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略語集 
shRNA   small hairpin RNA 

pancRNA  promoter-associated noncoding RNA  

lncRNA   long noncoding RNA 

 

ATP   adenosine 5'-triphosphate 

cAMP   cyclic adenosine monophosphate 

NGF   nerve growth factor 

LIF   leukemia inhibitory factor 

 

CRE   cAMP response element 

HOX   homeobox  

ORF   open reading frame 

TSS   transcription start site 

TIS   translational initiation site 

Xic   X inactivation center 

aBiP   annotated bidirectional promoter 

pBiP   pancRNA-associated bidirectional promoter 

 

Arhgap26  Rho GTPase activating protein 26 

Cbp   CREB-binding protein 

Cdk2   cyclin-dependent kinase 2 

Cdk4   cyclin-dependent kinase 4 

Creb1   cAMP response element binding protein 1 

Crem   cAMP responsive element modulator  

Dnmt1   DNA （cytosine-5-）-methyltransferase 1 

Dnmt3a/b  DNA （cytosine-5-）-methyltransferase 3a/b 

Ezh2   enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit 

Gata2   GATA binding protein 2 
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Gfap   glial fibrillary acidic protein  

HDAC   histone deacetylase 

Hp1   heterochromatin protein 1  

Icer   Inducible cAMP early repressor 

JMJ   jumonji 

MeCP2   methyl-CpG binding protein 2  

Mll   myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 

Nusap1   nucleolar and spindle associated protein 1 

Oip5   opa interacting protein 5  

Pcna   proliferating cell nuclear antigen  

Pka   cAMP dependent protein kinase  

Pp1   serine/threonine protein phosphatase  

Pp2a   protein phosphatase 2A regulatory subunit  

PRC2   polycomb repressive complex 2 

Sphk1   sphingosine kinase 1 

Stat3   signal transducer and activator of transcription 3 

Tdg   thymine DNA glycosylase 

TET   ten-eleven translocation  

Hotair   HOX transcript antisense RNA  

Hottip   HOXA distal transcript antisense RNA 

Xist   X inactive specific transcript  

 

EdU   5-Ethynyl-2'-deoxyuridine 

ChIP  chromatin immunoprecipitation 

qPCR   quantitative polymerase chain reaction 

FDR   false discovery rate 
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要旨 

序論 

 多細胞生物は、同一のゲノム DNAを持ちながらさまざまに分化状態の異なる細胞によっ

て構成される。個々の分化細胞の性質の違いは細胞状態特異的なエピゲノム制御によって規

定されている。しかし、細胞状態特異的エピゲノムを形成するために必要な配列特異的エピ

ジェネティック制御機構については殆ど解明されていない。哺乳類ゲノムの大部分は、長鎖

ノンコーディング RNA（long noncoding RNA、lncRNA）と呼ばれるタンパク質に翻訳さ

れない RNA の鋳型として機能しており、本研究では、この lncRNA がエピゲノム制御タン

パク質と相互作用して配列特異的制御を促す因子として機能することに着目した。特に、最

終分化を促しうる cyclic adenosine monophosphate（cAMP）シグナルを伝達する転写因

子が、両方向性遺伝子プロモーターを選択的に標的としていることに着目した。両方向性プ

ロモーター領域から遺伝子と逆方向に生み出される lncRNA である promoter-associated 

noncoding RNA（pancRNA）を介した配列特異的エピジェネティック制御機構が cAMP シ

グナル下流で駆動することにより、細胞状態特異的なエピゲノム状態の形成に機能している

のではないかと仮説をたてた。仮説の検証のため、cAMP 依存的に不可逆的に細胞周期を停

止するラット副腎髄質由来の褐色細胞腫である PC12 細胞分化系を活用した。 
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結果 

第一章 

 ここでは、PC12 細胞の cAMP 依存性不可逆分化過程において、pancRNA と mRNA を生

み出す両方向性プロモーター（pancRNA-associated bidirectional promoter、pBiP）がcAMP

依存性転写因子によって制御されているのか検証した。 

 directional RNA-seq 解析から、cAMP 依存的に不可逆分化した PC12 細胞では細胞周期

関連遺伝子群が強く抑制されていること、数千の両方向性プロモーターが cAMP シグナル下

流で直接的な正または負の転写制御の作用点となっていること、及び、両方向性プロモータ

ーの 80%以上が pBiPであることを明らかにした。続いて、ゲノムワイドデータを元に、cAMP

依存性転写因子である Creb1 と Icer のクロマチン免疫沈降やノックダウン実験を行い、

PC12 細胞分化過程で発現相関が高い pancRNA と mRNA を転写制御している pBiP におい

て、Creb1 による正の転写制御と Icer による負の転写制御が確かに行われていることを明ら

かにした。 

 

第二章 

 ここでは、第一章の解析から cAMP 依存性転写因子によって直接転写制御されていること

が明らかになった、紡錘体形成に関わる遺伝子である Nusap1の pancRNA である

pancNusap1が、配列特異的なエピジェネティック変化をもたらすことで、Nusap1の発現

制御を介して不可逆的に PC12 細胞の細胞増殖を停止できるのか、検証した。 

 PC12 細胞の不可逆分化過程では Nusap1プロモーター領域でヒストン脱アセチル化が起

き、Nusap1プロモーターの転写活性が不可逆的にかつ配列特異的に抑制されていた。そこ

で、pancNusap1のノックダウンや過剰発現実験を行ったところ、Icer による pancNusap1

の発現抑制が、Nusap1プロモーターのヒストン脱アセチル化によるクローズドクロマチン
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形成を引き起こすことで、Nusap1の転写をエピジェネティックに抑制することが明らかに

なった。さらに、この抑制機構が、PC12 細胞の cAMP 依存性不可逆分化において必須であ

ることも明らかになった。 

 

総括 

 哺乳類細胞においては、cAMP 依存的な分化シグナル経路下流で両方向性プロモーターが

高度に標的化されており、転写因子による遺伝子発現パターン転換の起点になっていること

が分かった。この時に lncRNA は大事な役割を果たしており、PC12 細胞の最終分化におい

ては、遺伝子発現と共役して両方向性プロモーターから生み出されている pancRNA が配列

特異的エピジェネティック制御を仲介することで、分化シグナルによる遺伝子発現パターン

の固定化による細胞周期の不可逆的停止を引き起こし、最終分化を達成していることが考え

られた。 
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緒言 

 祖先から情報を受け取り、自らの情報を織り込み、子孫へと受け継ぐ。この遺伝と呼ばれ

る現象は生命の定義の中核をなすものである。1953 年、Watson と Crick はアデニン（A）、

チミン（T）、グアニン（G）、シトシン（C）という、たった 4種類の DNA と呼ばれる核

酸の組み合わせによって遺伝情報が担われうることを示す DNA二重らせんモデルを提唱し

た。この驚くべき美しさをもった遺伝モデルによって、生命の普遍的な遺伝法則を分子レベ

ルで理解することをめざす古典分子生物学の門が開かれた。古典分子生物学は華々しい成果

をあげ、1960 年代後半には DNAより RNA が転写され RNA がタンパク質に翻訳されると

いう生命に普遍的な遺伝暗号情報処理の流れの実証に至った。続く 1970 年代には試験管内

DNA 組み換え法（Cohen et al., 1973）や DNA 配列決定法（Maxam and Gilbert, 1977）

などの遺伝子工学手法を用いることで個々の遺伝子機能の解明が可能になり、進化、発生、

細胞機能を分子レベルで理解することを目指す、現代の分子生物学が生まれた。 

 多細胞生物は、さまざまに分化した、性質の違う細胞によって構成される。1950 年代まで、

これらの分化細胞の違いは、遺伝子が選択的に失われることから生まれているのではないか、

と考えられていた。しかし、除核したカエルの卵に分化細胞の核を移植しても正常なオタマ

ジャクシが生まれることから、同一個体では殆どの細胞は同一のゲノム DNAを共有してお

り、分化細胞の違いは、ジェネティックな変化ではなく、ゲノムに結合して遺伝子発現状態

を規定する因子が異なることによって生じていることが 1960 年に示されていた（Gurdon, 

1960）。そのため、1970 年代以降、DNA への結合能をもつ転写因子による細胞状態特異的

な遺伝子転写制御機構に関する研究が盛んに行われた。一方、1960 年代のカエル卵母細胞を

用いた体細胞核移植実験では、発生段階が進んだ細胞核ほど、移植後の発生効率が落ちる現

象が観察されていた（Gurdon, 1962）。このことは、転写因子による細胞状態特異的な遺伝

子発現制御以外に、あたかも分化細胞の「記憶」が残っているかのように、転写因子による
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遺伝子転写制御に抵抗して細胞状態特異的な遺伝子発現状態を維持する機構が核内に存在し

ていることを示唆していた。DNAと相互作用するタンパク質についての知見が深まっていく

につれ、真核生物細胞においては、核内の DNAはタンパク質との複合体であるクロマチン

として存在しており、ヒストンに DNAが巻き付くことでヌクレオソームというクロマチン

の基本単位を構成していることが明らかになった（Kornberg, 1974; Kornberg and 

Thonmas, 1974）。ヒストンは転写因子による遺伝子発現の活性化と拮抗して遺伝子発現を

不活性化状態に保つものとして着目されていたが、1993 年には、ヌクレオソームの外側に伸

びたヒストンの N末端にあるリジンがアセチル化されると、DNAとの電気的な親和性が変

化してクロマチン構造が緩み、転写因子が DNA配列にアクセスしやすくなることが報告さ

れた（Lee et al., 1993）。そのため、細胞状態特異的な遺伝子発現状態はゲノム領域ごとに

クロマチン構成物質の化学修飾が変化することで維持できる可能性が示唆された。1990 年代

後半からは、このようなクロマチンによる遺伝子発現制御機構に関する学問領域は、古くは、

古典的遺伝学=ジェネティクス（DNA配列変化）では説明のできない生命現象に関する学問

領域を広く指して使用されていた「エピジェネティクス」の一分野として、盛んに研究が行

われるようになった。 

 エピジェネティクスというキーワードが一般に広く用いられるようになるとともに、ヒス

トンのアセチル化のように DNA配列変化以外の遺伝情報として次世代に受け継がれうるク

ロマチン構成物質に施された化学修飾はエピジェネティック修飾と呼ばれるようになった。

遺伝子転写制御に関わる主要なエピジェネティック修飾としては、ヒストン修飾と DNAの

メチル化があげられる。ヒストンは H2A、H2B、H3、H4 の 4 種類のサブユニットがそれぞ

れ2分子ずつ結合したヒストン8量体として存在している（Kornberg and Thonmas, 1974）。

現在までに、ヒストンの N末端はアセチル化の他にも、メチル化、リン酸化、SUMO化など

さまざまな化学修飾を受けており、さらに化学修飾をうけるアミノ酸の種類やそれらの N末
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端からの位置によってもクロマチン構造に与える影響が異なっていることが分かっている

（Bekker-Jensen and Mailand, 2011; Jenuwein and Allis, 2001; Tan et al., 2011）。例

えば、活性化型クロマチン形成に寄与するヒストン H3 の 9 番目や 27 番目のリジンのアセ

チル化（H3K9ac、H3K27ac）やヒストン H3 の 4 番目リジンのトリメチル化（H3K4me3）、

逆に不活性化型のクロマチン形成に寄与するヒストンH3の９番目や27番目のリジンのトリ

メチル化（H3K9me3、H3K27me3）などがよく知られている。さらに、一つのヒストンが

数種類のヒストン修飾の組み合わせをもつ場合もあり、ヒストン修飾による制御は非常に多

様であることが分かっている（Marks et al., 2012; Rea et al., 2000）。ヒストン修飾がク

ロマチン構造に影響を与える機構には、前述したヒストンと DNAとの電気的な親和性を変

化させる機構以外にも、ヌクレオソームの外に伸びたN末端がヒストン修飾認識ドメインを

持つタンパク質との相互作用を介した機構も存在している。例えば、H3K9 のメチル化はヘ

テロクロマチンタンパク Hp1 によって認識され、Hp1 同士が凝集することで不活性型クロ

マチンを形成する（Lachner et al., 2001）。もう一つの主要なエピジェネティック修飾であ

る DNAメチル化は、DNAを構成するシトシンのピリミジン環 5位の炭素原子にメチル基が

付与される現象であり、主にゲノム上のシトシン・グアニン連続配列（CpG 配列）において

生じる。DNAメチル化に関する研究の歴史は比較的古く、1951 年にはメチル化シトシンが

ゲノム上に存在していることが報告されている（Wyatt, 1951）。DNA メチル化の遺伝子の

転写制御への関与は、1985 年に遺伝子の 5’端付近の CpG 配列の DNA メチル化が遺伝子の

転写不活性化をもたらす事が報告され、初めて証明された（Keshet et al., 1985）。DNA メ

チル化による遺伝子転写抑制は、遺伝子発現制御領域にある転写因子結合配列周辺の DNA

メチル化が転写因子結合を阻害すること（Comb and Goodman, 1990）、また、MeCP2 な

どの DNA メチル化配列特異的な結合能を示す転写抑制因子の結合により遺伝子発現制御領

域に不活性化型クロマチンを構築されることによっても引き起こされる（Nan et al., 1997）。
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DNA メチル化が次世代に伝わる仕組みはよく明らかにされており、維持型 DNAメチル化に

関わる DNAメチル基転移酵素 Dnmt1 が CpG 配列の片側鎖のシトシンのみメチル化された

ヘミメチル化シトシンを認識し、逆鎖の非メチル化シトシンにメチル化を付与するため、

DNAメチル化情報は細胞分裂を経ても次世代に受け継がれることができる（Robert et al., 

2003）。 

 2005 年以降、マイクロアレイや次世代シーケンサーを利用した画期的な技術が開発され、

エピジェネティック修飾を網羅的に見ることが可能になったことで、エピジェネティクス研

究は大きな発展を遂げた。その結果、確かに、細胞種によって各遺伝子領域のヒストンアセ

チル化状態や DNAメチル化状態が異なっており、エピゲノム、つまりエピジェネティック

修飾が施されたゲノムの状態は細胞状態特異的に決まっていることが明らかになった

（Fig.G1-1、ENCODE Project Consortium, 2012; Guenther et al., 2007）。さらに、これ

ら細胞状態特異的なエピゲノムは、哺乳類の発生過程においては分化能の制御に働く。例え

ば、マウス発生期脳において、胎生11日目の神経幹細胞はLeukemia inhibitory factor（LIF）

刺激に反応しないが、胎生 14 日目の神経幹細胞は LIF 刺激に反応してアストロサイトへ分

化する。この神経幹細胞が持つ細胞外刺激に対する反応性の変化は、アストロサイトマーカ

ーである Gfap の発現で追跡できるが、Gfapプロモーター上流の Stat3 結合配列

（TTCCGAGAA）が胎生 11 日の時点では DNAメチル化されており、LIF シグナル下流で

活性化したStat3が結合できない。一方、胎生14日の時点ではGfapプロモーター上流のStat3

結合配列が脱メチル化されており、Stat3 の結合を介した Gfapの転写活性化が起きる

（Nakashima et al., 1999）。しかし、分化細胞特異的なエピゲノム形成に必要な配列特異

的エピジェネティック制御機構については殆ど解明されていない。 
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 次世代シーケンサーにより、細胞内で発現している RNA の網羅的解析が可能になったこ

とで、哺乳類ゲノムの 95%以上を占める遺伝子外領域の大部分から、200 bp 以上の長鎖ノ

ンコーディング RNA（long noncoding RNA、lncRNA）と呼ばれるタンパク質に翻訳され

ない RNA が転写されている、という驚くべき事実が明らかにされた（Carninci et al., 2005; 

Djebali et al., 2012）。それまでに知られていた機能的なノンコーディングRNAはribosomal 

RNA、transfer RNA、small nuclear RNA などの全ての細胞の機能維持に必須なものと、

micro RNA、small interfering RNA、Piwi-interacting RNA などの 3０塩基以下のノンコー

ディング RNA が殆どであり、膨大な機能未知の lncRNA 群の出現は RNA 新大陸の発見とも

呼ばれ、新たな研究分野が拓かれた。当初これらの lncRNA は転写制御機構のエラーによる

転写の“ノイズ”や副産物なのではないかと思われていたが、その後つぎつぎと機能性
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lncRNA が同定され、lncRNA が生体内で果たす役割が明らかとなった。興味深いことに、

これらの機能性 lncRNA の中には配列特異性をもったエピゲノム制御因子として働くものが

含まれていた事から、細胞状態特異的なエピゲノム状態の形成に機能性 lncRNA を介したエ

ピゲノム制御機構が関わっている可能性が示唆された。 

 1991 年に世界で初めて機能性 lncRNA として同定された X inactive-specific transcript

（Xist）は哺乳類の X染色体の不活性化に関わるエピゲノム制御因子として働く（Borsani et 

al., 1991）。哺乳類細胞では雌雄で X染色体の数が異なり、オスの X染色は一本であるのに

対し、メスでは二本存在するため片方の X染色体が不活化され X染色体から発現する遺伝子

発現量が過剰にならないように量的制御を受けている（Lyon, 1961; Wutz, 2011）。メス細

胞において、Xistは片方の X染色体の X inactivation center（Xic）と呼ばれる領域から転

写され、ヒストン H3K27 メチル化転移酵素 Ezh2 を含む PRC2 複合体と結合して Xistを発

現した X染色体の Xic に PRC2 複合体をリクルートすることで抑制型ヒストン修飾である

H3K27me3をX染色体全体に広げ、片側のX染色体のみヘテロクロマチン化を誘導する（Lee, 

2012）。Xistのようにエピゲノム制御因子として働く機能性 lncRNA の他の例としては、ヒ

ストンH3K4メチル化転移酵素Mll を含む複合体をHOX領域に誘致し活性化するHottipや

（Wang et al., 2011）、PRC2 複合体を HOX 領域などゲノム上のさまざまな領域に誘致し

抑制する Hotairが挙げられる（Gupta et al., 2010; Tsai et al., 2010）。また、Sphk1遺伝

子プロモーターからmRNA の転写方向と逆向きに転写され、Sphk1プロモーターの DNA脱

メチル化を誘導し Sphk1を活性化する Khps1という、5’キャップ構造と polyA tail をもち、

1300 bp の長さをもつ lncRNA も同定されている（Imamura et al., 2004）。その後の網羅

的解析から、Khps1のようにmRNA のプロモーターからmRNA の転写方向と逆向きに転写

されており、polyA tail をもつ 200 bp 以上の lncRNA は哺乳類のさまざまな組織において

数千の遺伝子座から発現していることが明らかになった（Hamazaki et al., 2015; Hu et al., 
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2014; Uesaka et al., 2014）。promoter-associated non-coding RNA（pancRNA）と名付

けられたこれらの lncRNA 群の発現は、対となる近傍mRNA の発現と正に相関しており、

実際に Khps1以外にも配列特異的なエピジェネティック制御を介して近傍遺伝子の転写活

性化に関わっている pancRNA が同定されている（Fig.G1-2、Hamazaki et al., 2015; 

Tomikawa et al., 2011）。また、pancRNA は polyA tail をもつことから、少なくとも RNA 

polymerase 2 複合体によって転写されていると考えられるが、pancRNA の転写に関わる機

構や、pancRNA の細胞内代謝速度については殆ど明らかになっていない。 
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上記のHottipや Xistによるエピジェネティック制御が一種類のRNAが複数遺伝子座の転写

に影響を与えているのに対し、pancRNA によるエピジェネティック制御は単一遺伝子座に

のみ影響する非常に配列特異性の高いものであるという特徴がある。この pancRNA の特徴

である単一遺伝子座へのエピジェネティック制御は、他の lncRNA による複数遺伝子領域の

エピジェネティック制御よりも繊細な細胞状態特異的エピゲノム制御を可能とするため、細

胞状態特異的なエピゲノム状態の形成過程には pancRNA の発現変化によるエピジェネティ

ック制御が深く関わっている可能性がある。 

 cAMP シグナル経路の活性化は哺乳類の神経前駆細胞の神経分化や、ES 細胞の内皮細胞へ

の分化を促すことが知られている（Narazaki et al., 2008; Piper et al., 2000）。興味深い

ことに、cAMPシグナル下流で活性化される転写因子Creb1は2つのmRNAがhead-to-head

に配置された両方向性プロモーター（annotated bidirectional promoter、aBiP、Fig.G1-3A）

に結合する傾向がある（Impey et al., 2004）。ゲノム進化の過程で、aBiP が Creb1 による

転写制御のターゲットとなったと考えられ、Creb1 が両方向プロモーターを選択的に転写制

御する傾向があるのであれば、pancRNA と mRNA が head-to-head に配置された両方向性

プロモーター（pancRNA-associated bidirectional promoter、pBiP、Fig.G1-3B）にも aBiP

同様に Creb1 等の cAMP 依存性転写因子が結合しやすく、pBiP が分化シグナルの応答の場

として機能している可能性が考えられた。cAMP シグナル経路の下流で Creb1 が細胞増殖、

突起伸長、生存に関わる遺伝子を転写制御する機構については ラット副腎髄質由来の褐色細

胞腫である PC12 細胞を用いて古くから研究が進められてきた （Lam et al., 2010; Vaudry 

et al., 2002）。PC12 細胞は Nerve growth factor（NGF）刺激によって細胞周期を停止し、

機能的な神経突起を伸ばして分化するが、その分化は可逆的であり、NGF を含まない増殖培

養条件に戻してやると突起を縮小し、再び増殖を開始する（Greene and Tischler, 1976）。

しかし、NGF に加えて cAMP シグナルを導入すると不可逆分化を引き起こし、増殖培養条
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件に戻しても細胞増殖を再開できない（Heidemann et al., 1985）。以上より、この不可逆

分化過程において、PC12 細胞の pBiP が細胞状態特異的なエピゲノム制御をうけて、細胞の

分化記憶形成が起こっているのではないかと考えた。 

 以上を背景に、本研究では PC12 細胞を cAMP 依存的に不可逆分化させる系を用いて、

cAMP シグナルが pancRNA を転写制御することで分化細胞状態特異的エピゲノム形成を

促し、最終分化に至る過程を明らかにしていくこととした。 
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第一章 

序論 

 cAMP は、細胞外環境に対応して活性化される膜貫通タンパク質 adenylyl cyclase によっ

てエネルギー因子 ATP から合成される細胞内エネルギー伝達のセカンドメッセンジャーで

ある。cAMP-dependent protein kinase A（Pka）等の活性化を通じた cAMP 依存シグナル

経路の活性化は、多種多彩な細胞の生理応答に関わっている （Cooper et al., 1995）。Pka

は通常細胞質に局在しているが、Pka のリン酸化活性を抑制しているサブユニットに cAMP

が結合することで、解放されて活性化型となり、核内移行して Creb1 の 133 番目のセリンを

リン酸化する（Hagiwara et al., 1993）。リン酸化により転写活性が制御される転写因子と

して初めて報告された Creb1 とそのファミリータンパク質である activating transcription 

factor 1（Atf1）や cAMP response element modulator（Crem）は Pka によるリン酸化を

うけるドメインと cAMP response element（CRE）配列への結合能をもつドメインを有し

ており、リン酸化をうけると CREB-binding protein（Cbp）やそのパラログである p300 と

複合体を形成することで下流遺伝子の転写活性化を促す （Gonzalez and Montminy, 1989; 

Mayr and Montminy, 2001）。また、Creb1と Cremの遺伝子座からは、オルタナティブ

アイソフォームとして、DNA結合ドメインを欠いており CRE への結合能がない CrebΔ-14

と、逆にリン酸化制御ドメインを欠いており CRE への結合能は保持しているが転写活性化能

を持たない inducible cAMP response element repressor（Icer）がそれぞれ発現可能であ

り、共に cAMP シグナルの阻害に働く（Molina et al., 1993; Walker et al., 1996）。 

 PC12 細胞は、Creb1 による細胞増殖、突起伸長、生存に関連する遺伝子の転写制御機構

研究に用いられてきた （Lam et al., 2010; Vaudry et al., 2002）。その中で、2004 年、Impey

らは adenylyl cyclase 活性化を促す forskolin 刺激により cAMPシグナル経路を活性化させ

た直後の PC12 細胞を用いて、転写因子の免疫沈降と網羅的シーケンシングを組み合わせた
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ChIP-seq によりリン酸化 Creb1 の結合ゲノム領域を網羅的に同定した。その結果、2つの

mRNA が head-to-head の関係に配置された両方向性プロモーターである aBiP にリン酸化

Creb1 がよく結合する傾向があることが分かり、CRE 配列も高頻度に存在することを報告し

ている（Impey et al., 2004）。 

 そこで本章では、pancRNAとmRNAがhead-to-headの関係に配置された両方向性プロモ

ーターであるpBiPについても、Creb1をはじめとする cAMP 依存性転写因子を介した転写

制御の作用点になっているのではないかという仮説をたて、PC12 細胞の cAMP 依存性不

可逆分化系について、網羅的なdirectional RNA-seq 解析を行うことにした。 
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結果 

NcAdiff 細胞は不可逆的に増殖を停止している 

 PC12 細胞を不可逆細胞分化モデルとして使用するにあたり、今までの報告を元に、cAMP

刺激が PC12 細胞に安定して不可逆分化を促すのか、確認実験を行った。NGF と cAMP を

加えた低濃度血清含有培地（分化培地）で 7日間培養された PC12 細胞（NcAdiff 細胞）は、

NGF のみを加えた分化培地で 7日間培養された PC12 細胞（Ndiff 細胞）と比較して神経突

起の肥大と、細胞体サイズの上昇が見られた。NcAdiff 細胞におけるこれらの細胞形態上の

特徴は、既報告と一致していた（Fig.1-1A）。NcAdiff 細胞と Ndiff 細胞の分化可逆性を評

価するため、それぞれの分化培地を NGF や cAMP を含まない高血清含有培地（増殖培地）

に置換し、4日間培養後、細胞数の増加がみられるかどうかを調べた。その結果、Ndiff 細胞

は増殖培地での培養後、細胞数の上昇がみられたのに対し、NcAdiff 細胞は増殖培地での培

養後に細胞数の上昇はみられなかった（Fig.1-1B）。このことから、NcAdiff 細胞と Ndiff

細胞は増殖培地中の細胞増殖シグナルに対して確かに異なった反応を示すことが分かった。 
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 次に、細胞増殖マーカーである Ki67 タンパク質と DNA複製時に DNAに取り込まれうる

EdU シグナルを免疫染色法によって検出し、未分化 PC12 細胞（Undiff 細胞）と、Ndiff 細

胞と NcAdiff 細胞それぞれの増殖培地への培地置換前後における細胞増殖状態を評価した

（Fig.1-2A）。Ndiff 細胞では EdU 陽性細胞と Ki67 陽性細胞の割合が Undiff 細胞の 40%程

度まで有意に減少し、その後増殖培地での培養によって、Undiff 細胞と変わらないレベルま

で再び増加することがわかった。一方、Undiff 細胞から NcAdiff 細胞への分化後には EdU

陽性細胞と Ki67 陽性細胞の割合は数%まで劇的に減少し、その後増殖培地での培養によって

もEdU陽性細胞とKi67陽性細胞の割合はUndiff細胞と比較して有意に低い状態を保ってい

た。続いて、増殖刺激により NcAdiff 細胞にアポトーシスが誘導されているのか、アポトー

シスマーカーである active Caspase 3 を免疫染色法によって検討した（Fig.1-2B）。その結

果、活性型カスパーゼのシグナルはいずれの細胞群においてほとんど検出されなかった。こ

れらの結果は、NcAdiff 細胞が細胞増殖促進環境下においてもアポトーシスを起こすことな

く細胞周期を停止した状態を維持するという、不可逆的な分化状態にあることを示している。

そのため、NGF と cAMP を加えた分化培地での 7日間の培養によって、PC12 細胞を、分化

不可逆性が高い、安定した最終分化状態に移行させることができると結論した。  
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細胞状態特異的な RNA 発現プロファイルを反映した directional RNA-seq データ

の取得 

 PC12細胞の不可逆分化過程においてpBiPとして働く遺伝子プロモーターを同定するため、

Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞を用いて、RNA の転写方向情報を保持したトランスクリプトー

ム解析（directional RNA-seq）を行った。今回、個々の異なる条件下にて培養した細胞群毎

に 4つのレプリケートを作製し、まず、それらから得られたデータの品質を調べた。RNA-seq

によって得られたリードのうち、クオリティーの低いものを除いたリード数は、Undiff、Ndiff、

NcAdiff 細胞それぞれのサンプルから 1億 4800 万リード以上、総計約 5億 2000 万リード

となった。これらのリードを TopHat2 と Bowtie1 を用いてラットのゲノム（Rn5）にマッ

プしたところ、ユニークマッピングされたリードの割合は平均 81.7%であった（Table.1-1）。

これらの RNA-seq データについて、cDNA ライブラリ作製時の DNA増幅にバイアスが生じ

ていないか検討するため、ラット遺伝子領域にマッピングされたリードの遺伝子内の相対位

置を解析した（Fig.1-3A）。今回の全ての RNA-seq データでは、遺伝子の 5'側から 3'側ま

で顕著なバイアスなくリードが貼り付いており、cDNA ライブラリ作製時に特定の領域への

大きなバイアスは生じていないと考えられた。また、ラット Refseq 遺伝子のゲノム領域上に

マップされたリードの 99%以上が Refseq 遺伝子と同じ方向にマップされており、確かに

RNA の転写方向情報を保持した cDNA ライブラリの作製ができていると考えられた

（Table.1-2）。また、全てのレプリケートにおける遺伝子発現状態を比較したところ、同一

培養条件に由来する 4つのレプリケート内では、いずれもピアソンの相関係数が R>0.97 と

いう非常に高い値を示したため、再現性良くサンプル作製ができていることを確認できた

（Fig.1-3B）。サンプル毎の遺伝子発現状態を元にした階層的クラスタリング解析において

も、同じ細胞群由来のサンプルと、異なった細胞群由来サンプルが確かに同じクラスターに

分類でき、異なる細胞群同士をはっきりと区別できた（Fig.1-3C）。以上より、今回取得し
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た directional RNA-seq データの精度は高く、Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞それぞれの細胞

群特異的なRNA発現プロファイルを十分に反映した高品質RNA-seqデータが得られている

ことが示された。 
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不可逆的に分化した PC12 細胞内において、細胞周期関連遺伝子群が強い転写抑制を

うけている 

 上述の RNA-seq データを元に、Ndiff 細胞と NcAdiff 細胞の遺伝子発現状態を比較したと

ころ、例えば、3,346 個の遺伝子が Ndiff 細胞で有意に高いレベル（FDR<0.05）で発現して

いた。これら Ndiff 細胞と NcAdiff 細胞間において発現差を示す遺伝子群にどのような生体

内機能に関わる遺伝子が多く含まれているかを調べるため、Gene Ontology 解析を行った。

その結果、NcAdiff 細胞では Ndiff 細胞と比較して、細胞周期促進関連遺伝子群（特に G2/M

期促進関連遺伝子）が強く発現抑制されていることが示された（Fig.1-4A）。一方、例えば、

G1/S 期促進関連遺伝子である Cdk2、Cdk4、PcnaのmRNA 発現レベルを RNA-seq データ

を元に算出したところ、Cdk4、Pcna遺伝子については Undiff 細胞から Ndiff 細胞のへ分化

するときに、NcAdiff 細胞と同程度に発現レベルが低下していた（Fig.1-4B）。これらの結

果から、NcAdiff 細胞においては、G1/S 期促進関連遺伝子だけでなく G2/M 期促進関連遺伝

子にも強い抑制をかけるメカニズムが機能することで、Ndiff 細胞との分化不可逆性の違いが

生み出されていることが示唆された。  
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PC12 細胞分化過程において、数千の遺伝子プロモーターが pancRNA の転写活性化

能を併せもつ両方向プロモーターとして機能している 

 次に、これらのデータを用い、PC12 細胞分化過程でmRNA と pancRNA を生み出す pBiP

の同定を行った。pancRNA を発現しているゲノム領域を同定するためのソフトウェアツー

ルの選定にあたり、設定した閾値以上のリードが存在するゲノム領域をコールするMACS2

と、リードの情報を元に転写産物のエキソン構造（転写構造）を予測する Cufflink と Trinity、

の計 3 つを候補として選んだ。MACS2 についてはデフォルトの閾値設定（cutoff 

P-value<0.05、MACS2p0.05）の他に、緩めの閾値設定（cutoff P-value<0.95、MACS2p0.95）

による検討も行った。条件検討として、Undiff 細胞の RNA-seq データを用いてそれぞれの

ツールによる pancRNA 転写構造の予測を行い、どのツール由来の pancRNA シグナルが実

際に発現している pancRNA の転写構造に近いかを RT-PCR により確認した。その結果、

MACS2p0.95 によって予測されたイントロンのない転写構造が、実際の pancRNA を正確に

反映していることが分かった（Fig.1-5A、B）。過去に報告された 10 個以上の機能性 pancRNA

には全てイントロンがない事から、MACS2p0.95 による pancRNA 転写構造予測モデルがよ

り正確であることが考えられた（Hamazaki et al., 2015; Imamura et al., 2004; Tomikawa 

et al., 2011; Uesaka et al., 2014）。MACS2p0.95 の設定が、シグナル-ノイズ比を悪化さ

せる事が懸念されたが、Undiff 細胞の RNA-seq データを用いてMACS2p0.05 と

MACS2p0.95で予測されたpancRNAの数はそれぞれ2,411個と2,457個でほぼかわらず、

それらの推定発現量の分布にも影響はなかった（Fig.1-5C）。このことから、MACS2p0.95

はデフォルトの閾値設定と比較しても特に誤検出が増えるわけではないと考えた。 
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また、MACS2p0.95 は Cufflinks や Trinity と比較しても pancRNA 転写構造予測モデルと

しての精度が最も高かった。そこで、MACS2p0.95を用いてpancRNAの同定を行った結果、

遺伝子領域外から、51,939 個の non-annotated RNA が転写されており、そのうち 2,758

個の non-annotated RNA が遺伝子の転写開始点（TSS）の上流 1 kb に位置し、遺伝子と逆

方向に転写される pancRNA 候補として同定された。また、RNA 配列から機能的なタンパク

質が翻訳される可能性の高さを示す値であるcoding potential scoreを CPCアルゴリズムに
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よって計算した結果、これらの同定された non-annotated RNA の 92.5%が、また、pancRNA

候補のなかでは 96.9%が負の coding potential score を示したことから、大多数が機能的な

タンパク質として働く可能性は非常に低いと考えられた（Fig.1-5D）。以上より、今回同定

した pancRNA 候補を含む non-annotated RNA の殆どが lncRNA であると考えられた。こ

れらの pancRNA 候補の平均長は 1,928 bp であり、隣接する遺伝子の TSS と pancRNA の

5'端の距離は平均 167 bp であった。また、TSS の上流 1 kb 以内に他の遺伝子がアンチセン

ス方向に存在している遺伝子は 954 個存在していた。まとめると、PC12 細胞分化系では

3,235 個の両方向性遺伝子プロモーターが存在し、そのうち 477 個は 2 つのmRNA 発現の

ための aBiP であり、2,758 個が pancRNA と mRNA 発現のための pBiP に分類された。 
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PC12 分化過程において pBiP 領域は細胞状態特異的に制御されている 

 新規同定した pBiP が PC12 分化過程において細胞状態特異的に制御されているのかを調

べるため、同定した pancRNA の発現を元に、階層的クラスタリング解析を行った。その結

果、遺伝子発現レベルを元に解析した場合と同様に、同じ細胞群由来のサンプルと、異なっ

た細胞群由来サンプルははっきりと区別され、細胞群ごとにそれぞれの細胞状態にしたがっ

た pancRNA 発現プロファイルが再現性高く構成されている事がわかった（Fig.1-6A）。マ

ウスやヒトにおいて、pancRNA の発現状態は、対になっている遺伝子の発現状態と正の相

関関係を示すことが知られている（Hamazaki et al., 2015; Hu et al., 2014; Uesaka et al., 

2014）。今回ラット PC12 細胞で同定された pancRNA と対になっている遺伝子

（pancRNA-mRNA ペア）の発現状態が、PC12 細胞分化過程においても同様に、正の相関

関係にある傾向があるのかを解析した。そのために、まず pancRNA-mRNA ペアを含む 3つ

グループからなる lncRNA と mRNA のペアを作成し、PC12 分化過程におけるそれぞれの

lncRNA と mRNA ペアの相関係数を算出した。第一のグループは、mRNA の 5'端の上流 1 kb

にオーバーラップするアンチセンス lncRNA と mRNA のペア、つまり pancRNA-mRNA ペ

アのグループとした。第二のグループはmRNA の 3'端から下流 1 kb にオーバーラップする

アンチセンス lncRNAとmRNAのペアのグループとし、これを tail-to-tail ペアと名付けた。

第三のグループはランダムに選んだ lncRNA と mRNA のペアのグループとし、これを

randomized ペアと名付けた。randomized ペアは十分な試行数を重ねるため、2000 対の

lncRNA と mRNA のペアについて相関係数を算出するという試行を 200 回行った後、それ

らの 200 回の平均の相関係数値をもって統計的な比較解析を行った。これらの 3つのグルー

プに含まれる RNA ペアの発現相関係数の分布を Bonferroni-corrected Mann-Whitney U 

test により比較したところ、tail-to-tail ペアと randomized ペアの相関係数の分布の比較で

は P-value が 0.9 以上となり、統計的有意差は得られなかった（Fig.1-6B 右図）。一方、
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pancRNA-mRNA ペアと tail-to-tail ペアの比較では P-value が 2.1e-9 未満、

pancRNA-mRNAペアと randomizedペアの比較では P-valueが 2e-16未満となりそれぞれ

の相関係数の分布は有意に異なっており、PC12 分化過程における pancRNA-mRNA ペアの

発現動態は、正の相関をみせる傾向があることが分かった（Fig.1-6B 左図）。これらの階層

的クラスタリング解析や pancRNA-mRNA ペアの発現相関比較解析から、PC12 分化過程に

おいて pancRNA-mRNA ペアを生み出す pBiP 領域は、細胞状態特異性を規定する RNA 発

現プロファイルを構成する際のゲノム上の標的となっていることが示唆された。 
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pBiP 領域は cAMP シグナルを感受しやすいゲノム構造をもつ 

 同定された pBiP が cAMP シグナル下流で選択的な転写制御を受ける際、cAMP 依存性転

写因子による直接的な転写制御の対象となっている可能性を検証するため、全遺伝子、aBiP

由来遺伝子、pBiP 由来遺伝子それぞれの TSS 前後 1 kb の領域における CRE の出現頻度を

比較した（Fig.1-7A）。その結果、全ての遺伝子の TSS 前後 1 kb の領域における CRE 出現

頻度と比較した場合に、aBiP だけでなく、pBiP においても CRE 出現頻度が有意に高いこと

が分かった。一方で、aBiPとpBiPにおけるCRE出現頻度には統計的有意差がつかなかった。

さらに、cAMP シグナル経路を forskolin で活性化した直後の PC12 細胞を用いたリン酸化

Creb1 の ChIP-seq データ（Impey et al., 2004）を再解析し、上記 3つの遺伝子群の TSS

前後 1 kb の領域におけるリン酸化 Creb1 の結合シグナルの存在頻度を調べた。その結果、

リン酸化Creb1結合シグナルが全遺伝子のTSS前後1 kb領域の23%で検出されたのに対し、

aBiP の 59%、pBiP の 45%と、共に高い割合でリン酸化 Creb1 結合シグナルが検出された

（Fig.1-7B）。同様に、公共に公開されている、7日間 in vitro培養後の胎生 16 日マウス脳

皮質由来神経細胞を用いた Creb1 の ChIP-seq データを外挿し、ラット各遺伝子群の TSS 前

後 1 kb の領域での Creb1 結合シグナルを比較した。この解析では Creb1 結合シグナルが見

られたマウスゲノム上の座標を対応するラットゲノム上の座標にucsc liftover toolを用いて

変換した。その結果、pBiP、aBiP 上のいずれにも、全遺伝子の TSS 前後 1 kb の領域で検出

された Creb1 結合シグナルと比較して有意に高い値の Creb1 結合シグナルが認められた

（Fig.1-7C）。以上のゲノムワイドな解析結果から、aBiP だけでなく、pBiP も同様に細胞

外からの cAMP シグナルを感受しやすいゲノム構造をとっていることが明らかになった。 
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cAMP 依存的に不可逆分化する過程において cAMP 依存性転写抑制因子である Icer

の発現が劇的に上昇する 

 次に、PC12 細胞分化過程において pBiP を発現制御している可能性のある cAMP 依存性

転写因子の同定を試みた。cAMP シグナルの下流の転写因子をコードする遺伝子としては転

写活性化に働く Creb1と Cremが知られている。また、Cremについては、オルタナティブ

プロモーターから転写される、CRE 配列への結合能を有するが活性化ドメインを欠失したド

ミナントネガティブアイソフォームをコードする Icerも存在している（Fig.1-8A）。興味深

いことに、cAMP 刺激を与えた PC12 細胞においては、リン酸化 Creb1 が Icerのプロモー

ターに結合することで、Icerの転写が活性化されるというように、cAMP の効果については、

ネガティブフィードバック構造の存在が幾つかの論文で報告されている（Borlikova and 

Endo, 2009; Chang et al., 2006）。これらの報告を考慮し、Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞

における Creb1、Crem、Icerの転写状態を RNA-seq データを元に調べたところ、Cremの

発現量はいずれの細胞群でも比較的低いままだったが、Icerの発現量については cAMP 刺激

をうけた NcAdiff 細胞において劇的に上昇することが分かった（Fig.1-8B）。また、Creb1

は Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞全てで高発現していたが、cAMP の有無による発現差異はみ

られなかった。このような遺伝子発現動態は、それぞれの遺伝子特異的なプライマーを用い

た RT-qPCR によっても確認された（Fig.1-8C）。したがって、今回の PC12 細胞の不可逆

分化系においては、まず Creb1 のリン酸化によって下流の遺伝子の転写活性化がおき、その

過程で Icerのプロモーターにもリン酸化 Creb1 が結合することで、cAMP 依存性転写抑制

因子である Icerの転写活性化が起きている、というモデルが支持された。以上より、リン酸

化 Creb1 と Icer の 2 つが、PC12 細胞の cAMP 依存性不可逆分化過程において pBiP に作用

する重要なエフェクター分子であることが予想された。 
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pBiP は cAMP シグナル下流の転写因子のノックダウンによって転写活性が変化する 

 pBiP が cAMP シグナル下流の転写因子の結合によって転写制御されているさまを調べる

ため、まず、PC12 細胞の分化過程において最も高い発現相関係数（ピアソンの相関係数

R=0.995）を示した pancRNA-mRNA ペアである、紡錘体形成関連遺伝子 Nusap1とその転

写開始点上流 200 bp から 1.5 kb に渡って遺伝子と逆方向に転写される pancRNA のペア

（pancNusap1-Nusap1ペア）の発現解析を行った（Fig.1-９A）。cAMP シグナル下流の転

写因子である Creb1と Icerのノックダウンにより影響をうけるかを調べるにあたり、

NcAdiff 細胞において Creb1や Icerのノックダウン効率や特異性をRT-qPCRによって確認

した（Fig1-９B、C）。不可逆分化過程においては、Icerのノックダウンによって pancNusap1

と Nusap1の発現レベルは共に有意に上昇したが、Creb1をノックダウンしても

pancNusap1と Nusap1の発現状態に変化をもたらさなかった（Fig1-9D）。これは不可逆

分化状態のPC12細胞においてはNusap1プロモーターの転写活性が cAMPシグナル下流の

転写抑制因子 Icerによって抑制されていることを示唆している。Fig.1-９Aに示したように、

Nusap1の次にリストアップされている Rho GTPase の活性化に関わる Arhgap26及び神経

分化にも関わる Gata2という 2つの遺伝子についても同様に、Creb1や Icerノックダウン

の影響を調べた。NcAdiff 細胞における Icerのノックダウンは Arhgap26の発現レベルを有

意に上昇させ、Creb1のノックダウンは Gata2の発現レベルを有意に下降させることが分か

った（Fig.1-９E）。これらの結果は、PC12 細胞の不可逆分化過程において cAMP シグナル

下流の転写因子であるCreb1あるいは Icer が pBiP ごとに異なった様式によりその転写活性

に影響を与えていることを示している。以上より、pBiP が cAMP 依存性転写因子により正

または負の転写制御を確かに感受する領域であることが示された。 
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不可逆分化過程では pBiP である Nusap1プロモーターに cAMP 依存性転写抑制因子

Icer が直接的に作用する 

 ラット Nusap1プロモーター領域には CRE 配列と同様に Creb1 が結合能をもつ配列であ

る CGCCA（Impey et al., 2004）と TGACG（Fink et al., 1988）が TSS 近傍を中心として

上流と下流に対称に配置されており、それらの配列はヒトやマウスゲノム上の Nusap1プロ

モーターでも確認された（Fig.1-10A）。また、Nusap1プロモーター領域の塩基配列解析か

ら、pancNusap1と Nusap1は共に 5'端付近に Gを多く含む RNA 配列を持っており、機能

的なpancRNAをもつプロモーターがもつ特徴の一つであるGCskewと呼ばれるゲノム構造

（Ginno et al., 2013; Uesaka et al., 2014）を形成していた（Fig.1-10B）。cAMP 依存性

不可逆分化過程において本当にNusap1プロモーターがcAMP依存性転写因子の結合による

直接的な転写制御を受けているのかを調べるため、Undiff 細胞を NGF と cAMP を含んだ分

化培地で培養後、3時間、24 時間、72 時間と時系列をとって ChIP-qPCR を行い、Nusap1

プロモーターへのリン酸化 Creb1 と Icer の結合動態を調べた（Fig.1-10C）。その結果、

Nusap1プロモーターへのリン酸化 Creb1 の結合は、cAMP 刺激後 3時間の時点ではみられ

たが、徐々に減少していき、72 時間後にはほぼ検出できなくなった。一方、Nusap1プロモ

ーターへの Icer の結合は、cAMP 刺激後 3時間でも見られていたが、刺激後 72 時間後たっ

ても刺激後 3時間後の 60%程度のレベルで維持されていた。さらに、Undiff 細胞を NGF の

みを含む分化培地と、NGF と cAMP を含んだ分化培地で培養後、それぞれ時系列をとって

pancNusap1と Nusap1の発現動態を RT-qPCR で調べた。その結果、NGF のみを含む分化

培地で培養された場合と比較して、cAMP を加えた培地で培養すると、pancNusap1と

Nusap1の発現はいずれも 72 時間後まで加速度的に減少していった（Fig.1-10D）。以上よ

り、cAMP 依存性不可逆分化過程においては、Nusap1プロモーター上にてリン酸化 Creb1
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と Icer の競合が起き、その後、Icerの継続的な発現が優位になることで、

pancNusap1-Nusap1ペアの発現は高度に抑制されていくことが強く示唆された。 
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考察 

 本章では、cAMP 依存的に不可逆分化した PC12 細胞では細胞周期関連遺伝子群が強く抑

制されていること、数千の両方向性プロモーターが cAMP シグナル下流で直接的な正または

負の転写制御の作用点となっていること、及び、両方向性プロモーターの 80%以上が pBiP

であることを明らかにした。続いて、ゲノムワイドデータを元に、cAMP 依存性転写因子で

ある Creb1 と Icer のクロマチン免疫沈降やノックダウン実験を行い、PC12 細胞分化過程で

発現相関が高い pancRNA と mRNA を転写制御している pBiP において、Creb1 による正の

転写制御と Icer による負の転写制御が確かに行われていることを明らかにした。 

 

PC12 細胞の不可逆分化過程における cAMP 依存的な G2/M 期関連遺伝子の抑制の

細胞生物学的意義 

 不可逆分化した PC12 細胞では、可逆分化した PC12 細胞と比較して、細胞周期関連遺伝

子、特にM期の制御に関連する遺伝子が強い抑制を受けているという結果が得られたのは非

常に興味深い（Fig.1-4A）。神経細胞は細胞周期が G0 期で停止していることから、これま

でに神経分化と G1/S 期での細胞周期の進行阻害の関連性についてさまざまな報告がなされ

ている（Galderisi et al., 2003; Lee et al., 1994）。例えば、マウス神経幹細胞からの神経

分化は G1/S 期進行促進遺伝子である Cdk2と Cdk4のダブルノックアウトによって活性化

されることが報告されている（Lim and Kaldis, 2012）。同様に、PC12 細胞を NGF 刺激す

ると機能的な神経突起の伸長が見られることが 1976 年に報告されて以来（Greene and 

Tischler, 1976）、Ndiff 細胞は神経突起の伸長と G1/S 期進行阻害の関係性を調べるための

貴重な in vitro神経分化系として着目されてきた。実際、CDK2、PCNA、phosphorylated 

retinoblastoma 等の G1/S 期進行に関わるタンパク質の発現が Ndiff 細胞で低下することが

報告されている（Dobashi et al., 2000; Yan and Ziff, 1995; 1997）。一方で、G2/M 期の
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進行に関わる遺伝子の阻害も、生体における機能的な神経の分化過程で重要な役割を果たし

ている（Hayes et al., 1991; Okano et al., 1993）。例えば、マウス神経前駆細胞において、

M期進行促進遺伝子である doublecortin-like kinase をノックアウトすると神経分化が引き

起こされる（Shu et al., 2006）。また、除核した成熟卵母細胞への体細胞核移植実験におい

て、卵丘細胞や上皮細胞などの他の分化細胞の核を移植しても問題なく発生が進むのに対し

（Wakayama and Yanagimachi, 1999; Wakayama et al., 1998）、成熟マウスの皮質神経

細胞の核を移植した場合、殆どのクローン卵で始めの体細胞分裂時に異常な染色体の凝集と

細胞周期停止がみられることも、神経細胞核において厳密なM期の制御が行われている事を

示している（Osada et al., 2002）。したがって、神経分化においては G1/S 期制御関連遺伝

子とM期制御関連遺伝子の制御の両方が重要であると考えられる。その観点から、不可逆分

化した PC12 細胞では、可逆分化した PC12 細胞と比較して細胞周期関連遺伝子、特にM期

の制御に関連する遺伝子が強い抑制を受けているという結果が得られたのは非常に意義深い

（Fig.1-４A）。実際、可逆分化の過程においては G1/S 期進行促進遺伝子の発現低下がみら

れていることから（Fig.1-4B）、NGF 刺激に cAMP による刺激も加える事が G1/S 期だけで

なく G2/M 期の進行阻害も惹起できることが示唆される。細胞周期制御が神経分化に果たす

役割の解明に向けて、さらなる研究が必要であるが、PC12 細胞を神経の分化モデルと考え

たとき、G1/S 機制御関連遺伝子の発現制御と関連して神経突起の伸長が起こり、M期制御

関連遺伝子の発現制御により、神経を確実な最終分化状態に固定されるのかもしれない。 

 

cAMP 依存性転写因子の転写制御対象として両方向性プロモーター構造を形成する

利点 

 本章では、aBiP だけでなく pBiP も、cAMP シグナルを感受しやすい両方向性プロモータ

ーとして機能するためのゲノム構造を有していることを示した（Fig.1-7、1-9、1-10）。cAMP
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依存性シグナル経路が関わる細胞の生理応答は、細胞増殖、神経突起伸長、脂質代謝の活性

化、グルコースの産生、ホルモン応答、シナプス可塑性の制御など非常に多種多彩であるた

め、cAMP 依存性の転写因子は細胞ごとに異なった遺伝子群の転写制御を行う必要がある

（Cooper et al., 1995; Mayr and Montminy, 2001）。cAMP 依存性転写因子である Creb1、

Atf1、Crem などの Creb ファミリータンパク質は共通の DNA 結合ドメインを有しており、

TGACGTCA、TGACG、CGCCA 配列を認識する（Fink et al., 1988; Impey et al., 2004）。

これらの配列はいずれも DNAメチル化の対象となる CpG 配列を含んでおり、これらの配列

に DNAメチル化が入った場合には cAMP 依存性転写因子が結合できなくなることが報告さ

れている（Iguchi-Ariga and Schaffner, 1989; Mayr and Montminy, 2001; Zhang et al., 

2005）。興味深いことに、ゲノム上には CpG アイランドと呼ばれる CGを多く含んだ領域

が点在しており、aBiP や pBiP などの両方向性プロモーターの 90%以上は CpG アイランド

型プロモーターであることがわかっている（Impey et al., 2004; Uesaka et al., 2014）。し

たがって、哺乳類の進化において、CpG アイランドが、cAMP 依存性転写因子結合を制御し

易い場を提供し、並行して、一過的な cAMP 依存性転写因子結合がもたらした遺伝子発現へ

の影響が、pancRNA によるエピゲノム制御を介して維持されることが有利に働くことが多

いため、cAMP シグナルを感受しやすいゲノム構造が保存されるに至ったのではないだろう

か。pancRNA が cAMP シグナルを感知し、プロモーターの制御レベルをどのように高次元

化したかについては、第二章でさらに考察を加えることにする。 

 

 本章で得られた結果から、配列特異的エピゲノム制御因子である pancRNA と mRNA を生

み出す両方向性プロモーターはcAMPシグナルによる直接的な転写制御を受けやすいゲノム

構造を有していることが明らかになった。また、PC12 細胞の不可逆分化系を用いることで、

さまざまな細胞分化を促進する細胞外シグナルと同様に、cAMP シグナルを起点とする最終
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分化シグナルも、両方向プロモーターを作用点として細胞状態特異的なエピゲノム形成を実

行している可能性が強く示唆された。 
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第二章 

序論 

 個々の細胞のエピゲノムは細胞状態特異的に決まっており（ENCODE Project Consortium, 

2012; Guenther et al., 2007）、細胞状態特異的なエピゲノムがひとたび決まると、遺伝子

発現パターンは固定され、細胞外シグナルに対する応答性が変化し、長期的に固定化される

（Kim et al., 2010a; Nakashima et al., 1999）。現在までに同定されているエピゲノム制

御因子としては、ヒストンアセチル基転移酵素 Cbp/p300 や逆にヒストンの脱アセチル化を

触媒する HDAC ファミリー（Gregoretti et al., 2004）、ヒストン H3K27 メチル基転移酵

素 Ezh2（Pereira et al., 2010）やヒストン H3K27 脱メチル化酵素 JMJ ファミリー（Swigut 

and Wysocka, 2007）、また de novo DNA メチル基転移酵素 Dnmt3a/Dnmt3b（Okano et 

al., 1999）や能動的 DNA脱メチル化に関わるメチル化シトシンのヒドロキシ化とそれに続

くフォルミル化及びカルボキシル化を触媒する TET ファミリー（Ito et al., 2010; 2011）、

フォルミル化シトシンやカルボキシル化シトシンを選択的に除去する Tdg（He et al., 2011）

などが知られている。これらのエピゲノム制御因子は他の転写因子等と複合体を形成して、

配列特異性を高めているが、それでも結合 DNA領域は数千～数万領域にわたっている。そ

れに対して、細胞状態特異的なエピゲノム形成を行うためにこれらの酵素群を特定のゲノム

領域にのみ作用させるような配列特異的エピジェネティック制御機構も存在し、極めて重要

な機能を果たしていることが想定できる。しかし、細胞状態特異的なエピゲノム形成に寄与

している、分化シグナル下流で駆動する配列特異的エピジェネティック制御機構には不明な

点が多い。そのような配列特異的機構のそれぞれにタンパク質因子を用意することには無理

が伴う一方で、機能性 lncRNA である pancRNA が配列特異的エピジェネティック制御因子

として報告されており（Hamazaki et al., 2015; Imamura et al., 2004; Tomikawa et al., 
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2011）、細胞状態特異的なエピゲノム形成過程において pancRNA の発現変化によるエピジ

ェネティック制御が大きく関わっている可能性がある。 

 前章では配列特異的エピジェネティック制御因子であるpancRNAとmRNAを生み出す両

方向性プロモーターがcAMPシグナルの下流で直接的な転写制御を受けやすいゲノム構造を

もつことが示された。本章ではさらに解析をすすめ、前章で cAMP 依存性転写因子によって

直接転写制御されていることが示された pancNusap1の発現パターン形成が、Nusap1プロ

モーター上に細胞状態特異的なエピジェネティック修飾パターンを促進し、PC12 細胞の不

可逆分化に貢献しているのか、を検証した。      
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結果 

NcAdiff 細胞において、Nusap1 プロモーターの転写活性が配列特異的にかつ不可逆

的に抑制される 

 PC12 細胞の不可逆分化過程において、cAMP シグナルによる pancRNA-mRNA ペアの転

写制御が分化細胞特異的なエピゲノム変化を引き起こしているのか調べるため、前章で

cAMP シグナル制御下にあることが明らかになった pancNusap1-Nusap1ペアに着目した。

まず、Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞、及び、Ndiff、NcAdiff 細胞それぞれを増殖培地でさら

に 4日間培養した細胞について、Nusap1と pancNusap1の発現状態を RT-qPCR により調

べた（Fig.2-1A）。pancNusap1と Nusap1の発現動態は正に相関しており、共に Undiff

細胞で最も発現レベルが高く、NcAdiff 細胞では Ndiff 細胞と比較して発現レベルが有意に

低下していた。興味深いことに、NcAdiff 細胞における pancNusap1と Nusap1の発現レベ

ルは、増殖培地で 4日間培養した後も抑制された状態を維持していたのに対し、Ndiff 細胞

では、増殖培地で 4日間培養すると pancNusap1と Nusap1の発現レベルが Undiff 細胞と

同じ発現レベルまで回復した（Fig.2-1A）。また、Nusap1プロモーターの転写活性の変化

は Nusap1プロモーター領域に特異的なものであり、Nusap1領域近傍の遺伝子は

pancNusap1-Nusap1ペアと似た発現動態を示さず、周囲の遺伝子発現状態はまた別の制御

をうけていることが、RNA-seq データの解析から示唆された（Fig.2-1B）。 
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PC12 細胞の不可逆分化に伴い、ヒストンのアセチル化レベルが低下する 

 不可逆分化過程における pancNusap1-Nusap1ペアの配列特異的かつ不可逆的な転写抑制

は、Nusap1プロモーターのエピジェネティックな転写抑制機構が作用した結果、

pancNusap1-Nusap1 ペアが転写活性化シグナルに反応できなくなったのではないかと考え、

バイサルファイトシーケンシングや ChIP-qPCR により、PC12 細胞の分化前後における

Nusap1プロモーターのエピジェネティック修飾パターンを調べた。Nusap1プロモーターの

DNAメチル化状態には、Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞間で差が認められなかった（Fig.2-2A）。

また、活性型ヒストン修飾の H3K4me3 や抑制型ヒストン修飾の H3K9me3、H3K27me3

などの Nusap1プロモーターにおけるヒストンメチル化シグナルレベルにも Ndiff 細胞と

NcAdiff 細胞の間に違いがみられなかった（Fig.2-2B）。一方、活性型ヒストン修飾である

H3K9ac や H3K27ac などのヒストンアセチル化レベルが Ndiff 細胞と比較して NcAdiff 細

胞では 25%以下まで低下していることを突き止めた（Fig.2-2B）。さらに、Nusap1プロモ

ーターにおけるヒストンアセチル化レベルはNcAdiff 細胞を再度増殖培地に戻して 4日間培

養した場合においても低い状態に保たれており、pancNusap1-Nusap1の発現が回復しない

こととも一致していることが分かった（Fig.2-2C）。これらの結果と pancRNA が配列特異

的なエピゲノム制御因子として働くという我々の過去の報告から 

（Hamazaki et al., 2015; Imamura et al., 2004; Tomikawa et al., 2011）、cAMP シグナ

ルによる pancNusap1の発現低下が、細胞周期関連遺伝子 Nusap1プロモーターのエピジェ

ネティック制御によって抑制をかけられることにより、PC12 細胞の不可逆分化が達成され

ているという可能性が考えられた。 
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pancNusap1 のノックダウンは Nusap1 の発現低下を引き起こす 

 PC12 細胞の不可逆分化過程において、pancNusap1 の発現低下が Nusap1プロモーター

と細胞の形質に及ぼす影響を評価するため、Ndiff 細胞において pancNusap1のノックダウ

ンを行い、その影響を調べた。RT-qPCR により、pancNusap1を標的とした 2つの shRNA

（sh-pancNusap1、sh-pancNusap1-2、Fig.2-3A）の強制発現は共に、Nusap1発現レベル

の有意な低下を引き起こすことが分かった（Fig.2-3B）。sh-pancNusap1、sh-pancNusap1-2

によるオフターゲット効果が無いことを確認するため、それぞれの配列からオフターゲット

効果を及ぼす可能性が高い遺伝子をリストアップし、解析に供した（Fig.2-3C）。その結果、

sh-pancNusap1や sh-pancNusap1-2それぞれの強制発現は、最もオフターゲット効果を及

ぼす可能性があると予測された遺伝子の発現に影響を与えたなかったことが、pancRNA ノ

ックダウン細胞を用いた RT-qPCR により確認できた（Fig.2-3D）。したがって、

sh-pancNusap1、sh-pancNusap1-2は pancNusap1の発現を特異的に減少させることによ

り、Nusap1の発現低下を引き起こしていることが考えられた。 
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pancNusap1 のノックダウンは Nusap1 プロモーターのクローズドクロマチン化と、

細胞周期の停止を引き起こす 

 次に、sh-pancNusap1の発現による pancNusap1の減少が、Nusap1プロモーターのヒ

ストンアセチル化レベルに与える影響を評価するため、ChIP-qPCR を行った。この実験では、

sh-pancNusap1をドキシサイクリンによって条件的に発現誘導できるPC12細胞を薬剤選択

により作製し使用した。まず、ドキシサイクリンによる sh-pancNusap1の発現誘導によっ

て、確かに pancNusap1とNusap1の発現低下を引き起こし得ることを確認した（Fig.2-4A）。

この細胞を用いて、Ndiff 細胞への分化過程において sh-pancNusap1を発現誘導しても、

GapdhプロモーターのH3K9acとH3K27acのシグナルレベルには変化が見られなかったの

に対し、Nusap1プロモーターの H3K9ac と H3K27ac レベルについては sh-pancNusap1

の発現により、cAMP がなくとも有意に低下することが分かった（Fig.2-4B、C）。次に、

pancNusap1のノックダウンしたNdiff細胞には細胞増殖能があるのかを調べた。その結果、

増殖培地で四日間培養した後のコントロール群で見られた細胞数の増加はpancNusap1のノ

ックダウンにより有意に抑制された（Fig.2-4D）。さらに pancNusap1がノックダウンされ

た Ndiff 細胞を増殖培地で四日間培養した後、細胞増殖マーカーである Ki67 タンパク質と

DNAに取り込まれた EdU シグナルを免疫染色法によって検出した結果、pancNusap1のノ

ックダウンにより Ki67 陽性細胞と EdU 陽性細胞がほぼみられなくなった（Fig.2-4E）。以

上より、分化過程で pancNusap1をノックダウンされた Ndiff 細胞は、Nusap1の発現低下

による Nusap1 プロモーターの脱アセチル化と細胞周期の停止を引き起こすことが分かった。 
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pancNusap1 の強制発現は Nusap1 プロモーターの活性化を引き起こす 

 さらに、PC12 細胞の不可逆分化過程において pancNusap1の発現制御が及ぼす影響を評

価するため、今度は不可逆分化した NcAdiff 細胞を用いて pancNusap1の強制発現を行い、

その影響を調べた。pancNusap1はマウス Oip5遺伝子と相同な領域を含んでおり、

pancNusap1が翻訳されてタンパク質として機能している可能性も考えられた（Fig.2-5A）。

そのため、翻訳開始点（TIS）近傍の配列を除去し、明確な Open reading frame（ORF）を

持たない pancNusap1ΔTISを強制発現実験に用いることとした。さらに、機能的な

pancRNAはG-richな配列を持つことが示唆されている事を考慮にいれ（Ginno et al., 2013; 

Uesaka et al., 2014）、Nusapの TSS から上流 500 bp までの領域が含まれるように、

pancNusap1ΔTISを設計した（Fig.1-10B）。このように設計された pancNusap1ΔTISを、

NcAdiff 細胞において強制発現させたところ、Nusap1の発現を劇的に活性化できたことか

ら（Fig.2-5A、B）、pancNusap1は確かに lncRNA として Nusap1の転写活性化に機能し

ていると考えられた。また、pancRNA が転写方向依存的に遺伝子活性化因子として機能し

ているという過去の報告から（Tomikawa et al., 2011）、同様の現象が pancNusap1にお

いても確認できるのかを調べるため、pancNusap1ΔTISの逆鎖である sense_pancNusap1

ΔTISを NcAdiff 細胞において強制発現させ、その影響を調べた（Fig.2-5A）。予想通り、

NcAdiff 細胞への sense_pancNusap1ΔTISの強制発現では Nusap1の転写を活性化させる

ことはできなかった（Fig.2-5B）。以上より、pancNusap1は転写方向依存的に Nusap1の

転写活性化を引き起こす lncRNA であると考えられた。  
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pancNusap1 の強制発現は Nusap1 プロモーターのオープンクロマチン化と、細胞

周期の促進を引き起こす 

 NcAdiff 細胞における pancNusap1ΔTISや sense_pancNusap1ΔTISの強制発現が

Nusap1プロモーターのヒストンアセチル化状態に与える影響を調べたところ、pancNusap1

ΔTISの強制発現によって Nusap1プロモーターの H3K9ac と H3K27ac シグナルの劇的な

上昇が見られたが、sense_pancNusap1ΔTISの強制発現ではその影響は見られなかった

（Fig.2-6A）。したがって、Nusap1プロモーターの活性化はヒストンアセチル化を伴うこ

とが分かった。次に、NcAdiff 細胞の分化不可逆性を解除できるのか、pancNusap1ΔTIS強

制発現の影響を調べた。分化過程で pancNusap1ΔTISまたは sense_pancNusap1ΔTISを

強制発現させた NcAdiff 細胞について、増殖培地にて 4日間培養後に細胞数の変化を調べた

結果、pancNusap1ΔTIS強制発現細胞では細胞数の増加が見られたのに対し、

sense_pancNusap1ΔTIS強制発現細胞では細胞数の増加は見られなかった（Fig.2-6B）。

さらに、pancNusap1ΔTISの強制発現によって NcAdiff 細胞の細胞周期を復活させること

ができるのか調べるため、増殖培地にて 4日間培養した後に細胞内の Ki67 蛋白を免疫染色

により検出する実験を行った。その結果、pancNusap1ΔTISの強制発現により Ki67 陽性細

胞の数が有意に増加していることが分かった（Fig.2-6C）。以上より、不可逆分化過程にお

いて、pancNusap1を強制発現させた NcAdiff 細胞は、Ndiff 細胞と似たエピジェノタイプ

と表現型を示すようになることが明らかになった。 
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pancNusap1 のノックダウンによる細胞周期の停止は Nusap1 の過剰発現によりレ

スキューされる 

 最後に、pancNusap1による遺伝子活性化は、確かに単一遺伝子座においておこるのかを

検証するため、pancNusap1をノックダウンした PC12 細胞に同時に Nusap1を強制発現す

ることによって、細胞周期停止という表現型をレスキューできるのかを調べた。まず、

sh-pancNusap1と Nusap1を同時に発現するレスキューコンストラクトが実際に細胞内で

機能することを Undiff 細胞において確認した（Fig.2-7A）。免疫染色法によって Ki67 陽性

細胞と EdU 陽性細胞を検出した結果、sh-pancNusap1発現によって減少した Ki67 陽性細

胞数と EdU 陽性細胞数は Nusap1の強制発現によって再び増加し、コントロールと有意差が

つかなくなることが分かった（Fig.2-7B）。さらに、pancNusap1のノックダウンによって

細胞増殖能が抑制された Ndiff 細胞も Nusap1の同時的強制発現によって細胞増殖能の向上

がみられ、コントロールと有意差がつかなくなった（Fig.2-7C）。以上より、pancNusap1

は配列特異的エピジェネティック制御に働くことにより Nusap1を転写活性化し、PC12 細

胞の分化状態を規定する重要な役割を果たしている、と結論づけた。 
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考察 

 本章では、pancNusap1の発現低下により Nusap1プロモーターのヒストン脱アセチル化

が引き起こされ、そのような Nusap1のエピジェネティックな抑制による細胞増殖の不可逆

的抑制が、PC12 細胞の cAMP 依存性不可逆分化において必須であることが明らかになった。 

 

PC12 細胞の cAMP 依存性不可逆分化に必須な Nusap1 の発現抑制 

 Nusap1 タンパク質は C末端に微小管への結合能をもつドメインと N末端に DNA結合能

をもつ SAP ドメインを有している。metaphase や anaphase においては、Nusap1 がこの 2

つのドメインを介して微小管と染色体をつなぎ、安定化させており、このことはM期の進行

促進において必須である（Raemaekers et al., 2003; Ribbeck et al., 2007）。Nusap1は増

殖が盛んな組織で高発現しており、その発現パターンやタンパク質構造は哺乳類全体でよく

保存されている。培養細胞において、Nusap1のノックダウンは anaphase の進行を阻害し、

細胞質分裂ができないために細胞増殖ができなくなる（Vanden Bosch et al., 2010）。さら

に Nusap1をノックアウトしたマウス胚は細胞分裂不全により胎生致死となることから

（Vanden Bosch et al., 2010）、Nusap1は哺乳類の細胞周期制御に必須の分子であると考

えられる。他の細胞周期制御因子と同様、Nusap1 タンパク質はユビキチン経路による量的

制御をうけており、増殖細胞では anaphase 促進タンパク質複合体であるmultisubunit E3 

ubiquitin ligase によって分解される（Li et al., 2007）。しかし、終末分化細胞などの細胞

周期が停止している細胞において Nusap1がどのように転写制御されているのかは知られて

いなかった。この章において、pancNusap1が転写抑制されることによる、ヒストン脱アセ

チル化を通じた Nusap1の転写抑制が、最終分化 PC12 細胞が有する不可逆的な細胞増殖抑

制という表現型の発現に必須であることを示すことができたことにより、Nusap1のエピジ

ェネティックな転写制御機構が重要な機能を果たしていることが明らかになった。PC12 細
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胞においては、cAMP シグナルが Nusap1発現制御の大事なトリガーとなっていたが、

Nusap1はさまざまな細胞で発現していることから、他の多面的な転写因子による制御も受

けていることが容易に想像される。そのため、本研究における pancNusap1の発見は、単な

る転写制御因子の同定に留まらない、Nusap1発現制御の普遍性と多様性にアプローチする

上で重要な分子マーカーとしての役割も期待できる。 

 

配列特異的エピジェネティック制御因子として翻訳非依存的に働く mRNA    

 pancNusap1はマウス Oip5遺伝子の ORF を含む領域と相同な領域を含んでいたが、翻訳

開始点（TIS）近傍の配列を除去し、ORF を持たない pancNusap1ΔTISを過剰発現させた

実験より、pancNusap1は配列特異的なエピジェネティック制御を行う lncRNA として機能

していることが明らかになった（Fig.2-5、2-6）。一方、これらの結果からは、pancNusap1

がタンパク質に翻訳されるmRNA として別の機能をもっている可能性は否定できない。しか

し、マウスやヒトで遺伝子として登録されている Oip5は活発に増殖している細胞で発現が

高いことは分かっているが、実際の生体内での機能についてはよくわかっていない

（Nakamura et al., 2007）。また、ラットゲノムにおける pancNusap1と Nusap1の関係

同様、マウスやヒトのゲノムにおいて Oip5は Nusap1と head-to-head の関係で両方向性プ

ロモーターを形成し、さらに、組織間でも Oip5と Nusap1の発現状態は非常に高い相関を

示すことが報告されている（Okamura et al., 2015）。このことは、マウスやヒトにおいて

Oip5はタンパク質に翻訳されるmRNA として働く他、ラットの pancNusap1と同様に、翻

訳されずにエピジェネティック制御因子として働く RNA としても機能している可能性を示

唆している。Oip5と同様に、翻訳されずにエピジェネティック制御因子とし機能するmRNA

が想像以上に存在する可能性も考えられる。そのため、今後は、明確な ORF をもたない

lncRNA だけでなく、mRNA として同定されているものが、翻訳非依存的な役割をもち、配
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列特異的エピジェネティック制御を行う機能性 RNA として働いているのかを解析していく

ことが必要になると考えられえる。 

 

pancNusap1 による Nusap1 の転写活性化機構 

 pancRNA による遺伝子活性化機構については未だわかっていないことも多いが、近年、2

つのチームから、pancRNA の遺伝子活性化機構に関する論文が相次いで発表された

（Boque-Sastre et al., 2015; Postepska-Igielska et al., 2015）。そのうち一報は、pancRNA

が遺伝子プロモーター上で R-loop と呼ばれる相補的な DNAと RNA が二本鎖を形成し、余

った一本鎖 DNAがループ状になった構造を形成し、余った一本鎖 DNAに転写因子が結合す

ることで遺伝子が活性化されるというモデルを提唱している（Boque-Sastre et al., 2015）。

もう一報は pancRNA とヒストンアセチル基転移酵素である Cbp/p300 複合体が相互作用し、

残った配列と遺伝子プロモーター上のワトソンクリック型塩基対を形成する二本鎖 DNAの

間にフーグスティーン型塩基対と呼ばれる特殊な塩基同士の水素結合が起きることで

DNA:DNA:RNA 三本鎖構造を形成し、Cbp/p300 をプロモーター領域に誘致することで遺伝

子が活性化されるというモデルを提唱している（Postepska-Igielska et al., 2015）。Gを多

く含む RNA と Cを多く含む DNAが相補的に結合した二本鎖構造は熱力学的に安定である

ため、R-loop は C を多く含む DNAが RNA の鋳型となって転写された場合に形成されやす

い（Ratmeyer et al., 1994; Roberts and Crothers, 1992）。一方、片方の鎖がプリン塩基

である Gと Aが連続したゲノム領域であれば、RNA は Gと Aが連続するか、Cとウラシル

（U）が連続していれば DNA:DNA:RNA 三本鎖構造は形成できる。実際、pancNusap1の

転写開始点付近は Gを多く含む RNA 配列であることから（Fig.1-10B）、pancNusap1はど

ちらの構造もとりうる可能性がある。pancNusap1による Nusap1の転写活性化の特徴とし

て、遺伝子に対してアンチセンスの関係にある pancRNA のみが遺伝子活性化能をもち、一
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方で、センス方向の RNA を発現させても遺伝子活性化能がみられないという転写方向依存

性があることを考慮にいれると、Nusap1プロモーター上では Gを多く含む pancNusap1と

Cを多く含む DNAによる R-loop が形成されており、残りの配列が Cbp/p300 と相互作用す

ることで Nusap1プロモーターにヒストンアセチル化を誘導している可能性が考えられる。

今後は、詳細な分子機構の解明のため、構造生物学の見地も取り入れた研究が必須になって

くると考えている。 

 

 本章で得られた結果から、PC12 不可逆分化過程では、pancRNA が不可逆分化に必須な、

分化細胞特異的なエピゲノム形成に関わる配列特異的エピジェネティック制御因子として確

かに働いていることが明らかになった。 
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総括 

 第一章では、cAMP 依存的に不可逆分化する PC12 細胞分化系を用いて、cAMP シグナル

への感受性の高いゲノム構造を有する数千の両方向プロモーターの 80%以上が、pancRNA

と mRNA を生み出す pBiP であることを明らかにした。第二章では、第一章で発見した

pancRNA である pancNusap1を代表例として解析し、cAMP 依存性転写因子による

pancNusap1の直接的な発現抑制が、Nusap1プロモーターのヒストン脱アセチル化を引き

起こし、それにより Nusap1が不可逆的に転写抑制された結果、PC12 細胞は細胞周期を停

止し、最終分化を迎えることが明らかになった。第一章と第二章から得られた知見を考え合

わせることで、cAMP シグナル活性化によってひとたび促された遺伝子発現パターン変化が、

pancRNA による配列特異的エピジェネティック制御機構を介して固定化されるさまが浮か

び上がってきた。即ち、数多存在する lncRNA の各々が、エピジェネティックな遺伝子活性

化に機能することでエピゲノム形成を行っており、このことが短期的な細胞外環境変化を細

胞内に記憶させるのに必須であることが、本研究から明らかになった。 

 

あらゆる細胞で普遍的な遺伝子発現制御因子として働く機能性 RNA 

 本研究では RNA-seq を用いたゲノムワイド解析と機能解析を組み合わせることで

pancRNA を介した配列特異的なエピジェネティック制御機構が最終分化細胞の不可逆分化

に必須な分化細胞特異的なエピゲノム形成に関わっていることが明らかになった。これまで

に、pancRNA はマウスの受精後におきる大規模な胚性遺伝子活性化過程においても千以上

の遺伝子プロモーターから発現しており（Hamazaki et al., 2015）、哺乳類の ES 細胞や脳、

肝臓、心臓などからも数千の単位で発現していることが報告されてきた（Core et al., 2008; 

Seila et al., 2008; Uesaka et al., 2014）。したがって、本研究結果を考え合わせると、受

精卵から最終分化した細胞に至るあらゆる細胞で、pancRNA と mRNA の発現状態は正の相
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関を示していることとなり、pancRNA による遺伝子活性化機構は哺乳類のあらゆる組織に

おいて働き得る普遍的な遺伝子の転写活性化機構であることが示唆される。加えて、本研究

では、ORF をもつmRNA であっても、翻訳非依存的に遺伝子発現制御を行う機能性 RNA

として働く可能性があることを示した。このことは細胞内で翻訳されずに機能しうる RNA

が想像以上に多岐に渡って存在している意味している。また、micro RNA などの 30 bp 以

下の短鎖ノンコーディング RNA による遺伝子発現抑制機構も同様にさまざまな組織で確認

されている。このことから、機能性 RNA による正や負の遺伝子発現制御が組み合わさった

巧妙なシステムが、生物のあらゆる組織において細胞運命を決定づける重要な役割を担って

いると考えられる。 

 

細胞状態特異的エピゲノムを形成することの生物学的意義 

 細胞ごとのエピジェネティック修飾を網羅的に見ることを可能にする大規模解析技術の革

新的発展により、それぞれの細胞に細胞状態特異的なエピゲノムが存在することは今や揺る

がない事実として認められている（ENCODE Project Consortium, 2012）。細胞状態特異

的なエピゲノムが生体内で存在する生物学的な意義については、エピジェネティック修飾が

転写制御に与える効果や、細胞ごとのエピゲノムプロファイルの傾向などからさまざまに推

測されている。例えば、プロモーター領域の H3K4me3 と HeK27me3 のシグナルレベルは

細胞内での遺伝子発現状態とそれぞれ正と負に相関しているが、遺伝子活性化に先んじて両

方のシグナルが高い場合、このとき一時的に転写が止まっているが後に活性化されうる遺伝

子を示していることが多く、細胞がもつ分化能を規定している可能性が示唆されている

（Marks et al., 2012; Mikkelsen et al., 2007）。また、ショウジョウバエの発生過程では、

成体における組織間で発現変化している遺伝子とヒストン修飾の間には相関が見られるが、

発生過程で一時的に発現制御されるような遺伝子にはヒストン修飾の変化がみられないこと
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が報告されている（Pérez-Lluch et al., 2015）。同様の傾向はヒトにおいても観察されてお

り、エピジェネティック制御は、一時的な遺伝子発現制御機構ではなく、安定的な遺伝子発

現制御が求められる場合に駆動する遺伝子発現制御機構として働いていることが示唆されて

いる。最終分化細胞である神経細胞における細胞増殖能の抑制は、安定的な遺伝子発現制御

が求められる好例として挙げられる。脳内の神経が異常な細胞分裂を起こした場合、神経細

胞死が誘導されることが知られており、パーキンソン病や筋萎縮性側索硬化症（ALS）及び

パーキンソン病などの神経変性疾患患者の脳において、神経の異常な細胞分裂シグナルがみ

られる（Busser et al., 1998; Ranganathan and Bowser, 2010; Smith et al., 2003）。また、

多核化した細胞は老化した神経細胞でよくみられる特徴であり、成体の最終分化細胞におけ

る正常な細胞周期の抑制の重要性を示している（Johmura et al., 2014; Takahashi et al., 

2006）。しかし、実際に最終分化細胞における細胞周期の抑制に、エピゲノム制御が関わっ

ているかどうかは明らかになっていなかった。本研究では、PC12 細胞を用いて、分化シグ

ナル下流で駆動するエピゲノム制御機構によって、最終分化細胞における細胞増殖能の不可

逆的抑制が達成できることを初めて明らかにした。このことから、細胞状態特異的エピゲノ

ムは、分化の副産物として存在しているのではなく、状況に応じた細胞機能を保証するため

に形成され、そして機能する、という生物学的な意義の一つを確かに明らかにできたと考え

ている。 

 

細胞状態特異的エピゲノム形成における多点的なエピジェネティック制御の必要性 

 驚くべきことに、第二章での検証の結果、pancNusap1の発現低下にともなう、Nusap1

のエピジェネティックな抑制のみで、PC12 細胞でみられる不可逆的な細胞増殖停止現象の

大部分を説明しうることが明らかになった。しかし、PC12 細胞の不可逆分化過程において

は、細胞増殖能の消失以外にも神経突起や細胞体の肥大などの表現型がみられており、これ
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らは pancNusap1の発現制御だけでは説明できていない。実際に、細胞状態特異的なエピゲ

ノム形成において多点的なエピジェネティック制御が非常に重要である事は、幹細胞と同じ

分化全能性をもたせた iPS 細胞の解析から明らかにされてきた。例えば、哺乳類表皮細胞に

幹細胞で発現している 4つの転写因子を導入することでリプログラミングされた iPS 細胞に

は、元の体細胞特異的な DNAメチル化やヒストン修飾などのエピジェネティック修飾が消

えずに残されているため、元の細胞である表皮細胞への分化経路を辿りやすい（Kim et al., 

2010a）。第一章において、cAMP シグナルがいくつもの pBiP を直接的に転写制御している

ことを示したことにより、細胞状態特異的な遺伝子発現パターン転換とエピゲノム形成は、

幾つもの領域での同時多発的な遺伝子発現制御機構の結果、生じていると考えられる。今後

は、cAMP 依存性転写因子結合領域のエピジェネティック修飾パターンの傾向分析などから、

cAMP シグナル下流で配列特異的エピジェネティック制御因子である pancRNA を発現する

遺伝子座がどのように選択され、発現制御されているのかを調べることで、多点的なエピジ

ェネティック制御を介した、より精密な細胞状態特異的なエピゲノム形成を促すことができ

るのではないかと考えられる。 

 

分化過程で pancRNA 転写制御機構を駆動させることの有利点 

 細胞は細胞外環境の影響による分化する一方で、多細胞生物では、同一環境下に複数の異

なる性質をもった分化細胞が混在して存在している。そのため、細胞外環境からの影響に対

する反応の閾値を細胞ごとに決定し、細胞外環境の影響下で分化状態を安定させるための機

構が必須であると考えられる。つまり、細胞分化過程では大きく分けて、一時的な分化シグ

ナルによって分化細胞特異的な遺伝子発現パターン転換を引き起こす機構と、分化細胞特異

的な遺伝子発現パターン転換を維持する機構の 2つの仕組みが協調的に働く必要があると考

えられる。cAMP は、一時的な遺伝子発現パターン転換を促す分化シグナルの好例として挙



 69 

げられる。cAMP シグナル経路の活性化は哺乳類の発生において内皮細胞や神経細胞への分

化の起点となるが、cAMP シグナル経路にはネガティブフィードバック機構が働いており、

細胞内でのcAMPシグナル経路の活性化は通常数時間しか持続しない（Mayr and Montminy, 

2001）。具体的な cAMP シグナル経路で働くネガティブフィードバック機構としては、細

胞質内で合成された cAMP が cyclic nucleotide phosphodiesterase によって加水分解され

ることや（Essayan, 2001）、Pka によってリン酸化された Creb1 が Icerの転写を活性化す

ること（Borlikova and Endo, 2009; Chang et al., 2006）、さらに Creb1 のリン酸化自体

も数時間でセリン/スレオニン脱リン酸化酵素であるPp1やPp2aによって脱リン酸化される

ことなどが挙げられる（Hagiwara et al., 1992）。また、細胞質内の cAMP 濃度を高く維持

し続けても、cAMP シグナルの活性化に必要な細胞質内の Pka の量が限られているため、新

規Pkaタンパク合成過程が律速となりcAMPシグナル経路の活性化状態は低いレベルで安定

する（Mayr and Montminy, 2001）。そのため、cAMP シグナルによってもたらされた遺

伝子の発現パターンの変化を維持する機構はcAMPシグナル経路下流の転写制御と連動して

働く必要がある。本研究では、cAMP シグナルによって選択的に転写制御されている pBiP

において、cAMP が促した遺伝子発現パターンの変化が、同時的に cAMP が促した pancRNA

発現パターンの変化によるエピジェネティック変化を介して、固定されていることが明らか

にしている。これは、cAMP シグナル経路下流の遺伝子への転写制御が、pBiP を選択的な対

象とすることで、直接的に、遺伝子発現パターンの変化を維持する機構を駆動させているこ

とを示しており、細胞分化過程における２つのステップを同時的に実行しているとかんがえ

られる（Fig.G2-1）。このように、細胞分化に必要な分化細胞特異的な遺伝子発現パターン

転換と、その固定化が同時に可能であることは、特に cAMP シグナルのように、持続性のな

い分化シグナルによって細胞を安定的に分化させる際には、非常に有利に働くと思われる。 
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 本研究によって、哺乳類細胞の最終分化過程において、分化シグナルによって駆動される

lncRNA による配列特異的エピジェネティック制御機構が、細胞機能を保証する細胞状態特

異的エピゲノムの形成に貢献していることが明らかになった。 
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材料と方法 

PC12 細胞の培養と分化 

 未分化 PC12 細胞は増殖培地（sodium pyruvate contining high-glucouse DMEM（WAKO）

中に 10% house serum（HS、SAFC Biocseicences）、5% fetal bovine serum（FBS、Biowest）、

100 units/ml penicillin（PhytoTechnology Laboratories）、100 µg/ml streptomycin（MP 

Biomedicals）を加えた培地）を使用して、37°C、5% CO2の条件下で培養した。PC12 細胞

への分化誘導は、100 ng/ml NGF 2.5S（Millipore）もしくは 50 ng/ml NGF 2.5S と 200 µM 

dibtyryl cAMP（SIGMA）を加えた分化培地（sodium pyruvate contining high-glucouse 

DMEM（WAKO）中に 1% house serum、0.5% fetal bovine serum、100 units/ml penicillin、

100 µg/ml streptomycin を加えた培地）を使用し、コラーゲンコート（Nitta Gelatin）した

ディッシュ上に 8,000 cells/cm2の密度で培養した。7日間の分化誘導中、培地は 3日目と 5

日目に交換した。ドキシサイクリンによる pancRNA の強制発現やノックダウン実験では 2 

ng/ml doxycyclin（Nacalai Tesque）存在下で細胞を培養した。 

 

免疫細胞化学染色 

  PC12 細胞の免疫染色は以下の手順で行われた。 

4% PFA を含んだ PBS 中に室温で 20 分間静置して固定した細胞を PBS で 2 回洗浄し、透過

処理とブロッキング処理のために blocking buffer（0.1% Triton X-10, 3% FBS in PBS）中

に室温で 30 分静置した後、500 倍希釈した一次抗体を含む blocking buffer 中に室温で 2時

間静置した後、PBS で 3 回洗浄し、500 倍希釈した二次抗体と Hoechst33258（Nacalai 

Tasque）を含む PBS 中に遮光し 4°C で 1 時間静置した後、PBS で 3 回以上洗浄し、Leica 

AF6000 蛍光顕微鏡により撮影した。一次抗体として chicken anti-GFP（AVES Labs）、 

mouse anti-Ki67（BD Biosciences）、rabbit anti-active Caspase 3（R&D Systems）を使
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用した。二次抗体として CF647-conjugated anti-mouse IgG（Biotium）、CF647-conjugated 

anti-rabbit IgG 

124（Biotium）、FITC-conjugated anti-chick IgY（Biotium）を使用した。EdU アッセイ

は 10 µM EdU（Life Technologies）存在下で 4時間細胞を培養した後、同様に細胞固定、

ブロッキング、透過処理を行った後、Click-iT reaction buffer（Life Technologies）中に遮

光し室温で 30 分静置した後、PBS で二回 wash した後、遮光条件下で一次抗体、二次抗体

反応を行った。 

 

RT-qPCR 

 RNA の定量のため、TRIzol（Life Technologies）により抽出した total RNA は DNase I

で処理した後、oligo dT primer と SuperScriptIII First-Strand Synthesis System（Life 

Technologies）を用いて逆転写処理した。合成された cDNA は KAPA SYBR Fast qPCR Kit

（KAPA Biosystems）を用いて qPCR に使用した。使用したプライマーは Table.1-3 に記載

した。 

 

ChIP-qPCR 

 1% formaldehyde 存在下の培地中で 5分間ゆっくりと浸透させながら室温で固定された

細胞を回収し、冷 PBS で二回洗浄後、冷やした resuspension solution （10% NaN3, 2% FBS 

in PBS）に懸濁し、細胞数を数えた後、2,000 g、4°C で 5 分間遠心し、100 µl 当たり 1 x 106

個の細胞が含まれるように lysis buffer（1% SDS、50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、10 mM EDTA 

[pH 8.0]、1% protease inhibitor cocktail （Nacalai Tesque））に懸濁し、氷上で 10 分間

静置した後、平均のサイズが 500bp 程度になるように密閉型超音波破砕装置 Picorupter

（Diagenode）でクロマチンを切断した。切断されたクロマチン断片を含む上清を 13,000 g、
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4°C で遠心後回収し、ChIP dilution buffer （1.1% Triton X-100、50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、

167 mM NaCl、0.11% sodium deoxycholate、1% protease inhibitor cocktail）にて 10

倍希釈し、-20°C で保存した。各種ヒストン修飾への抗体反応は 5 x 104個の細胞と 1 µl の

各種ヒストン修飾抗体（anti-mouse-H3K4me3、anti-mouse-H3K9me3、

anti-mouse-H3K27me、anti-mouse-H3K27ac、anti-mouse-H3K9ac（Cosmo Bio））と

mouse-IgG（Santa Cruz）を用い、リン酸化 Creb1 と Icer への抗体反応は 3 x 106個の細胞

と 4 µg のそれぞれに対する抗体（anti-rabbit-pCreb1（Ser133）（Cell Signaling Technology）、

anti-rabbit-Crem（X-12）（Santa Cruz））と rabbit-IgG（Santa Cruz）を用いて 4°C で

12 時間以上ゆっくりと撹拌させて行った。それぞれの抗体ークロマチン複合体を含む溶液に

10 µl の M-280 sheep anti-mouse IgG（Life Technologies）または 40μl の M-280 sheep 

anti-rabbit IgG（Life Technologies）を添加し、4°C で 4 時間ゆっくりと撹拌させて磁性ベ

ーズと反応させた後、magnetic stand 上で冷 RIPA buffer（0.1% SDS、1% Triton X-100、

50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、1 mM EDTA [pH 8.0]、150 mM NaCl、0.1% sodium 

deoxycholate）で一度、冷 high-NaCl RIPA buffer （0.1% SDS、1% Triton X-100、50 mM 

Tris-HCl [pH 8.0]、1 mM EDTA [pH 8.0]、300 mM NaCl、0.1% sodium deoxycholate）

で一度、そして冷 TE（10 mM Tris-HCl [pH 8.0]、1 mM EDTA [pH 8.0]）で二回洗浄後、 

200 μl の ChIP elution buffer （0.5% SDS、10 mM Tris-HCl [pH 8.0]、5 mM EDTA [pH 

8.0]、300 mM NaCl）を加え、65°C で 4 時間以上静置後、proteinase K を加えて 55°C で

1 時間、RNase A を加えて 37°C で 30 分間処理し、phenol/chloroform 抽出とエタノール

沈殿を行って DNAを抽出した。その後の qPCR に使用したプライマーは Table.1-3 に記載

した。 
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バイサルファイトシーケンシング 

バイサルファイト反応にはMethylCode Kit（Life Technologies）を用いた。バイサルファ

イト変換後のDNAはAmpliTaq Gold 360 Master Mix（Life Technologies）もしくはLA Taq

（TaKaRa）を用いて PCR 増幅し、pGEM-T easy vector（Promega）にクローニングし、

シーケンシングを行い、DNAメチル化状態を解析した。PCR 増幅、シーケンシングに使用

したプライマーは Table.1-4 に記載した。 

 

Directional RNA-seq ライブラリ作製 

 Directional RNA-seq ライブラリは以下の手順で作製された。 

Directional RNA-seq ライブラリ作製に使用する RNA は Total RNA Pico Bioanalyzer chip

（Agilent）によって RNA Integrity Number（RIN）を計測し、RIN 値が 9.6 以上のものを

使用した。Undiff、Ndiff、NcAdiff 細胞試料はそれぞれ 2つずつバイオロジカルレプリケー

トを用意し、それぞれの試料から精製した15 µgの total RNAからSera-mag Magnetic Oligo

（dT）Beads（Thermo Scientific）によって二回することで polyA+ RNA を精製した。そ

れぞれサンプルからとれた polyA+ RNAの rRNA混入率が 2%以下であることをTotal RNA 

Pico Bioanalyzer chip を用いて確認した後、fragmentation buffer （Affymetrix）と 94°C

で 2 分間断片化処理した後、Agencourt RNAclean XP（Beckman Coulter）によって精製

し、5 U TAP（Epicenter）によって脱キャップ処理した後、PCI 抽出とエタノール沈殿によ

り再度精製し、Antarctic phosphatase（NEB）を用いて 3'端の脱リン酸化処理し、T4 

polynucleotide kinase（NEB）によって 5'端のリン酸化処理を行った後、RNeasy MinElute 

kit（Qiagen）を用いて精製し、T4 RNA ligase 2 truncated K277Q（NEB）を用いて NEBNext 

Multiplex 3́ SR Adaptor と 4°C で一晩ライゲーションさせ、さらに T4 RNA ligase

（Illumina）を用いて NEBNext Multiplex 5́ SR Adaptor と 20°C で 1 時間ライゲーション
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させた後、アダプター特異的な primer と SuperScriptIII First-Strand Synthesis System に

よって逆転写させた後、RNase H 処理を行い、余剰の RT プライマーを AMPure XP

（Beckman Coulter）によって除いた後、KAPA Hifi HS polymerase（Kapa Biosystems）

を用いてPCR増幅した。PCRではサンプルに対してNEBNext Multiplex Oligos for Illumina

（NEB）付属の NEBNext Index 1, 8, 10, 11 primer を用いて 2つのバイオロジカルレプリ

ケートから 2つずつのテクニカルレプリケート、計 4つのレプリケートを作製した。PCR の

条件は 98°C30 秒処理した後、98°C15 秒 62°C30 秒 72°C30 秒を 12 サイクル、その後 72°

C5 分間とした。PCR 産物は AMPure XP を用いて二度精製され、Illumina HiSeq 2000 の

50-bp single-end sequencing を行った。 

 

トランスクリプトーム解析 

 PC12 の RNA-seq データは、まず FASTX tool kit

（http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html）を用いて、信頼性の低い（phred 

score<20）リードと、リード 3'端の multiplex adapter tag 配列

（AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC）と、長さが 20 nt 以下になったリ

ードを除いた後、random chromosome配列を除いたラットRn5ゲノムにTopHat（v.2.0.8b、

オプション: -g 1 --bowtie1）（Kim et al., 2013）を用いてマッピングした。cDNA ライブ

ラリの品質評価には RSeQC を用いた（Wang et al., 2012）。RNA の発現領域の同定には、

細胞毎にMACS2（v.2.0.10b、オプション: --nomodel --broad -g 2.57e9 -p 0.95）を用い

（Zhang et al., 2008）、異なる細胞間でコールされた複数のピークがオーバーラップした

場合は BEDTools（Quinlan and Hall, 2010）の mergeBed 機能を用いてマージし、一つの

大きなピークとし、300 nt 以下の長さのピークは除いた。公共のラット遺伝子データ（Rn5）

の TSS が MACS によってコールされたピークとかぶっていた場合、そのピークが複数の遺
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伝子にかぶっていた場合を除き、MACS2 ピークの 5'端の位置を adjusted TSS として以後の

解析に使用した。また、イントロン領域を含む遺伝子領域と同じ向きでオーバーラップして

いないMACS2 ピークを non-annotated transcript と定義した。mRNA と ncRNA の定量に

はそれぞれ Ensembl protein-coding gene のそのエキソン領域と non-annotated transcript

と定義されたMACS2 ピーク領域にマップされたリード数を算出し、Rパッケージ TCC を用

いて iDEGES/edgeR 法によって正規化と differential expression 解析を行った（Sun et al., 

2013）。Gene ontology解析ではDAVIDをもちいてbiological processに関わるenrichment 

analysis を行った。 

 

公共のデータを用いた CRE や Creb1 結合領域に関するデータ解析 

 ラット Rn5 ゲノムに存在する CRE 配列の位置は JASPAR database （Mathelier et al., 

2014）に登録されている Creb1 結合配列（ID=MA0018.2）と R パッケージ ChIPpeakAnno

（オプション: min.score="90%"）（Zhu et al., 2010）を用いて同定した。Creb1 binding 

score は 7 日間 in vitro で培養後の胎生 16 日マウス脳皮質由来神経細胞の Creb1 の

ChIP-seq データ（Kim et al., 2010b）を Gene Expression Omnibus（acc. no. GSM530185）

から取得し、マウスMm9 ゲノム上の Creb1 結合シグナルデータをラット Rn5 ゲノム上の

対応する領域に UCSC LiftOver tool（http://hgdownload.cse.ucsc.edu/admin/exe）を用

いて変換した。同様に、forskolin 刺激後の 15 分の PC12 細胞のリン酸化 Creb1 ChIP-seq

データ（Impey et al., 2004; Lesiak et al., 2013）は、ラット Rn3 のゲノム上のリン酸化

Creb1 結合シグナルデータをラット Rn5 ゲノム上の対応する領域に UCSC LiftOver tool に

変換した。 

 

 



 77 

プラスミド作製 

 レンチウィルスベクターpLLX と pLEMPRA は Dr. Z. Zhou と Dr.M. E. Greenberg から

御厚意により譲渡していただいた（La Rocca et al., 2009）。 

 ノックダウン実験には、U6 プロモーターと ubiquitin-C プロモーター下流にそれぞれ

shRNA 発現領域と EGFP もつ pLLX は使用した。アニーリング後の shRNA オリゴは pLLX

の HpaI サイトと XhoI サイトの間に挿入された。 

 レスキュー実験には、U6プロモーターとubiquitin-Cプロモーター下流にそれぞれshRNA

発現領域と EGFP-IRES-遺伝子発現領域をもつ pLEMPRA を使用した。FLAG タグをつけた

rat Nusap1は pLEMPRA の EcoRI サイトと AscI サイトの間に挿入された。 

 ドキシサイクリン依存的な pancNusap1の過剰発現やノックダウン実験には、ドキシサイ

クリン依存的な RNA polymerase II による下流遺伝子の転写誘導が可能であり Neomycin

耐性遺伝子の発現によって薬剤選択が可能なレンチウィルスベクターpSLIK_Neo を含む

lentivirus-based pSLIK_Neo vector system（Addgene）を用いた（Shin et al., 2006）。

ゲノム領域のPCRによって得たpancNusap1ΔTIS配列や sense_pancNusap1ΔTIS配列は

entry vector pEN_TmiRc3（Addgene）の SacII サイトと XbaI サイトの間に挿入された。

アニーリング後の sh-pancNusap1オリゴは entry vector pEN_TmiRc3（Addgene）の HpaI

サイトと XboI サイトの間に挿入された。pEN_TmiRc3 に挿入された配列は LR Clonase 

Enzyme Mix（Life Technologies）を用いて pSLIK_Neo に組み替えられた。 

 コンストラクションに使用した shRNA オリゴやプライマー配列は Table.1-5 

に記載した 
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レンチウィルスの産生 

 レンチウィルスを産生のため、10 µg のレンチウィルスプラスミド pLLX、pLEMPRA、

pSLIK と、3 µg の第三世代レンチウィルスパッケージングプラスミド pCAG-HIVgp と、3 µg

のシュードタイピングプラスミド pCMV-VSV-G-RSV-Rev をプラスミド容量の三倍の

PEI-MAX（Cosmo bio）と 500 µl の Opti-MEM（Gibco）を混和し、室温で 20 分静置後、

全量を 10cm ディッシュで培養しているHEK293T 細胞へのトランスフェクションに使用し

た。トランスフェクションして 12 時間後に 5ml の培地（10%FBS in DMEM）に交換した後、

ウィルス上清を 48 時間後に回収後、細胞をフィルターで除去し、4°C、6000 g で 12 時間以

上遠心して沈殿したウィルスを PBS に溶かし、-80°C で保存した。 

 

統計解析 

 本論文におけるエラーバーは全て S.E.M で示されている。特に記述のない場合、二群間比

較には Student’s t-test、三群間以上の比較には Tukey’s multiple comparison test を用いた。

各 Figure におけるサンプル間でのおおまかな統計的有意性をアスタリスクの数によって示

した（*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001、N.S.=有意差無し）。 
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