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緒言

緒言

ほ乳 類 の ゲ ノムDNA中 の メチ ル 化 修 飾 は シ トシン-グ アニン塩 基 が 連 続 したCpG配 列 の シト

シン塩 基 の5位 に起 こり、ゲ ノム 中のCpG配 列 の 大 部 分 はメチル 化 され てい る(Razin & Riggs

l980)。 ほ 乳 類 のゲ ノムの 大 部 分 は 反 復 配 列 に よって 占め られ てお り、これ らの 大 部 分 は 、トラ

ンスポ ゾンの転 移 の抑 制 の為 にメチル 化 され てい る(Yoder et al.
,1997)。 そ のた め 、ほ 乳 類 の

ゲ ノムDNA全 体 のDNAメ チ ル 化 レベ ル は反 復 配 列 の メチ ル 化 状 態 を反 映 す る
。一 方 、遺 伝

子 領 域 は ゲ ノムの30%程 度 だ が 、これ らもまたメチル 化 され 得 る(Bird 2002;Shiota 2004)
。遺

伝 子 領 域 の ランドマー クとして用 い られ てい るゲ ノム の 特 徴 的 な 領 域 としてCpGア イ ランドが あ

る。CpGア イ ランドはGC含 量 とCpG配 列 の 出 現 頻 度 とが高 い通 常200～1
,400塩 基 対 の 領 域

であ り、マ ウスゲ ノム で は遺 伝 子 領 域 の 約 半 数 に存 在 す る(Gardiner-Garden & Frommer 1987;

Cross & Bird 1995;Suzuki et al.,2001;Robinson et al.,2004)。 これ までCpGア イランドは 正 常

組 織 、細 胞 で は メチ ル 化 され ない 領 域 と考 え られ て きた が 、1990年 代 後 半 以 降 、組 織 特 異 的

にメチ ル 化 され るCpGア イランドが 、マ ウス、ラット、ヒトゲ ノム 中 に 多 数 発 見 され てきた(Ohgane

et al.,1998;Imamura et al.,2001;Ohgane et al.,2002;Shiota et al.,2002;Kremenskoy et al.,

2003;Song et al.,2005;Khulan et al.,2006;Eckhardt et al.,2006)。 これ らの 組 織 特 異 的 にメチ

ル 化 され る ゲ ノム 領 域 は 、「組 織 特 異 的 メチ ル 化 可 変 領 域=Tissue-specific differentially

methylated region(T-DMR)」 と命 名 され た(Imamura et al.
,2001、 図GI-1)。

近 年 、T-DMRがCpG配 列 の 多 寡 によらず 遺 伝 子 領 域 に存 在 してい ることが 明 らか になって

きた(Cho et al.,2001;Nishino et al.,2004;Ko et al.,2005;Sakamoto 2006;Eckhardt et al.,

2006)。 これ らの 遺 伝 子 の 発 現 は 、T-DMRのDNAメ チ ル 化 状 態 と密 接 に 関 係 して いる
。例 え

ば 、Oct-4遺 伝 子 のT-DMRは 、発 現 量 の 高 い胚 性 幹 細 胞(ES細 胞)で は メチ ル 化 状 態 が 低 く
、

一 方、発現 のない栄養 膜幹 細胞(TS細 胞)で は高い(Hattori et al.,2004b)。 また胎 生期 の雄

の生殖巣で一過 的 に発 現す るSry遺 伝 子 では、発 現 時期 特異 的にT-DMRの メチル化 が消失

する(Nishino et al.,2004)。 多数 の遺伝 子 のT-DMRに ついて、メチル化 が発 現の抑制 を引き

起こす ことが報 告され(Cho et al.,2001;Hattori et al.,2004b;Nishino et al.,2004;Tomikawa et

al.,2006)、 遺伝 子 の組織/発 生過程 特異 的な発 現を制御 していると考 えられている
。

これ まで200を 超 えるT-DMRが 発 見 され ているが、これ らの高メチル化 あるいは低メチル 化
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緒言

状態 の模様 は「DNAメ チル 化プ ロファイル」と呼 ばれている(Shiota 2004;図GI-1)。 例 えば 、

Shiota et al.(2002)の 報告 に基 づ くと、マウスES細 胞 は少 なくとも128個 のメチル化T-DMRと

119の 非メチル 化T-DMRか ら構成 されるDNAメ チル化 プロファイル を持 つ。DNAメ チル化 プ

ロファイルはT-DMRに より構成 され ているので細胞 の種 類 に固有 となり、細胞 種に特異 的な遺

伝子発 現 プロファイル の分子 基盤 である。胚発 生過 程を含 む細胞 の分化過 程 では新 規 のメチ

ル化 と脱 メチル化 が特異 的なT-DMRに お いて生 じ、プ ロファイル が変化 する。一方 、通常の

細胞 分 裂過程 においては、DNA複 製 に際しても個 々のT-DMRの 高メチル 化あるいは非メチ

ル化 状態 が維 持される。DNAメ チル化 プ ロファイルの維持 と変化 には、個 々のT-DMRが 区別

されて制御されている必要がある。

ここまで述 べてきたことか ら、遺伝 子領 域のDNAメ チル化 が配列 または領 域 に特異 的 に起

きていると考えられる。しかし、現在 までに哺 乳類で 同定されているDNAメ チル化 を触媒す る

酵 素、即 ちDNAメ チル転移 酵素(Dnmt1、Dnmt3aお よびDnmt3b)は 、in vitroに おいて標 的

DNAの 配列 特異性 を持 たない(Bestor 2000) 。従って、DNAのin vivoで の環 境が領域 特異的

なDNAメ チル化 の制御 に関 与していると考えられる。DNAは 生 体 内ではヒストン分 子 に巻き

付いてヌクレオソーム構 造をとり、これがさらに折 り畳 まれてクロマチ ンを形成 する(図GI-2) 。凝

集 状態 のクロマチンには 高メチル 化DNAが 含 まれ 、一方、非メチル 化DNAは 弛緩 したクロマ

チン 中に含 まれ ることが知 られている(Bird 2002) 。クロマチンの構造 はヒストンのアミノ末端 に

お ける修飾 状態 とも密接 に関係 している。ヒストンH3分 子 のアミノ末端から9番 目と27番 目の

リジン残 基(H3-K9、H3-K27)の メチル 化 はセントロメア領域 や 、ユークロマ チン領域 の転 写不

活性 な領 域などのクロマチンが凝 集 した領域 に見られる(Lachner & Jenuwein 2002) 。一方 、ピ

ストンH3やH4の アセチル 化やH3-K4の メチル化 は転写活 性な弛緩状 態のクロマチン中に見

られる。これ らのヒストン修飾 は、クロマチン再 構築 因 子群 を介してクロマチン構 造の変 化 に寄

与す る(Li 2002)。 例えばメチル化H3-K9とK27は それぞれheterochromatin protein 1(HP1)

とpolycomb(Pc)と の結 合を介 してクロマチン構 造 の凝 集を引き起こす(Fischle et al.
,2003)。

G9aは 免 疫化 学 的 にユー クロマチ ン領 域 に局在 す るヒストンメチル 転 移 酵 素(HMT)で
、

H3-K9とK27に 対し触媒 活1生を持 つ。ほぼ全 てのHMTは メチル転移 活1生ドメインとしてSET

ドメインを持ち 、約50個 のSETド メインタンパ ク質がマウスゲノム中にコードされていると予 見さ

れている(Ensembl、http://www.ensembl .org/)。この中で、G9aを 含めた5つ のH3-K9とK27
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緒言

の ヒストンメチ ル 化 を触 媒 す るHMTが これ まで に同 定 され てい る(表GI-1)。H3-K9の メチ ル 化

は 、Suv39h(Rea et al.,2000)、ESET/SETDB1(Schultz et al.,2002;Yang et al.,2002)、

GLP/Ehmt1(Ogawa et al.,2002;Tachibana et al.,2005)、G9a/Ehmt2(Tachibana et al.,2001)

に よって触 媒 され る。Ezh2(Cao et al.,2002;Kuzmichev et al.,2002)、G9a、GLPはH3-K27に

対 しメチル 基 を転 移 す る活 性 を持 つ 。GLPはG9aと 一 次 構 造 が 最 も類 似 したHMTで あ り、ユ

ー クロマ チン領 域 に存在 す ることが免 疫 染 色 法 により明らか にされ てい る(Tachibana et al.,

2005)。 遺伝 子 のほぼ全 てはユークロマチン領 域 に存在す るので 、G9aとGLPは 遺伝子領 域

にお けるヒストンメチル化を触媒 していると考えられる。しか しG9aとGLPの 標 的遺伝子領 域 は

ほとんど明 らか になっていない。

本研 究では、ユー クロマチ ン領 域 に局在 するヒストンメチル化 酵素であるG9a、GLPがDNA

メチル 化 プ ロファイルの維 持 ・形 成 に関 与す るとの仮説 を立てた。仮 説 が正しけれ ば 、G9a、

GLPの 欠 損 により特 異的なゲノム座位 においてDNAメ チル化状 態 に異 常が生じると考えられ

る。第一 章ではG9a欠 損ES細 胞 を用いてこの仮 説の検 証 を行 なった。第 二章では、GLP欠

損ES細 胞 のゲノムワイドDNAメ チル化解 析 により、DNAメ チル化 を指 標としたときのES細 胞

でのG9aとGLPの 標 的領域 について解 析を行った。第 三章では 、ES細 胞の分化 前後 におい

てG9aま たはGLPがDNAメ チル 化 に関与 するゲノム座位 を明らかにし、分化 に伴うDNAメ

チル化プ ロファイル の変化 に対す るG9aとGLPの 役割 を解 析 した。
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緒言

図GI-1 DNAメ チル化プロファイル

DNAメ チル化プロファイルは、 ゲノムに散在するT-DMRの メチル化状態の模様である
。 個々

のT-DMRのDNAメ チル化状態は細胞の種類によって異なるので
、DNAメ チル化プロファイ

ルも細胞の種類に固有となる。(囲 み)T-DMRは 主に遺伝子領域に存在し
、遺伝子の制御

に関与する。
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図GI-2 DNAメ チル化とヒストン修飾、 クロマチン構造の関係

不活性なゲノム領域は凝縮型のクロマチン構造をとり、DNAメ チル化やヒストンH3-K9お よび

K27の メチル化が見られる。
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表GI-1 ヒストンH3-K9ま た はK27に 対 するメチル転 移酵 素
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第一章

G9a欠 損ES細 胞 のゲノムワイドDNAメ チル化解析
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第一章

序論

ユー クロマチン領 域 にはゲノム上の遺伝子 のほぼ全てが存在 し、組織 特異 的DNAメ チル化

可 変 領 域(T-DMR)を 持 つ 遺 伝 子 が 多 数 存 在 す る。細 胞 や 組 織 の 種 類 によって特 定 の

T-DMRが メチル 化され 、固有 のDNAメ チル化プロファイルが構築 されることから、DNAメ チル

化プ ロファイル の形成 には領 域 特異 的なDNAメ チル化制御 が関与していると考 えられる。しか

し、DNAメ チル化 を触 媒す るDNAメ チル転 移酵素(Dnmt)はin vitroで 裸 のDNAに 対しメチ

ル 基を転移 する標 的配 列の特 異性 を持 たない。このことか ら、領域 特異 的なDNAメ チル化 に、

in vivoでDNAと 共 にクロマチンを構 成しているヒストンが 関与 していると考えられる。

メチル化DNAが 含 まれるクロマチン領域 のピストンH3分 子 にはリジン9と27(H3-K9とK27)

のメチル化 が見 られ 、一方 、DNA非 メチル化領 域 にはヒストンのアセチル 化が見 られる。G9a

はヒストンH3-K9とK27に 対するメチル転 移酵 素であり(Tachibana et al.,2001)、 抗G9a抗 体

を用いた免 疫 染色 によりユー クロマチン領 域 に局在 す ることが示 されている(Tachibana et al.,

2002)。G9a欠 損ES細 胞 では、ユークロマチン領域 全体 のH3-K9メ チル化 レベ ルが低 下す る

ことが免疫 染色 法 によって示されている(Tachibana et al.,2002;Peters et al.,2003)。 しかし、実

際にG9aが 機能 する標 的ゲノム座 位はわずかしか知 られていない(Tachibana et al.,2002;Xin

et al.,2003;Rougeulle et al.,2004;Feldman et al.,2006)。

G9aは リジン残基 のε-アミノ基 に1つ(モ ノメチル)ま たは2つ(ジ メチル)の メチル基 を転 移す

る活 性 を持 つ(Tachibana et al.,2001)。In vitroに おいてH3-K9とK27の 両方 にメチル 転移活

性を示す が、K27に 対す る活性 の方が低 い(Tachibana et al.,2001)。 さらに、G9a欠 損細胞 に

おいてH3-K9の ジメチル化 レベル は低 下するが、K27の ジメチル化 レベ ルは低 下しないことが

免疫 染色 法 とウェスタンブ ロッティング法 により示 されている(Tachibana et al.,2002;Peters et al.,

2003)。 さらに、Rougeulle et al.(2004)は 、G9a欠 損 下においてH3-K9ジ メチル 化レベル が低

下するが、H3-K27ジ/ト リメチル化 レベル は低 下しない座 位 を報 告した。これ らのことか ら、G9a

はin vivoでH3-K27の メチル化 を触 媒しないと考 えられてきた。

本 章ではG9aがDNAメ チル化 プロファイル の形 成 に関与す るとの仮説 を立て、G9aの 欠損

がゲノムワイドのDNAメ チル化 状態 に影響 を与えるか否 か解析 する。また、もしそのようなゲノ

ム領域 があるならば、G9aがH3-K9とK27の どちらを触媒しているかも解析 する。
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第一章

材料および方法

ES細 胞

G9a欠 損ES細 胞 お よびG9a欠 損TgES細 胞 は 、Tachibana et al.(2002)に よってTT2 ES

細 胞 株(野 生 型ES細 胞)か ら樹 立 され た。本 研 究 で は 樹 立 か ら少 なくとも10世 代 を超 えた細

胞 株 を用 いた 。これ らの 細 胞 株 を、15%(v/v)の ウシ胎 児 血 清(FCS)と1,000U/mlの 白 血 病 抑

制 因 子(LIF;ESGRO(R);Chemicon、Temecula、CA)を 含 むDMEM(Invitrogen、Carlsbad、

CA)培 地 中 、ゼ ラチ ンコー トを施 した 培 養 皿 を用 い て培 養 したもの を、ES細 胞 として 本 研 究 で

用 い た。

ゲノムDNAの 抽 出

約5×107個 の 細 胞 を5-10mlの 細 胞 溶 解 バ ッファー(10% SDS、10mM Tris-HCl、150mM

EDTA、pH8.0)中 に 溶 解 し、プ ロテ ナ ー ゼK処 理 をした。反 応 液 に 等 量 のPCI溶 液(フ ェノー

ル:ク ロロホル ム:イ ソア ミル ア ル コー ル=25:24:1)を 加 え転 倒 混 和 し、3,000rpmの 遠 心 分 離

により、粗DNA溶 液 を得 た。これ を10mM Tris-HCl(pH8.0)溶 液 中 で16時 間 透 析 し、そ の

後 、氷 冷 エ タノー ル(99.9%;v/v)を 加 え て 穏 和 に 転 倒 混 和 し、DNAを 析 出 させ た 。これ を

100-300μlのTE(10mM Tris-HCl、0.5% EDTA、pH8.0)中 に 溶 解 した。

Restriction landmark genomic scanning(RLGS)法

本 研 究 で はNot I-Pvu II-Pst Iの 組 み 合 わ せ によるRLGS解 析 を行 な った 。それ ぞ れ の細 胞

か ら抽 出 したゲ ノムDNAに つ いて 、少 な くとも、3回 の解 析 を行 なった。方 法 はShiota et al.

(2002)に 準 じて行 な った 。まず 、約3μgの ゲ ノムDNAを メチル 化 感 受 性 制 限 酵 素(ラ ンドマ ー

ク酵 素)で あるNot Iで 消 化 し(Nippon gene、Toyama、Japan)、 付 着 末 端 を[α-32P]dCTPと[α

-

32
P]dGTPに よって 放 射 性 ラベ ル した。次 に 、Pvu II制 限 酵 素(Nippon gene)で 消 化 し、0.9%の

アガロースディスクゲル 中で約23時 間、240Vで 一 次元 目の電気泳動 を行 なった。電 気泳動

後 、ディスクゲル 中のDNAを 約1,000ユ ニットのPst I制 限酵 素(Nippon gene)で 、約3時 間 消

化 した。ゲル 中のDNAは 、5%ポ リアクリル アミドゲル 中に移 行させ 、160Vで 約20時 間 、二 次

元 目の電気 泳 動 を行 なった。ゲル を乾燥 させ た後 、-80℃ で増感板 存 在 下、X線 フィル ムと約

2-3週 間密 着 させ 、RLGS像 を得 た。
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Virtual-image RLGS(Vi-RLGS)法 とゲ ノム配列解析

Vi-RLGS像 は 、Matsuyama et al.(2003)が 開 発 したVi-RLGSソ フ トウェア により作 製 した
。ゲ

ノム配 列 は 、GenBankのFTPサ イ ト(ftp://ftp.ncbi.nih .gov/genomes/M _musculus/)か ら入 手 した

MGSCv3 _release3を 用 い た 。本 章 で 同 定 したG9a標 的Not I部 位 のゲ ノム情 報 は 、UCSCゲ ノ

ムブ ラウザ(http://genome.ucsc.edu/)とNCBIゲ ノムブ ラウザ(http://www.ncbi .nlm.nih.gov/)か ら

得 た 。G9a標 的Not I部 位 の ±1キ ロ塩 基 対 内 のCpGア イ ラン ドとCpG高 頻 度 領 域 の有 無 は 、

CpGPlotプ ログラム(http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/)に よって判 断 した
。ゲ ノム領 域 の

C+G含 量 が50%以 上 、含 まれ るCpG数 の 実 測 頻 度 と予 測 頻 度 の 比 が0 .6以 上 の領 域 の 内 、

200塩 基 対 より長 い領 域 をCpGア イラン ド、200塩 基 対 以 下 で100塩 基 以 上 の領 域 をCpG高

頻 度 領 域 とした。

DNAメ チ ル化感 受性 定量 的 リアルタイムPCR(MS-qPCR)法

本 法 は 、Hattori et al.(2004a)に 準 じて行 なった。まず ゲ ノムDNAをPst I制 限 酵 素 で 消 化 し、

そ の 一 部 をさらにDNAメ チ ル 化 感 受 性 制 限酵 素 で あるNot Iに よって 消 化 した。それ ぞ れ の

DNAを 精 製 し、そ の 内 、40ngを 鋳 型 とし、Not I部 位 の5'と3'側 に そ れ ぞ れ 作 製 した対 のプ ラ

イマ ー を用 い 、定 量 的PCRを 行 な った。PCRの 増 幅 は 、#258 Not I部 位 で はTamraで 測 定 し、

そ れ 以 外 はSYBRグ リー ンで 測 定 した。PCR反 応 は 、ABI Prism 7000 、ABI Prism 7900HT

Sequence Detection System(Applied Biosystems、Foster City 、CA)、DNA Engine Opticon 2

system(BioRad、Hercules、CA)の 機 器 によって行 なった
。DNAメ チ ル 化 レベ ル は 、Not I消 化

群 中の 未 消 化DNA量 をNot I非 消 化 群 中の 未 消化DNA量 で 割 った 値 の 百 分 率 として 算 出

し、以 下 の ように 計 算 した。DNAメ チ ル 化 レベ ル(%)=100×(1+E)(Ctb-Cta)×k-1
,こ こで 、

Eは プ ライマ ー のPCR効 率 、CtaとCtbは 、それ ぞ れNot I消 化 群 と非 消 化 群 のDNAを 増 幅

した時 のCt値 、kは 、Not I消 化 群 中 のDNA総 量 をNot I非 消 化 群 中のDNA総 量 で 割 った
、

補 正 値 で ある。DNAの 総 量 は 、Not I部 位 を含 まな い 領 域 に 対 す るプ ライマ ー(Met
、Xist1、

5-lipo2)を 用 い た定 量 的 リア ル タイムPCRに よ り求 め た。す べ てのPCRは3連 で 行 な った。用

いた プ ライマ ー は 表1-1に 示 した 。
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ク ロマチン免疫沈降(ChlP)法

本 法 は 、Hattori et al.(2004b)に 準 じて行 なった 。回 収 したES細 胞 お よびESd細 胞 を1%

(w/v)ホ ル ム アル デ ヒド、15%(v/v)FCS含DMEM中 、20分 間 室 温 で インキュベ ー トしクロマ チ

ンの 固 定 を行 な った 。細 胞 は細 胞 溶 解 液 中 で、DNA断 片 が200-1,000塩 基 対 になるように超

音 波 処 理 した 。1×106細 胞 分 の クロマ チ ンを抗 ジメチルH3-K9抗 体(Cat.#07-212、Lot.#

27563、Upstate、Charlottesville、VA)、 ま たは 抗 ジメチ ルH3-K27抗 体(Cat.#07-452、Lot.#

24461、Upstate)、 また は ネガ ティブ コン トロー ル として 非免 疫 ウサ ギ 由 来 のIgGで 免 疫 沈 降 した。

免 疫 沈 降 クロマチ ンか ら回 収 したDNAは 領 域 毎 にPCRで 増 幅 し、電 気 泳 動 しバ ンドを得 た。

バ ンドの 強 度 は 、NIH image 1.61ソ フ トウェア(http://rsb.info.nih.gov/nih-image/)で 解 析 し、そ

の相 対 値 を以 下 の 式 に より求 め た。バ ンドの 相 対 値=([IP]-[IgG])/[Input]、 ここで[IP]、[IgG]、

[Input]は 各PCRバ ン ドの 強 さで ある。PCRに 用 いた プ ライマー は 表1-1に 示 した。

バイサル ファイ トシークエ ンス法

バ イサ ル ファイトシー クエ ンス法 は 、Hattori et al.(2004a)に 基 づ い て行 な った。約2μgの

DNAを0.3N NaOH溶 液 中 で変 性 させ 、これ を終 濃 度5Mの 亜 硫 酸 バ イサル ファイト(pH5.0)、

同0.5mMの ハ イドロキ ノン溶 液 中で 一 晩 、遮 光 下 で 反 応 させ た。反 応 液 中 のDNAはWizard

DNA Clean-up Kit(Promega、Madison、WI)を 用 い て精 製 し、さらにNaOH処 理 により反 応 を

完 了 させ た。反 応 液 を酢 酸 アンモ ニ ウムで 中性 に戻 した後 、DNAを 精 製 しPCRに 用 い た。用

い たプ ライマ ー は 表1-1に 示 した。
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結果

G9a欠 損ES細 胞において、多数のゲノム座位がDNA低 メチル化状態となる

RLGS法 では、ゲノムDNAを メチル化 感受性 制 限酵素であるNot Iで 消化 し、二次元電 気

泳 動 により展 開す ることで、低メチル化状 態のNot I部 位 に由来するDNA断 片が二次元電 気

泳 動像(RLGS像)上 にスポットとして現れる。スポット強度の濃さは対応 するNot I部 位 のDNA

メチル化 レベ ル に対応 し、低 いDNAメ チル化 レベ ルのNot I部 位 ほど濃いスポットとして現 れ

る。

RLGS法 を用 いて、まず 野生型ES細 胞のDNAメ チル化 状態 を解 析した結 果 、RLGS像 上

に約1,300の 濃いスポットが現 れた。このことは、1,300の スポットに対応 するNot I部 位 が非メ

チル化 状態 であったことを示 す。G9aがDNAメ チル化 に関与 しているゲノム座位 では 、G9aの

欠損 下で低メチル 化状態 となると考えられる。G9a欠 損ES細 胞 のRLGS解 析 を行 ない低メチ

ル 化状 態として現れ るスポットを探 したところ、野 生型 での1 ,300の スポットに加 え、35の スポット

が発 見され た(図1-1)。 この結果 は、35の スポットに対応す るNot I部 位 がG9aの 欠 損 により低

メチル化 状態 となったことを示 した。

G9a欠 損ES細 胞 で現 れた35の スポットは近傍 のスポットに比べ て薄かった(図1-1B)。 さら

に、35の スポット間 でもスポットの濃 さは異なった。例 えば、#291ス ポットは#341ス ポットに比 べ

て濃 かった。これ らの結 果より、G9a欠 損 によっても完 全な非 メチル 化状 態とはならず部分 的に

メチル化 されており、さらに低メチル化 のレベ ルはゲノム座 位 によって異なることが示 された。

Vi-RLGS法 とMS-qPCR法 を用いたG9a標 的座位の同定

Web上 で公 開 され ているマウスのゲノム配列 を、コンピューター 上でNot I-Pvu II-Pst Iに お

いて切断 し、さらに画面 上で二 次元電気 泳動 を模 すことで 、Virtual-image RLGS(Vi-RLGS)像

が得 られる(Matsuyama et al.,2003;Hattori et al.,2004a)。 コンピューター上 でのNot I消 化は、

DNAメ チル化 状態 に影響 されないので、画面 のVi-RLGS像 上 には、通 常のRLGSで 出現 可

能な約2,000の 全 スポットが仮 想スポットとして存在す る(図1-2)。 このVi-RLGS像 とG9a欠 損

ES細 胞のRLGS像 を比較し、35の スポットに対応 するVi-RLGS像 の位 置か ら、それ ぞれ複数

個の候 補スポットを選択 した(図1-2)。 これらから対応 するNot I部 位 近傍 のDNA配 列を取得
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し、配列 に対 応するPCRプ ライマ ーを用 いたDNAメ チル化感 受性 定 量的PCR法(MS-qPCR

法)に より、候 補Not I部 位 のDNAメ チル化 状態を解 析した。本法では、メチル化感 受性制 限

酵 素であるNot Iに よりゲノムを消化 し、Not I部 位 の上下流 のDNA配 列 に相 補のプライマー

でPCRを 行 なう。従 って、Not I部 位 がメチル化 されていれ ば消化 されないので増 幅され、さら

に定量 的PCRを 用 いることでDNAメ チル化度 合い に応 じた増幅 が得 られる。その結 果 、野生

型ES細 胞 に比 べ 、G9a欠 損ES細 胞の方が低いメチル化 状態 を示 す10箇 所 のNot I部 位 を、

G9a標 的座 位 として同定す ることに成 功 した(表1-2A)。 一方 、Vi-RLGS像 か ら無 作為 に選ん

だスポットに対応 するNot I部 位 のDNAメ チル化 レベ ルは 、野 生型ES細 胞とG9a欠 損ES細

胞 間で差がなかった(表1-2B)。

G9a標 的座位 のDNAメ チル化 レベ ル は、標 的座位 のCpG配 列 の多寡 に関係 なく、野生型

ES細 胞 で高く、G9a欠 損ES細 胞 にお いて有意 に減 少 した(図1-3 、表1-2A)。G9a欠 損ES

細胞のDNAメ チル化 レベ ル の平 均 は、野生型ES細 胞 のDNAメ チル化レベル の約 半分

(49.6%)で あり、G9a欠 損 にお いても部分 的 にメチル化されていた。これ によりRLGS解 析 の結

果(図1-1B)が 裏付 けられ た。G9a欠 損ES細 胞 のDNAメ チル化 状態 はNot I部 位 によって異

なり、#291Not I部 位 では、野生型ES細 胞 のDNAメ チル化 レベル の11 .8%だ ったの に対し、

#289Not I部 位 では70.5%だ った。

G9a欠 損ES細 胞 で見られたDNAの 低 メチル化がG9a欠 損 によるものならば、G9a欠 損ES

細胞 に再びG9a遺 伝子 を導入 した細 胞株(G9a欠 損TgES細 胞)で は、DNAメ チル化 レベル

が回復 しているはず である。MS-qPCR法 を用いたG9a欠 損TgES細 胞 のDNAメ チル化解 析

の結果 、#282、#284お よび#291のNot I部 位 を除く全てにおいて、DNAメ チル化 レベ ルが野

生型ES細 胞の レベル まで復帰 した(図1-3)。#282 、#284お よび#291のNot I部 位 にお いては 、

野 生型ES細 胞の レベル には達さなか ったが、欠損ES細 胞 よりも有意 にDNAメ チル化 が高く

なった。G9a欠 損TgES細 胞 にお ける10箇 所 のNot I部 位 のDNAメ チル 化 レベル は、平均 で、

野生型ES細 胞のDNAメ チル化 レベ ルの94.4%に 達 した。スポット#284のNot I部 位 では

63.1%でDNAメ チル化 レベ ルの回復 率が低 かった。全10箇 所 のNot I部 位 のDNAメ チル化

レベ ル がG9a遺 伝 子の導入 で上昇 したことにより、これ らが、G9aがDNAメ チル化 に関与 して

いる標 的座 位 であると結 論 づけた。
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G9aの 標的Not I部位は、ユークロマチン領域に散在する遺伝子領域に位置する

図1-4に 、G9a標 的Not I部 位 の近傍 のゲノム情 報 を示 した。それ ぞれのNot I部 位 は遺伝

子 が存在す る領域 に位 置 し、近傍100キ ロ塩 基対 内 に、1個(#110、188、289お よび291)か ら

12個(#284)の 遺伝 子が存 在 した(図1-4B)。 これ らの標 的座位 は、特定 のゲノム領 域 に集 中

せず 、染色 体上 に散 在 していた(図1-4A)。10箇 所 のNot I部 位 の内、8箇 所 のNot I部 位 が

CpGア イランド(#188)かCpGが 高頻度 に存 在する領 域(#110、258、282、284、287 、289お よ

び291)に 位 置した(表1-2A)。#284、289お よび290のNot I部 位 は、他のNot I部 位 に比 べ

てセントロメアかテロメアに近く存在 したが、UCSCゲ ノムブラウザ による2005年5月 のゲノム配

列情 報(mm6、http://genome.ucsc.edu/)に よると、これ らの座位 は少なくとも染色 体の末端か ら2

メガ塩 基対 分離れていた。これらの結果 から、10箇 所のG9a標 的座位 がユークロマチン領域

の遺伝 子領域 に散在す ることが示 された。

G9a欠 損下でDNAの 低メチル化状態となるゲノム座位ではH3-K9ま たはK27の 低メチル化が起

こる

G9aはH3-K9/K27メ チル 転移酵 素なので 、G9aの 真 の標 的ゲノム座位 では、G9aの 欠損 が

H3-K9メ チル化 状態 の変化 を起 こすはず である。野生型ES細 胞 とG9a欠 損ES細 胞のクロマ

チンを抗 ジメチルH3-K9抗 体 で免 疫 沈降 し、回収したDNAを 鋳型 としたPCRに より、G9a標

的座位 が増幅 されるか解析 した(ク ロマチン免疫沈 降法 、ChIP法)。 まず 、既 知のG9a標 的座

位であるMage-a2遺 伝 子領域(Tachibana et al.,2002)に おいて、野生 型ES細 胞 に比 べ、G9a

欠損ES細 胞の方が 、H3-K9メ チル化 を表すPCRバ ンドが薄 いことを確認 した(図1-5) 。本 章

で同定 した10箇 所のG9a標 的 座位 の内、#284を 除く9箇 所 において野 生型ES細 胞 でH3-K9

メチル化 を表すPCRバ ンドが検 出され 、#284座 位 では非常 に弱 いバ ンドが検 出された。G9a

欠損ES細 胞で は、#284を 除く全てのゲノム座位 にお いてH3-K9メ チル化 のレベ ルが低 下し

ていた。以上 の結 果より、G9aが 、これ らの9箇 所 のゲノム座 位 にお いて、H3-K9の メチル化 を

触 媒していることが示された。

さらに、抗 ジメチルH3-K27抗 体 を用 いたChIP法 によってH3-K27メ チル化レベル を解析 し

たところ、野 生型ES細 胞 では全10箇 所 において、H3-K27メ チル化 を表 すPCRバ ンドが検 出

された(図1-5)。G9a欠 損ES細 胞 では 、#287と289座 位 を除く全てのG9a標 的座 位 にお いて
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H3-K27メ チル化 レベ ルの低 下が見 られ た。このことにより、G9aが これ らのゲノム座位 にお いて

H3-K27メ チル化 も触媒 していることが強く示唆 され た。

それぞ れのゲノム座 位 にお ける、G9a欠 損によるH3-K9とH3-K27の 脱メチル 化 レベル は一

致 しなかった。#284 Not I部 位 では、G9a欠 損 によりH3-K27メ チル化 レベル が低 下したが
、

H3-K9メ チル化 レベル は低 下せ ず 、その逆の変化が#287と289座 位 では見 られた(図1 -5) 。

これ らのChIP解 析 により、全10箇 所のゲノム座位 のH3-K9とK27の 両方 か
、もしくは片 方の

メチル化 レベ ルが、G9a欠 損 によって減 少す ることが示された。

ヌクレオソーム単位を超えた範囲がG9a欠 損下においてDNA低 メチル化状態となる

G9a欠 損細 胞 にお けるDNA低 メチル化 状態 はどのくらいの長 さまで及ぶ のか?バ イサル

ファイトシークエンス法 を用 いて、野 生型ES細 胞 とG9a欠 損ES細 胞 における、#110、291、282

および284のNot I部 位 の周 辺のDNAメ チル化状 態を解析 した(図1-6) 。#110座 位 において

解 析した468塩 基対 内 に存 在 した全16個 のCpG配 列 は、野 生型ES細 胞 で高メチル化状 態

(78-90%)で あり、一方G9a欠 損ES細 胞 では53-63%ま でDNAメ チル化 レベル が減少 した(図

1-6A(a))。#291座 位 にお いても、解析 した442塩 基対 中に存在 した14個 のCpG配 列の全て

でG9a欠 損 下の方が低メチル 化状 態を示 した(図1-6A(b)) 。野生型 細胞 でH3-K9メ チル化 レ

ベ ルが低 く、G9a欠 損 によっても変化 が見 られなかった#284座 位 においても、Not I部 位近傍

の559塩 基 対 内に存 在す る30個 のCpG配 列 は、野生型 細胞 に比 べ 、G9a欠 損細胞 で低メチ

ル化 状態だ った(図1-6A(c))。 さらに、この座位 の低メチル 化状 態は、#284のNot I部 位 から

2.5キ ロ塩基 対離れた、Tm7sf2遺 伝 子の上流域 においても見られた(図1 -6A(c) 、領域II)。 従

って、G9a欠 損細 胞 にお けるDNA低 メチル化領域 は 、ヌクレオソーム単位 を超 えた範 囲にお

いて生じることが示 された。

同様の低メチル化 領域 は#282のNot I部 位 の周辺 においても見られた(図1-6B(a);領 域I)
。

この座位 ではさらに、Not I部 位 の1、3、4キ ロ塩 基対 下流 の領域II、III、IVに おいても、G9a

欠 損 下 にお いて低 メチ ル 化 状 態 となっていた。これ らの領 域 にお いて は、G9a欠 損 により

H3-K9とK27メ チル化レベルも減 少した(図1-6B(b)) 。図1-6B(c)に 、#282の 周 辺4キ ロ塩基

対 内に位 置する領 域I、II、III、IVに おけるDNAメ チル化、H3-K9お よびH3-K27メ チル化 レ

ベルをまとめ た。G9a欠 損によって数キロ塩 基 対の範 囲にお いて、H3-K9とK27の 低メチル化
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を伴った、DNAの 低メチル 化状 態が 引き起こされていることが示 された。
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考察

CpGア イランドやCpG配 列 が密 に存在 するゲノム領 域 にお いて、多数のT-DMRが 発見 さ

れている(Ohgane et al.,1998;Imamura et al.,2001;Ohgane et al.,2002;Shiota et al.,2002;

Kremenskoy et al.,2003;Tomikawa et al.,2006)。 本 章の研 究により、G9aが 、これ らのCpGア

イランドやCpG配 列 が豊 富なゲノム領域 にDNAメ チル化 を誘導 することが分かった。DNAメ

チル転 移酵 素の欠損ES細 胞 を用 いた解析 により、ES細 胞 にお いて、多数 のCpGア イランド

やCpG配 列 に富む 領域 のDNAが メチル化 されていることが明らか にされている(Hattori et al.,

2004a)。 本研 究 にお いて、G9aの 欠損 によりDNAの 脱メチル化 が生じたNot I部 位 は、解 析対

象 としたNot I部 位 の内、1.8%(35/2,000Vi-RLGSス ポット)だった。このことは、ES細 胞 におい

てDNAメ チル 化され ているCpGア イランドやCpG配 列に富むゲノム座位 の内、G9aが 特 定の

座位 のDNAメ チル 化 に関与することを示 した。マウスのゲノム中には約22,000遺 伝 子が存在

し(Waterston et al.,2002)、Not I部 位 の63%は これ らの遺伝 子領域 に存 在する(Fazzari &

Greally 2004)。 ゲノム中の遺伝 子の総数 に基づくと、ES細 胞 では少なくとも240の 遺伝 子 が

G9aの 標 的座位 となっていると見積もることができる。

本章 の研 究 により、野 生型ES細 胞 でメチル化されていたCpG配 列 が、G9a欠 損 により低 メ

チル化 となることを示 した。このことから、既 にメチル化されているCpGを 細胞 分裂後もメチル化

され た状態 に維 持 すること、即ちDNAメ チル化 の維 持 にG9aが 寄 与することが分かった。さら

にG9a欠 損ES細 胞 にG9a遺 伝 子 を再導入 した細胞株 では、再 びDNAメ チル化 が起きたこ

とから、非メチル化CpGが メチル 化CpGに なる過程 、即 ち新規 のDNAメ チル化 にもG9aが 関

与することが分かった。G9aはDNAに 対 するメチル基転 移活性 を持つ ドメインを有していない

ので、G9a自 身がシトシンにメチル 基を転移 することは起 こりえず、G9aの 関与はH3-K9とK27

メチル化 を介 したものだ と考 えられる。シロイヌナズナでは、K9とK27が メチル化 されたヒストン

H3分 子が、DNAメ チル転移 酵 素であるCHROMOMETHYLASE3(CMT3)と 相 互作用 する

(Lindroth et al.,2004)。 この相互作 用は、CMT3が 持 つクロモドメインと呼 ばれる、メチル化 リジ

ンと相 互 作用す るドメインを必 要とするが、これまでにクロモドメインを持 つほ乳類 のDNAメ チ

ル 転移 酵 素は報告 されていない。ほ乳類 では、メチル化H3-K9はheterochromatin protein 1

(HP1)と クロモドメインを介して相互 作用 し(Lachner et al.,2001)、HP1はDNAメ チル 転移酵 素
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と相互作 用することが報告 されている(Fuks et al.,2003)。 免疫 染色 により抗HP1抗 体で 強く染

まるヘテ ロクロマチ ン領 域 には 、G9aが 存在 しない ことが示 され ているが(Tachibana et al.,

2001)、CpGア イランドを有 し、組 織特 異的な発 現様 式を示 すcyclin E遺 伝子座(Geng et al.,

2001)な どのユークロマチン領域 にお いてもHP1が 存在す ることが示 され ている(Nielsen et al.,

2001)。 組 織特 異的遺 伝 子であるbeta-GlobinやPgk-2遺 伝子座 におけるDNAの メチル 化 に

は、クロマチンの構 造 の変 換 に関与 するクロマチン再構築 因子群 に属すLshが 必要 であること

が報告され ている(Dennis et al.,2001)。G9aに よるDNAメ チル化 の誘 導は、未 知 のタンパク質

を含 めた様 々な分 子を介 していると考えられ るが、本章の研 究 による多数 のG9aの 標的座位

同定 によって、この分 子機 構 の解 明が可能 になると考えられ る。

In vitroの 研 究では、G9aがH3-K9とK27の 両方 に対 しジメチル転移活 性を持つ ことが示さ

れ ている(Tachibana et al.,2001)。 本 章の研 究 により、G9aがin vivoで もH3-K27の ジメチル化

に関与す ることを初めて示 した。これ までの免 疫 染色 法 とウェスタンブ ロッティング法を用 いた

実験 では、G9a欠 損ES細 胞 においても核 全体のH3-K27の ジメチル化 のレベル が低 下 しない

ことが示 され てお り(Peters et al.,2003)、 このことからG9aがin vivoで はH3-K27の メチル化 に

関与しないと考 えられてきた。さらに、Xist遺 伝子座 においても、G9aの 欠損 がH3-K9の 低 メチ

ル 化 を引き起 こす が、H3-K27の メチル 化 の レベ ル は 変化 させ ないことが報 告 され ていた

(Rougeulle et al.,2004)。 一方 、G9aが 、ユークロマチン領 域 にお いて、H3-K9の ジメチル化 を

触媒 することは示されてきた(Tachibana et al.,2002;Peters et al.,2003;Xin et al.,2003)。 本 章

の研 究は、G9a欠 損 がH3-K9だ けでなくH3-K27の ジメチル化 レベル を低下 させることを多数

のゲノム座位 において明らか にした。このことから、G9aが 、in vivoに おいて、H3-K9とK27の

両方のメチル 化を触媒 していることが強く示唆 され た。

本 章の 定量的なDNAメ チル 化解 析 により、多くのゲノム座位 にお けるG9a欠 損ES細 胞 の

DNAメ チル化 レベ ルが、野 生型ES細 胞のDNAメ チル化 レベル の約半分 であることを示 した。

さらに、DNA低 メチル化 が生 じたゲノム座 位 では、H3-K9とK27の メチル化 も完全 には消失し

なかった。また、H3-K9とK27メ チル化 レベル の低 下 度合いも個 々の領域 によって異なった。

これ らのことを考 えると、GLP(Tachibana et al.,2005)、ESET(Schultz et al.,2002)、Ezh2(Cao

et al.,2002)な どのG9a以 外のHMTが 、ヒストンメチル化 によりG9aの 機 能 を補 い、不 完全な

DNA脱 メチル 化 が起 きた可能性もある。特 に、GLPはG9aと 同一 のタンパク質複合 体 中に存
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在することが示 されている(Ogawa et al., 2002; Shi et al., 2003; Nishio & Walsh 2004)。 第 二

章において、この仮 説の検 証 を行 なう。

ゲノム上 に散 在す るT-DMRのDNAメ チル 化状 態 によって構成 されるDNAメ チル化プ ロフ

ァイル は、細 胞 や 組 織 の 種類 によって固 有 である(Shiota 2004)。DNAメ チ ル転 移 酵 素1

(Dnmtl)が 主 に反復 配列 のDNAメ チル化 を制御 するのに対 し、Dnmt3aとDnmt3bが 主 に

T―DMRを 含 むCpGア イランドのDNAメ チル 化 を制御 する(Hattori et al., 2004a)。 このことから、

DNAメ チル化プ ロファイル の形成 過程 において、最 終的 にT-DMRのCpG配 列 にメチル基 を

転移す る役者 がDnmt3aとDnmt3bで あると考 えられる。細胞 の分化や発 生過程 のようなDNA

メチル化プロファイル が形 成される過程 では、特異 的なT-DMRに おいてDNAメ チル化 と脱メ

チル化が生 じる。従って、どこのT-DMRにDNAメ チル化 を起こさせるかを決める別 の分 子が

必要となる。Dnmt3aとDnmt3bの 欠損ES細 胞 を用 いたRLGS解 析 では247の ゲノム座位 で

DNAが 低メチル化状 態 となる(Hattori et al., 2004a)。 一方 、G9a欠 損 によりDNA低 メチル 化状

態 となったのは35の ゲノム座 位 だった。この結果 は、G9aの 寄与 により、特定のゲノム座 位 の

DNAメ チル化 が制御 され ていることを示 している。すなわち、G9aは 、「どこのT-DMRにDNA

メチル化を起 こさせるかを決 める役 者」であると考 えられる。
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表1-1 PCR解 析に用いたプライマーとプローブの配列

MS-qPCR法 お よびChlP法 で 用 いたオリゴヌクレオチ ド

バイサルファイトシークエンス法に用いたオリゴヌクレオチド

*MS -qPCR解 析 に用 いた
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図1-1 RLGS法 による、G9a欠 損ES細 胞のDNAメ チル化解析

(A)G9a欠 損ES細 胞のRLGS像 。 赤の楕 円は、 野生型ES細 胞のRLGS像 には存在し

ないが、GLP欠 損ES細 胞のRLGS像 には現れた35個 のスポットの位置を示す
。 数字は、

スポットの番号。(B)G9a欠 損ES細 胞のRLGS像 に出現した35の スポ
ットの周辺のRLGS

像(下 段)と、同じ領域の野生型ES細 胞のRLGS像(上 段)。 矢頭は35個 のスポットを指す。

スポット番 号に付随するR 、Lの 表示は、それぞれ 、R、 左の矢頭;L 、右の矢頭を指す。
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図1-2 Vi-RLGS像

線で囲まれている仮想スポットは、G9a欠 損ES細 胞で出現した35個 のRLGSス ポットに

対応する候補スポット。Vi-RLGS像 中の番号は35個 のスポットの番号である。Vi-RLGS

像の上端と右端 には、それぞれ一次元方向と一次元方向のDNA断 片の移動距離をキロ

塩基対(kbp)と して表示した。 図のVi-RLGS像 の範 囲は、図1-1のRLGS像 に対応す

る範囲である。
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野生 型のDNAメ チル化レペルを100と した時のDNAメ チル化レベル

図1-3MS-qPCR法 による、10箇 所 のG9a標 的Not I部 位 のDNAメ チ ル 化 レベル の解析

(上)野 生型ES細 胞 、G9a欠 損ES細 胞 、G9a欠 損TgES細 胞 のDNAメ チル 化 レベ ル
。

グラフは、3回 の独 立に行なったPCRの 結 果 の平均 ±標 準 誤差 を表示 した
。 野生型ES細

胞 とG9a欠 損ES細 胞 の間(#110、188、282、284、287 、289、290、291、377、p<0.001;#258、

p<0.01)、 野 生型ES細 胞 とG9a欠 損TgES細 胞 の間(#110、188、284、287、289、290 、291、

p<0.001; #282、377、p<0.01;#258、p<0.05, Studentのt検 定)に 有 意 な差 が見られた。(下)

G9a欠 損 による脱メチル 化度 合 い(上 段)と 、G9a欠 損TgES細 胞 におけるメチル化 レベ ル

の 復帰 度合 い(下 段)を 、 野 生型ES細 胞 のDNAメ チ ル 化 レベル を100と した時のそれぞ

れの細 胞 のDNAメ チ ル 化 レベ ル として示 した。
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図1-4 G9a標 的 座 位の 染色 体 上の位 置 を示 す模式 図(A)とG9a標 的 座位 の周 辺100キ ロ

塩 基 対 のゲノム情 報の模 式 図(B)

赤 の 矢頭(A、B)は 、NotI部 位 を示す。 黒 の矢印(B)は 、 遺伝 子 の5'か ら3'へ の

方 向を示 す。Mbp、 メガ塩 基 対。 ゲ ノム情 報 は、2005年3月 のマウスゲ ノム配 列(mm6)

に基 づく。
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図1-5 ChIP法 に よる、G9a標 的 座 位 のH3-K9とH3-K27メ チ ル化 レベルの解 析

(左 列)H3-K9メ チ ル 化 レベ ル。(右 列)H3-K27メ チル 化 レベ ル。 各 細胞 から回収 したクロ

マチンを抗 ジメチルH3-K9抗 体(右 列 、レーン 「K9」)あ るいは抗 ジメチルH3-K27抗 体(左

列 、 レーン 「K27」)も しくは非免 疫 ウサギ由 来のIgG(レ ー ン 「IgG」)を 用 いてクロマチン

免疫 沈 降し、 回収 したDNAをPCR法 に て増 幅 した。Mage-a2遣 伝 子 はコントロ-ル として

用いた既 知のG9a標 的 座位 。PCRの コントロールとして、 免疫 沈 降に用 いたクロマチ ン量の

0.25%か ら回収 したDNAを 増 幅した(レ ー ン 「Input」)。(下 段)イ ンプットDNAの 段 階希

釈(1、1/4、1/16)産 物 をPCRに より増 幅し、 半定 量PCRの コントロールとした。#291座

位 を代 表例 として示した。 バ ンドの下の数 字は 、 インプットのPCRバ ン ドの強 度 に対 す る、

H3-K9とK27メ チ ル化 のバンドの強度 。
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図1-6 G9a標 的座位の周辺のDNAメ チル化とH3-K9とK27メ チル化状態の解析

(A)バ イサルファイトシークエンス法による、#110(a)、291(b)、284(c)座 位のNot I部

位の周辺のDNAメ チル化状態の解析。 最上部に、 各G9a標 的座位の遺伝子構造を模式的

に示した。 上から2番 目の図に、解析対象のCpG部 位の位置を白丸として、模式的に示した。
Notl配 列の2番 目のシトシン塩基(GCGGCCGC)を+1と した。 上から3番 目の図には、野
生型ES細 胞とG9a欠 損ES細 胞のDNAメ チル化状態を示した(黒 丸、メチル化CpG;白 丸、

非メチル化CpG)。 大腸菌から得た各クローンDNA断 片のCpGメ チル化状態の結果を横 一列

に並べてある。 最下段には、 各領域中の総メチル化CpGの 数を総CpG数 で割った値を百分

率で示した。 値は各領域のDNAメ チル化レベルを示す。(次 頁につづく)
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図1-6(つ づ き)

(E)#282座 位 の周 辺 のDNAメ チル 化 、H3-K9お よびK27メ チ ル化 状態。(a)バ イサル ファ

イトシー クエンス法 による、DNAメ チ ル 化状 態 の解 析。 領 域I(-22～+98)に はNot I部 位(+1)

が含 まれ 、 領 域II、III、IVは そ れぞれNot I部 位 からの距 離が 、+920～1128、+2887～3148、

+3938～4155塩 基 対である。 矢頭 により、 これ らの領城 を示 した。(b)ChIP法 に よる、 債 域

II、III、IVのH3-K9お よびK27メ チ ル 化 レベ ル。 バ ンドの 下の数 字は 、 インプットのPCRバ

ン ドの強度 に対 する、H3-K9ま た はK27メ チ ル 化 のバ ンドの 強度
。(c)領 域1、II、III、IV

のDNAメ チ ル化 、H3-K9お よびK27メ チ ル 化 レベル のまとめ
。(上 段)各 領域 のCpG部 位 に

おけるDNAメ チル 化 レベル。(中 、 下段)各 領 域のH3-K9とK27メ チ ル 化レベル 。 領 域Iの

ヒストンメチル 化レベル は 、 図1-5の 結 果 、 傾 域II-IVは(b)の 結 果による
。
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