン、

または400llg/ml G418を加え形質転換体を選択した。本実験で使用した細胞は

全てモノクローン細胞である。モノクローンは以下の方法で得た。まずトラン

スフェクション後、薬剤選択によりコロニーを形成させた。細胞が 30~100 個

程度のコロニーをクリーンベンチ内に顕微鏡を持ち込み顕微鏡下でピペッティ

ング操作により選択した。このように選択した細胞は 96wellで培養し、次い

で24well、6well、5cm dishへとスケールアップした。細胞がある程度安定

化した頃合いを見計らって細胞を遠心し、上澄みを除いた後、タッピングによ

り完全にほぐし、セルパンカー1mlをピペッティングにより混合し-80
0Cのディ

ープフリーザーに保存した。各細胞株の詳しい樹立方法は 2.2.2で記述する。

エレクトロポレーション法による形質導入は細胞懸濁液に高電圧パ
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ルスを通すことで細胞膜に小孔をあけ目的遺伝子を導入する方法である。 MS2

Systemを用いて、 RNAとDNAを生細胞で観察する目的のためには、自家蛍光の

バックグラウンドが高いリポフェクション法は適さないため、この方法を用い

た。細胞は対数増殖期のDM一CFP、もしくはHSR-CFP細胞株を用いた。これらの

細胞を、 37
0
Cの新しい培養液に 500X 104 cells/mlとなるよう調整し、あらか

じめ 10IIIのMQ-H20に溶解しておいた pMS2-YFP(5 llg)と pTet-ON(5 llg)、

もしくはpMS2-YFP(5 llg)と pTet-Off(5 llg)に先ほどの細胞溶液400IIIをよく

ピペッティングで混合した。これをキュベットへ移し、 200mV、960llFという

条件を用いて形質導入した。エレクトロポレーション後、新しい、 37
0Cの培養

液を加え遠心し、上清を除き 37
0Cの培養液を 3ml加え 500IIIずつ 24wellに

移した。その後、導入したプラスミドを発現させるため 2.5時間培養した。

2. 2. 2 使用した細胞株の一覧と、その性質(プラスミド構造

を含む)

本研究で使用した細胞株はリポフェクション法により形質導入をおこ

なった。 clone12、clone22細胞株はそれぞれDM、HSRを形成したクローンであ

る。

これらの細胞は以前、新垣により IR/MARプラスミドである pSFV仙台 (図 4A)

をCOLO320DM細胞に導入することによって得られたモノクローンである。

DMが生細胞で可視化された DM-GFP株(図 5)は、以前清水により以下

の方法で樹立された。まず COLO320DM株にレトロウイルスベクターを用いて

pLacR-GFP (図 8A)を導入し安定に発現する細胞株を得た。序論で述べたように
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A ト柄、C>

pSFVdhfr 
(10，986 bp) 

pilB.pA 
(12，337 bp) 

B 

図4.本研究で用いたIR/MARプラスミド一貫

'々、b o 
cシo r 

pNeo.Myc・2.4

I1SV AR1 
何，589bp)/

そ工/、-，

(A) pSFVdhfrのプラスミド構造の模式図。このプラスミドをCOLO320DM株へ導入しク口

一二ングすることで図3に示したclone12細胞株とclone22細胞株を樹立した。またこのプ

ラスミドと図51こ示したpECMS2sをLacR-CFP株へ導入しクローニングすることで図27B

に示したHSR-CFP株を樹立した。

(B) pNeo.Myc・2.4ムSVAR1のプラスミド構造の模式図。このプラスミドをLacR-GFP株

へ導入しク口一ニングすることで図51こ示したDM-GFP株を樹立した。

(C) pi1 B.HSV polyAのプラスミド構造の模式図。このプラスミドと図51こ示したpECMS2s

をLacR-CFP株へ導入しクローニングすることで図17に示したDM-CFP株を樹立した。
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図5. 生組胞内で可視化されたDMは、固定細胞で得られた動態モデルを再現した。

図3で示した方法を用いてLacO配列をDM上で増幅させ、それをlacR-GFPの発現により可視化

した。 そのような細胞(DM-GFP細胞)をガラスボトムディッシュ上で培養し、 AではPFAで固定後

DAPIでDNAを青色に対比染色した。BとC は何もせずに生細胞で共焦点画像を得た。 DM

は緑色蛍光で鮮明に可視化され、それを微分干渉画像と重ね合わせたものを示す。 (A)分裂期染

色体に接着し娘細胞に分配されるDMo (8) G1期で核周辺部に局在するDMo (C)核内部に局

在するDMと微小核に取り込まれたDM。
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IRとMARを持つプラスミドは晴乳動物細胞内で効率よく遺伝子増幅し、 DMや

HSRを形成する。またこのプラスミドと任意のプラスミドをコトランスフェク

ションすると共増幅する。そこで、 LacR-GFPを発現した細胞株に、 c-myc遺伝

子座の IR (2.4kb) と強い MAR活性を持つAR1(377 bp)をもっ pNeo.Myc s. SV 

AR1(図4B)と10.1kbのLacOrepeatを持つpSV2-dhfr8.32(図 8B)をコトラン

スフェクションにより導入し、 DMが LacR-GFPで可視化された DM-GFP株を樹

立した。

pECMS2 sはS.M.Janickiから分与されたプラスミドである。彼女らは

このプラスミドを用いて生細胞内で RNAを可視化する MS2systemを樹立した。

そのMS2systemの概要を図 6に示す。ファージのMS2蛋白質はMS2repeatが

形成するへアピンループを認、識し結合する RNA結合蛋白質である。この MS2

repeat配列を TRE(TetracyclineResponsible element)配列と CMV(cytomegaro

virus) promoterの下流に組み込んだプラスミドが pECMS2sである。またこの

プラスミドはLacO配列を持っており LacR-CFPを発現している細胞に導入する

ことで、 DNAを可視化することができる。この形質転換体に、 MS2結合蛋白質と

YFPとの融合蛋白質を発現させるプラスミド pMS2-YFP(図7A)とrtTAを発現す

るプラスミドpTet-ON(図 7C)、またはrTAを発現するプラスミドpTet-Off(図

7B)を導入し発現させた後、 Doxycycline(以下 Dox)を加えると MS2repeatを

もっ RNAの転写が前者では誘導，後者では抑制される。この RNAはMS2-YFP蛋

白質と結合するため、 YFPで可視化される。このため HSR-CFP、DM-CFPは

LacR-CFPで可視化された DNAと、そこから転写されたMS2-YFPで可視化された

RNAを生細胞で同時に観察することが可能である。本研究で樹立した DMーCFP
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亙6. DM DNAとその転写産物を、同時に生細胞で可視化するための方法

:OLO 320 DM細胞にpLacR-CFPをリポフェクション法により導入し、 lacR-CFPを発現してい

安定な形質転換体を得た 。 この細胞にp~B HSV poly AとpECMS2sをリポフヱクション法

こより同時導入し、 DM やHSR を形成した安定な形質転換体を得た。 p~B HSV poly AはIR

cMAR をもっプラスミドである。pECMS2s (図下)は、 rtTA蛋白質とDoxycycline 存在下

『す側にMS2・repeatを持つRNAの転写が誘導される配列と、 LacOrepeat 配列をもっプラスミ

.である。これら2つのプラスミドが共増幅してDMやHSRを形成した細胞では、 DMやHSRが

acR-CFPで可視化される。この細胞にMS2・YFPとrtTAをエレクトロポレーションにより一過性

こ発現させ、 Doxycyclineによって転写を誘導すると、 DMから転写されたRNAがMS2-repeat

列と MS2-YFP融合タンパク質と結合し黄色に可視化される。
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図7. 転写を誘導する際に用いたプラスミド一貫

Hind 111 
12250) 

プラスミド構造の模式図をしめす。(A)pMS2・YFP;MS2・repeatRNAと結合するMS2-YFP融合タ

ンパク質を発現するプラスミド。(8)pTet-Off Ooxycycline非存在下でTREプロモーターから

の転写を誘導するtTAタンパク質を発現するプラスミド 。(C)pTet-On Ooxycycline存在下で

REプロモーターからの転写を誘導するrtTAタンパク質を発現するプラスミド 。(0)pMACS 

NGFR ; pTet-Offと共に細胞へコトランスフェクションし、これらのプラスミドが発現した細胞を選

択する際に用いた。
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図8. その他のプラスミド一貫

プラスミド構造の模式図。(A)pLacR-GFP LacRとGFPの融合タンパク質を発現するプラス

ミド。(8)pSV2dhfr 8.32 約10kbpのLactoseOperator配列をもっプラスミド。(C)

pLacR-CFP LacRとECFPの融合タンパク質を発現するプラスミド、 (D)pmRFPのプラスミド;

EmerinとMonomericRFPの融合タンパク質を発現するプラスミド。
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株と HSR-CFP株は、以下の方法で樹立した。 DMや HSRをCFPにより生細胞内

で可視化するためには、上記の DM-GFP株の樹立と同様に、DMや HSRで lacO配

列を増幅させ、それを lacR-CFP融合蛋白質の結合により可視化した。すなわち、

初めにCOLO320DM細胞株にLacR-CFP(図8C) を発現するプラスミドを導入し、

G418で薬剤選択することで常時 LacR-CFPを発現している安定な形質転換体を

得た。この細胞株に IR/MARプラスミドである pSFV仙台と pECMS2sをコトラ

ンスフェクションし、 511g/mlのプラストサイジンにより薬剤選択を行いコロニ

ーを形成させた後、個別のコロニーをピペッティング操作により選択、培養す

ることで HSRがCFPで可視化された形質転換体を得た。また DMが可視化され

た細胞株を得るため、 pLl B HSV polyA (図 4C) と pECMS2sをコトランスフェ

クションにより導入し、 5μg/mlのブラストサイジンにより薬剤選択を行い、 HSR

株と同様にして DMがCFPで可視化された細胞株をクローニングした。これらの

増幅構造が HSRおよび DMを形成していることは、分裂期染色体標本を調製し

て、それに対して FISH法を適用することによって確認した。

一方、第4章では、生細胞でDMと核膜を同時に可視化するための細胞

株を樹立した。まずLacR-GFP株を発現した COLO320DMにpEmerin-RFP(図 8D)

を形質導入することで Emerinが安定に発現した細胞株を得た。この細胞株に

pNeo.Myc.LacOを導入し DMが LacR-GFPで緑色に、核内膜局在タンパク質であ

るemerinがRFPで赤色に可視化されたDM-GFP/emerinRFP株を得た。

2.3 FISHと蛍光抗体法

2. 3. 1 プローブの調製
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DNA FISH 用のピオチン標識した DNAプロープの調製はバイオプ

ライム DNAラベリングシステム (Invitrogen)を用い、以下のように行った。

まず、鋳型となる c-myccosmid DNA 300 ng分が入った1.5 mlチューブに蒸留

水を加えて全量を24日lとした。これに、 2.5x random prime solutionを20III 

加えて、 990Cで 5分間処理することにより DNAを変性させた後、直ちに氷中に

移した。次に、 5IIIの10x Biotin-dNTP mixture (1 mM biotin-14-dCTP、1mM

dCTP、2凶IdATP、2mM dGTP、2雌 dTTP)、および1IIIのconcentratedlarge 

fragment of DNA polymerase 1 (Klenow fragment)をそれぞれ加え、 370Cで 1

時間反応させた。 Stopbufferを5III加えて完全に反応を停止させた後、スピ

ンカラムに溶液を移し、遠心 (3，300rpm、2分)することによって未反応ヌク

レオチドを除去し、標識されたプローブを回収した。次に、 2.0拡アガロースゲ

ル(高電気浸透、ナカライ)中で電気泳動をしてプロープの合成量を求めた。

プラスミド阻列を検出するための DNAプロープの調製は以下のよ

うに行った。まず鋳型となる 111gのpSFV仙台をEcoRI消化によって断片化し、

3分間煮沸し変性させた後、 c-myccosmidプローブ調製の場合と同様にピオチ

ン標識プローブを作成した。

ジゴキシゲニン Cdigoxigenin、DIG)で標識した RNAプロープ

笠盟製は以下のように行った。まず、c-myc遺伝子の第3エキソンを含む約1，400

塩基対が組み込まれたpGEM4c-mycプラスミドDNAを、 Hind111により 1ケ所

で切断した。次に、エタノール沈澱し、 TEに溶解させた。反応液 20III中に、

1 X Reaction buffer (200凶 Tris-HCl(pH 7. 9)、30酬 MgC12、10mM spermidine、

印刷NaCl、プロメガ)、印刷 DTT(プロメガ)、 1X DIG RNA labeling mixture 
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(10凶1ATP、10凶1CTP、10mM GTP、6.5叫1UTP、3.5mM DIG-11-UTP、ロシ

ュ)、 2111の 1inearisedp印刷-c-mycDNA、20units RNase inhibitor (東洋

紡)、 20units SP6 RNAポリメラーゼ(プロメガ)を加え、 37
0Cで 1時間以上

転写反応させた。反応終了後、 0.5M EDTAを終濃度 12.5酬になるように加え

て転写反応を停止させた。反応液 1111にTE(pH 8.0) 4 111、色素液 1111を加

え、 0.511g/m1エチジウムブロマイドを含む1.0出アガロースゲル(高電気浸透、

ナカライ)中で電気泳動した。泳動バッファーには、 TBE溶液 (50酬 Tris、

49 mM Boric acid、1mM EDTA)を用いた。電気泳動解析装置FASII (東洋紡)

を使って写真を撮影し、転写産物の有無を確認した。反応液をエタノール沈澱

後、 TEに溶解させた。

pSFVdhfrの薬剤耐性遺伝子 Blasticidineresistance (以下 BSR)を

BS908L [CTCGTTTACGTGAACCGTCA] とBS1303R[GAAATCAACTCCCTACACATA]のプラ

イマーを用いてPCRで増幅した。この産物を pGEM-TEasy Vector Systems (プ

ロメガ)を用いて pGEM-TEasy Vectorに組み込んだ。すなわち、 1xLigation 

buffer、T4DNA Ligase、50ng pGEM-T Easy Vectorの入った溶液に、 Vector:

PCR産物のモル比が約 1: 1となるように、 PCR産物溶液を加え、さらにMQ-H20

を加えて10111とし、ピペッティングで軽く混合した後、4
0Cで一晩反応させた。

反応後、反応液のうち 1111を、氷中で溶かしたコンピテントセルDH5α(東洋

紡)42 111と混合して氷中で30分おいた後、 42
0Cで30秒間ヒートショックを

与えて再び氷中においた。それに 500111のSOCbuffer (20 mg/m1 Peptone、5

mg/m1 Yeast extract、40mM NaC1、2.5酬 KCl)を加えて 37
0Cで1時間振騰培

養した後に、寒天培地にプレーティングした。ここで用いた培地は、以下のよ
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うにして作成した。1.5見アガロースを含んだLBbuffer (10 mg/ml Peptone、12.5

mg/ml Yeast extract、12.5mg/ml NaCl、O.003 N NaOH)をオートクレーブし、

約 50
0Cまで放冷した後、アンピシリンを終濃度で 50llg/mlになるように加え

た。それを滅菌シャーレに分注してから一晩以上おき乾燥させた。はえてきた

コロニーから 16コロニーを選択し、 2mlのLB培地に植菌して、 37
0Cで一晩震

還し増やした。これらからラピッドアイソレーション法でプラスミド DNAを単

離し、目的配列が組み込まれていることを確認した。すなわち、ラピッドアイ

ソレーションで得た制限酵素で消化する前の DNAを用いて配列の方向を PCRに

より確認した。プライマーは vector側の pGEM-T-RとBSR上流側の 908Lもし

くは下流側の 1303Rを用いた。 目的の配列が組み込まれていたコロニーから、

QIAGEN Plasmid Midi Ki t (QIAGEN)を用いてプラスミドDNAを大量に精製した。

このプラスミドを鋳型にして RNAプローブを作成した。すなわち、 BSR蛋白質

をコードする SenseRNAを検出するための Antisenseプローブを作成する際に

は、 SalIで切断し、逆に Antisenseプローブを検出するための Senseプロー

ブは NcoIにより切断した。その後 c-mycRNAプローブを調製した方法と同様

にそれぞれSP6polymerase (プロメガ)、 T7polymerase (プロメガ)による ln

vitro転写反応を行った。

2.3.2 固定法

メタノール酢酸(カルノア)固定法は、酸性アルコールにより蛋白

質を変性させて固定する方法で、 Gバンド染色、 Rバンド染色のほか、 FISH法

による染色体解析など染色体の観察に一般的によく用いられる方法である。
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まず、 0.5~1 X 106 ce11s/m1程度の細胞培養液5m1を15m1遠心チ

ューブ(スミロン)に入れて遠心 (TSローター、 1，200rpm、5分、室温、 トミ

ー精工 LC06-SSP遠心機)して上清を 200111程度残して取り除き、穏やかなタ

ッピングにより細胞を完全に懸濁した。次に、 37
0Cに保温していた 75酬 KC1

溶液を 10m1加えた。この際、最初の 1m1は1滴ずつ加えるごとにタッピング

して徐々に加えた。これを 37
0Cで 10分間保温した後、 40Cのメタノール酢酸溶

液(メタノール:酢酸=3: 1)をパスツールヒ。ペットを用いて 3、4滴加え、穏

やかに混合した。その後直ちに遠心し、上清を 200111残して取り除いた。沈殿

を穏やかなタッピングにより完全に懸濁した後、 4
0Cのメタノール酢酸溶液を 10

m1加えた。この際、上と同じように最初の 1m1は1滴加えるごとに撹持して徐々

に加えるようにした。続いて、 4
0

Cで 20分間静置した後、遠心により上清を除

き、 4
0

Cのメタノール酢酸を 5m1加え40Cで20分間静置した。再び遠心を行い、

上清を除いた後、 40Cのメタノール酢酸溶液3m1で懸濁して 40Cで20分間静置

した。最後に、遠心/上清除去の後、 1m1のメタノール酢酸溶液に懸濁し、そ

の溶液を-200Cで保存した。

スライドガラス上で標本を作成するためには、メタノール酢酸溶液で、

保存した細胞を高湿度の状態でスライドガラスに展開する必要がある。このた

め、スライドガラス(マツナミ・スーパーフロスト;松浪ガラス社製)の表面

を水を含ませたキムワイプで軽くふくことによって、薄い水の層をつくった後、

細胞懸濁液を 1，2滴滴下した。細胞の保存期間が長かった場合、固定液が水分

を含むようになるため、遠心によりメタノール酢酸溶液の交換を行った。スラ

イドガラスを充分に乾燥させた後、 1週間以内にFISH法に用いた。
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PFA(paraformaldehyde)固定法は、パラフォルムアルデヒドを用い

て蛋白質のアミノ基聞を架橋することにより固定する方法で、細胞核の立体構

造が比較的維持されるので、間期核内での特定の遺伝子の局在や構造を調べる

のによく使われる。

PFA (電子顕微鏡用、ナカライテスク)は、 5%PFA/PBS(一)(w/v)となる

よう調整した後、水酸化ナトリウム溶液を数滴加え、加熱しながら溶解した。

pHメーター(聞30V、TOA)でpH7.4にあわせ、 40Cで遮光保存した。

細胞の固定には、 1スライド当たり 50X104細胞程度を浮遊細胞団収

装置 (TOMY)を用いて、沈澱させ、上清を除きおだやかにタッピングした後、

PBS(ー)を加えて細胞を洗い、 1200rpm、5分間遠心し細胞を沈澱させた。タッピ

ングにより細胞をほぐし、 1スライド当たり 450IIIの1.75%PFA/PBS(-)を加

え、混合し、室温で 10分間固定した。この細胞を、 poly-L-Lysineでコートさ

れたスライドガラス(マツナミ)上にサイトスピン法で付着させ、乾燥させな

いように、 PBS(ー)で満たしたコプリンジャーに移し、 5分以上、震塗し洗った。

その後、 0.5%NP-40/PBS(ー)をスライドに滴下し、室温で10分間細胞膜の可溶

化を行い、 PBS(ー)でみたしたコプリンジャーに移し5分以上、震渥し洗った。

HP1α、BrdU、CldU、yH2AXを検出する場合、上記の過程修了後、 -200Cのメタノ

ールの入ったコプリンジャーで3分間静置した。その後 PBS(-)に置換した。保

存する場合はこのまま 40Cで保存した。

RNA FISH 用の細胞の固定を行うには、まず、 0.5~1 X 106 cells/ml 

程度の細胞培養液2mlを15ml遠心チューブに入れて遠心(TS-7ローター、1，200

rpm、5分、室温、 トミー精工LC06-SP遠心機)した。上清を除去した後、穏や
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かなタッピングにより完全に懸濁し、 2m1のPBS(-)を加えた。もう一度上の操

作を繰り返し， 2 m1のPBS(-)に溶解した。次に、浮遊細胞回収装置 (TOMY)を

用いて、細胞を po1y-LーLysineでコートされたスライドガラス(マツナミ)上

にサイトスピン法で付着させた。このスライドガラスは陽電荷をもっており、

負電荷を持つ細胞の接着を容易にさせる。浮遊細胞回収装置に加える溶液の量

は450111とし、遠心の条件は 1，200rpmで、スタートボタンを押してからから

完全に遠心が止まるまでの間隔を 80秒とした。遠心の後、あらかじめ氷冷した

CSK bufferを90111滴下し、氷上で 10分間処理した。 CSKbuffer (Cytoske1 ton 

buffer; 100叫iNaC1、300mM Sucrose、10mM PIPES(pH 6.8)、3mM MgC12、1

酬 EGTA、0.5弘TritonX-100)は、使用直前に Pheny1Methy1 Sulfony1 F1uoride 

(PMSF)を1.2刷、 vanady1adenosineを2酬になるように加えて調製した。

次に、 4見PFA/15酬 MgC12/PBS(-)を80111滴下してすぐに液をふりおとし、再

び同量滴下して湿箱内で室温、 15分静置して細胞を固定した。固定後、スライ

ドガラスを PBS(-)の入ったコップリンジャー中で、 5分間洗い、つづいて 70覧エ

タノール中で5分洗った。処理の終わったスライドガラスは、 70出エタノール中

に浸けて40Cで保存した。

2.3.3 FISH法

FISH (F1uorescene in situ hybridization)法は、ある塩基配列に特

異的な DNAもしくは RNAプローブを、細胞内の DNAもしくは RNAにハイブリ

ダイズさせた後、蛍光物質によりプローブを可視化させ、その存在部位を蛍光

顕微鏡下で検出する実験技術である。この技術は、遺伝子マッピングや間期細
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胞における染色体研究など幅広い分野で必須の手法となっている。 2種類以上の

プローブを異なる蛍光色で検出することにより、染色体(クロマチン、 DNAファ

イパー)上での配列順序や物理的距離を計測することもできる。

分裂期染色体標本を用いた DNAFISH法の手順を以下に示す。まず

ハイブリダイゼーション溶液を調製した。すなわち、スライド 1枚分のハイブ

リダイゼーション溶液の調製のためには、標識したプローブ 20ng/111に、 10

mg/m1サケ精子DNA (GIBCO BRL)をO.6111、l11g/叫ヒト Cot-1DNA (GIBCO BRL) 

を1.5 111加えた。ヒト Cot1 DNAはヒトゲノム中にみられる高度反復配列が濃

縮されたDNAであり、 FISHプローブに含まれる Alu1などの高度反復配列が染

色体標本とハイブリダイズしないようにするために用いた。プローブはエタノ

ール沈澱により精製した後、風乾しエタノールを除去した。その沈澱にMQ-H203 

111を加え、完全に沈澱を溶解させた。その溶液に、 60弘ホルムアミド(片山化学)

/12出デキストランサルフェートナトリウム(ナカライ)/2 x SSC 12 111を加え

た後、よく懸濁し、ハイブリダイゼーション溶液を調製した。次に、 75"Cで 5

分間処理して、プローブ DNAを変性させた後、すぐに氷冷した。最後に 42
0Cで

30分間処理して、プローブに含まれる高度反復配列とヒト Cot1 DNAとのアニ

ーリングを行った。

カルノア固定後乾燥させておいた分裂期染色体標本を 2xSSCに浸し 5

分間振とうした後、 100l1g/m1 RNase A(Sigma)/2xSSCを適量スライドへのせ泡

が入らないよう注意してカバーガラス (24mm X 50 mm、マツナミ)を被せ湿箱

へ入れ370C、30分間インキュベートすることでRNAを消化した。その後カバー

ガラスを除き、スライドをコプリンジャーに入れた 2xSSCに浸し 5分間浸透し
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た。

次にスライドガラスを 70弘、 80弘、 90弘、 100弘エタノール中で、 3分間ず

つ振とうし脱水した。このスライドを 72
0Cにセットしたヒーターの上で乾燥さ

せた。

最後にスライドの DNAを変性させるため、スライドを 72
0Cに調節した

70出ホルムアミド(ナカライテスク)/2xSSCに浸し 2分間振とうした。次に素

早くー20
0Cに冷やしておいた 100%、90%、80%、70%エタノール中で 3分間ず

つ振とうし多後、風乾した。完全に乾いたらハイブリダイゼーション溶液を15111

滴下しカバーガラスを被せハイブリパックに封入し 37
0Cで 1日ハイブリダイゼ

ーションを行った。

PFAで固定した細胞の DNAFISH法について説明する。ハイブリダ

イゼーション溶液は上記した分裂期染色体標本を用いた時と同様にして調製し

た。まず4
0Cの70%エタノール中で保存しておいたスライドを 2xSSCに浸し、 5

分間置換しておく。このスライドガラスを 100l1g/m1 RNase A(Sigma)/2xSSCを

適量スライドへのせ湿箱へ入れ37
0C、30分間インキュベートすることでRNAを

消化した。その後スライドをコプリンジャーに入れた 2xSSCに浸し 5分間振と

うした。

最後にハイブリダイゼーション溶液を、水分をよく切っておいたスラ

イドへ滴下しカバーガラスを被せハイブリパックへ 2重に密封する。このハイ

ブリパックごと 75
0

Cの恒温槽へ入れ5分間変性させた後370Cで1日インキュベ

ートした。

RNA FISH法の手順について以下に説明する。 RNAはRNaseによる分
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解を防ぐため、感熱滅菌できる器具は 180
0C、3時間の感熱滅菌を行うか、 5弘過

酸化水素水につけておいた。また全ての手順でグローブを装着しスライドを手

で触らないように気をつけた。RNAFISH用に固定したスライドガラスを、PBS(-) 

を入れたコップリンジャー内で5分以上洗い、平衡化溶液 (50%ホルムアミド、

2 x SSC)を80III滴下して湿箱内で室温、 15分間おいた。湿箱からスライドガ

ラスを取り出し、 DNAFrSH法と同様に調節したハイブリダイゼーション溶液を

15 III滴下し、カバーガラス (22mm X 22 mm、マツナミ)を気泡が入らないよ

うに被せた。ハイブリバッグにスライドガラスを入れてポリシーラーで密封し

DNAの変性を行わず、そのまま 37
0Cで一晩保温してハイブリダイゼーションを

行った。

DNA/RNA同時 FrSH法について以下に説明する。まず上記した rRNA

FrSH法」の手順に従い標的 RNAを検出した。そのシグナルを 3弘PFAで 10分、

カルノア溶液中で 10分間、室温で固定した後に、 rpFAで固定した細胞の DNA

FrSH法Jの手順に従い標的DNAを検出した。この方法により RNAの、ングナルは

DNAの変性を行っても残っているためRNAとDNAを同時に観察することができ

る。

プロープの検出方法はどの FrSH法でも共通である。以下にその手順

を示す。ハイブリダイゼーションの後、細胞がはがれないようにカバーガラス

を慎重にはがし、スライドガラスを 45
0Cの 50覧ホルムアミド/2xSSCが入った

コップリンジャーに浸した。スライドホルダーを上下させることによりハイブ

リダイズしていない、もしくは非特異的にハイブリダイズしているプロープを

除去した。この操作を 3回行った後、スライドホルダーを45
0Cの2xSSCが入つ
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たコップリンジャーに移し、同様な操作を 3分間ずつ計 3回行うことにより、

ホルムアミドを除去した。その後、 DIGは間接蛍光抗体法によりピオチンはア

ピジンとの特異的結合を利用した検出法によりプローブを検出した。その方法

は次の項で説明する。

2.3.4 間接蛍光抗体法

間接蛍光抗体法は、抗原をその抗体を用いて検出する方法の一つで、

抗原に直接結合する抗体(一次抗体)を蛍光色素で標識して検出する(直接蛍

光抗体法)代わりに、一次抗体に結合する抗体(二次抗体)を蛍光物質で標識

して検出する方法である。直接蛍光抗体法に比べて蛍光が増幅される、特異抗

体ごとに標識する手聞が省ける、という利点があり広く用いられている。

前の項でFISH法のハイブリダイゼーション、非特異的プローブの除去

を行う段階まで述べた。その後の手順についてこの項で説明する。まず、これ

らの処理を終えたスライドガラスに、ブロッキング溶液 (3見B10ckace 

(Dainippon Pharmaceutica1s)、0.05弘tween、2xSSC) を 60111滴下し、湿箱

内で37
0C、30分間保温することによりブロッキングを行った。ブロッキング後、

DIG標識プローブを用いた場合には、 0.5mg/m1 anti-DIG mouse monoc1ona1 

antibody (ロシュ)/同 blockace/PBS (-)を 50111滴下し、湿箱内で 37
0C、1

時間反応させた。 反応後、 PBS(一)、 o.05% Tween (シグマ)/PBS (ー)、 PBS(-)の

入ったコップリンジャー中で、スライドホルダーをそれぞ、れ 5分間ずつ上下に振

とうすることによりスライドガラスを洗浄した。その後、蛍光標識した

anti-mouse抗体を2次抗体として用いて検出した。反応後、PBS(ー)、0.05%Tween 
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(シグマ)/PBS (ー)、 PBS(-)の入ったコップリンジャー中でスライドホルダーを

それぞれ5分間ずつ上下に振とうすることによりスライドガラスを洗浄した。

ピオチン標識プロープを用いた場合には、同様にブロッキングを行っ

た後、 20~g/rnl Alexa594標識ストレプトアピジン/同 blockace /PBS(-)を

50 ~1 滴下し、湿箱内で 370C 、 1 時間反応させた。 反応後、 PBS(一)、 0.05弘Tween

(シグマ)/PBS (-)、 PBS(ー)の入ったコップリンジャー中でスライドホルダーを

それぞれ 5分間ずつ上下に振とうすることによりスライドガラスを洗浄した。

シグナルを増幅する場合は、洗浄後 5~g/rnl ピオチン化ストレプトアピジン/1%

block ace/PBS (一)を 50~1 滴下し、湿箱内で 370C、 1 時間反応させた。反応後、

PBS (-)、 0.05%Tween (シグマ)/PBS (ー)、 PBS(-)の入ったコップリンジャー中

でスライドホルダーをそれぞれ 5分間ずつ上下に振とうすることによりスライ

ドガラスを洗浄した。その後、再び 20~g/rnl Alexa594標識ストレプトアピジ

ン /1%block ace /PBS (一)を 50~1 滴下し、湿箱内で 370C 、 1 時間反応させた。

反応後、 PBS(一)、 0.05出Tween(シグマ)/PBS(-)、PBS(一)の入ったコップリン

ジャー中でスライドホルダーをそれぞれ 5分間ずつ上下に振とうすることによ

りスライドガラスを洗浄した。

ラミン蛋白質の検出は、一次抗体には goatanti-larnin B (Cー20

Santa Crutz Biotechnology)を使用した。二次抗体には、一次抗体もしくは実

験目的に応じて、 Rhodarnine-conjugatedsheep IgG anti -rnouse antibody 

( Boehringer、TexasRed-conjugated swine IgG anti -goat antibody (EY 

labolatories)を使用した。

γH2AXの検出のためには、一次抗体に、 rnouseIgG anti-gH2AX 

3 1 



monoclonal antibody (UpState)、mouseIgG anti-HP1a monoclonal antibody 

(UpState)を用い、 2次抗体には FITC-conjugateddonkey IgG anti-mouse 

antibody (Rochland)、もしくは TexasRed-conjugated goat IgG anti-mouse 

antibody (Southern Biotecnology)を用いた。

HP1α の検出は一次抗体にmouseIgG anti-HP1a monoclonal antibody 

(UpState)を用い、 2次抗体には FITC-conjugateddonkey IgG anti-mouse 

antibody (Rochland)、もしくは TexasRed-conjugated goat IgG anti-mouse 

antibody (Southern Biotechnology)を用いた。

Trimethvl化された HistonH3K~ (H3K9Me3) (J)盆且は一次抗体に

rabbit IgG anti-H3K9Me3 polyclonal antibody (Abcam)を用い、 2次抗体には

TexasRed-conjugated goat IgG anti-mouse antibody (vector)を用いた。

NPCの検出は一次抗体に mouseIgG anti-NPC monoclonal antibody 

(Covance)を用い、 2次抗体には FITC-conjugateddonkey IgG anti-mouse 

antibody (Rochland)、もしくは TexasRed-conjugated goat IgG anti-mouse 

antibody (Southern Biotecnology)を用いた。

細胞周期を特定するための複製鎖標識法について説明する。複製鎖

標識のためにはチミジン類似体である印刷 5-Bromo-2-deoxyuridine(Aldrich)、

または 10訓 5-Chloro-2-deoxyuridine(Biomedicals)を要事調製し終濃度 100

酬となるよう培地に添加し 15分間、 37
0C、C02インキュベーターで培養した。

その後、 RNAFISH法のための PFA固定と同様に固定した後、ハイブリダイゼー

ション溶液を滴下しカバーガラスをのせ、ハイブリパックへ封入し、 72
0Cで5

分間DNAの変性を行った。このスライドを PBS(ー)でよく洗浄し、 signal
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enhancer (Molecular Probe) を40111滴下し室箱内で 37
0C、30分間ブロッキ

ングした。スライド上の液を除き、 50111 mouse IgG anti-BrdU monoclonal 

antibody (Roche)/ 1弘blockace / PBS(-) を滴下し室箱内で 37度、 1時間反

応させた。 PBS(一)、 0.05見Tween/ PBS(一)、 PBS(-)によるスライドガラスの

洗浄を行った後、 50111 anti mouse Alexa 564 goat IgG/ 1出blockace /PBS (ー)

を滴下し室箱内で 37
0C、1時間反応させた。 PBS(-)、 0.05出Tween/PBS(一)、

PBS (-)によるスライドガラスの洗浄を行い、 DAPIもしくはPIによって核の対

比染色をおこなった。

次に熱変性による LacR-CFP等の蛋白質変性を避けるため、非変性条件

での BrdUの検出方法を樹立した。まず 1次抗体反応にDNaseincubationBuffer

(5 -6 llg / ml anti BrdU mouse IgG(Roche) 、 30 叫~ Tris-HCl (ph 8.0)、0.3

凶fMgCl、 0.5凶f2-mercaptoethanol、0.5見BSA、1弘BlockAce、6unit / 111 

RNase Free DNase(Takara)、1XPBS)を調製し、 370C、30分間湿箱内でインキ

ュベーションした。反応後、 PBS(ー)、 0.05弘Tween(シグマ)/PBS (ー)、 PBS(ー)

の入ったコップリンジャー中で、スライドホルダーをそれぞ、れ 5分間ずつ上下す

ることによりスライドガラスを洗浄した。また CldUを用いて複製鎖を標識した

場合は、一次抗体に ratIgG2a anti-BrdU antibody (OBT)を用い、二次抗体に

はAlexa647-conjugated goat IgG anti-rat antibodyを用いた。

また G2期特定のためには、複製鎖標識後、新鮮培地に 2時間リリース

し、ヘテロクロマチンが複製された後期複製のパターンを示す細胞を G2期とみ

なした。

新規転写産物の検出のためには(ー)ー5-Bromouridine(以下 BrU)を細
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胞培養液へ添加すると RNA合成鎖にウラシルの代わりとして取り込まれる。そ

の他に、 BrUTPをマイクロインジェクションで導入する方法、および、固定し

た細胞を用いて Run-ontranscriptにより新規RNA鎖を標識する方法がある。

しかし、 BrUTPはリン酸基がついているため細胞膜を通過できず取り込まれな

い。またマイクロインジェクションは浮遊細胞である COLO320DM株には適応す

ることができないためBrUを培養液中に加え取り込ませる方法を用いた。

BrUは要事調製で毎回調製した。電子天秤により 32.3mgのBrUをはか

り、 1mlのPBS(一)に溶解させ、 100酬になるよう調製した。これを 2.5mMと

なるよう対数増殖期の細胞を培養している培養液に加え37
0Cで5分間標識した。

BrUを用いた作業は臭素が外れてしまうのをさけるため暗室で、行った.

50~ 100 X 104 cells/mlの対数増殖期の細胞に終濃度 2.5mMになるように

MQ-H20に溶解した 100酬の BrUを加えて 5分間、 37度で培養した。その後、

遠心し PBS(一)で洗い遠心した。この固定法は RNAFISH法のための固定法と同

様、 CSKBufferで細胞質を除く方法を用いた。上記のように細胞を固定したス

ライドに signalenhancer (Molecular Probe)を40111滴下し室箱内で 37度、

30分間ブロッキングした。スライド上の液を除き、 50pl mouse IgG anti-BrdU 

monoclonal antibody (Roche) /1% block ace / PBS (-)を滴下し室箱内で37
0C、

1時間反応させた。 PBS(ー)、 0.05%Tween / PBS(-)、PBS(ー)によるスライドガ

ラスの洗浄を行った後、 50pl anti mouse Alexa 564 goat IgG/同 block ace 

/PBS(ー)を滴下し室箱内で 37度、 1時間反応させた。 PBS(-)、 0.05弘

Tween/PBS(ー)、 PBS(ー)によるスライドガラスの洗浄を行った。
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2.4 顕微鏡操作と画像取得

本研究では、以下の 3機種の共焦点レーザー操作顕微鏡を用いた。す

なわち、 MRC600 (BioRad)、LSM510 pascal (Zeiss)、またはOlympusFV10-ASW 

confocal systemである。また、タイムラプス解析のためには、 ECLIPSETE2000-E 

(Nikon)を使用した。以下に、個別に詳述する。

MRC 600 ;対物レンズを油浸系対物レンズ(1oox、NeoFLUAR、NA1. 30) 

に合わせ、アルゴンイオンレーザー (watercooled Ar ion laser)を選択し、

フィルターカセットには、UBHSを用いた。スキャンスピードをFast2に設定し、

焦点を合わせた後、明るさ、コントラスト、ヒ。ンホールの値、レーザー強度を

最適化した。画像を取得する際には、スキャンスピードを Slowに設定し、カル

マン平均を 5回行った。試料を繰り返しスキャンして、その平均値を採用する

カルマン平均を行うことにより、ノイズが軽減されたスムーズな画像を取得す

ることができる。

LSM 510 pascal ;対物レンズを油浸系対物レンズ (Zeiss，Apochromat， 

NA1. 40， oil)にあわせ、落射蛍光による目視で焦点を合わせた後、 Findボタ

ンにより適切な明るさに調節し、ヒ。ンホール径を 111m+ O. 511mに調節した。画

像は linescan mean 16回、蛍光退色が強し、場合は 8回で取得した。画像の解

析はLSMImage Browser (Zeiss)により行った。

Olympus FV10-ASW confocal system 油浸系対物レンズ (UPLSAPONA 

1. 35 x60 oi 1)に合わせ、レーザー発振レベルを調節し、カルマン平均2回、 512

X512、光学ズームは 1~5 倍の条件で画像を取得した。画像の解析は FV10-ASW

1. 7 viewer(Olympus)により行い、画像の調節等はphotoshop(CS)を用いた。
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ECLIPSE TE2000-E (Nikon) ;対物レンズにはx63objecti ve lens (Nikon 

Plan APO VC NA 1.40)、画像取得のためには CCDcamera (DS， Nikon)と画像取

得ソフト NISelementを使用した。

画像の解析は各顕微鏡専用のソフトを用いて Z-series画像について行

った。第 5章の図 29、30のシグナルの共局在を解析するためには、

colocalizationを選択し、 Z-series全ての画像について比較したい 2種類の

チャンネルを選択した。ここで2種類のシグナルの蛍光強度別分布が示される。

ここで、各チャンネルの蛍光強度が一定以上あるシグ、ナルのみを絞り込んだ。こ

の絞り込んだ画像を抽出したのが図の写真上パネルで、ある。

2.5 タイムラプス解析

第 4章のタイムラプス解析は ECLIPSETE2000-E (Nikon)を用いた。以

下にその手順を示す。まず培養装置 lNUSeries (TOKAI HIT)のセットアップを

行った。コントローラ一部の電源を入れ、ステージヒー夕、 トップヒー夕、パ

スヒータをそれぞれ37
0Cに、レンズヒータを 450C (最大)にセットした。レン

ズヒータによりレンズ温度は 33.6
0
Cになっていることを確認した。次にMQ-H20

をチャンパーに 40~50ml 入れ、顕微鏡装置に装着した。 Dish の上部に取り付

ける重りを Dish が収まる位置に置きトップヒータを乗せて、水温が 370C~こ安

定するまで 30分間以上静置した。

浮遊細胞である COLO320DM株から得られた形質転換体は接着力が弱い。

そこで DM-GFP株をコラーゲンコートした 35mm y-Irradiated Glass Bottom 

Dish (MatTec Co.)で 1日培養し dishに細胞を接着させた。次に、クロマチン
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を染色するため 1mg/ml hoechst 33342 (Calbiochem)を終濃度 10l1g/mlとな

るよう培養液に加え 37
0CのC02インキュベーターに入れ30分間培養した。その

後、培養液のみをアスピレーターで除き、あらかじめ 37
0Cに温めておいた

RPMI1640をDishの壁沿し、からゆっくり加えた。この操作を 2回行い、 Hoechst

33342を除いた。この細胞に 0.1酬 HU、もしくは 5l1g/ml CPTを加え，培養装

置へセットし、混合ガス 5弘C02/95出Airを250ml/minで培養装置内に流した。

レンズのピントがずれていくことを防止するためには Dishを培養装置にセッ

トし、タイムラプス実験を開始する前に少なくとも 30分間はインキュベートし

た。

タイムラプスの設定は次の方法で、行った。光源、にはプリセンタファイ

パ光源(Nikon)を用いた、この際、細胞にあたえる光毒性を弱めるため光源から

の励起光レベルを NDフィルターにより調節した。すなわち光源の NDを使用し

2倍に弱め、また顕微鏡側の NDフィルターは 4倍と 8倍の NDフィルターを励

起光路へ挿入した。一方NISelement解析ソフトにより画像解像度は 640X480

で 2X2ピニング法を採用した。 Hoechst33342は500ms、LacR-GFPの蛍光は

2秒間、 emerin-RFPは4秒間露光した。最後にタイムラプスの間隔を 30分間に

設定し、細胞の Z-seriesを取るための上下を決定した。本実験系では 9枚の

Z-seriesを1.4 11m間隔で取得した。またチャンバー内の水量を一定に保つた

め、 24時間に 1回はMQ-H20を補充した。

2.5 その他の方法

MACS selection svstemによる発現細胞の分離方法は以下の手順
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で行った。 pTet-Offを発現した細胞株だけを得るためには、 pTet-Offと

pMACS-LNGFR (Mi1tenyi Biotec)を 3:2の割合でエレクトロポレーション法を

用いて導入し、一過性に 2日開発現させた。これらのプラスミド構造の模式図

を図 7B、Dに示した。この細胞を MACSe1ectSystem (Mi1tenyi Biotec)を用

いて発現している細胞だけを選択した。簡単に記載すれば、 LNGFRが発現し細

胞膜に局在した細胞を anti-LNGFR-bead と反応させた後、磁石を近づけたカラ

ムに流しトラップした。その後、磁石を外し、カラムから細胞を回収した。回

収した細胞は新鮮培地を加え、遠心により上清を除き、ゆるやかにタッピング

することで細胞をほぐし、新鮮培地を加えさらに 1日培養した。

Quantitive PCR法による潰伝子量の定量;Tota1 DNAおよびtota1

RNAは TRIregent (Mo1ecu1ar Reserch Center， Inc.)により回収し、 Qubit

(Invi trogen)を用いてそれぞれの濃度を測定した。 Tota1DNAは1MHEPESを加

えpHを8.4に調整し、 1ngをPCRに用いた。 Tota1RNAは111 g を逆転写に

用いた。逆転写に用いた Primer は BSR下流の 1303 bp からの

5-GAAATCAACTCCCTACACATA-3 と、 s-Actin 下流の 585 bp からの

5一AGGGCATACCCCTCGTAGAT-3を特異的プライマーとして終濃度 0.25凶で用い、

RevaTra Ace (TOYOBO)による逆転写反応を行って cDNAを得た。この cDNAを10

倍希釈し、 1111をPCRに用いた。 QuantitivePCRのためのプライマーは Roche

ホームページ内のUniversa1Probe1ibraryにより設計した。 BSR配列の検出の

ためにはBSR下流の 1280bpから 5一CCACAAGGACTTACCACTTCG-3と1180bpから

の5-TGCAGTTTCGAATGGACAAA-3を、 s-Actin配列の検出のためには、 s-Actin下

流 510 bp からの 5一CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3 と 414 bp からの
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5一CCAACCGCGAGAAGATGA-3を使用した。 RealtimePCR Master Mix(TOYOBO)のプロ

トコールに従い、 LightCycler(Roche)を用いて QuantitivePCRを行った。そ

れぞれのサンプルは、 s-Actin量で補正することで、 s-Actin転写量あたりの

BSR転写量を算出した。

Anova4による分散分析;第 5章の図 31では Anova4による分散分

析をおこなった。ある群中でそれぞれの項目について単純に t-testを繰り返す

と有意な組み合わせが出る確立が増加してしまう。そこでAnova4による分散分

析では最初に要因によって分類される群が、異なる群であるか検定する。この

群の中に有意差が認められた場合は Ryan's-method法による分散分析により多

重比較を行ってPvalueを計算した。
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第 3章 DMからの遺伝子発現

3. 1 背景と目的

DMの数が減少すると細胞が脱がん化、分化する。このことは、 DMから

の遺伝子発現ががんの悪性形質獲得に重要な役割を担っていることをあらため

て示している。上記したように、 Glの聞に DMは核周辺部のヘテロクロマチン

領域に局在し、 DM自身が複製される早期Sに核内部のユークロマチン領域へ移

動する(Tanakaand Shimizu， 2000)。間期の核内でクロマチンはランダムに動いて

いるが、細胞分化の進行に伴いヘテロクロマチン化が進むと、クロマチンの動

きは減少していくと考えられている(Gasser，2002)。以前、 LocusControl Region 

(LCR)は赤血球へ分化する過程で、核の内部へ移行し、その結果シスに位置

する s-globinのクラスターからの転写が活性化することを示唆している

(Ragoczy et al.， 2006)。このようにクロマチンは細胞種、分化、転写活性に応じ

て異なる動態を示す。そこで、同じ遺伝情報をもっDMが、転写活性が異なる場

所で、いつ、どのように転写されているのか理解し、 DMをもつがん細胞の悪性

形質獲得の機構を解明することを目的とした。

3.2結果

3.2.1 DMで増幅している c-mycがん遺伝子からの転写産物が、微小核

内で強く検出された

c-myc遺伝子がDM上で増幅している COLO320 DM株(図 lA)に対して、
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c-myc Sense c-myc Antisense 

29. 徴小核内で、 DMからの転写産物が、 RNAFISHIこより強く検出された。

(c-mvc RNAの場合)。

)コントロールとしてc-mycRNA exon3 sense probeを用し、antisense鎖を緑色に検出した。

ヨ)c-myc RNA exon 3 anitsense probeを用いた RNAFISH によりc-mycRNAを緑色蛍光で

出し、 ONAをPIにより赤色蛍光で検出した。(C)矢印はc-mycRNAが強く検出された微小

川 (0)矢印はc-mycRNAが検出されない微小核。
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c-myc sense RNAプロープを用いた RNAFISH法により、 DMからの転写産物で

ある c-mycRNAを検出した(図 9B)。コントロールとして c-mycsenseプローブ

を用いた RNAFISHを行うと、シグナルは全く検出されなかった(図 9A)。それに

対し、 c-mycantisenseプローブを用いることで、 c-mycRNAが検出された。

この際、約 70拡の微小核で強いシグナルが検出されたのに対し(図 9C、図 12A)、

残り 30協の微小核ではc-mycRNAは検出されなかった。

3.2.2 DMで増幅しているプラスミドからの転写産物が、 DMを濃縮した

微小核内で強く検出された

プラスミド配列が DM上で増幅した clone12細胞株を用いて、プラ

スミド配列上のBlasticidineresistance (BSR)遺伝子からの転写産物を、 BSR

antisense RNAプローブを用いた RNAFISH法により BSRRNAを検出した(図

10B)。その結果、約60%の微小核で、強いシグナルが検出された(図 10C、図 12A)。

一方、コントロールとして、同プローブによる RNAFISHをCOLO320DM株につ

いて行うと一切シグナルが得られなかったことから、この方法の特異性が高い

ことが示された。(図 10A) 。以上の結果から微小核の約 60~70%で DM からの転

写産物が強く検出されるということが示唆された。

DMは微小核の中に選択的に取り込まれる。そこで、 DMを取り込んだ

微小核と、 DMからの転写産物が検出される微小核との間の関係、を検討した。そ

のために、 RNAFISH法で検出した BSRRNAのシグナル(緑色)を PFA処理で固

定し、 DNA2本鎖を変性したのち、プラスミドプローブとハイブリダイズするこ

とにより DMDNAを赤色で検出した。代表的な写真を図 11に、その頻度を図 12B
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図10. 微小核内で、 DMからの転写産物が、 RNAFISHIこより強く検出されたの

(BSRRNAの場合)。

(A)コントロールとしてBSR遺伝子を持たない親株のCOLO320DM株でBSR

antisense RNAを用いてRNAFISHを行った。(B，C)clone 12細胞株でBSRRNA 

anitsense probeを用いた RNAFISH 法!こよりBSRRNAを緑色蛍光で検出し、 DNA

をPIにより赤色蛍光で検出した。(C)BSR DNAがDM上で増幅したclone12細胞株で

は、微小核内でBSRRNAが強く検出された。
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DAPI DMDNA BSRRNA 

図11.DM巷温縮した微小核で、 DMからの転写産物が強く検出された。

clone 12細胞株を用いてRNAFISH法によりBSRRNAを緑色に検出し、 パラホルムア

ルデヒド(PFA)でシグナルをクロスリンクした。その後、DNAの変性を行い、プラスミドプ

ローブを用いてDMDNAを赤色で検出した。(A)DMを濃縮し、転写産物が検出された微

小核。(B)DMを濃縮しているが、転写産物が検出されない微小核。(C)DMも転写産物

も検出されない微小核。
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図12.60-70%の微小核肉で、 DMからの軽写産物が検出された

(A)図9、と図10実験において、それぞれ150個以上の微小核についてDMからの

転写産物が検出される頻度を求めた。 (8)図11の実験において200個以上の微小

核についてDNAのシグナルとRNAのシグナルの有無を計測し、頻度を求めた。

45 



に示す。その結果、 DMを濃縮した微小核において、その約 80%で BSRRNAが

検出された。そのシグナル強度は、少なくとも核内と同レベル以上で、あった。

しかし、残り 20%については、 DMの DNAが濃縮されているにもかかわらず、

その転写産物は検出されなかった。一方、 DMを濃縮していない微小核は、全微

小核の約 20%存在していた。そのような微小核は、染色体断片や、紡垂糸が付

着しなかった染色体を含むはずである。このような微小核では、予想通り、 BSR

RNAは全く検出されなかった。

3.2.3 微小核内では denovoの転写が生じている

3.2.1-2で、 DMを濃縮した微小核内に、その転写産物が強く検出さ

れることを見いだした。このことは、微小核内で新規転写がおきていると考え

ることもできるが、核内の DMから転写された RNAが微小核特異的に蓄積した

可能性も否定できない。そこで、 BrUのパルス処理により新規に合成されたRNA

のみを標識し、それを特異抗体により検出した。この際、DMのDNAの検出には、

DMを LacR-GFPにより可視化した DM-GFP細胞株を用いた。代表的な写真、お

よび、それぞれの頻度を図 13に示した。その結果、 DMを濃縮した微小核の約

80%においてBrUの取り込みが検出された。この値は、 DMを濃縮した微小核の

約 80%にその転写産物が検出されるとしづ上記の結果とよく一致する。したが

って、 DMを濃縮した微小核の多くは核内と同程度以上の転写活性をもつことが

示唆された。しかし、同様に DMを濃縮した微小核で、あっても、その約 20%は

新規転写が検出されなかった。この点は、後の実験で検討した。一方、 DMを持
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図13.DMからなる微小核の約85%で新規RNA合成が検出されたのに対し、その他

の微小核では有意に低頻度であった。

DM-GFP細胞株を、 BrUで5分間処理し denovo Iこ合成されたRNAを標識した。細胞を固

定した後、BrUを間接蛍光抗体により赤色で検出した。またlacR-GFPで可視化されたOMを

緑色で検出した。(A)OMからなる微小核にはRNA合成が検出されないもの、 (B)RNA 合

成が検出されたものがあった。一方(C)OMをもたない微小核にも、BrU取り込みが検出され

ないもの、(0)検出されたものがあった。(E)OMのシグぉナルとBrUのシグナルの有無をそれぞ

れ100個以上の微小核について3回(300個以上)計測し頻度と標準偏差を求めた。

(F) OM-GFP細胞株を用いて、微小核がlaminBに覆われる頻度を80個以上の微小核につい

て3回(240個以上)計測し、頻度と標準偏差を求めた。微小核がLaminBに覆われる頻度は、

転写活性型微小核の頻度と、よく相関していた。
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たない微小核では、転写が生じている割合は約 50%であり、 DMを濃縮した微小

核に比べて有意に低かった。この意味は、現時点では明確ではないが、後に考

察する。

3.2.4 微小核内での転写は LaminB に覆われることが必要である

上記したように、 DMを濃縮している微小核の約 20%と、 DMを含ま

ない微小核の約半数では転写が検出されなかった。一方、以前の当研究室での

研究から、一部の微小核はLaminBに覆われずに細胞質に存在することが示さ

れていた(Tanakaand Shimizu， 2000)。そこで、対数増殖期のDM-GFP細胞株を用

い、 DMとLaminBを同時に検出して検討した。その結果、図 13Fに示すよう

に、 DMを濃縮した微小核のうち約85%がLaminBに覆われており、 15%が覆

われていなかった。前者の値は先ほどの新規RNA合成の頻度、および、 DMから

の転写産物が検出される頻度と良く一致していた。

そこでLaminBが微小核内で、の転写に関わっている可能性について、

新規RNA合成と LaminBを同時に検出することで検討した。その結果、図 14に

示すように、 LaminBに覆われていない微小核では転写は検出されなかった。

ゆえに、微小核内で、の転写には LaminBで覆われることが必要であることが示

唆された。しかし、 LaminBに覆われていても、新規転写が見られない微小核

も約 30%見られたため(図 14B)、LaminBに覆われることは微小核内での転写

にとって必要条件で、はあっても十分条件ではないことが示された。
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図14. Lamin Bに覆われることは、微小核内での転写に、必要条件であるが十分条

件ではないn

clone 12細胞株についてLamin8を赤色に 、denovo RNA合成を緑色で間接蛍光抗体

法により検出した。DNAはDAPIにより青色に対比染色した。(A)Lamin 8があり、 8rU

が検出された微小核。(8)Lamin 8があるが8rUが検出されない微小核。(C)lamin 8も

8rUも検出されない微小核。(E)Lamin 8と8rUそれぞれの有無を80個以上の微小核に

ついて3回(240個以上)計測し標準偏差を求めた。
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3. 2. 5 微小核内で転写された RNAは細胞質へ移動する

以上のように約 8割の微小核で増幅した遺伝子からの転写が活発に

行われていることが示唆された。しかしそれらの転写産物が翻訳されるため細

胞質へ輸送されるかどうかは定かではない。そこで、新規 RNAを標識した細胞

を新鮮培地へリリースすることで、新規RNAの動態を検討した。すなわち、 BrU

のパルス標識後すぐに(図 15A)、または 30分間新鮮培地にリリースした後(図

15B)、細胞を回収して固定し、 BrUを特異抗体で検出した。前者では核質に点

在する RNAが観察されるが、これはRNApolymerase IIの転写を反映すると思

われる。一方、後者では核質の BrUシグナルはほとんど見られなくなり、核小

体のみに強くシグナルが見られるようになった。これは RNApolymerase IIに

より合成されたRNAは細胞質へ輸送されたこと、そして RNApolymerase Iによ

り核質で転写された5SリボソームRNAが核小体へ移行したことを反映している

と考えられた。一方、図 15Cでは、 BrU標識後新鮮培地へリリースし、時間経

過を追って固定した細胞について微小核内の BrUシグナルと LaminBを同時に

検出し、それぞれの有無について頻度を計測した。その結果 LaminBに覆われ

た微小核ではBrUシグナルを持つものが BrU標識直後には60%あったのが、そ

れは新鮮培地中で、のチエースにともない徐々に減少し、 45分後には 20%まで減

少した。この際、 LaminBを持たない微小核はもともと転写が起きていないの

で変化はない。図 15Dには、30分チエースした細胞の例を示すが、核内のBrUシ

グナルは核小体に残るのみになっているのに対し、 LaminBで覆われた微小核

内には BrUシグナルは消失している。以上のことから、微小核内で転写された

RNAは、核内で転写された RNAと同様に、細胞質に移動することが示唆された。
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図15.微小核でdenovoに転写されたRNAは細胞質へ移行するの

対数増殖期のCOLO320DM細胞株について、BrUのpalselabelを行い新鮮培地へリリ

ースした。その後時間経過を追って細胞を固定し、BrUを間接蛍光抗体法により検出した。

(A) BrU label後すぐに固定した細胞。核質へ点在したシグナルが観察される。(B)新鮮培

地リリース後30分に固定した細胞。新規転写産物は細胞質へ輸送されるか核小体へ移動

した。(C)リリース後時間経過を追って固定した後、BrUとlaminBを同時に検出しそれぞ

れの局在について微小核を100個以上計測した。LaminBが検出された微小核では徐々

にBrUが検出されるものが少なくなってくる。これは微小核で新規に転写されたRNAが細胞

質へ輸送されていることを示唆している。(D)新鮮培地へ30分リリースしたときの写真を示

す。DNAはDAPIで対比染色した。
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3.2.6 Lamin Bのない微小核では DMからの転写産物がない

3. 2. 4~5 で、 Lamin Bが局在しない微小核では新規 RNA合成が起こら

ないことが示唆された。そこで COLO320DM株で c-mycRNAとLaminBを、ま

た、clone12株でBSRRNAとLaminBを同時に検出した(図 16)。その結果、Lamin

Bに覆われた微小核はRNAが検出されたが(図 16A，C)、LaminBが局在してい

ない微小核では転写産物は検出されなかった(図 16B，D)oClone12細胞につい

てその頻度を計測し、図 16Eに示した。その結果、転写産物がRNAFISHにより

検出される微小核は LaminBで覆われていることが必要であるが、 LaminBで

覆われていても転写産物が検出されない微小核もあった。このことは、 BrUに

より新規転写を検討した図 12(3.2.4節)の結果と定量的にもよく符合する。

3. 2. 7 DMとその転写産物の生細胞可視化技術による解析

DMと、そこからの転写産物を生細胞内で検出するために、図 6に概略

した方法で細胞株を樹立した。すなわち、IR/MAR遺伝子増幅法を用いてpECMS2j3

プラスミド配列をDM上で増幅させた。このプラスミドはLacOreeat配列を持

ちそれが LacR-CFP融合蛋白質と結合するため DMがシアン色に可視化される。

さらにこのプラスミドは、 TREpromoterの支配下にMS2repeat配列をもっRNA

が発現し、それが MS2-YFPの結合により可視化される。このような細胞から分

裂期染色体標本を作成し、DNAFISH法により IR/MARプラスミド配列を赤色に、

pECMS2j3プラスミド配列を緑色にそれぞれ検出し、それらがDM上で増幅してい

ることを確認した(図 17A)。また、そのようなDMが微小核へ取り込まれること

も確認した(図 17B)。このような細胞をDM-CFP細胞と呼ぶ。
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図16. BSR RNAまたはc-mvcRNA 

が発現している微小核はLamin8 に

覆われている。

(A，B) clone12細胞株を用いてBSR

RNAをBSRantisense probeにより、

lamin Bを間接蛍光抗体法により検出し

た。(C，D)COLO 320DM細胞株を用

いてc-mycexon3 antisense probeによ

り検出した。DNAはDAPIで対比染色し

た。矢印は微小核を示す。(E)clone12 

株でそれぞれのパターンごとに50個の微

小核を3回計測し標準偏差を求めた。
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ヨ17. DMからの転写誘導率は核内では誘導時間に比例して増加した。一方、微小核では誘

草後すぐに転写が生じた。

6の手順に従ってDM-CFP細胞株を得た。(A，8)DM-CFP株の分裂期染色体標本を作成し、

ECMS2戸プラスミドDNAを鋳型にDIGlabelしたプローブ、およびDHFRoriを鋳型にbiotinlableした

ローブを用い、 DNAFISH法によりそれぞれ緑色と赤色に検出した。その後DAPIで対比染色を行つ

じ (8)写真の左下に微小核へ濃縮されたDMがみられる。(C)図6の手順でDM-CFP株の転写を

et-Onにより誘導した。転写誘導後、時間経過を追って細胞を固定し、微小核内と核内での発現の有

を50個以上3回計測した。(D，E)は微小核内で、 (F)は核内で発現している代表的写真を示す。
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対数増殖期のDM-CFP細胞にMS2-YFPタンパク質と rtTAタンパク質を

発現するプラスミドをエレクトロポレーション法で導入し、2.5時間後にDoxを

加えることにより TREpromoterからの転写を誘導すると、 MS2-YFPが転写産物

に結合し、 RNAが可視化された。そのような細胞を固定して、転写の頻度を計

測した。その結果、 Doxによる誘導 3分後には、約 80%の微小核で DMからの

転写産物が検出され、それは 30分後には 100%近くに達した。代表的な写真を

図 17D-Fに示した。微小核内には通常、数個から数十個の DMが観察される。

しかし、 MS2-YFPのシグ、ナルはそのうちの数個の DMと重なるのみで、あった。こ

のことは、高い転写活性を示すDMは微小核内の一部のDMであることを示唆し

ている。一方、核内では転写誘導後 30分たっても 50%程度の DMでしかMS2-YFP

シグナルと重ならなかった。このことは考察で議論する。

3. 2. 8 Lamin Bが局在していない微小核では、核局在化シグナルを持つ

蛋白質が局在しない

Lamin Bの局在していない微小核で転写が見られないことは、転写

に必要な蛋白質が正常に局在していないことが原因である可能性が大きい。す

なわち、核局在化シグ、ナルを持った核蛋白質が、正常なラミナ構造を持ってい

ない微小核には局在しない可能性が高い。そこでこの点を検討するために、核

局在化シグナルを持つ MS2-YFP蛋白質を発現するプラスミドをエレクトロポレ

ーション法で導入し、 2.5時間後に固定して LaminB蛋白質を蛍光抗体法で検

出し、検討した。その代表的な写真を図 18に示す。その結果、 MS2-YFP蛋白質

は、 LaminBが局在している微小核には局在するが、 LaminBのない微小核に
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DAPI NPC Lamin B 

図18. Lamin B に覆われていない微小核はNuclearPore Comolexも局在しておら

ず、核局在シグナル巷持つMS2・YFPタンパク質が局在しなかったの

(A，B) 図6の手順に従ってOM-CPP細胞株にMS2-YFP蛋白質を発現させた。 Nuclear

Localization signal (NLS)をもっMS2-YFP蛋白質はNuclearPore Complex (NPC)を介して

核に輸送される。この細胞をPFA固定し、 LaminBに対する間接蛍光抗体法により検出した。

(A) Lamin B に覆われた微小核はMS2・YFPが局在し、転写も誘導されている。(B)lamin Bが

ない微小核ではMS2・YFPの取り込み自体が見られない。左から順に、 OAPI、LaminB 、

MS2・YFP、lacR-CFP(C) Lamin BとNPCを間接蛍光抗体法により同時に検出した。(C)

Lamin B rこ覆われNPCの局在もある微小核。(0)Lamin BもNPCも局在していない微小核。

以上のことからLaminBの局在しない微小核はNPCも局在しないため、細胞質と微小核問での

輸送が行われていないことが示唆された。
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は局在しないことが示された(図 18A，B)。すなわち、 LarninB蛋白質が正常に

局在していない微小核には、核移行シグナルを持つ蛋白質が局在できないこと

が示唆された。

Larnin Bの局在がない微小核は細胞質一核輸送ができない可能性を検討

するために、特異的抗体により NuclearPore Cornplex (NPC) とLarninBを同

時に検出した。その結果LarninBのない微小核ではNPCの局在も見られなかっ

た(図 17C，D)。このことから LarninBのない微小核は NPCが局在しないため、

核一細胞質問の輸送が行われず、核として不完全な状態であることが示唆された。

このような微小核については後に議論する。

3.2.9 核内に局在する DMは少し核内部へ入った領域で転写していた

核内の様々な場所に局在する DMからの転写を検討した。そのために、

DM上のBSR遺伝子からの転写産物をRNAFISH法により非変性条件下で検出し、

RNAのシグナルを PFA処理でクロスリンクした後、DNAを変性してDNAFISH法

を行うことにより、 RNAとDNAを同時に検出した。その結果の代表例を図 19に

示した。図中に見られるように、 RNAとDNAの局在が一致することは稀で、あっ

た。転写後の RNAは拡散によって核内の ICD(Inter-Chrornatin Dornain) と呼

ばれるクロマチン密度の低い場所へ蓄積していた。このことは図 17D~F の結果

と良く一致していた。

さらに、核内の位置と発現との関係を検討するために、共焦点顕微鏡に

より核内の DMとBSRRNAのシグナルが一致する場所について詳細な検討を行

った。すなわち、 RNA/DNA同時FISHを行った後、 Z軸方向への連続断層像を取
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図19. 核内のDMからの転写産物は核質に拡散しており、 DMとRNAが重なることは稀

であったため、転写部位巷特定することは困難であった。

(A) COLO 320DM細胞株についてBSRRNAを検出したコントロール。(8)BSR antisense 

probeを用いたRNAFISH法によりBSRRNAを緑色に検出し、 DNAをPIで赤色に対比染

色した。(C)8と同様にBSRRNAを緑色に検出した後、シグナルをクロスリンクし、プラスミドプ

ローブを用いたDNAFISH法によりDMDNAを赤色に検出した。矢印はDMDNAとBSR

RNAが重なった部位を示す。矢頭はDMとBSRRNAが重ならなかった部位を示す。
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核内のDM は、最周辺部よりも0.6"'1.2um内部で、転写が最も活発であった。

clone12株を用いてRNA/DNA 同時FISH法でBSRRNAとDMDNAを検出した。共焦点顕微鏡によ

，Jz-seriesを取得し (A)/こ図示した方法でDMの核内での位置を相対的に数値化した。(B)は用いた

姐胞核の最長直径、 RNA

国20.

とDNAが共局在したDMの数、および全DMの数、を示した。(C)B で対象

について、 (A)の方法で核内の位置を決定し、それをプロットした。

を核周辺部から核内部へ至る10の領域に分けグラフ化した。斜めの直線は、

各領域面積の理論値を示す。
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得し、最も直径が長くなる断層像について、 DMの位置を核周辺部から中心に至

る10の領域に分類し、どの領域で転写産物と重なっているかを検討した(図20A)。

具体的には、 10個の細胞の 203個の DMについて、核の直径、 DMの数、および

BSR RNAと重なった DMの数を決定した(図 20B)。それらについて、核周辺部か

らの距離により分割した10の領域に、転写産物の有無でプロットした(図20C)。

これらを各領域で計測すると、 Zone2に相当する核周辺部から O.6~ 1. 2 11m内

部へ入った DMが転写産物と重なる割合が高いことが示唆された(図 20D)。

3.3 考察

本研究では、微小核に取り込まれた DMから転写が生じていること、お

よび、 LaminBに覆われることが微小核内での転写に必要不可欠であることを 3

種類の方法により示した(Utaniet al.， 2007)0 1つはFISH法による DMからの転写

産物を検出する方法、 2つめは denovo RNAを検出する方法であり、そして3

つめは生細胞で、DMとその転写産物を可視化する方法である。また、微小核内で

de novoに合成された RNAは核内と同様、細胞質へ輸送されるであろうことを

示した。しかし、 LaminBに覆われていない微小核ではNPCが局在せず、核局

在化シグナルを持つ蛋白質が局在しないために、その中で転写が生じなかった。

すなわち、 DMが濃縮した微小核はLaminBに覆われている場合でのみDMから

の転写が起きることから、微小核内での転写はLaminBに依存して生じること

が示唆された。このことは laminBの無い微小核はNPCと核局在蛋白質の局在

がみられないという結果とつじつまがあっていた。一方、以前私が所属する研

究室では、 G1期には laminBで覆われていない微小核が多数存在し、それが、 S
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期での laminBの新規合成と再編成により laminBに覆われるようになること

を示唆した。このことと、今回の微小核内での遺伝子発現が laminBに依存す

るという発見をあわせると、微小核内での遺伝子発現はS期以降の細胞で高ま

ると思われる。背景欄で記したように、 c-myc等の DMで増幅しているがん遺伝

子はがん細胞の形質に深刻な影響を与えている。一方、 c-mycがん遺伝子から

の転写は正常細胞では細胞周期を通じて変化しないことが報告されている

(Thompson et a1.， 1985)。それに対し、 COLO320細胞のようながん細胞では、

c-myc遺伝子が増幅した結果、 c-mycタンパク質産物が過剰に生産され、その

悪性転換に関与する。さらに本研究の結果、 DM上で増幅した c-mycがん遺伝子

からの遺伝子発現が、正常細胞とは異なり、特定の細胞周期に高まることが示

唆された。このことは癌の悪性化に重要な影響を及ぼす可能性がある。

DMを濃縮した微小核は染色体断片を含む微小核と比べ、 LaminBに覆

われる割合が高く、そのため転写が生じる割合が高いことが示唆された。この

ような違いが生じる原因の解明は今後の課題である。しかしながら、この結果

はDMを濃縮した微小核からの転写は、染色体断片からなる微小核よりも細胞形

質により大きな影響を与える可能性があることを示唆している。

本研究ではゲノム由来の自律複製する環状分子である DMに関して、そ

の細胞内局在が遺伝子発現に与える影響に関して検討した。このような細胞内

局在は、セントロメアを持たないDMが、分裂期に独特な分配様式で娘細胞に分

配される結果として生じる。一方、背景欄で記したように、多くのウイルス性

核内プラスミドも、分裂期染色体に付着することにより同様に分配される。し

たがって、このようなウイルス性核内プラスミドも DMと同様に微小核に取り込
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まれる可能性がある。それため、本研究で得られた結果は、このような染色体

外遺伝因子にも適用できる可能性がある。
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第 4章微小核に取り込まれた DMの

排出機構

4. 1 背景と目的

微小核に取り込まれた遺伝物質は、一般的に細胞内から消失することが

知られている。たとえば、晴乳動物細胞では高齢期女性に見られるターナー症

候群では不活性化 X染色体等が高頻度に微小核に取り込まれ、消失することが

知られている(Tuckeret al.， 1996) (Hando et al.， 1997)。また人工的な遺伝子導入に

用いた DNAの多くも細胞から消失すると考えられている。しかし、重要な遺伝

情報が細胞から失われるという事実にもかかわらず、どのように消失するか、

その機構は全く不明である。以前、私が所属する研究室では、 DMを選択的に取

り込んだ微小核が、核膜と細胞質膜に覆われた状態で細胞外に存在しているこ

と、その中の DNAは分解されていないことを見いだし、微小核が細胞質膜のブ

レッピングにより細胞外に放出される機構が存在することを示唆した(Shimizu

et al.， 2000)。しかし、微小核内容物がどのように排出されるのか、その機構の解

明には、生きている細胞の中で特定の遺伝物質を長時間追跡する、ということ

が必要であり、さらにそのような追跡は時間・空間的に高い解像度で行う必要

があるため、高度な実験技術と装置が必要とされる。

以前、私が所属する研究室の亀崎は、間期核内にマイクロインジェク

ション法を用いて様々な DNAを導入し、その細胞内動態を長時間にわたって観

察した(Shimizuet al.， 2005a)。その結果、核内に導入した蛍光標識したDNA分子
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は鎖長が長いほど核内での動きは少ないこと、長い DNAは核内で拡散すること

なく逆に凝集することが示唆された。これは核内の DNA結合タンパク質が速や

かに DNA分子を凝集させる機構があることを示唆していた。さらに、凝集した

DNAは分裂期経過後には細胞質側で観察された。これは DMが微小核を形成する

機構と類似している。また驚いたことに、核内で凝集した DNA分子は、核内部

から細胞質へ直接移動する場合が観察された。このような出芽様構造を介した

微小核形成機構は以前から示唆されていたが、その過程を捕らえたのはこれが

最初である。その後、核から細胞質へ移動した DNA分子は細胞質膜近くで動き

まわるうちに細胞から消失した。ゆえに、細胞は導入した遺伝子を選択的に排

出する機構を備えていることを示唆していた。しかしこのような DNA分子は非

常に検出が困難であること、蛍光標識することの影響を除くことができないこ

と等の問題点が残されていた。一方清水らは以前、核内の DMが間期核の出芽様

構造を介して細胞質に移動し、 DMを濃縮した微小核を形成することを固定細胞

を用いたFrSH法で示唆した(Shimizuet al.， 1998)。さらに、 Haafらは、 DNA傷害

に伴い、修復蛋白質である Rad51が結合したクロマチンが間期核から細胞質へ

移動することを、やはり固定細胞を用いて示唆した(Haafet al.， 1999)。これら報

告はいずれも、異常クロマチンが間期核から細胞質に移動して廃棄の対象とな

ること示唆している。しかし、いずれも明確な根拠にまで達しておらず、その

過程を明確にするには、時・空間的に高い解像度で生細胞観察することしか方

法はなかった。一方最近、私の所属する研究室では生細胞でDMを可視化した細

胞を樹立することができた。さらに、時・空間的に高い解像度でタイムラプス

実験を行える最新の顕微鏡システムが導入されたことで、 DMの挙動を生細胞で
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追跡することが可能となった。

そこで本研究では、 1)DMを濃縮した微小核の内容物がどのように排

出されるかという問題、および、 2)核内の DMが間期に細胞質に移動して排出

される可能性、の 2点について、生細胞タイムラプス観察を中心として検討す

ることにより、解明することを目的とした。

4.2 結果

4.2.1 微小核は、細胞分裂時に細胞質膜のブレッピングに取り込まれて

排出された

DMが GFPの蛍光で可視化された DM-GFP細胞株を用い、 100 11Mのヒ

ドロキシ尿素存在下で48時間-72時間の長時間生細胞タイムラプス解析を行っ

た。ヒドロキシ尿素は複製阻害剤であり、それを低濃度で処理すると DMの数が

減少することが報告されている。その結果、 DMを濃縮した微小核は有糸分裂後

の細胞質分裂が始まる時期に、細胞質膜のブレッピングへ取り込まれ、細胞外

へと排出される場合があることを見いだした。(図 21)。このようなタイムラプ

ス解析を 253個の細胞について行い、微小核が消失する頻度をパターン別に分

類した(図 23A1，A2)。解析した細胞のうち分裂期に入った細胞は 60個あり、そ

の際に 23個の微小核が新規に形成された。そのうち 8個(34.8覧)は分裂期から

その直後に細胞質膜のブレッビングへ取り込まれ細胞から消失した。一方、タ

イムラプス開始時に既に微小核が形成されていた細胞は 61個あり、そのうち 5

個(8.3拡)が分裂期からその直後に細胞から消失した。また間期核から消失した

微小核は 16個(26.2出)で、あった。このうち 7個は微小核が消失する瞬間と前後
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週21. 微小核は分裂後期から早期G1の聞にブレッブに取り込まれ、組胞から消失する場合があっ

.:Q DM-GFP株!こ0.1mMHUを加え30分間隔で72時間のタイムラプスを行った。この図では分裂期に入る直

1から微小核が消失するまでを示した。元々、この細胞では微小核をもっており、分裂期には形態を保ったまま

宇と融合することなく独立している。しかし、細胞質分裂が始まると、微小核は収縮管が形成される近くでブレツ

に取り込まれ、その後blebと共lこ細胞から消失した。下の図はZseriesを4枚並べて微小核が消失したことを

弓した。(実際は9枚のZseriesで確認)
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で細胞質膜のブレッピングが生じていた。残り 9個はタイムラプスの

Interval(待ち時間)の間に消失していた。また Apoptosisが生じる率は 8.3%で

あったが、ブレッピングは 179回生じ、それは短いもので数分、長いものでは

72時間継続する場合があった。このことから、顕微鏡のタイムラプスによる光

毒性はほとんどないと考えられる。

4.2.2 間期核から出芽様構造を介して形成された微小核は、細胞質膜の

ブレッピングに取り込まれて排出された

4.2.1のように分裂期に微小核が排出される場合だけでなく、間期の細

胞で、も微小核が形成され、それが排出される場合があった(図 238)。間期の間に

微小核が形成されることは、 253個の細胞を追跡したうちで7回生じ、そのうち

4個の微小核が細胞から消失した。その代表例を図 22に示した。この写真は

DM-GFP株に HUを終濃度 0.1mMとなるように培養液に添加後、すぐにタイムラ

プスを開始し、 32.5-33.5時間後の細胞である。 LacR-GFPの蛍光と微分干渉像

につき、各時間で Z軸上の位置を1.2 llffiづっ移動させて撮影した一連の画像を

示す。 LacR-GFPは点状で DMに局在している他、クロマチン全体に広がってい

る。上のパネル(32.5時間)とそれ以前の細胞には微小核は認められないが、中

段パネル (33時間)ではLacR-GFPと小さな DMが核外につきだし、微小核が形

成されている。そのような微小核は、下のパネル (33.5時間)では消失してい

る。興味深いことに、上のパネルで、細胞質がブレッピングを開始しており、中

段のパネルで、見られる微小核はそこへ取り込まれている。さらにそのようなブ

レッビングと細胞との聞はくびれていたことから、それがちぎれて細胞外に放
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図22. 核出芽様構造により微小核が形成され、短時間の肉に細胞から消失する。

DM-GFP株に0.1mMHUを加え、 30分間隔で72時間のタイムラプスを行った。写真はよから

HU添加後、 32.5時間経過したときのZ-seriesで細胞質膜が激しくブレッビング、している(黄色矢

印)。中段は33時間後のZ-seriesで細胞質膜が激しくブレッビングしており(黄色矢印)、そこに

核が出芽様構造を形成し微小核が生じた(白色矢印)。下段ではブレッビングは生じているが、ど

のZ-seriesにも微小核は見あたらないこと、その後40時間のタイムラプス中に再び微小核が現

れることはなかったことから細胞から消失したと考えられた。
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図23.微小核消失は分裂後か間期核からの出芽様構造を介して、ブレッピングにとりこ

まれるときに生じるの

DM-GFP株に0.1mM HUを加え、 30分間隔でタイムラプスを48......78時間行った。 (A-1)分裂

期後に微小核が新規に形成された細胞のチャート。(A-2)タイムラプス開始前から微小核を持っ

ていた細胞についてのチャート (8)図22のように間期核からbuddingfこより微小核を生じた細胞

のチャート。o内は細胞数。矢印の下に各イベント発生までの時問、またはブレッビングが継続し
た時間を示した。
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出されたことが示唆された。

4.2.3 カンプトテシン処理により出芽様構造形成が誘導された

HU以外の 2本鎖切断誘導剤の影響を検討した。 HUは複製鎖伸張を阻害

し、複製装置の崩壊を引き起こすことで 2本鎖切断を誘導する。一方、カンプ

トテシンは転写、複製等で生じるトポロジーを解消するためのトポイソメラー

ゼ Iの阻害剤であり、間期のいつでも 2本鎖切断を誘導する。実際、 5l1g/ml 

CPTで処理した細胞のほとんどが 2本鎖切断の指標である γH2AXのシグナルが

強く検出された (Datenot shown)。実験では微小核の核内膜構成タンパク質

Emerinと RFPの融合蛋白質を安定に発現させ、 DMを LacR-GFPで可視化した

細胞株を用い、核を hoechest33342染色した細胞を用いた。この細胞株に 5

l1g/m1 となるよう CPT を細胞培養液に添加し、 10 分間隔で 8~24 時間のタイム

ラプスを行った。その結果、 CPT添加後、すぐに間期核から出芽様構造を介し

て微小核が形成され、消失する瞬間を捕らえることに成功した(図 24)。この場

合も HUで処理したときと同様に細胞質膜のブレッピングが生じていた。

4.2.4 短時間のカンプトテシン処理により LaminBに覆われない小さ

な微小核形成が誘導された

CPTによる短時間での微小核形成について詳細な検討を行うため以下

の実験を行った。すなわち COLO320DM株、またはDM-GFP株に CPTを各種濃度

で加え、 3時間培養した後に固定し、微小核形成頻度を計測した。その結果、 CPT

処理した COLO320DM細胞では、微小核形成頻度が有意に増加した。このことは
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図24 2本鎖切断誘導

剤である力ンプトテシン

は間期核からの出芽様

構造を介する微小核形

成を誘導し、それはすぐ

に排出された。

核内膜構成タンパク質

EmerinとRFPとの融合蛋

白質を発現させたDM-GFP

株lこ5μg/mlCPTを加え、

10分間隔でタイムラプスを

行った 。クロマチンは

hoechest 33342により染

色した。添加後、 10分経過

したときの細胞で微小核は

ない。しかし20分後には細

胞質膜が激しくブレッビング

し、 DMを含む微小核が取

り込まれている。この微小

核はEmerin-RFPに覆わ

れていた。その後ブレッビ

ングは次第に収まったが、

70分以降から8時間後ま

でのタイムラプス中に微小

核は見られないことから、

細胞から消失したと考えら

れた。



CPT3hr処理で微小核形成頻度が増加する
(COLO 320DM cell) 

CPT3hr処理でDMを含んだ微小核の頻度が
泊加する (OM-GFPcell) 

ZI 

10 

1・
1・
14 

11 

10 

a • 4 
2 

s 
ιeFdF dt ダダぶ狩
σ 。¥¥¥培、
JdFJJJρp 
<，U _~~ ~~ ，.s::> 
一 一・ h 

T i i I -
B 

(
揖
)
一@一

U
E
O』
O
E恥
o
h
o
EコU
E
L

40 

。
/dlbdぺ dte:戸
。〆//♂//

30 

20 

10 

35 

25 

15 

5 

A 

(ポ

)一

ω一
u
E
O』
U
E
S
H
a
o
a
・2
2
0
h
u
z
g
gよ

DM-GFP cells 
14 C 

ヲ々、々

log phase ・5μ9I ml CPT 3hr 
12 

10 

8 

6 

4 

2 
工

o 
、‘.，，
• ，， •. 
、

(+) 、.. ，， 
• ，a
・、

(+) 、‘.，，・''置、例
-
A
u
 u
 
B
 

、‘.，，
• ，SE
・、

(+) Lamin B 
cytoplasm Type 

2本鎖切断誘導剤である力ンプトテシン処理により短時間の内に微小核形成を誘導した。

株を各薬剤で3時間処理し、微小核形成頻度を細胞500個以上、微小核100個以上、 3回計

:咽し標準誤差を求めた。(8)COLO 320DM株を各薬剤で3時間処理し微小核形成頻度を細胞500個以

二、微小核50個以上、3回計測し標準誤差を求めた。(C)COLO 320DM 株を5μg/mlCPTで3時間処理

."PFA固定後Lamin8を間接蛍光抗体法により検出した。Lamin8の有無、大きさ、タイプにより分類

j十測した。微小核50個以上、細胞500個以上、 5回計測し標準偏差を求めた。その結果、

nomal small nomal small Size 

国25

) DM-GFP 

5 ~g/ml CPT 

理により、細胞質で、小さな微小核形成頻度が増加することが示唆された。(**Pく0.01，*Pく0.05)
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のことは、 DM-GFP株を用いて DMをもっ微小核について検討した場合でも同様

であり、同程度に増加した(図 25A，B)。この場合の微小核はDMを1個から 2個

程度しか持たない小さな微小核であったため、 LaminBを染色した上で、微小

核の大きさ、形態について分類し計測した。その結果、 LaminBを持たなし、小さ

な微小核の形成頻度が増加していることが示唆された(図 25C)。

4.2.5 細胞外へ排出された微小核は、まれに他の細胞へ取り込まれた

以上の研究により、 DMは微小核形成を介して、分裂期や間期に細胞外

へ排出されることが示唆された。一方、以前の研究は、このように細胞外に放

出された微小核が、細胞質膜と核ラミナで覆われ、その中の DNAが少なくとも

激しい分解を受けていないことを示唆していた。このことは、細胞質膜の融合

により、細胞外の微小核内容物が他の細胞に伝わる可能性を示唆している。こ

の点に関し、本研究の中で、 DM-GFP細胞株のタイムラプス解析により、 lつだ

けだが細胞外から細胞内へクロマチンが取り込まれる様子を示唆するムービー

を得た(図 26)。これはごく希ながら細胞間で遺伝子が伝搬されることを示唆し

ている。しかしこの観察結果だけでは決定的な証拠とならないため、より確実

な証拠を集めることは今後の課題である。

4.3 考察

微小核は少なくとも 2つのパターンで細胞外へ排出されることが示唆

された。 1つは分裂期の細胞質分裂が起きる最後の段階で、細胞質膜のブレツ

ビングが活発化し、その中に取り込まれることにより細胞から排出される場合
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であり、もう 1つは間期に細胞質膜が激しくブレッピングし微小核が取り込ま

れ排出される場合である。どちらの場合も、細胞質膜がブレッピングする点で

共通している。細胞質分裂が起きる際、 midbodyで収縮管が形成されて細胞質

膜がくびれる。その後、細胞質膜を切り取る蛋白質群により引きちぎられる

(Carlton and Martin-Serrano， 2007)。興味深いことにHIVー1ウイルスが細胞外へ放

出される際にもこの細胞質膜をくびれさせ引きちぎるための蛋白質を利用して

いることが最近報告された(Carltonand Martin-Serrano， 2007)0 DMが排出される際

にもブレッピングがくびれる過程が含まれており、これらの蛋白質が関与して

いる可能性が考えられる。

ブレッピングは一般的に分裂期に起きることが知られているが、

Apoptosisの際にも起きることが報告されている。しかし最近の研究で、

Apoptosis時に起きるがそれ自体は Apoptosisに必要ではなく、 Apoptosis後

に起きる食作用のため、ブレッピングにより細胞質膜を切り離すことや、細胞

質膜が反転し細胞質内膜に局在するフォスファチジルセリンが露出し、それに

対する免疫細胞を呼び寄せることに役立つているとしづ報告がある(Laneet al.， 

2005)。しかし本研究でタイムラプス中にApoptosisが生じる率は、ブレツピン

グが発生する率と比べて非常に低かった。このことから、ブレッピングが生じ

ることと Apoptosisは関係していないと考えられる。

これまでDMは分裂期染色体から脱落し、細胞質へ取り残されることで

形成されると考えてきた。このことはタイムラプス観察により確認することが

できた。一方、以前の研究から核の出芽様構造から微小核ができるのではない

かという可能性も示唆されている(Shimizuet al.， 2000)。 本研究のタイムラプス
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観察により間期核から、核が出芽し微小核を形成する場合を捕らえることがで

きた。この過程は非常に短時間で形成され、ブレッピング発生時に生じ、微小

核はその中に取り込まれることで短時間の内に消失しやすいことが示唆された。

これは短時間の CPT処理を行った際にも観察された。一方、 3時間の CPT処理

を行った固定細胞で、微小核形成頻度を計測すると、 DM を 1~2 個含む小さな微

小核が多数形成されていること、それらは LaminBに覆われていないことが示

唆された。以前、ガンマ線照射により 2本鎖切断が生じると核から Rad51のシ

グナルをもっファイバー上の DNAが這い出るという報告がされた(Haafet al.， 

1999)。本研究で見られた小さな微小核も同様の機構で形成されたとすれば、異

常クロマチンを間期核から細胞質へ移行する機構が存在するかもしれない。こ

の核出芽様構造についてはまだ未解明な点が多く、今後の課題である。

最後に、細胞外から細胞質へ微小核が取り込まれる場合を 1例だけとら

えることができた。 COLO320DM細胞では c-mycがん遺伝子が増幅しているが、

これはトリの腫蕩で発見されたウイルス v-mycのホモログとして発見され、広

汎なヒト腫蕩の悪性化に関与していることがよく知られている。もしこのよう

な悪性遺伝子を含む微小核が排出され、それが細胞間で転移するようなことが

あるならば、癌組織内で癌細胞が遺伝的に多様化してゆくことを説明できるよ

うになるかも知れない。さらに、動物細胞で遺伝物質が細胞外に無傷で放出さ

れることはウイルスの場合以外には知られておらず、放出された遺伝物質が他

の細胞に伝播する過程はある種のウイルスに驚くほど酷似している。微小核の

中にDMのような染色体外遺伝因子が取り込まれ、それが細胞外に放出されて第

3の細胞に伝播する過程は、エンベロープウイルスの起源と関係する可能性が考
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えられる。
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5章 HSRからの遺伝子発現

5. 1 背景と目的

IR/MAR遺伝子増幅法により形成されたHSRは、既知のプラスミド配列

からなる均質で長大なクロマチンで、あり、高度にヘテロクロマチン化されてい

る。すなわち、 S期の最後で、複製され(Shimizuand Shingaki， 2004)、転写レベル

は極めて低く(Hashizumeand Shimizu， 2007)、DAPIで染色するとクロマチンは高

度に凝縮していた(図 31)。さらに本研究では代表的なクロマチンマーカーで、あ

る HPlαやヒストン H3K9Me3が局在することを示す。このように長大で均一な

HSR はヘテロクロマチンの基礎細胞生物学的な理解に有利で、ある。例えば、以

前の研究ではこのような長大なクロマチンの利点を活用して、核内で長大なク

ロマチンがどのように折り畳まれて複製されるかについて、初めてとなるモデ

ルを得ることができた。すなわち、長さ 100メガ塩基対にも及ぶ長大で均質な

HSRは、後期Sの核内で巨大な coi1ed-coi1構造を形成し、外側から内側へ向

けて複製されるというモデ、ノレで、ある(Shimizuand Shingaki， 2004)。また、 HSRを形

成した細胞について、 HSR内での転写を誘導するとともに DNAメチル化を

5-azacytidineにより阻害すると、巨大な HSRが壊れて比較的小さなHSRやDM

に変換されることが見いだされた。すなわち、増幅構造の相互変換に関する理

解を深めることができた(Hashizumeand Shimizu， 2007)。

最近、ヘテロクロマチンからの RNApolymerase IIによる転写がゲノ

ム安定性に必要不可欠であるという逆説的な機構が、酵母や(Chenet al.， 2008) 
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(Kloc et al.， 2008)、日南乳動物細胞で、(Luand Gilbert， 2007)報告され、注目を集めて

いる。そのようなヘテロクロマチンからの転写産物はRNAi機構を活性化し、そ

の配列のサイレンシングを引き起こす(Fukagawaet al.， 2004) (Ho et al.， 2008)。し

かし晴乳動物細胞を用いてヘテロクロマチンからの転写を insituで解析した

例はまだ少なく、その時空間的な転写制御はほとんど分かつていない。

そこで本研究ではIR/MAR遺伝子増幅法で形成された長大で均質な人工

HSRをヘテロクロマチンの良好なモデ、ルとして位置づけ、その中で、の転写につ

いて解析することにより、ヘテロクロマチンからの遺伝子発現について理解す

ることを目的とした。

5.2 結果

5.2.1 HSRからの転写は少数の特異点に限られていたが、核小体表面や

核小体内部では HSR全体から転写されていた

HSRからの転写を解析するためには 2種類の細胞株を用いた。 1つは

pSFVdhfrプラスミドが増幅し1つの大きなHSRを形成したclone22株であり、

もう一つはpSFV仙台と pECMS2sが共増幅して 2つの大きなHSRと1つの小さ

な HSRを形成した HSR-CFP株である。それぞ、れの分裂期染色体標本について、

DNA FrSHによりプラスミド配列の局在を解析した際の写真を図 27A，Bに示す。

まずclone22細胞を用いてBSR遺伝子からの転写産物を RNAFrSH法

を用いて検出し、共焦点顕微鏡により画像を取得して解析した。その結果、多

くの HSRの核内ドメインでは、ごく限られた領域で点状にBSRRNAのシグナル

が検出された(図 27C-l~C-3)。一方、一部の HSR は、核小体表面で広がってい
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E27.ほとんどのHSRは1-2点で転写されているが、核小体表面、核小体内部で脱凝集して全体

Fら転写される場合があるn

) IR/MARプラスミドがHSR上で増幅したclone22株、あるいは(8)IR/MARプラスミドとpECMS2sがHSR

こで増幅したHSR-CFP株の分裂期染色体標本を用いてONAFISH法によりプラスミド配列を緑色に検出し、

で対比染色を行った。(C)clone22株を用いてRNAFISH 法によりBSRRRNAを緑色に検出し、 PFA固定後

NA FISH 法lこよりHSRを赤色に検出した。OAPIで対比染色を行った。写真は共焦点顕微鏡により連続断

3像を取得した。(C-1)HSRは核周辺部に局在しており転写は1点からのみ (C-2)核内部で転写無し、 (C-3)

'小体近傍で転写は2点から (C-4)核小体表面で全体からの転写 (C-5)核小体内部で全体からの転写が見

れる。(0-1)C-4の連続断層像 (0-2)C-5の連続断層像 (E)転写と局在のパターンごとに頻度を計測した。

りHSR-CFP株を用いて(C)と同様にRNAONA~司時FISHを行った。 (G) Eと同様に頻度を計測した。

8 0 



るものや核小体内部へ入り込んでいる場合があることを見いだした(図 27C-4~

C-5)。このことは、共焦点連続断層像の解析により確認された(図 27D-1~2) 。

さらに、このような局在場所にいる場合、 HSR全体から転写産物が強く検出さ

れることを見いだした(図 27C-4、C-5)。そこで、 HSRの局在場所を①核膜に接

している核質周辺部(Nu-Per)、②核質内部(Nu-Int)、③核質の核小体近傍

(Nc-Per)、④核小体表面(Nc-Sur)、⑤核小体内部(Nc-Int)に分類し、その発

現を解析した。すなわち、各局在場所について HSRに付随した RNA点状シグナ

ルの数を計測して図 27Eにまとめた。その結果、核小体表面と核小体内部に HSR

が局在する場合、 HSRは活発に転写されていることが示唆された。

次に HSR-CFP細胞株についても同様の検討を行った。その結果、この

細胞株の HSRについても、 RNA転写産物は検出されないか、少数の小さな点と

して検出される場合がほとんどで、あった。それに対し、核小体表面とその内部

では HSR全体から強く転写産物が検出された(図 27F、G)。したがって、複数

の細胞株の HSRについて同様な結果が示唆された。

5.2.2 転写可能な領域は、 HSRが複製された後に倍化した

上記の結果は、巨大な HSRでは転写可能な領域が限られており、転写

の特異点が存在することを示唆している。そこでこの転写特異点の数が細胞周

期により変化するかどうかを解析した。そのために、 CldUにより複製鎖を標識

することにより細胞周期を特定し、 RNA/DNA FISH法で HSRと転写産物を同時

に検出することにより解析を行った。その結果、 G1期から S後期までの聞は、

転写特異点の数が変化しないことが示唆された(図 28A-E)。一方、 G2期の細胞
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図28. 転写可能領域はHSRが複製された後に倍加した。

(A-E)対数増殖期のclone12株を用いてCldUで複製鎖を短時間標識し、 RNA/ DNA ~司時FISH 法で

BSR RNAとHSRを検出した。(F)CldU処理後、新鮮培地へ2時間リリースし、 HSRが複製された細胞を

G2期の細胞と見なした。(G)細胞周期ごとに転写可能領域の数を計測し、グラフ化した。G1、EarlyS、

Late Sでは 3......4点での発現は10......20%であるが、G2期には3-4点の転写が約30%のHSRで生じる。

(H)複製後転写可能領域は倍加するというモデル。(ト1)矢頭はHSR-CFPのG2期での3点からの発現。

(ト2)左のHSRは4点から、右のHSRは2点からの転写が生じている。(J)Gと同様に頻度を計測した。
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は以下のようにして特定した。すなわち、 CldU標識後 2時間新鮮培地へリリー

スし、HSRにCldUが取り込まれている後期複製ノミターンの細胞をG2期とした。

これは HSRがS期の最後に複製されることが示唆されているからである。この

方法で G2期と判別した細胞のおよそ 8割で HSRから転写された RNAの点の数

はほぼ倍増していた。 HSRは S期の最後に複製されることから、 HSRが複製さ

れると転写特異点の数が倍増することが示唆された(図 28F，G) 0 HSR-CFP株につ

いても同様の検討を行った結果、同様な結果が得られた(図 281，J)。以上の結

果から、転写の特異点の数は、複製により倍増することが示唆された(図 28H)。

5.2.3 HSR内に見られる RNA転写産物の点は、転写部位に一致する

HSR内に見られる RNA転写産物の点は、その場で新規に合成されたRNA

を反映する可能性が高いが、不活性化 X染色体の XistRNAのように転写産物

がその領域に蓄積したものである可能性も否定できない。そこでこの点を検討

するために、 HSR-CFP株を用いて denovoに合成された RNAをBrU標識法によ

り検出した。その結果、 BrUで、パルス標識された RNAのシグナルは核小体と核

質に多数検出された。そのような新規に転写された RNAのシグナルと、 HSRの

CFPシグナルが共局在する場所を検出し、図 29A-Cの上パネルに示した。また、

その頻度を図 29Dにまとめた。その結果、 HSRと共局在するシグナルは、核質

に位置する HSRではごく限られた点のみで、あったのに対し、核小体内部や核小

体表面に局在する HSRからは多くの点で検出された。以上の結果は、 5.2.1や

5.2.2節で点状に検出されたRNAに関する結果と良く一致した。このことから、

RNA転写産物の点は確かに新規に合成された RNAであり、転写部位を反

8 3 
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のであり、蓄積したものではない。

(A-C)対数増殖期のHSR-CFP株を用いて新規転写産

物のBrU標識を行った。BrUは間接蛍光抗体法により

赤色に検出した。HSRはLacR-CFPで可視化されてい

る。上のパネルは緑色と赤色が共局在する場所のみを

抽出して表示した。Bar，2IJm (A)核小体近傍、核内部に

局在するHSRは矢頭で示した点で転写されている。(B)

核小体表面で(C)核小体内部で多数の点で転写されて
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映することが示唆された。

5.2.4 HSRは核質で RNApol 11により転写されており、 RNApol 1の

転写に依存して核小体内部へ局在する

上記の研究により HSRの転写は、核質では限られた特異点のみで進行

していること、および、核小体表面や核小体内部に位置すると転写が活発とな

ることが示唆された。そこで、 HSRがどのようなRNApolymeraseにより転写さ

れるているかを知るとともに、転写阻害によりその局在がどのように影響を受

けるかを検討した。そのために ActDを0.0511g/mlとなるよう細胞培養液に加

え3時間処理することにより RNApolymerase 1を特異的に阻害した。このとき

核小体から BrUのシグナルは消失したことから RNApolymerase 1が完全に阻害

されたことが示唆された。この条件で HSR には BrU のシグナルが 0~2 点検

出された(図 30A、D)。さらに、核小体表面に位置する HSRではより多数の点

で検出された(図 30B，D)。このことは、核質や核小体表面での転写は、この濃

度の ActDでは阻害されない RNApolymerase 1I/II1により進行していること

が示唆された。一方、 0.05llg/ml ActD処理により核小体内部での BrUシグナ

ルは消失するが、同時に核小体内部に位置する HSRもなくなった(図 30D)。こ

のことは、 HSRが核小体内部に位置するにはRNApolymerase Iの転写が生じて

いることが必要であることが示唆された。

次に、 RNApolymerase I~III の全てを阻害するために、 HSR-CFP 株を

2 llg/mlのActDで3時間処理した。その結果、 HSRの核小体表面への局在もみ

られなくなった(図 30C，D)。このことから HSRが核小体表面で脱凝縮して広

8 5 
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図30. HSRからの転写可能領域はRNADol 11によ

って転写されているが、核小体内部での転写には

RNA Dol 1の転写が活性である必要がある。
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汎に転写されるようになるのには、 RNApolymerase 11の転写が必要であるこ

とが示唆された。

5.2.5 HSRは早期 Sには核小体内部に、後期 Sには核小体表面に局在

する傾向がみられた

HSRの核内局在が細胞周期によって変化するか否かについて、複製鎖を

CldUで標識する方法により検討した。この際、 LacR-CFPのシグナルを残すた

め熱変性を行わず、 DNaseによる変性法を用いてCldUを検出した。またG2期

の細胞を特定するためには図 28(5.2.2節)と同様の方法を用いた。それぞれ

の細胞周期での代表的写真を図 31A-Dに示す。また、細胞周期ごとに HSRの局

在場所を計測して図 31Eに示す。その結果、核小体表面や内部に局在する HSR

は、ほぼ全ての細胞周期で検出された。しかし、その頻度に偏りが見られた。

すなわち、核小体内部に局在する場合は早期 Sに、一方、核小体表面に局在す

る場合は後期 Sに偏っていた。このような偏りは大きなもので、はなかったが、

Anova4による分散分析を行った結果、どちらも有意であった。 (pく0.05)。

5.2.6 HSR ドメインには yH2AXのシグナルが頻繁に検出され、それは転

写特異点と一致する可能性がある

ヘテロクロマチンからの転写はヒートショックやストレスが原因とな

り生じるという報告がある(Valgardsdottiret al.， 2008)。その際にDNAダメージが

生じることが示唆されている(Kanekoet al.， 2005)。 一方、 DNAダメージを受け

たクロマチン部位では、その周辺 2メガ塩基対程度にわたってヒストンH2AX

8 7 
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図31. HSR は早期Sには核小体内部に、後期Sには核小体表面に局在する傾向がみられた。

(A-C)対数増殖期のHSR-CFP株を用いて複製鎖を短時間標識した。BrdUは間接蛍光抗体法により赤色

に検出した。HSRはLacR-CFPで可視化されている。(A)早期SIこ核小体内部へ局在するHSR、(B)中

期Sに核小体近傍へ局在するHSR、(C)後期SIこ核小体表面へ局在するHSRo(D) G2期に核内部へ局在

するHSRを示す。Bar，2IJm (E)それぞれの細胞周期ごとに局在場所を計測した。Anova4による分散分析の

0.06106 1.9 16 《s2

結果、早期Sでの核小体内部への局在、後期Sでの核小体表面への局在が有意に高まっていることが示唆
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(A-C)対数増殖期のHSR-CFP株 (0)0.05μg/mlのActO処理を4時間行ったHSR-CFP株、(E)2 

同ImlのActO処理を4時間行ったHSR-CFP株を固定し、 2本鎖切断の指標であるyH2AXを間接蛍

光抗体法により検出した。(F)HSRの局在場所ごとにyH2AXと重なる点の数を計測した。
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のN末端テールがリン酸化されることが知られている。 H2AXはH2Aの20%を

占めるサブタイプであり、リン酸化H2AXをyH2AXと呼び、リン酸化特異抗体で

検出することが可能である。そこで、 yH2AXを間接蛍光抗体法で検出すること

により、 HSRドメインにどのように DNA傷害が生じているかを検討した。その結

果、対数増殖期の細胞の HSRにも yH2AXが頻繁に検出されることを見いだした

(図 32A)。さらに、この HSR上の yH2AXのシグナルは転写特異点のパターンと

類似しており、核小体内部、核小体表面で、は多数のシグナルが観察されたのに

対し、核質に局在している HSRでは、そのほとんどで 1点のみが検出された(図

32B-C、F)。一方、 2llg/ml ActDを加え転写を完全に阻害した場合にも yH2AXの

シグナルは残っていた(図 32E)。このことから、 yH2AXのシグナルは転写とは無

関係に生じている可能性が示唆された。この点は今後の研究課題である。

5.2.7 HSRの転写誘導による脱凝縮は可逆的である

HSR-CFP株は方法の欄で解説したように、pECMS2sプラスミドが IR川AR

プラスミドと共増幅している。 pECMS2sプラスミドは LacO配列を持つために

LacR-CFP配列が結合し、そのために HSRがシアン色に可視化されている。さら

にこのプラスミドには TREpromoterがあり、それは pTet-ONプラスミドから

発現した rtTA蛋白質と Doxにより誘導されて下流の配列を凶NAに転写する。

そのようなRNAはMS2配列を持つためにMS2-YFP融合蛋白質が結合することに

より黄色に可視化される。そこで、対数増殖期の HSR-CFP株に pTet-Onと

pMS2-YFPプラスミド DNAをエレクトロポレーション法により導入し、 2.5時間

後に Doxを加えて HSRからの転写を誘導した。その結果、確かに CFPで可視化

90 
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し時間経過を追って観察すると徐々に脱凝集しType1-3へと変化した。Type4は転写産物が出現し

ているにもかかわらず、 HSRが見えなくなっている細胞、Type5は転写産物もHSRも見られない細

胞(D)Tet-Onによる転写誘導により時間経過を追って固定しタイプ別に計測した。(E)Tet-Offによ
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されたHSRからYFPで可視化されたRNAが出現することが生細胞で検出できた。

この方法は、 HSRの局在場所によらず適用できた。すなわち、核小体の表面や

内部で、の転写も検出可能で、あった(図 33A，B)。そこで、転写誘導に生じる可視

化された RNAとHSRの形態について、時間経過を追って観察し、検討した。そ

の結果、転写誘導を行う前には、 LacR-CFPにより可視化された HSRは凝縮して

観察されたのに対し(図 33C-Type1)、培地中に Doxを加えて転写誘導すると凝

縮した HSRの表面から転写産物が出現した(図 33C-Type2)。続けて観察すると、

徐々にクロマチンが緩み、 HSR全体から転写産物が検出されるようになった(図

33Cー Type3)。また一部の HSRでは、 LacR-CFPで検出されていない HSRから

広汎に MS2-YFPのシグナルが検出されている場合(図 33C-Type4) もあった。

さらに、 LacR-CFPでも MS2-YFPでも検出できない Type5もあった。そこで転

写誘導後、時間経過を追って固定し、それぞれの Type別に計測した(図 33D)。

その結果、凝縮した HSRは時間経過に伴って、 Type1から Type4の順番で変

化することが示唆された。転写が見かけ上 HSR全体から生じているように見え

ることは HSRからの BSRの転写(図 27、25) とは対照的である。 Type4の細

胞はHSRが極度に脱凝縮したために、 LacR-CFPのシグナルが希釈されて背景の

中で見えなくなったと考えられる。この考えはType4の細胞ではMS2-YFPのシ

グナルが核内に広がっていることから示唆された。一方、 DNAFISH法により HSR

を検出した場合、 HSR-CFP株で HSRを持たない細胞は 3.2%しかないことが明

らかになった(図 33E右)。この頻度は Type5の頻度よりも低いため、 Type5 

は HSRを持たない細胞であるという説明は単純には当てはまらない。転写の停

止に伴って、 Type4のHSRはType5の状態になるのかもしれない。
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次に、 pTet-Offをエレクトロポレショーンにより導入し、 2.5時間イ

ンキュベートした細胞について検討した。そのような細胞では、 Doxを加える

前にTREpromoterが誘導されるため、 HSRは2.5時間後の観察開始時には脱凝

縮していた。このような細胞の培養液に、 Doxを加えて転写を停止させると、

Type 2、3の頻度が減少し、 Type1の頻度が増加した。このことは、クロマチ

ンは徐々にもとの凝縮した構造へ戻ったことを示唆していた(図 33E)。以上の、

pTet-OnとpTet-Offを用いた実験から、転写誘導によるクロマチンの脱凝縮と

凝縮は可逆的な過程であることを示唆している。

5.2.8 HSRからの転写を誘導し HSRが脱凝縮すると，部分的に HPlα や

tri-methyl化 H3K9が解離する

上記のように、この研究でもちいた HSRは典型的なヘテロクロマチン

としての性質を備えている。そのため一般的に構成的ヘテロクロマチンに結合

する HPlα がHSRドメインに局在していたことは不思議ではない(図 34A)。一

方、 HPlα は分裂期の細胞ではHSRに検出されなかった。このことはHPlα は分

裂期にはヘテロクロマチンから外れるという報告と一致していた。 (Fischleet al.， 

2005) (Terada， 2006)。 一方、前節でHSRは転写誘導により可逆的に脱凝縮する

ことを示した。しかし転写誘導後、脱凝縮した HSRにはまだ HPlα が検出され

た(図 348)。そのようなシグナルは写真の下のHSRでは全体に、上の HSRでは

部分的に重なっていた。一方、別のヘテロクロマチンマーカーである H3K9Me3

を検出して検討したところ、それは予想通り転写誘導を行っていない HSRに強

く検出された(図 34C，D)。それに対し、 Doxにより転写を誘導すると RNAが出

9 3 
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図 34. HSRからの転写を誘導し HSR が脱凝集すると HPlα 、tri-methvl化

HLστov H3K9が部分的に解離する。

(A)対数増殖期のHSR-CFP株を用いてHPlαを間接蛍光抗体法により検出した。HPlαは分裂

期ではクロマチンから解離するため見られない。間期核ではHSRと共局在している。(8)HSRから

の転写を誘導するとHSRが脱凝集し部分的l二HPlαが解離していた。(C-E)Doxを添加し30分間

転写を誘導し。間接蛍光抗体法により、tri-methyl化H3K9を検出した。HPlαと同様、 H3K9Me3

は部分的に解離していた。一方、 2IJg/mlActDを加え転写を阻害した場合では凝集したままで

tri-methyl化H3K9は残っていた。
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現するが、この際H3K9Me3は脱凝縮したHSRに依然として結合していることを

見いだした(図 34E)。興味深いことには、 HSR中に分散したH3K9Me3は均一で

はなく部分的であった。これはヘテロクロマチンの性質が部分的に失われ、そ

の部分が転写されるようになるという可能性を示唆していた。このことは後に

議論する。

5.2.9 HSR内の誘導プロモーターの発現を誘導すると、シスに位置する

非誘導性プロモーターからの転写も増加した

次に、誘導プロモーターの発現誘導により HSRが脱凝縮することが、

HSR上の非誘導性SRα プロモーターからのBSR遺伝子の転写に及ぼす影響につ

いて検討した。すなわち、 HSR-CFP株に pTet-Offをトランスフェクションし、

Doxなしで 3日間培養することにより TREプロモーターからの転写を活性化し

た。その後、 HSRDNAとBSRRNAを同時に検出した。 BSRRNAはFISH法でしか

検出できず、その条件では LacR-CFPのシグナルが消えてしまうため、 HSRDNA 

は FISH法により検出した。その結果、多くの HSR上にたくさんの BSRRNAが

検出された(図 35A，B)。これは図 27、25の結果とは対照的で、あった。このこと

は、誘導プロモーターにより HSRドメインを脱凝縮すると、同じ HSR内にある

非誘導性プロモーターの活性も高くなることを示唆している。この点を、より

定量的に評価するために、エレクトロポレーションにより形質転換された細胞

をMACS細胞分離システムを用いて分離した。この細胞から DNAとRNAを回収

し、 real-timePCR量を計測した。その結果図 35Cのように TREプロモーター

からの転写誘導を行った細胞で、は転写誘導を行わなかった細胞と比べてBSR
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図35. HSRからの転写を誘導しHSRが脱凝集すると、シスの恒常発現プロモータからの

転写が増加した。

対数増殖期のHSR-CFP株を用いてHSRからの転写を誘導し、その後RNADNA ~司時FISH 法によ

りBSRRNAとHSRを検出した。(A，B)転写産物は点状lこHSRの様々な部位で検出された。(C)

Tet-Offによる転写抑制を3日間行ったもの、 3日間転写を誘導し続けた細胞、 2日間誘導した後、転

写を阻害した細胞からDNAとRNAを回収し、 十actinを内部標準としたReal-timePCR法により転写

産物量、 DNAコピー数を計測した。2日目lこMACScolumeによる一過性発現細胞を選択した。選択

率は70-80%であった。閉じ実験を3回行い、標準偏差を求めた。
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RNA量が 2倍以上に増加していた。以上のことから TREからの転写誘導によっ

てHSRが脱凝縮した結果、シスに位置する非誘導性SRαプロモーターからの転

写が活性化されることが示唆された。このことは、凝縮した HSRドメイン内の

BSR遺伝子は、転写に必要な蛋白質がアクセスできるようになったため、転写

活性化したと考えられる。

5.3 考察

本研究ではプラスミド配列からなる長大で均質な人工 HSRを用いるこ

とで、ヘテロクロマチンからの転写に関するいくつかの発見が得られた。初め

に、非誘導性SRαプロモーターからの転写はHSRドメインのfociとして検出さ

れる 2ヶ程度の点で、のみ活性化していることが示唆された(図27、25)。そして、

この fociでは RNApolymerase IIにより新規に転写されていることを示した

(図 30)。本研究では試験的に BSRRNAの転写について検討した。しかしその

RNAは別の配列から転写された RNAであるかもしれない。なぜならば、最近、

ヘテロクロマチン化されたサテライト DNA配列は複数の転写開始サイトから転

写されることが報告されたためである(Luand Gilbert， 2007)。さらにそれは、我々

がこの HSRを用いて以前に報告したことと関連するかも知れない。すなわち、

IR/MARプラスミドから HSRが形成される過程は、プラスミドにコードされたプ

ロモーターに依存しない転写に影響される、という結果である(Hashizumeand 

Shimizu， 2007)。序論に示したように、ヘテロクロマチンからのRNApolymerase 

IIによる転写がそのサイレンシング維持に必要であることが次々と報告され

ている。しかし、insituでのヘテロクロマチン化された導入配列からのRNAの
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検出はこれまで行われていない。それは本研究で使用した IR/MARプラスミドが

効率よく遺伝子増幅を誘導し、巨大な増幅構造を形成することができるためで

ある。もし短し、配列からの insitu検出ではDNAとRNAが重なるだけという結

果になってしまう。 Luらは (Luand Gilbert， 2007) RNA FISH法により

pericentric satellite repeatからの転写産物を検出したとき RNAのシグナル

は点状に pericentricヘテロクロマチンの表面に検出されることを示した。こ

れは本研究の結果と一致している。それゆえ本研究で観察した特異点からの転

写はヘテロクロマチン一般に見られる現象と考えられる。本研究では均一なプ

ラスミド配列から構成されたHSRを用いた(Shimizuet al.， 2003)。つまり転写特

異点は遺伝的なものではなく、ある種のエピジェネティクな機構により決定さ

れたものであるはずである。さらに転写特異点は細胞周期を通じて変化せず、

複製後にも維持されていることが示唆された。このことは、転写特異点はヘテ

ロクロマチンと染色体碗との聞をつなぐ領域ではないかと考えられた。

一方、 HSRが核小体表面、核小体内部へ局在する場合 HSR全体から転

写が生じていた。一般的に核小体周辺部はよく知られたヘテロクロマチン領域

であり、多くの構成的ヘテロクロマチン、機能的ヘテロクロマチンが局在して

いる。最近、女性の体細胞における不活性化X染色体は中期Sから後期 Sにか

けて周期的に核小体に近接することが報告された(Zhanget al.， 2007)。さらに本

研究とは具なる方法で形成した導入遺伝子からなる小さなHSRはS期に核小体

に近接することが以前報告されている(Liet al.， 1998)。これらの報告と同様、本

研究で用いた HSRも、後期 Sの間に核小体表面へ局在することが示唆された。

以前の報告によれば“perinucleolarcomponent (PNC)" では RNApolymerase 
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IIまたは II1により転写され、PNCはRNA代謝に関与していることが示唆され

ている(Huanget al.， 1998)。このことはRNApolymerase 11/111による転写が核

小体表面に局在するために必要であるという本研究での結果と一致する。上記

したように多くの研究で RNApolymerase 11による転写がヘテロクロマチン維

持に必要であると報告されている。これらのことは核小体表面での転写はヘテ

ロクロマチン維持に関与している可能性を示唆している。また以前から繰り返

しSatellite DNAが核小体内部へ局在することが報告されているが、その現象

の意義は未だ解明されていない(Raeand Franke， 1972) (Jacob et al.， 1974) 

(Demirtas et al.， 2000)。本研究でHSRは早期Sに核小体内部へ入り込んでいるこ

と、その転写にはRNApolymerase 1が必要であることを示した。この核小体内

部への局在は細胞周期、およびRNApolymeraseが異なることから、核小体表面

へ局在する場合とは異なる生理的意味を持っと考えられる。この局在による転

写活性化の意義を明らかにすることは今後の重要な研究課題である。

最近、ホルモンによって転写が誘導される際にプロモーター領域でトポ

イソメラーゼIIにより一過性に2本鎖切断が生じることが転写に必要である報

告された(Juet al.， 2006)。また2本鎖切断が生じた領域にHP1sが結合しクロマ

チンが再構成されるとしづ報告がある(Ayoubet al.， 2008)。一方、放射線照射に

より 2本鎖切断が生じる領域はほとんどがユークロマチンで、あること(Cowellet 

al.， 2007)、そして 2本鎖切断が生じた領域では転写が抑制されることが報告され

た(Solovjevaet al.， 2007)。これらのことから 2本鎖切断が生じることとヘテロク

ロマチン化は密接に関係していることが推察される。本研究ではその因果関係

を明らかにすることはできなかったが、 HSR上に DNA2本鎖切断の指標である
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yH2AXが転写と酷似したパターンで検出された(図 33)。このことは、おそらく

HSR等のヘテロクロマチンからの転写調節を解明する鍵となるとはずである。

一方、HSRからの転写を誘導性プロモーターにより活性化すると HSRは

緩み、転写産物はHSR全体から出現した。 これは転写誘導によりリクルートさ

れる転写因子である VP16のacidicacti vation domain (AAC)が標的配列(TRE)

に結合することで脱凝縮するという以前の報告をよく再現していた(Tumbaret 

al.， 1999)。以前、彼らはpTetーOnが発現する rtTA(tet-RepressorとVP16AACと

の融合タンパク質)は標的のクロマチンを緩めることを示した(Tsukamotoet al.， 

2000) (Janicki et al.， 2004)。本研究ではさらにこのプロセスが可逆的であることを

示した。一方で、上記の研究では誘導により HPlα は標的クロマチンから解離す

ることを示したが(Janickiet al.， 2004)、我々の HSRでは部分的にしか解離しない

という点で矛盾が生じた。 この矛盾はおそらく、本研究で用いたHSRは彼らの

用いた HSRと比べ、はるかに巨大であることが原因であると考えられた。彼ら

はpECMS2sが200コピーからなるHSRを用いているのに対し(Janickiet al.， 2004)， 

本研究で用いたHSR-CFP株で、は数千コピーに増幅している。またHPlα、H3K9Me

シグナルは HSRに部分的に残っていることを示した(図 35C-E)。それゆえ、

HPlaとH3K9Me3は脱凝縮した後の巨大な HSRドメインにまだ、残っていること

が示唆された。そしてそのような HSRの内部で転写が複数の fociで活性化し、

そのfociでは以前示唆されたようにヘテロクロマチンの性質が除かれたと考え

られる。このアイデアは本研究の図 35とつじつまが合う。すなわち TREプロモ

ーターからの転写誘導により脱凝縮すると、 HSRドメインの非誘導性 SRαプロ

モーターからの遺伝子発現は増加した。そして重要なことに、その転写産物は
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HSR上に多くの点状シグナルとして検出される。一方でMS2-YFPシグナルはHSR

ドメインに均一に出現する。これは上記のアイデアに反する。しかしこの検出

方法はバックグラウンドが高く、部分的なシグナルがのっペりとしたシグナル

として検出されるのかもしれない。ともかく、転写活性により HSRは緩み、大

きく開いた HSRの多くの点で転写が生じた。なぜこのような特異点が生じるの

かはこのトピックにおいて今後の重要な問題である。
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第 6章本研究の意義と結語

本研究の第3章では、発癌過程で形成された DMと既知のプラスミド配

列からなる DMの双方を対象として、微小核に取り込まれた DMが、そこで転写

され、その転写産物が細胞質へ輸送されて、細胞形質に影響を与えることがで

きることを示した。このことは、癌細胞内の DMでがん遺伝子や薬剤耐性遺伝子

が遺伝子増幅している場合、そのようながんの悪性形質の獲得に重大な意味を

持つ。さらに、そのような微小核内での遺伝子発現は、核内での発現に比べて

活発であることが示唆され、また、ラミンで覆われることが必須であることが

示された。このことは、癌細胞の形質に重大な影響を持つ遺伝子が微小核に取

り込まれることで、その発現がさらに異常になる可能性を示唆している。特に、

ラミンで覆われた微小核に発現が限られるという発見は、微小核がラミンに覆

われる細胞周期上の位置は S期であるため、核内に局在する場合とは異なる細

胞周期で発現されるようになる可能性を示唆しているので重要である。従来ま

での研究では微小核に取り込まれた遺伝子からの発現は全く注目されなかった

が、本研究により、そのような遺伝子発現が癌細胞の形質決定に重大な影響を

及ぼし得ることが示唆された。今後、微小核が構造的に多様であることの理解

を深め、そのこととの関連のもとで、微小核からの遺伝子発現が癌形質に与え

る影響を検討していく必要がある。

本研究の第4章では、微小核の細胞内動態と細胞外排出の機構を明ら

かにするために、 DMを可視化した生細胞を用いたタイムラプス解析を中心とし
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た研究を行った。その結果、 DMが濃縮された微小核が細胞外へ放出される瞬間

を捕らえることができた。そのタイミングは分裂期の細胞質分裂から早期 Glの

聞と、間期核から突知排出されることが示唆された。

一方、 DMが間期核から出芽様構造を介した微小核形成に至り、その一

部は細胞外へ排出されることを明らかにした。これは以前に示唆されていた異

常クロマチンを間期核から直接排除する機構によるものと考えられるがまだ不

明な点が残されており、その解明は今後の課題である。

いずれの場合も微小核は細胞質膜のブレッピングに取り込まれ、その

後ブレッブがくびれ、細胞質に包まれた微小核が細胞外へ排出されるという点

で共通していることを見いだした。細胞質膜切断に働くタンパク質は細胞質分

裂時やエキソサイトーシスによる小胞の分泌時、そしてウイルスが細胞外へ放

出される時に共通して利用されている。本研究で見いだしたブレッピングも同

様のタンパク質により切断される可能性が高い。そのため、それらのタンパク

質の局在と微小核の取り込まれたブレッブの切断について解析する必要がある。

本研究により、ゲノム由来の遺伝物質が細胞外に放出される、という

重大な生命現象が見いだされた。すなわち、動物細胞から遺伝物質が細胞外に

放出される、ということは、ウイルスの場合以外に知られていない。このよう

なことが生きて増殖している細胞で生じうる、ということをはっきりとタイム

ラプス実験で示した例は今までにない。このような研究成果は、 DMやマイクロ

インジェクション等で人為的に導入したDNA、ウイルスやトランスポゾン由来の

DNA、あるいは染色体断片、といった「異常クロマチンを細胞外に排出する機構J

が存在することを示唆している。この機構が、正常細胞でも機能しているかど
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うかは不明であるが、少なくともある種の癌細胞では機能していることを本研

究で示した。したがって、癌細胞から DMを濃縮した微小核が細胞外に放出され、

それが周辺の細胞と細胞膜融合をすることにより、 DMが細胞間で伝播する可能

性が生じた。このことが実際に生じていることは、本研究内でも例数は少ない

が示唆した。癌組織内で癌細胞集団が多様化していくことが知られているが、

それはこのような微小核放出を介した染色体外遺伝物質の細胞間伝播で説明で

きるかも知れない。さらに、そのような染色体外遺伝因子の細胞間水平伝播は、

ウイルス、それも細胞質膜を被った DNAゲノムのウイルス(例えばヘルベス属

ウイルス)とよく似ている。したがって、そのようなウイルスが進化の過程で

どのように出現してきたか、ということと関係する可能性がある。

本研究の第 5章では、ヘテロクロマチンからの転写について、独自な

モデ、ル実験系を用いて解析した。すなわち、既知のプラスミド配列からなる巨

大な人工 HSRはヘテロクロマチン化されており、このような目的の研究に理想

的な実験系を提供した。そのような研究により、主として以下の成果が得られ

た。① HSR内の RNApol IIによる転写は、限られた特異点のみで生じている

ことを見いだした。② HSRは核小体の表面やその内部に局在する場合があるこ

とを見いだし、そのような場所では活発にその全体から転写されることを見い

だした。また、核小体の表面やその内部への局在は、それぞれ、 RNApol II/ III 

あるいは RNApol 1の活性に依存しており、特定の細胞周期で頻繁に観察され

た。③転写誘導によるヘテロクロマチン脱凝縮は可逆的で、あり、多数の転写部

位が出現するようになって、誘導していない遺伝子も転写されるようになるこ

と、等を見いだした。以上のように、本研究の成果は、多くの新発見を含んで
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いる。ヘテロクロマチンの形成と維持は、細胞にとって必須である。最近、へ

テロクロマチンからの RNApol IIによる転写がヘテロクロマチンの形成と維持

に必要である、という報告が世界の多数の研究室からなされ、大きな注目を集

めている。本研究から得られた新知見は、そのような重要な研究の流れに貢献

できると考えられる。
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