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緒言 

 

 

1.  序 

 本研究は、タンパク質の翻訳後修飾の１つである O-GlcNAc 修飾の生物学的な

意義を解明するという最終的な目標に向けて遂行した研究である。詳細は後述するが、O-

GlcNAc 修飾には、被修飾部位に関わらずその付加および除去する酵素はそれぞれ単一であ

るという特筆すべき性質がある。こうした O-GlcNAc 修飾の特性のため、その生物学的意義

の全容を解明するためには、個々の O-GlcNAc 修飾をそれぞれ詳細に解析することが不可欠

だと考えられた。そこで、本研究も、O-GlcNAc 修飾が付加される数多くのタンパク質の中

から特定の O-GlcNAc 修飾に絞って解析を行うこととした。近年に O-GlcNAc 修飾が付加す

ることが報告されたタンパク質の１つにヒストンがある。O-GlcNAc 修飾を含め、ヒストン

の翻訳後修飾は特にヒストン修飾と呼ばれる。ヒストンは真核生物の核内において DNA と

共にヌクレオソームと呼ばれる複合体を構成することなどから、ヒストン修飾は遺伝子発

現制御様式の一種であるエピジェネティクスの主な構成要素とされている。このことから、

数多存在するタンパク質の O-GlcNAc 修飾の中でも、とりわけヒストンの O-GlcNAc 修飾は

エピジェネティクス因子としての働きが期待される。しかしそれと同時に、ヒストン O-

GlcNAc 修飾は、その特性や機能がほとんど明らかでない O-GlcNAc 修飾の 1 つでもある。

以上のことから、本研究ではヒストン O-GlcNAc 修飾に焦点を当てることとした。 

 

以下、本研究で主に扱うヒストン O-GlcNAc 修飾について理解するために重要

な概念 (エピジェネティクス、ヌクレオソーム、コアヒストン、ヒストン修飾、O-GlcNAc 修

飾など)について順に説明する。次いで、ヒストン O-GlcNAc 修飾全般についてこれまでに

明らかになっていることを述べた上で、ヒストン O-GlcNAc 修飾を含めた O-GlcNAc 修飾研

究の課題とその課題を見据えて行った本研究について概説する。 
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2.  エピジェネティクス 

「エピジェネティクス」は、「DNA の塩基配列の変化を伴わず、娘細胞あるい

は子孫へと継承される遺伝子発現変化を制御する仕組み、およびそれを研究する学問」であ

る (Goldberg et al., 2007; Riggs et al., 1996)。真核生物においてゲノム DNA は、基本的にヒス

トンタンパク質の複合体に巻き付いて、クロマチンと呼ばれる高次構造を形成して存在す

る (Koyama and Kurumizaka, 2018)。エピジェネティクスの主な担い手は、DNA のメチル化、

および多種多様なヒストンの翻訳後修飾であり、これらがクロマチン構造を変化させるこ

とで、細胞固有の遺伝子発現パターンの成立、DNA 修復、およびトランスポゾンの抑制に

よるゲノムの安定化などに関与する (Kakutani et al., 1996; Kato et al., 2003; Klose and Bird, 

2006; Miura et al., 2001; Singer et al., 2001)。その他のエピジェネティクスの担い手には、ヒス

トン・バリアントや、ポリコーム群タンパク質、ノンコーディング RNA などが報告されて

いる (Biterge and Schneider, 2014; Clapier and Cairns, 2009; Hoghoughi et al., 2017; Meister, 2013; 

Schuettengruber et al., 2017)。DNA メチル化やヒストンの翻訳後修飾などによるエピジェネ

ティック制御機構は、同じ遺伝情報を持つ細胞が、個体内において組織や細胞固有の機能を

発揮、維持するために必要不可欠な機構であり、すべての生命現象の基盤ともいうことがで

きる。 

 

 

3.  ヌクレオソーム 

 クロマチンの構造単位であるヌクレオソームは、生物種を超えてアミノ酸配

列が極めてよく保存されている 4 種のコアヒストン (H2A, H2B, H3, H4) からなるヒストン

8 量体と、それに巻き付いて存在する 145~147 塩基長の DNA によって構成されており、さ

らにそれらがリンカーDNA で結ばれている (Davey et al., 2002; Koyama and Kurumizaka, 

2018; Luger et al., 1997; Makde et al., 2010; Ong et al., 2007; Richmond and Davey, 2003; Simpson, 

1978)。ヒストン 8 量体は、H2A と H2B による 2 量体が 2 つと、H3 と H4 それぞれ 2 つず

つから形成される 4 量体が 1 つ組み合わさり形成されている  (図 P-1) (Eickbush and 

Moudrianakis, 1978; Tachiwana et al., 2010)。 
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4.  コアヒストン 

各コアヒストンには、異なる遺伝子にコードされ、アミノ酸配列がわずかに異

なるが機能には差異が確認されていないサブタイプが存在し、これらはヒストン・アイソフ

ォームと呼ばれている (Hayakawa et al., 2017; Hirosawa et al., 2016)。例えばマウスでは、ゲ

ノム上に 18 コピーの H2A 遺伝子が存在し、9 種類の H2A アイソフォームがコードされて

いる。一方で、H4 遺伝子はゲノム上に 13 コピー存在するが、コードされる H4 タンパク質

のアミノ酸配列は全て同一である (図 P-2)。さらにコアヒストンには、ヒストン・バリアン

トと呼ばれる、アミノ酸配列の違いに加え、機能も異なると考えられているサブタイプも存

在する。例えば H2A においては、H2A.X、H2A.Z、H2A.Bbd、および MacroH2A などが報告

されている (Bönisch and Hake, 2012)。いくつかのヒストン・バリアントは、DNA 修復や転

写活性の制御に関与し、エピジェネティクスにおいて重要な役割を果たしていると考えら

れている (Biterge and Schneider, 2014)。H2B および H3 にも、精巣特異的な testis-H2B や遺

伝子転写促進に関与すると考えられている H3.3 などのヒストン・バリアントが以前より報

告されていた (Biterge and Schneider, 2014; Buschbeck and Hake, 2017; Hoghoughi et al., 2017; 

Koyama and Kurumizaka, 2018; Malik and Henikoff, 2003; Talbert and Henikoff, 2010)。一方、H4 に

はバリアントが存在しないとされていたが、近年、ヒト科動物特異的な H4 のヒストン・バ

リアントが報告された (Long et al., 2019; Pang et al., 2020)。 

 

 

5.  ヒストン修飾 

多種多様な分子が様々なコアヒストン、およびヒストン・バリアント上のアミ

ノ酸残基に付加する現象は、一般にヒストン修飾と呼ばれ、ヌクレオソームの構造を直接的

ないしは間接的に制御する、主要なエピジェネティクスの 1 つである (Tessarz and Kouzarides, 

2014; Zentner and Henikoff, 2013)。代表的なヒストン修飾に、メチル化 (me)やアセチル化 (ac)、

リン酸化 (ph)、モノユビキチン化 (ub)などがある (図 P-3) (Gräff and Tsai, 2013; Hirosawa et al., 

2018; Jambhekar et al., 2019; Rossetto et al., 2012; Sabari et al., 2017; Weake and Workman, 2008)。 
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ヒストンメチル化修飾は、リシン (Lys, K)およびアルギニン (Arg, R)残基に付

加される修飾である。リシン残基のメチル化には、モノメチル化 (me1)、ジメチル化 (me2)、

およびトリメチル化 (me3)の 3 つの状態が存在する (図 P-3a) (Black et al., 2012; Hyun et al., 

2017; Jambhekar et al., 2019)。また、アルギニン残基のメチル化にも、モノメチル化、非対称

的ジメチル化 (me2a)、および対称的ジメチル化 (me2s)の 3 つの状態が存在する (図 P-3b) 

(Blanc and Richard, 2017; Guccione and Richard, 2019; Jambhekar et al., 2019)。ヒストンメチル

化修飾は、標的アミノ酸のヒストン部位やメチル化修飾状態によって異なる機能を持つこ

とが知られている。例えば、H3 の N 末端から 4 番目のアミノ酸であるリシン (K4)のモノ

メチル化、ジメチル化、およびトリメチル化 (H3K4me1/2/3、以下同様に省略して記す)は、

転写が活発な遺伝子領域近傍に存在し、転写の促進に関与するとされている (Black et al., 

2012; Hyun et al., 2017; Jambhekar et al., 2019; Santos-Rosa et al., 2002)。一方で、ヘテロクロマチ

ンに存在する代表的なヒストン修飾である H3K9me2/3 や H3K27me3 は、遺伝子の転写抑制

に関与することが報告されている (Black et al., 2012; Hyun et al., 2017; Jambhekar et al., 2019; 

Nakayama et al., 2001; Wang et al., 2003)。 

 

ヒストンアセチル化修飾は、ヒストンのリシン残基に付加される修飾である 

(図 P-3c) (Grunstein, 1997; Gräff and Tsai, 2013; Sabari et al., 2017; Verdin and Ott, 2015)。リシン残

基の持つ正電荷がアセチル化によって打ち消されることでDNAとヒストンの結合が弱まる

ので、メチル化とは異なり、修飾部位に関わらずほぼ全てのヒストンアセチル化修飾が遺伝

子の活性化に関与することが知られている (Gräff and Tsai, 2013; Sabari et al., 2017; Verdin and 

Ott, 2015)。 

 

ヒストンリン酸化修飾は、セリン (Ser, S)あるいはスレオニン (Thr, T)残基に

付加される修飾であり、遺伝子の活性化に関与している (図 P-3d) (Anest et al., 2003; Maile et 

al., 2004; Rossetto et al., 2012)。また、H3S10ph や H3T28ph、H3T32ph などは遺伝子の活性化

に関与するだけでなく、細胞分裂に寄与することが知られている (Caperta et al., 2008; Pérez-

Cadahía et al., 2009; Rossetto et al., 2012)。この他に重要なヒストンリン酸化修飾として、H2A

のバリアントである H2A.X のリン酸化 (H2A.XS139ph)がある。この修飾を持つ H2A.X は

γ-H2A.X と呼ばれ、DNA の二本鎖切断が生じた際に多く発現し、修復タンパク質を引き寄
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せる役割を担うことで、DNA 修復に関与すると考えられている (Paull et al., 2000; Rogakou 

et al., 1998; Rossetto et al., 2012)。 

 

ヒストンモノユビキチン化修飾は、ユビキチンの C 末端のグリシン (Gly)残基

を介して、リシン残基に付加される修飾である (図 P-3e) (Kulathu and Komander, 2012; Weake 

and Workman, 2008)。修飾部位によって役割が異なり、H2AK119ub は基本的に転写活性を抑

制し、H2BK120ub は転写活性を促進すると考えられている (Wang et al., 2004; Weake and 

Workman, 2008; Zhu et al., 2005)。また、H3K14/18/23ub には DNA メチル化酵素の 1 つであ

る Dnmt1 が結合し、そのメチル化酵素活性を増大させることで DNA メチル化パターンの

維持に寄与することが報告されている (Ishiyama et al., 2017; Nishiyama et al., 2020; Qin et al., 

2015)。 

 

以上の様に従来から研究されてきた、メチル化修飾やアセチル化修飾などと

比べるとより近年になって、ヒストンの O-結合型 N-アセチルグルコサミン(O-GlcNAc)化修

飾 (Gc)が報告された (Sakabe et al., 2010)。 

 

 

6.  O-GlcNAc 修飾 

O-GlcNAc 修飾は、タンパク質のセリンあるいはスレオニン残基に、単糖の 1

つである GlcNAc が O-結合型に付加するタンパク質翻訳後修飾の 1 つである (図 P-4) (Bond 

and Hanover, 2015; Hanover et al., 2012; Hardivillé and Hart, 2014)。O-GlcNAc 修飾を付加、および

除去する酵素は、O-GlcNAc 転移酵素 (O-GlcNAc transferase, OGT)と O-GlcNAc 除去酵素 (O-

GlcNAcase, OGA) のそれぞれ 1 つずつしか存在しないため、可逆的な O-GlcNAc 修飾の付

加と除去は、OGT と OGA のみで行われている (Bond and Hanover, 2015; Hanover et al., 2012; 

Hardivillé and Hart, 2014; Hart, 2019; Tan et al., 2017; Yang and Qian, 2017)。 

 

OGT ノックアウトマウスは胎生致死であり、OGT ノックアウト胚性幹細胞 

(Embryonic stem cell, ES 細胞)は樹立できず、ES 細胞で OGT をノックダウンすると分化が促
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進される (Miura et al., 2018; O'Donnell et al., 2004; Shafi et al., 2000)。一方、OGA ノックアウ

トマウスでは発生の遅れと高い新生子致死性が認められ、OGA ノックアウト ES 細胞は樹

立できるが、分化能に異常が見られることなどが報告されている (Olivier-Van Stichelen et al., 

2017)。これらのことから、O-GlcNAc 修飾の制御は初期胚や多能性幹細胞の未分化維持、分

化制御、および生存に重要だと考えられている (Jang et al., 2012; Miura and Nishihara, 2016; 

Sharma et al., 2018)。 

 

O-GlcNAc 修飾の基質である UDP-GlcNAc は、細胞に取り込まれたグルコース

の一部が代謝されるヘキソサミン合成経路 (Hexosamine biosynthetic pathway, HBP)の代謝産

物であるが、グルコースの他にグルタミンやアセチル CoA、ATP、ウリジンの一部も UDP-

GlcNAc の合成に用いられることから、O-GlcNAc 修飾は HBP で代謝されるグルコースは勿

論のこと、アミノ酸や脂質、核酸といった様々な栄養因子に応答性を持つ栄養センサーとし

ての働きを有すると考えられている (図 P-5) (Bond and Hanover, 2015; Hanover et al., 2012; 

Hardivillé and Hart, 2014; Hart, 2019; McClain, 2002; McClain and Crook, 1996; Tan et al., 2017; 

Yang and Qian, 2017)。実際に、様々なタンパク質の O-GlcNAc 修飾量が、線維芽細胞や心筋

細胞、膵管上皮細胞などにおいて細胞外グルコース濃度と正の相関を示すことが報告され

ている (Durning et al., 2016; Goldberg et al., 2006; Hu et al., 2019; Hu et al., 2009; Parker et al., 

2003; Walgren et al., 2003)。さらに、OGT やタンパク質の O-GlcNAc 修飾が、細胞外栄養状

態に応答した遺伝子の発現制御に関与することや、細胞のインスリン抵抗性の獲得に寄与

することが示唆されており、O-GlcNAc 修飾は糖尿病をはじめとした代謝性疾患と密接に関

与すると指摘されている(Bond and Hanover, 2015; Butkinaree et al., 2010; Durning et al., 2016; 

Hanover et al., 2012; Hardivillé and Hart, 2016; Hart, 2019; Lagerlöf et al., 2016; Ruan et al., 2017; 

Ruan et al., 2013)。この他に、細胞のがん化や、がん細胞の異常な代謝や増殖に、OGT、およ

びタンパク質 O-GlcNAc 修飾が関与することも報告されている (de Queiroz et al., 2014; 

Fardini et al., 2013; Forma et al., 2014; Park et al., 2017; Peng et al., 2017)。 

 

O-GlcNAc 修飾がリン酸化修飾と同じくセリン／スレオニン残基に付加され

る修飾であることを根拠に、これらの修飾は拮抗する関係にあると考えられており、実際に

O-GlcNAc 修飾が同一あるいは近傍に位置するアミノ酸残基のリン酸化を阻害することが
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報告されている (Miura et al., 2018; Tan et al., 2017; Wang et al., 2008; Wang et al., 2007; Wang et 

al., 2010)。この２つの修飾の拮抗関係は、Yin-Yang の関係と呼ばれ、O-GlcNAc 修飾の主要

な作用機序の 1 つと考えられている。 

 

動物では、少なくとも真正後生動物において OGT、OGA、および O-GlcNAc

化タンパク質が存在することが報告されている (Selvan et al., 2015)。動物以外の生物種にお

いて、真菌では、機能を持った OGT、および O-GlcNAc 化タンパク質を有する種と有さな

い種のどちらも存在することが示唆されている  (Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997; 

Nakanishi et al., 2017; Oh et al., 2016)。また、植物では、OGA は未発見であるが、OGT と O-

GlcNAc 化タンパク質が発見されている (Hartweck et al., 2002; Thornton et al., 1999)。これま

でにヒストンを含め数百以上のタンパク質において O-GlcNAc 修飾の付加が確認されてい

る (Bond and Hanover, 2015; Hart, 2019; Sakabe et al., 2010; Yang and Qian, 2017)。 

 

 

7.  ヒストン O-GlcNAc 修飾 

現在までに報告されたヒストン O-GlcNAc 修飾は、H2AS40Gc、H2AT101Gc、

H2A.XT101Gc、H2A.XS139Gc、H2BS36Gc、H2BT52Gc、H2BS55Gc、H2BS56Gc、H2BS64Gc、

H2BS91Gc、H2BS112Gc、H2BS123Gc、H3S10Gc、H3T32Gc、H3.3T80Gc、および H4S47Gc

の計 16 種類である (図 P-6) (Chen and Yu, 2016; Fong et al., 2012; Fujiki et al., 2011; Hahne and 

Kuster, 2012; Hirosawa et al., 2018; Hirosawa et al., 2016; Sakabe et al., 2010; Schouppe et al., 2011; 

Zhang et al., 2011)。このように、全てのコアヒストンはもとより、H2A.X や H3.3 といった

ヒストン・バリアント上においても O-GlcNAc 修飾が報告されている。しかしながら、特異

抗体をはじめとしたヒストン O-GlcNAc 修飾の研究ツールがほとんど得られていないこと

を主な要因として、H2AS40、および H2BS112 以外の部位の O-GlcNAc 修飾に関しては、発

見の報告のみに留まり、さらなる機能解析は報告されていない。 
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8.  本研究の目的と内容 

 以上のように、O-GlcNAc 修飾には、いかなるタンパク質の O-GlcNAc 修飾も、

その付加と除去を担う酵素がそれぞれ OGT と OGA に限られるという特徴がある。しかし、

OGT や OGA の基質・部位特異性を含む、O-GlcNAc 修飾の付加と除去の制御機構について

は未だほとんど明らかにされていない。また、OGT/OGA の機能阻害や過剰発現は多岐にわ

たる基質タンパク質の O-GlcNAc 修飾に影響を及ぼすため、タンパク質の O-GlcNAc 修飾が

もつ生理的機能に関する理解も遅れている。 

 

 O-GlcNAc 修飾の生理的機能を理解するためには、様々な O-GlcNAc 修飾を一

括りにした解析では限界があり、特定のタンパク質の、特定のアミノ酸残基の O-GlcNAc 修

飾に焦点を絞った解析が必要不可欠である。そこで私は、ヒストンの O-GlcNAc 修飾に着目

することとした。ヒストンの O-GlcNAc は、タンパク質の O-GlcNAc 修飾の中でもとりわけ

機能解析が進展していないが、栄養応答と遺伝子発現を直結する可能性のある、エピジェネ

ティクス制御機構としての働きが期待される。本研究では、ヒストン O-GlcNAc 修飾研究、

さらにはタンパク質の O-GlcNAc 修飾の研究進展のため、新規ヒストン O-GlcNAc 修飾の研

究ツールを確立すること、およびその確立されたツールを用いてヒストン O-GlcNAc 修飾の

特性や機能を明らかにすることを目的とした。 

 

第 1 章では、当研究室で発見・報告したヒストン O-GlcNAc 修飾である

H2AS40Gc に注目し、共同研究グループによる任意の位置が O-GlcNAc 化されたタンパク質

の人工合成法を用いて合成された H2S40Gc 化ヒストンを用い、ヌクレオソームの in vitro 再

構成系による生化学的な解析を行った。第 2 章では、ヒストン O-GlcNAc 修飾の機能解析に

非常に有用なツールである、新たなヒストン O-GlcNAc 修飾特異抗体の樹立を試み、獲得し

た抗体の特性解析から、新規ヒストン O-GlcNAc 修飾を同定した。さらに第 3 章では、前半

部において、固定したクロマチンを用いた免疫沈降であるクロマチン免疫沈降 (ChIP)と網

羅的な DNA シークエンスを組み合わせた解析法である ChIP-seq を、前章で獲得した抗体を

用いて行い、新規 O-GlcNAc 修飾が付加されたヌクレオソームのゲノム上における局在領域

を解析した。後半部においては、同じく獲得した抗体を用いた解析によって、当該修飾につ
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いて細胞外グルコース濃度に対する応答性を検証した。 
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図 P-1 

 

図 P-1  ヌクレオソームの構造と模式図 

 

(a) ヌクレオソームの X 線結晶構造。構造データは日本蛋白質構造データバンク（Protein 

Data Bank Japan, PDBj）(https://pdbj.org)より取得した (PDB ID: 3afa, The human nucleosome 

structure) (Tachiwana et al., 2010) 。DNA、ヒストン H2A、H2B、H3、および H4 を、黒、赤、

青、緑、および黄色でそれぞれ色付けをした。 

(b) (a)のヌクレオソームの結晶構造の模式図。色は(a)に準ずる。 

(c) (b)のヌクレオソームを側面より見た模式図。

https://pdbj.org/
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図 P-2 

 

 

図 P-2  マウスのヒストン H2Aおよび H4遺伝子の一覧 

 

(a) マウスにおいて報告されている全 H2A 遺伝子と、コードされているアミノ酸配列の一

部。アミノ酸配列は、各 H2A 遺伝子がコードするアミノ酸配列のうち、N 末端より 40 番目

のアミノ酸残基を中心に 15 アミノ酸残基を示している。 H2ASer40 は赤字で示した。アミ

ノ酸配列の異なるもの同士がアイソフォームの関係性となる。同一のアイソフォームに分

類される遺伝子名は同一色となるように色分けし、9 種類の H2A アイソフォームの分類を

示した。 
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(b) 全 H4 遺伝子にコードされているアミノ酸配列の一部。アミノ酸配列は、各遺伝子がコ

ードするアミノ酸配列のうち、H4 の N 末端より#番目のアミノ酸残基を中心に 15 アミノ酸

残基を示している。H4#を赤字で示した。各アミノ酸配列は、Ensembl genome database 

(http://www.ensembl.org)を参照した。 

 

(※図 P-2b (2020 年 12 月提出版の論文中での図 S-P2b に相当)は、学術論文として発表予定

の内容に一部抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

  

http://www.ensembl.org/
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図 P-3 
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図 P-3  代表的なタンパク質翻訳後修飾の概要図 

 

リシン残基のメチル化修飾 (a)、アルギニン残基のメチル化修飾 (b)、アセチル化修飾 (c)、

リン酸化修飾 (d)、およびユビキチン化修飾 (e)の概要図。ユビキチンの構造データは PDBj 

(https://pdbj.org)より取得した (PDB ID: 1ubq, STRUCTURE OF UBIQUITIN REFINED AT 1.8 

ANGSTROMS RESOLUTION) (Vijay-Kumar et al., 1987)。 

 

  

https://pdbj.org/
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図 P-4 

 

 

図 P-4  O-GlcNAc 修飾の概要図 

 

(a) GlcNAc (正式名称: N-アセチル-D-グルコサミン, 組成式: C8H15NO6, 分子量: 221.2078) の

構造式。GlcNAc は、六炭糖およびアミノ糖の一種である。図および GlcNAc の情報は、Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; https://www.kegg.jp)の GlcNAc の頁 (C00140)を参

照した。 

(b) O-GlcNAc 修飾の概要図。O-GlcNAc 修飾は、タンパク質に含まれる Ser あるいは Thr 残

基の側鎖に含まれるヒドロキシ基と、GlcNAc の 1 位の炭素原子に付加されているヒドロキ

シ基が反応し、O-結合型に結合するヒストンをはじめとしたタンパク質翻訳語修飾の 1 つ

である。 

 

 

  

https://www.kegg.jp/
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図 P-5 

 

 

図 P-5  O-GlcNAc 修飾の栄養応答性 

 

HBP を介した Glucose の代謝とタンパク質への O-GlcNAc 修飾の付加、および除去の概要。

O-GlcNAc 修飾の基質である UDP-GlcNAc は、グルコースの一部が代謝される HBP の産物

である。UDP-GlcNAc 合成の過程でウリジン、ATP、グルタミン、およびアセチル CoA（そ

れぞれの由来を異なる色で示す）が用いられることから、O-GlcNAc 修飾は栄養センサーと

しての働きがあると考えられている。UDP-GlcNAc の GlcNAc 残基は OGT によってタンパ

ク質の Ser あるいは Thr の側鎖のヒドロキシ基に付加される。一方で、タンパク質 O-GlcNAc

修飾は、OGA による加水分解で除去される。 
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図 P-6 

 

 

図 P-6  各コアヒストンのアミノ酸配列と現在までに発見されたヒストン O-GlcNAc 修飾 

 

O-GlcNAc 付加が報告されているアミノ酸残基を、各コアヒストンのアミノ酸配列上に太字

で示す。H2A および H3 のバリアントである H2A.X と H3.3 の、O-GlcNAc 修飾が報告され

ているアミノ酸残基については、それぞれ H2A および H3 のアミノ酸配列下部に示した。
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図に示すアミノ酸配列は、マウスの H2A3a、H2B3a、H31a、および H41a のものを示してい

る (Ensembl genome database, http://www.ensembl.org を参照)。 

 

 

  

http://www.ensembl.org/
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第 1 章 

 

合成 S40Gc 化 H2A を用いたヌクレオソーム再構成と

H2AS40Gc 含有ヌクレオソームを用いた生化学的解析 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 

あるいは刊行内容に関わるため公表できない。 

（5 年以内に出版予定） 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 

 

新規ヒストン O-GlcNAc 修飾 H4#Gc 特異抗体の樹立と 

当該抗体の特性解析 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 

あるいは刊行内容に関わるため公表できない。 

（5 年以内に出版予定） 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3 章 

 

新規ヒストン O-GlcNAc 修飾 H4#Gc の局在ゲノム領域と

細胞外グルコース濃度に対する応答性の解析 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 

あるいは刊行内容に関わるため公表できない。 

（5 年以内に出版予定） 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

総合討論 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 

あるいは刊行内容に関わるため公表できない。 

（5 年以内に出版予定） 
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材料と方法 

 

 

(特記事項) 

特に記載がない限り、試薬は富士フィルム 和光純薬株式会社 (旧：和光純薬

工業株式会社)より購入した。プライマーは Sigma-Aldrich Japan または FASMAC より購入し

た。用いた抗体の情報、プライマーの塩基配列、合成ペプチドの配列、および公開シーケン

スデータの情報は、表にまとめて記した [表 M-1 抗体の情報、表 M-2 プライマーの情報、

表 M-3 合成ペプチドの情報、表 M-4 用いた公開シーケンスデータの情報 (ChIP-seq)、表 M-

5 用いた公開シーケンスデータの情報(ChIP-seq 以外)]。 

 

 

I. 用いた培養細胞とその培養法 

mES 細胞、mTS 細胞、hiPS 細胞、および HeLa 細胞の培養は、CO2 インキュ

ベータ (SANYO)を用いて、37℃、5% CO2 条件下で行った。Sf9 細胞の培養はインキュベー

タ (SANYO)を用いて、27℃の条件下で行った。培養には全て培養皿を使用した。使用した

培養皿は、特に記載がない場合、100 mm 培養皿 (日本ジェネティクス)であり、培地量を 10 

ml として用いた。 

 

 

(1) mES 細胞の培養 

1-i. mES 細胞の未分化維持培養 

本研究で用いた mES 細胞株は、129S4/SvJae マウス胚盤胞期胚由来の ES-J1 株

であり、American Type Culture Collection (ATCC)より購入した。mES 細胞の培養には、通常

時は 100 mm ゼラチンコート培養皿を用いた。Gelatin from porcine skin (Sigma-Aldrich Japan)

を 0.1% w/v となるように MilliQ 水に溶解し、オートクレーブで滅菌したものを用いて、100 

mm ゼラチンコート培養皿を作製した。mES 細胞用培地は、通常時では、終濃度が 15% FBS 
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(BIOWEST)、1% Penicillin-Streptomycin Solution (x100)、0.1 mM 2-Mercaptoethanol、2 mM L-

Glutamine、1 mM Sodium Pyruvate、1% MEM Non-essential Amino Acid Solution となるように

調整した DMEM (high glucose)を用いた。グルコース濃度を変えて培養する際には、通常培

養用の培地と同じ終濃度で各サプリメントを添加した DMEM (no glucose)を、45% D-(+)-

Glucose Solution(Sigma-Aldrich Japan)を用いて 1 mM、5 mM、10 mM、および 25 mM グルコ

ース濃度となるように調整した上で用いた。mES 細胞を未分化状態に保つため、終濃度が

1,500 U/ml となるように白血病抑制因子 (leukemia inhibitory factor, LIF) (オリエンタル酵母)

を加えた。 

 

播種した日を 0 日とし、1 日目に培地交換、2 日目に継代を行った。その後は

コンフルエントにならないよう、2 日おきに継代を行った。継代の際には、1 x 106 個の細胞

を 10 ml の培地中に懸濁し、各培養皿に播種した。培養した細胞は、0.05% Trypsin-1 mM 

ethylene-diamine-tetraacetic acid (EDTA) in PBS (-) (Trypsin-EDTA(Invitrogen)、PBS (-) (PBS (-)

の組成 : 137 mM sodium chloride, 2.7 mM potassium chloride, 10 mM di-Sodium hydrogen 

phosphate, 1.8 mM potassium dihydrogen-phosphate)、EDTA-4Na を用いて作製)を用いて培養皿

から細胞をはがして回収し、使用するまで-80℃で凍結保存した。 

 

 

1-ii. mES 細胞への強制発現ベクターの遺伝子導入 

mES 細胞への強制発現ベクターの遺伝子導入の際には、培養皿は 6 well 培養

皿 (NUNC) (0～2 日目)および 100 mm 培養皿 (2～4 日目)を用い、試薬は Lipofectamine 2000 

(Thermo fisher)および Opti MEM (gibco)を用いて行った。6 well 培養皿および 100 mm 培養皿

は、0.1% w/v ゼラチン溶液を用いてゼラチンコート処理をした上で用いた。6 well 培養皿

に 1 well あたり 2 x 105 個の mES 細胞を通常培養時の mES 細胞用培地 (LIF 添加) 2 ml に懸

濁して播種した。1 日後 (1 日目)に、PBS (-)で 2 回洗浄した上で、1 well あたり 4 µg の強制

発現ベクター、および 5 µl の Lipofectamine 2000 を含んだ 500 µl の Opti MEM を加えて、強

制発現ベクターの遺伝子導入を行った。CO2 インキュベータに 4 時間静置した後、各 dish

の Opti MEM を除去後、終濃度が 15% FBS、0.1 mM 2-Mercaptoethanol、2 mM L-Glutamine、

1 mM Sodium Pyruvate、1% MEM Non-essential Amino Acid Solution となるように調整した、 
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Penicillin/Streptomycin free の DMEM (high glucose)を 1 well あたり LIF を添加した上で 2 ml

加えた。2 日目に 2 well 分の細胞を 1 つにまとめて、1,500 U/ml の LIF および 2 µg/ml の

puromycin を含んだ 10 ml の通常培養時の mES 細胞用培地に懸濁し、100 mm 培養皿 1 枚に

播種した。3 日目に培地交換を行い、同じく LIF、および 2 µg/ml の puromycin を含んだ 10 

ml の通常培養時の mES 細胞用培地中で培養した。4 日目に 0.05% Trypsin-1 mM EDTA in PBS 

(-)を用いて培養皿より細胞を剥離した。剥離した細胞を 1 つにまとめて 10 ml の mES 細胞

用の培地に懸濁した。細胞懸濁液 10 µl と trypan blue (Invitrogen)10 µl をよく混合し、うち 10 

µl を用いて Countess (invitrogen)により生細胞数および生細胞の割合を測定した。残りの細

胞は、使用するまで-80℃で凍結保存した。 

 

 

(2) mTS 細胞の未分化維持培養 

本研究で用いた mTS 細胞株は、当研究室で樹立された C57BL/6N マウス胚盤

胞期胚 (胚性 3.5 日)由来の TS-#4 株である。TS 細胞の培養には、通常時は 100 mm 培養皿

を用いた。TS 細胞用培地は、通常時では終濃度が 20% FBS (BIOWEST)、1% Penicillin-

Streptomycin Solution (x100)、0.1 mM 2-Mercaptoethanol、2 mM L-Glutamine、1 mM Sodium 

Pyruvate となるように調整した RPMI-1640 (high glucose)を用いた。グルコース濃度を変えて

培養する際には、通常培養用の培地と同じ終濃度で各サプリメントを添加した RPMI-1640 

(no glucose)を、45% D-(+)-Glucose Solution を用いて 1 mM、5 mM、11 mM、および 25 mM 

グルコース濃度となるように調整した上で用いた。TS 細胞を未分化状態に保つため、終濃

度がそれぞれ 25 µg/ml FGF4、10 ng/ml Activin A (R＆D)、および、1 µg/ml Heparin (Sigma-

Aldrich Japan)となるように添加した。 

 

播種した日を 0 日とし、1 日目に培地交換、2 日目に継代を行った。その後は

コンフルエントにならないよう、継代してから 2日目に培地交換し、4日目に継代を行った。

継代の際には、1 x 105 個の細胞を 10 ml の培地中に懸濁し、各培養皿に播種した。培養した

細胞は、0.05% Trypsin-1 mM EDTA in PBS (-)を用いて培養皿から細胞を剥離してから回収し、

使用するまで-80℃で凍結保存した。 
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(3) hiPS 細胞の培養 

 本研究で用いた hiPS 細胞は、京都大学再生医科学研究所 (現 ウイルス・再生

医科学研究所)の山中伸弥教授のグループによって樹立された 201B7 株であり、文部科学省

の National Bio Resource Project (NBRP)を通じて、理化学研究所バイオリソース研究センタ

ー (RIKEN BRC)より提供を受けた (Takahashi et al., 2007)。hiPS 細胞用培地は、ReproStem

培地 (ReproCELL, Japan)を用いた。また、未分化状態を維持するため、hiPS 細胞は単層の

mitomycin C 処理された STO/Neo resistant/LIF (SNL)フィーダー細胞上で培養し、終濃度が 5 

ng/mL となるように bFGF を培地に加えた。培養皿は特に記載がない限り、60 mm 培養皿 

(FALCON)を使用した。 

 

hiPS 細胞を播種する前日に、約 5×105 個 (60 mm 培養皿)あるいは約 1.5×106

個 (100 mm 培養皿)の SNL フィーダー細胞を培養皿に播種した。SNL フィーダー細胞の培

地 (フィーダー培地)は、終濃度が 10% FBS、2 mM L-Glutamine、1% Penicillin-Streptomycin 

Solution (x100)となるように調整した DMEM (high glucose)を用いた。フィーダー培地を除去

後、hiPS 細胞用培地と共に hiPS 細胞を播種した。培地交換は毎日行い、細胞継代は約 3 日

おきに行った。hiPS 細胞剥離液は、20% knockout serum replacement (KSR) (Thermo), 0.25% 

trypsin, 1 mg/mL collagenase IV, 1 mM CaCl2 in PBS (-)溶液を使用した。細胞播種時は、継代前

の約 1/3 相当量の hiPS 細胞を培養皿に播種をした。 

 

 

(4) HeLa 細胞の培養 

HeLa 細胞は、ATCC より購入した。HeLa 細胞用培地は、10% FBS、2 mM L-

Glutamine、1 mM Sodium Pyruvate、1% MEM Non-essential Amino Acid となるように調整した

DMEM (high glucose)を用いた。mES 細胞の継代方法と同様の手順で 4 日おきに継代し、細

胞播種時に 60%コンフルエントになるように、HeLa 細胞を 100 mm 培養皿に播種をした。 
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(5) Sf9 細胞の培養 

Sf9 細胞は、Gibco より購入した。Sf9 細胞用培地は、FBS が 10%の終濃度に

なるように加えた Grace insect medium (GIBCO)を用いた。HeLa 細胞と同じく、約 4 日でコ

ンフルエントになる。コンフルエントになった際に継代を行った。細胞をはがすときは、培

地を取り除いた後、培養液で培養皿を洗い流すようにかけて、浮いてきた Sf9 細胞を遠沈管

に回収した。mES 細胞、および HeLa 細胞の継代の方法と同様の手順で継代し、細胞播種時

に 80%コンフルエントになるように、Sf9 細胞を 100 mm 培養皿に播種した。 

 

 

(6) hES 細胞について 

 本研究の ChIP-seq で使用した hES 細胞のクロマチンは、H9 株の hES 細胞由

来である。細胞より抽出され、固定化されたクロマチンを、ウィスコンシン州立大学マジソ

ン校の鈴木正敏博士より分与いただいた。 

 

 

II. 用いた動物の情報 

ネッタイツメガエル (Xenopus tropicalis) の肝臓は、東京大学大学院理学系研

究科分子生物学研究室の平良眞規博士と山元孝佳博士より分与していただいた。ゼブラフ

ィッシュ (Danio rerio) は、慶應義塾大学の牧野伸司博士と榎本博一博士より分与していた

だいた。X. tropicalis の肝臓は、解剖用ハサミを用いて細かく切り、2 ml tube に取り分け、

液体窒素で凍結し、使用するまで-30℃で保存した。D. rerio は、1 匹ずつ 2 ml tube 内に入

れ、液体窒素で凍結し、使用するまで-30℃で保存した。 
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III. ヒストン O-GlcNAc 修飾に対する新規特異抗体の作製 

抗体産生細胞の作製、ELISA による 1 次スクリーニング、抗体産生細胞のク

ローニング、抗体のサブタイプの同定、および H4#GP カラムの作製はジェノスタッフ株式

会社に依頼した。抗体産生の抗原や ELISA などで使用する各合成糖付加ペプチド (Glyco 

Peptides, GP) 、および合成糖非付加ペプチド (Naked Peptides, NP)については、ペプチド研

究所に作製を依頼した。本研究で使用した Glyco Peptides および Naked Peptides の配列は表

にまとめて記した (表 M-3)。 

 

 

(1) 抗体産生細胞クローンの作製と ELISA による 1 次スクリーニング (※外部委託) 

4 種類の Glyco Peptides を抗原、GST をキャリアーとして、マウス由来の抗体

産生細胞クローンを作製した。作製に用いたマウスの系統は BALB/cA であり、ミエローマ

細胞株は P3U1 である。作製した抗体産生細胞クローン由来の培養上清を、抗原に用いた 4

種類の Glyco Peptides の混合物、および抗原に用いた Glyco Peptides と同じアミノ酸配列の

Naked Peptides を用いた enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)による 1 次スクリーニン

グに供した。Glyco Peptides の混合物に比較的高い反応性を示し、かつ Naked Peptides の混

合物に比較的低い反応性を示した 9 種類の抗体産生細胞クローンを選択した。 

 

 

(2) 抗体産生細胞クローンが産生する抗体のアイソタイプ等の同定 (※外部委託) 

培養上清を用いた ELISA による 1 次スクリーニングを基に選択した 9 種類の

抗体産生細胞クローンによって産生される抗体のアイソタイプ、サブタイプ、および軽鎖の

種類の同定には、Iso Strip マウスモノクローナル抗体アイソタイピングキット (Roche)が用

いられた。 
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(3) 抗体産生細胞クローンの Western Blotting による 2 次スクリーニング 

Western Blotting で利用可能な抗体を獲得するため、抗体産生細胞クローンの 2

次スクリーニングとして、mES 細胞から抽出した粗精製ヒストンを電気泳動に供した

Western Blotting を行った。各抗体産生細胞クローンより得られた培養上清を 1 次抗体とし

て使用した。プロトコルは、後述の” VI. 培養細胞から抽出したタンパク質を用いた実験お

よび解析 (4) SDS-PAGE および Western Blotting”に記載した方法に従った。この結果、20H3

抗体を選択した。 

 

 

(4) 20H3 抗体の精製 

4-i. Protein G カラムによる抗体精製 

20H3 抗体産生細胞クローンの培養上清を、MAbTrap Kit (GE Healthcare)による

アフィニティークロマトグラフィーを用いた抗体精製に供した。以下特に記載がない限り

は、MAbTrap Kit 付属の試薬および器具を用いた。作業は全て氷上で行った。最初に、Protein 

G カラムを、3 ml の Binding buffer (20 mM Sodium phosphate, pH 7.0)により平衡化した。計

35 ml の 20H3 抗体産生細胞クローンの培養上清を、5 ml ずつ平衡化したカラムに透過させ、

続いて 20 ml の Binding buffer による洗浄を行った。洗浄後、Elution buffer (100 mM Glycine-

HCl, pH 2.5)により溶出画分を 1 ml ずつ分取した (Elution 1~5)。酸による変性を防ぐため、

分取後即座に Neutralizing buffer (1.0 M tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris)-HCl , pH 9.0)

を 0.25 ml 加え、中和した。分取した Elution 1～5 画分、Wash 画分、Flow Through 画分、お

よび培養上清の各タンパク質濃度を、分光光度計 (ND-1000, nanodrop) を用いて測定した。 

 

 

4-ii. H4#GP カラムによる抗体精製 

H4 の N 末端から#番目のアミノ酸である Ser/Thr の O-GlcNAc 修飾 (H4#Gc)に

相当する Glyco Peptides である H4#GP を結合させたセファロースビーズ 3 ml を充填したア

フィニティ―カラム (H4#GP カラム)を使用した、20H3 抗体産生細胞クローンの培養上清か

らの抗体精製を行った。以下の作業はすべて氷上で行った。ミリ Q 水 10 ml でカラムを洗

浄した後、10 ml の TBS (37 mM sodium chloride (NaCl), 20 mM Tris-HCl (pH 7.6))でカラムの
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pH を平衡化した。150 ml の 20H3 抗体産生細胞クローンの培養上清を平衡化したカラムに

透過させた。カラムを通過した培養上清を回収し、再度カラムを通過させることを 2 回繰り

返した (→Flow Through 画分)。培養上清がカラムを通過した後、順に TBS 10 ml、洗浄 buffer 

(1 M NaCl, 1% Triton-100 in 20 mM Tris-HCl, pH 7.5) 30 ml (→Wash 画分)、TBS 30 ml、0.15 M 

NaCl 10 ml でカラムを洗浄した。溶出 buffer (0.1 M Glycine-HCl, pH 2.5)を 3 ml ずつ、計 20 

ml カラムに加え、あらかじめ 50 µl の 1 M Tris が加えられた 1.5 ml tube (WATSON)に約 1 ml

ずつ回収した (→Elution 1～20)。Elution 1～20、Wash 画分、Flow Through 画分、および培養

上清の各タンパク質濃度を、分光光度計を用いて波長 280 nm の吸光度を測定することによ

って測定した。 

 

 

(5) Dot Blot 

Nitrocellulose Membrane (Thermo Scientific) 上に、各サンプルを約 2 cm 間隔で

3 µl ずつ滴下し風乾した。PBS blocking buffer (5% BSA (Sigma-Aldrich Japan), 0.05% Tween 20 

in PBS (-))に浸し、室温で 30 分間振盪してブロッキングした。PBS-T で 5 分間 3 回洗浄した

後、alkaline phosphatase (AP)標識抗マウス IgG 抗体 (Jackson Immuno Research)を 1:5,000 に

希釈して加え、室温で 1 時間振盪した。PBS-T で 5 分間 3 回洗浄した後、AP の基質を含む

発色液 NBT/BCIP stock solution (Roche)を加えた。発色後、MilliQ 水で 3 回洗浄し、乾燥させ

観察した。 

 

 

(6) Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

96 穴プレート (Sumitomo Bakelite) の各 well に抗原となる合成ペプチドを

PBS(-)で 5 µg/ml に希釈して加え、37℃で 1 時間インキュベータ (SANYO) に静置した。

PBS-T で 3 回洗浄した後、PBS Blocking buffer を加えて室温で 30 分間振盪した。PBS-T で 3

回洗浄した後、各 well に 50 µl ずつ 1 次抗体相当溶液 (20H3 抗体産生細胞クローンの培養

上清原液、20H3 抗体 H4#GP カラム精製時の Flow Through 画分溶液、PBS (-)で 1,000 倍希

釈した 20H3 抗体 H4#GP カラム精製時の各溶出画分溶液、あるいは PBS(-)で 1 µg/ml に調

整した 20H3 抗体または 20B2 抗体溶液)を加え、4℃で 1 晩振盪させた。PBS-T で 3 回洗浄
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した後に、horseradish peroxidase (HRP)標識 Anti-mouse IgG 抗体 (Jackson Immuno Research)

を PBS-T で 1:5,000 に希釈して加え、室温で 1 時間振盪させた。PBS-T で 3 回洗浄した後、

peroxidase の基質を含む発色液 OPD substrate (Thermo Scientific)を加えて 37℃でインキュベ

ータに静置した。静置してから 15 分後に 1 mol/l H₂SO₄を加え、酵素反応を停止させた。マ

イクロプレートリーダー (Bio Rad)で各 well の 490 nm における吸光度を測定した。 

 

 

IV. 免疫染色 

(1) 培養細胞の準備 

 本研究では、mES 細胞のみを免疫染色に使用した。培養皿は、カバーガラス 

(MATSUNAMI) を入れた上で、0.1% ゼラチンでコーティングした 4 well 培養皿 (NUNC) 

を用いた。mES 細胞を播種時に約 8 割コンフルエントとなるように培養皿に播種した後、

使用日まで 37℃、5% CO2 でインキュベートした。細胞固定の前には、PBS (-) で 2 回洗浄

作業を行った。洗浄作業後、20H3 抗体使用時の細胞固定条件の条件検討の際には、メタノ

ール、4% パラホルムアルデヒド in PBS (-) (PFA 溶液)、3% PFA 溶液あるいは 2% PFA 溶液

を 200 µl /well で加え、室温で 30 分間固定した。それ以外の場合には、2% PFA 溶液を 200 

µl /well で加え、室温で 30 分間固定した。固定後には、PBS (-) で 2 回洗浄作業を行った上

で、膜透過処理を行った。20H3 抗体使用時の膜透過処理条件の条件検討の際には、0.2% 

Triton X-100 in PBS (-)あるいは 0.5% Triton X-100 in PBS (-)を 200 µl /well で加え、室温で 30

分間反応させた。それ以外の場合では、0.2% Triton X-100 in PBS (-)を 200 µl /well で加え、

室温で 30 分間反応させた。PBS (-) によって 2 度洗浄した後、PBS blocking buffer を加えて、

室温で 2 時間静置し、ブロッキング処理を行った。 
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(2) 抗体反応 

 ブロッキングに続いて、1 次抗体反応を行った。免疫染色には 20H3 抗体 (抗

H4#Gc 抗体)と正常マウス IgG (全分子, 精製品)を用いた。抗体の希釈には PBS blocking buffer

を使用した。抗体は、細胞固定および膜透過処理の条件検討時には終濃度 10 µg/ml となる

ように添加した。また、抗体濃度の条件検討時には、終濃度が 10 µg/ml、5 µg/ml、2 µg/ml、

あるいは 1 µg/ml になるように抗体を添加した。条件検討後のアッセイには、終濃度 2 µg/ml

で用いた。いずれ条件においても 4℃で 1 晩静置して 1 次抗体反応を行った。 

 1 次抗体反応後、細胞を 0.05% Tween 20-PBS (-) (PBS-T)に 10 分間室温で静置

して 3 度繰り返して洗浄した上で、2 次抗体反応を行った。2 次抗体はいずれの場合も

AlexaFluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen)を終濃度 2 µg/ml で使用し、希釈に

は PBS blocking buffer を用いた。遮光した上で、室温で 1 時間静置して 2 次抗体反応を行っ

た。 

 

 2 次抗体反応後、1 次抗体反応後と同じ方法で洗浄を行った。その後、PBS (-)

を用いて 1 µg/ml に希釈した DAPI (Doujindo)溶液に浸して、遮光下の室温で 20 分間反応さ

せて細胞核染色を行った。 

 

 

(3) 蛍光および明視野観察 

 DAPI 溶液との反応後、細胞を PBS (-) に 5 分静置する置換洗浄を行った上で

封入を行った。封入液にはいずれの場合も VECTASHIELD Mounting Medium (Vector 

Laboratories)を用いて、スライドガラスを作製した。スライドガラスの蛍光および明視野観

察には、共焦点レーザー顕微鏡 LSM700 (ZEISS) を使用した。 
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V. 様々なタンパク質抽出法 

(1) 培養細胞および動物組織からのヒストン抽出と精製 

ヒストンの抽出および精製には Histone Purification MINI kit (Active Motif) を用

いた。キット付属のプロトコルに従い、特に記載がない場合 Histon Purification MINI kit 付属

の試薬および器具を用いた。 

 

培養細胞ペレット(2.0～4.0×10^7 個の細胞)、あるいは凍結粉砕した動物組織 

(2 ml tube の約 1/10 量)が入った tube 内に Extraction Buffer を 0.8 ml 加え、十分に懸濁を行っ

た後、rotator (BIO CRAFT) を用いて 4℃で 1 晩回転混和し、遠心機 (Tomy) を用いて 10 分, 

20,400 ×g, 4℃の条件で遠心分離を行った。上清を別の tube に回収し、移した上清の 4 分の

1 量の 5 x Neutralization Buffer を加え中和した。中和されているかどうかは pH 試験紙で確

認した。中和反応後のサンプルを、ヒストン抽出物 (Crude Histone)とした。Crude Histone は

使用するまで、-30℃で保存した。 

 

Crude Histone からヒストンの精製を行う場合は、ヒストンの抽出後以下の作

業を行った。まず、ヒストン精製用 column に 0.5 ml の Equilibration Buffer を加え、3 分, 600 

×g, 4℃の条件で遠心を行い、透過液を取り除いた。この作業を 3 回行い、column を平衡化

した。次に、0.5 ml の Crude Histone を平衡化 column に加え、3 分, 600 ×g, 4℃の条件で遠

心した後、Flow Through fraction を回収した。Flow Through 回収後、0.5 ml の Histone Wash 

Buffer をカラムに加え、3 分, 600 ×g, 4℃の条件で遠心した。遠心後 column を通過した溶

液を Wash fraction として回収した。さらに２回同様の手順で洗浄を行った。洗浄後、100 µl

の Elution Buffer を column に加え、3 分, 600 ×g, 4℃の条件で遠心し、Elution fraction を回

収した。この作業を 5 回行った。ここまでで回収したすべての fraction は、使用するまで-

30℃で保存した。 
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(2) 細胞質画分および核画分タンパク質溶液の抽出 

細胞質画分および核画分のタンパク質の抽出には、Lysopure Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction kit を用いた。プロトコルは kit 付属のプロトコルに従った。1 x 107 の

細胞数のペレットに対して 500 µl の Nuclear fractionation buffer を加え、よくピペッティング

をした。10 分間氷上で静置し、10 秒間ボルテックスを行ってよく混合してから、10 分, 500 

×g, 4℃の条件で遠心した。遠心後、上清を Protein LoBind 1.5 ml tube (eppendolf)に取り分け、

さらに 10 分, 20,000 ×g, 4℃の条件で遠心して得られた上清を新しい Protein LoBind 1.5 ml 

tube に回収した (→細胞質画分タンパク質溶液)。ペレットは、2 秒間ボルテックスを行った

後、SDS lysis buffer をペレットの量に合わせて 50～200 µl 加えた。Bioruptor (COSMO Bio)

を用いて、超音波破砕を高速, [30 秒 on, 30 秒 off]×60 cycles の設定で行い、可溶化させた

後、10 分, 20,000 ×g, 4℃の条件で遠心して、上清を新しい Protein LoBind 1.5 ml tube に回収

した (→核画分タンパク質溶液)。細胞質画分および核画分タンパク質溶液は、使用するま

で-30℃で保存した。 

 

 

(3) 全細胞溶解液(Whole cell lysates)の抽出 

3-i. SDS lysis buffer を用いた抽出方法 

細胞ペレットの量に応じて、100 あるいは 200 µl の Lysopure Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction kit に付属する SDS lysis buffer を加えた後、20 秒間ボルテックスを行

ってよく攪拌させた。細胞ペレットを可溶化させるため、高速, [30 秒 on, 30 秒 off]×60 

cycles の設定で Bioruptor を用いて超音波破砕を行った後、10 分, 20,000 ×g, 4℃の条件で遠

心して、上清を新しい Protein LoBind 1.5 ml tube に回収した。使用するまで-30℃で保存し

た。 

 

 

3-ii. RIPA lysis buffer を用いた抽出方法 

1 x 107 個の細胞ペレットに対して、300 µl の RIPA lysis buffer (コスモバイオ)

を加え、ピペッティングによってよく懸濁した。3 µl の 100 mM PMSF Solution (Active motif)

を加え、30 分間氷上に静置した。20 秒間ボルテックスした後、Bioruptor を用いて、超音波
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破砕を高速, [30 秒 on, 30 秒 off]×60 cycles の設定で行い、可溶化させた。超音波破砕後、

10 分, 20,000 ×g, 4℃の条件で遠心して、上清を新しい Protein LoBind 1.5 ml tube に回収し

た。使用するまで-30℃で保存した。 

 

 

VI. 培養細胞から抽出したタンパク質を用いた実験および解析 

(1) Reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) 

1-i. RP-HPLC によるヒストン分画 

各ヒストンはアミノ酸の組成やヒストン修飾状況の違いに応じて、疎水性の

強さが異なっている。このため、細胞から抽出したヒストンの精製物を RP-HPLC にかける

と、ヒストン修飾を維持しつつ疎水性の違いに応じて各ヒストンを分取することができる

(図 M-1) (Hirosawa et al., 2016; Shechter et al., 2007)。 

 

 

1-ii. RP-HPLC のための準備 

Spectra/Por Micro Float-A-Lyzer Dialysis Device (Spectrum Laboratories) を用いて、

精製ヒストンの溶媒を水に置換した。MilliQ 水とシリンジ (TERUMO)を用いて Dialysis 

Device の内部を十分に洗浄した後、新しいシリンジを用いて透析するサンプルを Dialysis 

Device 内に 100 µl 注入した。あらかじめ 4℃に冷やした MilliQ 水に浮かべ、スターラー 

(IWAKI) を用いて攪拌しながら 4℃で 2 時間置いた。2 時間経過した後、4℃に冷やした新

しい MilliQ 水に取り換え、そのまま 4℃で 1 晩置いた。翌日、シリンジを用いて 2 ml tube

にサンプルを回収した。 

 

透析に続いて、濃縮を行った。濃縮用のセルには、Amicon Ultra-0.5 ml 

Centrifugal Filters Ultracel-3k (Millipore) を用いた。濃縮したいサンプルを濃縮用のセルに移

し、10 分, 5,100 ×g, 4℃の条件で 1 度目の遠心を行った。1 度目の遠心後は、100 µl に濃縮

されるまで 4℃, 5,100 ×g で遠心を行った。100 µl まで濃縮が終わった後、濃縮用セルから

2 ml tube に移した。すぐに用いない場合は、使用するまで-30℃で保存した。 
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1-iii. BCA 法によるタンパク質濃度測定 

上記の方法を用いて、透析および濃縮したヒストン精製物について、

Bicinchoninic acid (BCA) タンパク質定量法 (BCA 法) によってサンプル中のタンパク質濃

度を測定した。96 穴プレート (Bio research) の各 well に、標準液もしくはサンプルを 5 µl

ずつ分注した。標準液には、BSA を 2,000 ng/ml、1,500 ng/ml、1,000 ng/ml、750 ng/ml、500 

ng/ml、250 ng/ml の濃度となるように MilliQ 水で希釈した BSA 溶液と、MilliQ 水 (0 µg/ml)

を用いた。BCA assay kit 付属の Reagent A と Reagent B の 50:1 混合溶液を標準液もしくはサ

ンプルの入った well に 100 µl ずつ加えた。プレートにシールをし、プレートシェーカー 

(NISSIN) で 30 秒間振動混和させた。振動混和をした後、スピンダウンし、インキュベータ 

(SANYO) を用いて 37℃で 30 分間反応をさせた。スピンダウン後にシールを外して、マイ

クロプレートリーダー(Bio Rad)を用いて 570 nm の波長の吸光度を計測し、タンパク質濃度

を測定した。測定結果を元に、RP-HPLC に供するタンパク質量を決定した。 

 

 

1-iv. RP-HPLC によるヒストン分画 

本研究では 50 µg のヒストン精製物を RP-HPLC に供した。LC-10Ai HPLC 

system (Shimadzu)に取り付けられた Aeris Widepore 3.6 µm XB-C8 column (Phenomenex)を用

いて、ヒストン分画を行った。最初に Buffer A (5% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid (TFA))

により、HPLC の column の平衡化を行った。続いてヒストン分画を直線勾配溶出によって

行った。Buffer B (90% acetonitrile, 0.1%TFA)の濃度変化を、次ページの表で示したタイムラ

インのように設定した。流速 0.5 ml/分で流して溶出させた。溶出液は 30 秒ごとに分けて回

収した。溶出の様子は、214 nm UV の吸光度によって観察した。分取により得られた分画は

使用するまで-30℃で保存した。 
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(RP-HPLC で使用したタイムライン) 

 

 

(2) SDS-PAGE および Western Blotting 

すべての Western Blotting において、タンパク質分離には sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide ゲル電気泳動法 (SDS-PAGE) を用いた。使用したゲルはいずれの場合も 15% 

SDS-PAGE ゲルであり、MiniPROTEIN system Glass plates (BIO-RAD) と 15 well 1.0 mm 厚の

comb を用いて作製した。分離ゲルは、1.17 ml のオートクレーブ滅菌 MilliQ 水 (滅菌水)、

2.5 ml の 30% Acrylamide/Bis solution 37.5:1 (BIO-RAD)、1.25 ml の 1.5 M Tris-HCl (pH8.8)、

50 µl の 10% SDS、25 µl の 10% Ammonium persulfate (APS) (BIO-RAD)、および 2.5 µl の

N,N,N’,N’,-tetra-metyl-ethylanediamine (TEMED) (BIO-RAD)を混合して作製した。濃縮ゲルは、

1.47 ml の滅菌水、0.4 ml の 30% Acrylamide/Bis solution 37.5:1、0.625 ml の 0.5 M Tris-HCl 

(pH 6.8)、25 µl の 10% SDS、12.5 µl の 10% APS、および 2.5 µl の TEMED を混合して作製

した。Running buffer は、25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS 溶液を用いた。 

 

アプライするサンプルの濃度調整は、 ”VI. 培養細胞から抽出したタンパク質

を用いた実験および解析 (1) Reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) 

1-iii. BCA 法によるタンパク質濃度測定”に記載した BCA 法によるタンパク質濃度測定結果

を参照して行った。アプライするサンプルは、Lane marker reducing sample buffer (Thermo)と

5:3 の割合で混合し、ボルテックスおよびスピンダウンをした後、100℃で 3 分間煮沸した。

この後、再度ボルテックスし、スピンダウンした。用いるゲルを、泳動槽 (BIO-RAD)にセ

ットし、Running buffer を適量加え、サンプルおよびマーカー (WIDE-VIEW Prestained Protein 

Size Marker Ⅲ)をアプライした。その後、200 V で 60 分間電気泳動を行った。 
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電気泳動後、ゲルから、メタノールに浸し Transfer buffer (20% Methanol in 

Running Buffer)に浸した poly vinylidene difluoride membrane (Millipore)へタンパク質転写を行

った。転写装置 (BIO CRAFT)を用いて、45 分 15 V の条件で転写を行った。メンブレンへの

転写を確認するため、Ponceau S Solution (Sigma-Aldrich Japan)を用いてメンブレンを染色し

た。MilliQ 水を用いて Ponceau S Solution をメンブレンから洗い流した後、ブロッキングを

行った。抗 O-GlcNAc 修飾抗体 (RL2 抗体)を 1 次抗体として用いるときは、5%スキムミル

ク TBS blocking buffer (5% スキムミルク, 0.05% Tween-20 in TBS)を用いた。20H3 抗体を TBS

系の buffer で用いる際や、抗 FLAG 抗体、および抗βactin 抗体を 1 次抗体として用いると

きは、5% BSA TBS blocking buffer (5% BSA, 0.05% Tween-20 in TBS)を用いた。抗体産生細胞

クローンの培養上清、20B2 抗体、20H3 抗体、抗 14-3-3β抗体、および各抗ヒストン抗体を

1 次抗体として用いるときは、PBS blocking buffer (5% BSA, 0.05% Tween-20 in PBS (-) (以降

は PBS 表記))を用いた。メンブレンを blocking buffer に浸し、室温で 1 時間もしくは 4℃で

1 晩振盪した。 

 

ブロッキング後、1 次抗体反応を行った。Western Blotting の 1 次抗体として用

いた抗体は、各抗体産生細胞クローンの培養上清、20B2 抗体 (抗 H2AS40Gc 抗体)、20H3 抗

体、抗βactin 抗体 (Sigma-aldrich Japan, A1978)、抗 14-3-3β抗体 (Santa cruz, sc-628)、RL2 抗

体 (Abcam, ab2739)、抗 FLAG 抗体 (Sigma-aldrich Japan, F1804)、抗 H2A 抗体 (Abcam, 

ab13923)、抗 H2B 抗体 (Abcam, ab1790)、抗 H3 抗体 (Abcam, ab1791)、抗 H4 抗体 (Abcam, 

ab10158)である (抗体希釈率については最後のページの表を参照)。各抗体産生細胞クローン

の培養上清は原液で用いた。抗体希釈液は、20B2 抗体、20H3 抗体、抗 14-3-3β抗体、およ

び各抗ヒストン抗体は PBS-T、抗βactin 抗体、RL2 抗体、および抗 FLAG 抗体は TBS-T 

(0.05% Tween-20 in TBS)を用いた。 

 

1 次抗体反応後、抗βactin 抗体、RL2 抗体、および抗 FLAG 抗体では TBS-T、

それ以外の抗体あるいは抗体産生細胞の培養上清を用いた場合では PBS-T (0.05% Tween-20 

in PBS)にメンブレンを浸して、室温７分間振盪を 2 回行った (Wash)。Wash の後、2 次抗体

反応を行った。抗体産生細胞の培養上清、20B2 抗体、20H3 抗体、RL2 抗体、および抗 FLAG

抗体を 1 次抗体に用いたメンブレンに対しては、HRP 標識抗マウス IgG 抗体 (Jackson 
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Immuno Research) を、抗 14-3-3β抗体、抗βactin 抗体、および各抗ヒストン抗体を 1 次抗

体として用いたメンブレンに対しては HRP 標識抗ウサギ  IgG 抗体  (Jackson Immuno 

Research) をそれぞれ 2 次抗体として用いた。どちらの抗体も希釈液により 5,000 倍希釈し

て用いた。抗体希釈液は、1 次抗体と同じものを用いた。メンブレンを 2 次抗体液に浸して、

室温で 1 時間もしくは 4℃で 1 晩振盪した。 

 

2 次抗体反応の後、1 次抗体反応後と同じ方法で Wash を行った。ImmunoStar 

Zeta (FLAG 強制発現確認)、および Basic (それ以外)を用いて Detection を行った。ImmunoStar 

Basic、および Zeta 付属の Chemiluminescence Solution A と Solution B を 1:1 で混ぜ合わせた

液でメンブレンを 2 分間浸し、Genegnome system high resolution system 100 (Syngene) を用い

て検出を行った。 

 

同一のメンブレンに別の抗体を用いる場合、Stripping 作業を行った。Stripping 

Solution 付属のプロトコルに従った。現像後のメンブレンを TBS-T に浸し、室温で 7 分間振

盪を 2 回行った。その後、Stripping Solution に室温で 10 分間振盪した。Stripping Solution を

取り除き、TBS-T にメンブレンを浸して、室温で 7 分間振盪を 3 回行った。この後の作業は

上記のブロッキングの作業以降を繰り返した。 

 

Image J によってバンドを定量する際は、1 つのバンドにつき 3 回測定した結

果の平均値をとり、そのバンドの数値とした。20H3 抗体によるバンドの定量値を、対応す

る H4 抗体によるバンドの定量値で補正した値で比較を行った。 

 

 

(3) 銀染色 

銀染色には、SilverQuest Silver Staining Kit (Invitrogen) を用いた。以下特に記載

がない限り、試薬は Kit 付属の試薬を用いた。作業はすべて室温で行った。最初に、電気泳

動によりタンパク質を分離したゲルの固定を行った。固定液 (40% Ethanol, 10% Acetic Acid)

にゲルを浸し、1 晩振盪させた。30% Ethanol に浸し 10 分間振盪させて洗浄した後、Sensitizer

溶液 (30% Ethanol, 10% Sensitizer) に浸し、10 分間振盪させた。30% Ethanol に浸し 10 分間
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振盪させる 1st wash と、MillliQ 水に浸し 10 分間振盪させる 2nd wash の後、Stainer 溶液 (1% 

Stainer)に浸し 15 分振盪させた。MilliQ 水に浸し 1 分間振盪し洗浄した後、Developer 溶液 

(10% Deveroper, 1 drop Deveroper enhancer) に浸し振盪させ、現像した。様子を見ながら適度

に現像されたら、Stopper を加え反応を停止させて、10 分間振盪させた。MilliQ 水で適度に

洗浄した後、観察を行った。 

 

 

(4) 免疫沈降 (IP; Immunoprecipitation) 

 以下で用いる IP lysis buffer の組成は、50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1 

mM EDTA・2Na, 1% Triton X-100 である。また、RIPA buffer の組成は、20 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% Deoxycholic acid, 1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA・2Na であ

る。 

 

 

4-i. 抗 FLAG ビーズを用いた免疫沈降 

強制発現ベクターを遺伝子導入した mES 細胞の核画分からの、3xFLAG タグ

付き H4WT および 3xFLAG タグ付き H4#A の精製には、FLAG Beads を用いた免疫沈降によ

って行った。Protein LoBind 1.5 ml tube 中に、20 µl 分の FLAG Beads をまず加え、800 µl の

TBS を用いて 2 回 beads を洗浄した。洗浄後、100 µg のタンパク質を含んだ各核画分タンパ

ク質溶液および 1 µl の protein inhibitor cocktail (Active motif)を加え、IP lysis buffer を用いて

100 µl にメスアップした。ピペッティングによってよく懸濁した後、4℃で 1 晩回転混和さ

せた。翌日に、800 µl の TBS を用いて 3 回 beads を洗浄した。2 倍希釈した Lane marker 

reducing sample buffer を 25 µl 加え、よくピペッティングした後、100℃で 3 分間静置し、タ

ンパク質を溶出させた。タンパク質が溶出した 2 倍希釈 Lane marker reducing sample buffer

を新しい Protein LoBind 1.5 ml tube 中に移し、使用するまで-30℃で凍結保存した。 
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4-ii. Dynabeads を用いた免疫沈降 

抗 FLAG 抗体以外の抗体を供する免疫沈降には、Dynabeads M280 sheep anti-

Mouse IgG (Thermo fisher)を用いて行った。Protein LoBInd 1.5 ml tube 中に、50 µl 分の

Dynabeads を取り分け、800 µl の PBS を用いて 2 回 beads を洗浄した。洗浄した後、5 µg 分

の抗体を含んだ抗体液を加え、IP lysis buffer あるいは RIPA buffer (免疫沈降の条件検討時の

み、以下同様)を用いて 100 µl にメスアップした。免疫沈降には 20H3 抗体、および Mouse 

Control IgG2a (abcam, ab18413)を抗体として用いた。4℃で 6 時間回転混和させ、beads に抗

体を付着させた。beads が浸っている抗体液を取り除き、100 µg のタンパク質を含んだ mES

細胞核画分タンパク質溶液、および 1 µl の protein inhibitor cocktail を加え、IP lysis buffer あ

るいは RIPA buffer を用いて 100 µl にメスアップした。4℃で 1 晩回転混和させ、抗体と反応

させた。800 µl の IP lysis buffer あるいは RIPA buffer を用いて beads を 4 回洗浄した。2 倍希

釈した Lane marker reducing sample buffer を 40 µl 加え、よくピペッティングした後、100℃

で 3 分間静置し、タンパク質を溶出させた。タンパク質が溶出した 2 倍希釈 Lane marker 

reducing sample buffer を新しい Protein LoBind 1.5 ml tube 中に移し、使用するまで-30℃で凍

結保存した。 

 

 

(5) 吸収実験 

20H3 抗体液 (1 mg/ml)と各合成ペプチド溶液 (5 mg/ml)を、質量比 1:1 (≒モル

比 1:100)となるように、Protein LoBind 1.5 ml tube 中に、5 µl の 20H3 抗体液と 1 µl の各合

成ペプチド溶液あるいは PBS-T を混合した。PBS-T で 100 µl にメスアップし、4℃で 1 晩回

転混和させた。吸収実験には、H4#GP、H4##GP、および H4#/73NP を用いた。吸収実験用

に各合成ペプチド溶液と反応させた 20H3 抗体液は、Western Blotting の 1 次抗体および免疫

沈降の抗体として用いた。 
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VII. クロマチン免疫沈降 (ChIP)および ChIP-seq 解析 

ChIP アッセイは Solomon らの報告 (Solomon et al., 1988)を基にして、ChIP-IT 

Express kit (Active motif) を用いて行った。 

 

 

(1) DNA とタンパク質の架橋反応 (クロマチンの固定) 

本研究で ChIP に用いた細胞は、mES 細胞、mTS 細胞、hiPS 細胞、および hES

細胞である。hES 細胞については固定済みクロマチンサンプルを分与いただいた。hES 細胞

以外の細胞については、細胞回収時に DNA とタンパク質の架橋処理を行った。mES 細胞と

mTS 細胞の場合は、0.05% Trypsin-1 mM EDTA in PBS (-)を用いて細胞を培養皿からはがした

後、各細胞培養用の培地を加え酵素反応を停止させた。hiPS 細胞の場合は、hiPS 細胞剥離

液をかけて剥離を促した上で、剥離液を除いた後、新しい hiPS 用培地に懸濁して反応を停

止させた。PBS(-)で 2 回洗浄した後に、10 ml の各細胞培養用の培地に懸濁した。1.1 ml の

10% 中性ホルムアルデヒド (ナカライ)を加えて 20 分室温で回転混和し、DNA とタンパク

質を架橋し、細胞を固定した。1.1 ml の 10x Glycine (Active motif)を加えて反応を停止させ

た。4℃, 178.9 ×g, 3 分の条件で遠心し、上清を取り除いた。氷冷した PBS (-)で 2 回洗浄し

た後、mES 細胞は 1 x 107 個ずつの、TS 細胞は 2 x 106 個ずつの、hiPS 細胞は 100 mm 培養

皿 1 枚コンフルエントずつのペレットとなるように 2 ml tube に取り分け、使用するまで-

80℃で凍結保存した。 

 

 

(2)細胞からのクロマチン抽出と抽出クロマチンの架橋と量の測定 

以下特に記載がない場合、ChIP-IT Express kit (Active motif)付属の試薬である。

試薬の液量は、細胞ペレットの細胞数が 1 x 107 個 (mES 細胞と hES 細胞)の場合の量を表記

している (mTS 細胞および hiPS 細胞の場合は、それぞれ以下の表記の 5 分の 1 倍量および

5 分の 4 倍量となる)。 
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あらかじめ、Protease inhibitor cocktail と 100 mM PMSF を 2.5 µl ずつ、500 µl

の Lysis buffer と 500 µl の Digestion buffer それぞれに添加し、Lysis mixture と Digestion mixture

を作製しておいた。架橋処理してある細胞ペレットに 500 µl の Lysis mixture を加え、ピペ

ッティングによってよく懸濁した後、氷上で 30 分間静置した。マイクロ乳棒 (eppendolf)を

用いて 100 回すりつぶした後、4℃, 2,300 ×g, 10 分の条件で遠心した。上清を取り除き、

500 µl の Digestion mixture を加え、ピペッティングによってよく懸濁した。Bioruptor (COSMO 

Bio)を用いて、超音波破砕を高速, [30 秒 on, 30 秒 off]×1 cycle の設定で行った後、37℃で

5 分間静置した。この間に、shearing cocktail を 50% グリセロールで 100 倍希釈して、shearing 

cocktail mixture を作製した。作製した shearing cocktail mixture を 25 µl 添加し、5 回ほどピペ

ッティングして混和した。さらに 37℃で 15 分間静置し、10 µl の 0.5 M の EDTA (pH8.0)を

添加した後、氷上で 15 分間静置した。4℃, 20,000 ×g, 10 分の条件で遠心した後、上清を新

しい Protein LoBind 1.5 ml tube に移した (1 回目回収のクロマチン溶液)。残ったペレットに、

新しい Digestion mixture を 100 µl 加えよくピッティングし、10 秒間ボルテックスして完全

に混和させた後、4℃, 20,000 ×g, 5 分の条件で遠心し、上清を 1 回目回収のクロマチン溶

液と混合して回収した。 

 

クロマチン溶液の一部を用いて、クロマチンの切れ具合の確認とクロマチン

溶液に含まれる DNA 濃度を測定した。残りのクロマチン溶液は使用するまで、-30℃で凍結

保存した。20 µl のクロマチン溶液を、新しい 1.5 ml tube に移し、180 µl の ChIP elution buffer 

(10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH 8.0), 0.5% SDS)と 1.8 µl の 5 M NaCl

を加え、ボルテックスしてよく混和させた後、65℃で 1 晩静置し、脱架橋反応させて DNA

をクロマチンから分離させた。翌日、1 µl の RNase A を加えて、37℃に 30 分間静置し RNA

を分解後、1 µl の Protease K を加えて、42℃に 1 時間以上静置しタンパク質を分解した。フ

ェノール・クロロホルム抽出による除タンパク質処理を行った後、エタノール沈殿によって

DNA を精製し、10 µl の TE buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0))に懸濁した 

(→脱架橋反応クロマチン溶液)。この溶液の DNA 濃度を、分光光度計による波長 260 nm の

吸光度測定を用いて定量した。なお、上記の過程で 2 倍に濃縮されているので、測定値の 2

分の 1 の値が元のクロマチン溶液の DNA 濃度となる。DNA 1 µg 分の脱架橋反応クロマチ

ン DNA 溶液に、その 10 分の 1 量の 10x Loading Buffer を加えた上で、Gel-Red (Biotium)を
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10,000 分の 1 倍量添加された 1.5%TAE アガロースゲル中で、電気泳動漕 Mupid-2plus 

(Advance)を用いて電気泳動を行い、トランスイルミネーター (Viber-Lourma)でバンドを検

出し、クロマチンがサンプル間で一様に切断されていることを確認した。 

 

 

(3) クロマチン免疫沈降 (ChIP) 

3-i. ChIP 反応 

ChIP 反応には、Dynabeads M280 sheep anti-Mouse IgG (Thermo fisher)を用いた。

Protein LoBind 1.5 ml tube 中に、50 µl 分の Dynabeads を取り分け、800 µl の PBS を用いて 2

回 beads を洗浄した。洗浄した後、5 µg 分の抗体を含んだ抗体液を加え、IP lysis buffer を用

いて 100 µl にメスアップした。ChIP 反応には 20H3 抗体、および Mouse Control IgG2a を抗

体として用いた。4℃で 6 時間回転混和させ、beads に抗体を付着させた。beads が浸ってい

る抗体液を取り除き、1 µg 分のクロマチンを含んだ 100 µl の IP lysis buffer を加えた。4℃で

1 晩回転混和し、クロマチンと抗体を反応させた。翌日、800 µl の IP lysis buffer で 2 回、800 

µl の IP lysis buffer (500 mM NaCl)で 1 回、800 µl の TE buffer で 1 回 beads を洗浄した (→洗

浄 beads)。 

 

 

3-ii. ChIP-seq 用ライブラリー調整 

各洗浄 beads に 50 µl の ChIP elution buffer を加えた後、95℃で 10 分間煮沸す

る。その後、できる限り早急にインキュベータ内に移し、65℃で 1 晩静置し、脱架橋反応を

行う (→ChIP DNA)。その際に、あらかじめ DNA 0.5 µg 相当の各クロマチンを ChIP elution 

buffer を用いて 50 µl にメスアップしておいたものも同時に 65℃で 1 晩静置し、同じく脱架

橋反応を行う (→Input DNA)。翌日、1 µl の RNase A を加えて、37℃に 30 分間静置するこ

とによって RNA を分解し、1 µl の Protease K を加えて、42℃に 1 時間以上静置することに

よってタンパク質を分解した。フェノール・クロロホルム抽出による除タンパク質を行った

後、エタノール沈殿によって DNA を精製し、ChIP DNA は 6~7 µl、Input DNA は 10 µl の TE 

buffer に懸濁した。その後、溶液の DNA 濃度を、分光光度計による波長 260 nm の吸光度測

定を用いて定量した。いずれも使用するまで、4℃で保存した。 
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3-iii. ChIP サンプルを用いた Western Blotting 

ChIP したサンプルを Western Blotting で使用する場合には、各洗浄 beads に 2

倍希釈した Lane marker reducing sample buffer を 25 µl 加え、よくピペッティングした後、

100℃で 3 分間静置し、タンパク質を溶出させた。タンパク質が溶出した 2 倍希釈 Lane marker 

reducing sample buffer を新しい Protein LoBind 1.5 ml tube 中に移し、使用するまで-30℃で凍

結保存した。当該サンプルを用いた Western Blotting のプロトコルは、” VI. 培養細胞から抽

出したタンパク質を用いた実験および解析 (4) SDS-PAGE および Western Blotting”に記載さ

れた Western Blotting の方法に従った。 

 

 

(4) sequence の準備 

4-i. sequence に用いる library の作製 

 次世代シーケンサーに ChIP DNA および Input DNA を供するにあたり、

sequence 用のアダプター付加などの準備を、KAPA Hyper Prep kit (日本ジェネティクス)を基

本的に用いて行った。以下、特に記載がない場合、KAPA Hyper Prep kit 付属の試薬である。 

 

吸光度測定結果を参照して、DNA 濃度が 1 ng/µl となるように TE buffer を用

いて各 ChIP DNA および Input DNA の濃度調整を行った。その後、50 µl の 1 ng/µl ChIP DNA

あるいは Input DNA に対し、7µl の End Repair & A-Tailing Buffer と 3 µl の End Repair & A-

Tailing Enzyme Mix を加え、[20℃で 30 分間→65℃で 30 分間→4℃で hold]の条件でサーマル

サイクラーに供することにより、DNA 末端の平滑化およびアダプター付加に必要な polyA

テールの付加を順次行った (→ER&AT products)。アダプター配列の付加反応を行うため、

計 60 µl の各 ER&AT products に対して 5 µl の TruSeq DNA adapters (illumina)、5 µl の滅菌

水、30 µl の Ligation buffer、および 10 µl の DNA ligase を加えた上で、20℃で 15 分間静置し

た。なお、アダプターの配列の違いによってどの DNA 由来であるかが判別できるように、

サンプル間で異なる DNA adaptor index を用いた。アダプター配列が付加された DNA の精

製を行うために、88 µl の KAPA Pure Beads を各サンプルに加えた後、室温で 15 分間静置し

た。Beads が浸っている溶液を取り除き、80% エタノールで 2 回洗浄した後、室温で 5 分間
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静置して Beads を乾燥させた上で、22 µl の Ultra pure H2O に浸して室温で 2 分間静置し、

DNA を溶出させた (→ChIP-pre-library DNA)。 

 

DNA 量が微量であるのでシーケンスにかける DNA 量を増やすため、20 µl の

ChIP-pre-library DNA に 25 µl の(2x) KAPA HiFi Hot Start Ready Mix、および 5 µl の (10x) 

KAPA library Amplification Mix を加えた上で、サーマルサイクラーを用いて 98℃ 45 秒, [98℃ 

15 秒, 60℃ 30 秒, 72℃ 30 秒]×8 cycles, 72℃ 1 分, 4℃ forever の条件で PCR を行った。PCR

後、精製を行うために 50 µl の KAPA Pure Beads を各サンプルに加えた後、室温で 15 分間静

置した。Beads が浸っている溶液を取り除き、80% エタノールで 2 回洗浄した後、室温で 5

分間静置して Beads を乾燥させた上で、22 µl の 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)に浸して室温で 2 分

間静置し、DNA を溶出させた (→ChIP library)。各 ChIP library の DNA 濃度を、分光光度計

による波長 260 nm の吸光度測定を用いて定量した。 

 

 

4-ii. ChIP library の濃度測定と sequence 

溶出した各 DNA の正確なモル濃度は、RT-qPCR を用いた方法によって算出し

た。以下、特に記載がない場合、Library Quantification Kit (TAKARA)付属の試薬である。 

 

吸光度測定の結果を参照し、大まかな各ChIP libraryのモル濃度を算出する (大

まかなモル濃度 (nM)=吸光度測定による濃度 (ng/µl) ×106 / 250 (bp) (≒平均 library DNA 配

列長) / 650 (≒1 bp あたりの平均分子量))。算出した大まかなモル濃度を基に、0.01~10 pM の

範囲に収まるように各 ChIP library を希釈する。希釈した ChIP library、DNA 標準液 (0.01 

pM、0.1 pM、1 pM、および 10 pM の 4 種)あるいは RNase-free 水の 2 µl に対して、10 µl の

2x Terra PCR Direct TB green premix、4 µl の 5x Primer Mix、および 4 µl の RNase-free 水を加

え、反応溶液を準備した。調整した反応溶液を RT-qPCR で用いる 96 穴プレート 

(96LightCycler 480 Multiwell plate 96, white (Roche))の各ウェルにアプライした。アプライし

た 96 穴プレートを、LightCycler96 (Roche)にセットし、RT-qPCR を行った。PCR 反応の条件

は、98℃ 2 分, [98℃ 10 秒, 60℃ 15 秒, 68℃ 45 秒]×40 cycles, 95℃ 10 秒, 65℃ 60 秒, 97℃ 

1 秒である。反応後、解析ソフト LightCycler96 SW1.1 (Roche)を用いて各サンプルの Cq 値を
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計算した。DNA 標準液および RNA-free 水の Cq 値を基に作製した検量線を基に、より正確

な各 ChIP library の DNA モル濃度を算出した。算出したモル濃度を基に、各 ChIP library の

4 nM DNA 溶液を 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)を用いて作製し、その各 4 nM DNA 溶液を 3 µl ず

つ 1 本のエッペンチューブに取り、全て混ぜ合わせた (→ChIP-seq mixture)。ChIP-seq mixture

は用いるまで-30℃で凍結保存した。 

 

ChIP-seq mixture の次世代シーケンサーによるシーケンスは、GENEWIZ に委

託した。シーケンスには、Hiseq 4000 system (illumina)が用いられた。得られたサンプルごと

のリード数 (データ量)は、mES-Input DNA が 15,885,978 (約 4.8 Gbases (Gb))、mES-ChIP DNA

が 13,101,108 (約 3.9 Gb)、1mMGlc- mES-Input DNA が 16,562,604 (約 5.0 GB)、1mMGlc-mES-

ChIP DNA が 12,207,182(約 3.7 Gb)、hiPS-Input DNA が 22,049,263 (約 6.6 Gb)、hiPS-ChIP DNA

が 14,312,724 (約 4.3 Gb)、hES-Input DNA が 23,812,761 (約 7.1 Gb)、および hES-ChIP DNA が

15,506,348 (約 4.7 Gb)であった。 

 

 

(5) sequence データ解析 

 本研究において行ったシーケンスデータの解析は、特に記載がない限り

Galaxy プラットフォーム (https://usegalaxy.org)内のソフトウェアを用いて行った。 

 

 

5-i. ChIP-seq 解析 

 ChIP-seq のリードデータを、いずれも FASTQ Groomer にかけた上で、Bowtie2

を用いてゲノム DNA 上にマッピングし、各細胞種の ChIP および Input サンプル（Input-seq）

のマッピングデータを得た。マッピング先として用いたマウスおよびヒトのゲノム DNA 配

列データは、それぞれ mm10 および hg38 である。ピークの検出には、各マッピングデータ

を MACS に供することによって行った。各 Input-seq をコントロールデータとして使用し、

また MACS の設定値として、”tag size” は 25 bp、” bandwidth”は 300 bp、および“p-value cutoff 

for peak detection”は 10e-03 (マウス由来の培養細胞の場合)あるいは 10e-05 (ヒト由来の培養

細胞の場合)を用いた。20H3 抗体による各 ChIP-seq データを供して MACS により得られた

https://usegalaxy.org/
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ピークデータは、図 3-2a,c,d、図 3-3a-f、図 3-5d-i、図 3-6b、図 3-8、および図 3-9 の作図に

用いられた。これらのうち、円グラフおよびベン図を使用した解析は、Excel を用いて行っ

た。また、公開 ChIP-seq データを供して MACS により得られたピークデータは、図 3-6b の

作図に用いられた。 

 

 mES 細胞における 20H3 抗体による ChIP-seq データおよび Input-seq データの

マッピングデータを BamCompare にかけることによって、Input-seq データによって標準化

された H4#Gc の全ゲノム上におけるカバレッジトラックデータ (波形データ)を得た。この

波形データは、図 3-5a-c の作図に用いられた。 

 

 本研究で用いた公開 ChIP-seq データは、表 M-4 にまとめて記載した。また、

本研究で行った 20H3 抗体による ChIP-seq データとそれに対応した Input-seq データのシー

ケンスデータとその一部の付随データは、GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds)内の

Accession: GSE153008 において公開する。 

 

 

5-ii. RNA-seq 解析 

 本研究で用いた RNA-seq データはいずれも GEO において公開されたデータ

である。用いた公開データの詳細については表 M-5 にまとめて記載した。 

 

 RNA-seq のリードデータは、いずれも FASTQ Groomer にかけた上で、HISAT2

を用いて mm10 (マウス由来の培養細胞の場合)あるいは hg38 (ヒト由来の培養細胞の場合)

にマッピングし、RNA-seq のマッピングデータを得た。アセンブリ、および各転写物の転写

量を示す TPM の算出は、ガイドデータとして NCBI Refseq の Mus musculus annotation dataset

を用いて、StringTie によって行った。StringTie によって得られたデータは、図 3-3a-f、およ

び図 3-9b, c の作図に用いられた。 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds
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5-iii. DNase-seq、FAIRE-seq、および ATAC-seq 解析 

 本研究で用いた DNase-seq、FAIRE-seq、および ATAC-seq データはいずれも

GEO において公開されたデータである。用いた公開データの詳細については表 M-5 にまと

めて記載した。本研究で用いた DNase-seq のピークデータである DNase I hyper sensitivity sites

や FAIRE-seq、および FAIRE-seq のピークデータは、以前に同定されたデータを使用した 

(Li et al., 2017; Murtha et al., 2015; Vierstra et al., 2014)。マウスゲノムデータとして mm10 を準

拠していなかったピークデータについては、Convert genome coordinates を用いて mm10 に準

拠したピークデータに変換した上で使用した。これらのピークデータは、図 3-5a-c におい

て用いられた。 

 

 DNase-seq、FAIRE-seq、および ATAC-seq のリードデータは、いずれも FASTQ 

Groomer にかけた上で、Bowtie2 を用いて mm10 にマッピングし、各 seq データのマッピン

グデータを得た。各マッピングデータを BamCompare にかけることによって、各 seq データ

の波形データを得た。この波形データは、図 3-5d-i を作図する際に用いられた。 

 

 

5-iv. 20H3 抗体による ChIP-seq データと他の seq データ間の比較解析 

 図 3-6b における 20H3 抗体による ChIP-seq データとその他の公開 ChIP-seq デ

ータとの比較解析の結果を示すヒートマップは、各 ChIP-seq データのピークデータを活用

し、R (https://www.r-project.org)を用いて作図した。図 3-3a-f および図 3-9b, c における 20H3

抗体による ChIP-seq データと RNA-seq データとの比較解析を示す棒グラフ、および箱ひげ

図は、20H3 抗体による ChIP-seq のピークデータと RNA-seq の StringTie によるデータを活

用し、それぞれ Excel、および R を用いて作図した。図 3-5a-c における 20H3 抗体による

ChIP-seq データと DNase-seq、FAIRE-seq、および ATAC-seq との比較解析の結果を示すグラ

フは、20H3 抗体による ChIP-seq の波形データ、および DNase-seq、FAIRE-seq、および ATAC-

seq のピークデータを活用し、computeMatrix と plotProfile を用いて作図を行った。同様に、

図 3-5d-f におけるグラフおよびヒートマップは、20H3 抗体による ChIP-seq のピークデータ

と、DNase-seq、FAIRE-seq、あるいは ATAC-seq の波形データを活用し、computeMatrix と

plotProfile を用いて作図を行った。 

https://www.r-project.org/
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5-v. ヒトおよびマウスの全ゲノム DNA の領域分類 

 図 3-2b,e のヒトおよびマウスの全ゲノム DNA の領域分類を示した円グラフ

は、それぞれ hg38 および mm10 のゲノムデータを活用し、Excel を用いて作図した。 

 

 

5-vi. 遺伝子オントロジー (GO)解析 

 GO 解析は、1mMG-mES 細胞および 25mMG-mES 細胞における 20H3 抗体を

用いた ChIP-seq 解析の結果得られた H4#Gc 局在遺伝子の Ref-seq ID リストを用いて

AmiGO2 (http://amigo.geneontology.org/amigo)で行った。本研究において、GO 解析は biological 

process に属する term に対するアノテーションを各遺伝子に施す方法で、AmiGO2 のデフォ

ルト値を使用して行った。 

 

  

http://amigo.geneontology.org/amigo
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VIII. 発現ベクターを用いた培養細胞での一過性強制発現 

哺乳類由来細胞において、3xFLAG タグ付き H4a (H4WT)を強制発現させるた

めのベクターとして、pCAG-3xFLAG-H4WT-PGK-Puromycine-IRES-VENUS-pA ベクター 

(pCAG-H4WT)を当研究室ですでに所有していた。本研究では、3xFLAG タグ付き H4#A を

哺乳類由来細胞において強制発現させるためのベクター (pCAG-H4#A)を、pCAG-3xH4WT

を鋳型として新たに作製した上で、pCAG-H4WT および pCAG-3xH4#A を mES 細胞に強制

発現させた。 

 

なお、以下の大腸菌に対する形質転換を用いた実験は、本研究科の遺伝子組換

え生物等委員会の承認を受けた実験の一環として行った。(承認番号: L17-053) 

 

 

(1) H4#A 強制発現用ベクターの作製 

pCAG-H4WT の塩基配列のうち、H4WT の#番目のアミノ酸をコードする部分

を、5’-ACC (スレオニンのコドン)から 5’-GCC (アラニンのコドン)に置換することによって、

pCAG-H4#A を作製した。作製には、Prime STAR Mutagenesis Basal kit (TAKARA)を用いた。

14 µl の滅菌水に、kit 付属の Prime STAR Max Premix (2x)を 25 µl、2 µM に希釈した pCAG-

H4#A 作製用の forward primer と reverse primer を 5 µl ずつ、および、鋳型となる 20 pg/µl の

pCAG-H4WT を 1 µl 加え、よく混合した。この混合液を 95℃ 3 分, [98℃ 10 秒, 55℃ 15 秒, 

72℃ 45 秒]×30 cycles の条件で PCR にかけた。PCR 産物のうち 10 µl に、1.1 µl の 10x 

Loading Buffer を加えた上で、Gel-Red を 10,000 分の 1 倍量添加した 1.5%TAE アガロースゲ

ル中で、電気泳動漕 Mupid-2plus を用いて電気泳動を行い、トランスイルミネーターでバン

ドを検出した。予測されるベクターの大きさである 9 kbp 付近にバンドを確認した。 

 

 

(2) カット・チェックおよびシークエンス反応 

カット・チェックおよびシークエンスを行って、標的とした場所が意図したよ

うに置換されていることを確認するため、得られた PCR 産物を大腸菌に形質転換し、PCR
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産物であるプラスミドを増やした。XL1-Blue MRF’ SuperCompetent Cells (STRATAGENE)を

基に、当研究室で作製した XL1-Blue 株コンピテントセル溶液 100 µl 中に、TE buffer で 1,000

倍希釈した上記の PCR 産物を 2 µl 添加し、氷上で 30 分間静置した。42℃で 90 秒間ヒート

ショックを行った後、氷上で 5 分間再び静置して、コンピテントセルの形質転換を行った。

形質転換したコンピテントセル溶液に LB 培地 1 ml を加え、そのうちの 100 µl を、100 µl の

50 mg/ml Ampicillin を塗布した LB プレート上にコンラージ棒で塗り広げ、37℃で 16 時間

インキュベートした。LB プレート上から、コロニーを 5 つピックアップし、LB 培地を 5 ml

入れた 5 本のラウンドチューブ中でそれぞれ 37℃16 時間振盪培養した。16 時間後に、菌液

を 25℃, 9,100 ×g, 10 分の条件で遠心分離し、1.5 ml tube 内でペレットとした。各ペレット

に、50 µl の EasyPrep buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), 15% Sucrose, 2 

mg/ml Lysozyme, 0.2 mg/ml RNase A (ニッポンジーン), 0.1 mg/ml BSA (Sigma-Aldrich Japan))を

加え、5 分間ボルテックスミキサーでボルテックスし、室温で 10 分間静置した後、100℃に

90 秒間静置した。続いて、90 秒間氷上に静置した後、25℃, 20,000 ×g, 10 分の条件で遠心

して、上清中にプラスミド DNA を得た。 

 

得られた各プラスミド DNA 溶液のうち、2 µl を用いてカット・チェックを行

った。2 µl の各プラスミド DNA 溶液中に、1 µl の 10x H Buffer (TAKARA)、0.1 µl の 10 U/µl 

Not I (TAKARA)、および 6.9 µl の滅菌水を加えて、37℃で 1 時間インキュベートして制限酵

素反応を行った。反応後、1.1 µl の 10x Loading Buffer を加え、Gel-Red を 10,000 分の 1 倍量

添加された 2% TAE アガロースゲル中で、電気泳動漕 Mupid-2plus を用いて電気泳動を行い、

トランスイルミネーターでバンドを検出した。結果として、制限酵素によって切り取られる

領域に該当する短い断片によるバンドと、それ以外のプラスミドの領域からなる長い断片

によるバンドの両方が、予測されるゲル中の位置に検出された。カット・チェックに用いな

かった、残りのプラスミド DNA 溶液は、DNA 精製用のカラム (Zymo Research)を用いて精

製し、最終的に 11 µl の TE buffer にプラスミドを溶出させた。プラスミド溶液 1 µl を供し

て、分光光度計による波長 260 nm の吸光度測定を用いた濃度定量後、残りの 10 µl のプラ

スミド溶液を 50 ng/µl となるように TE buffer を用いて濃度調整した。 
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50 ng/µl の各プラスミド溶液を用いてシークエンサーを行った。2 µl の 50 ng/µl 

プラスミド溶液、1.6 µl の BigDye Terminator v1.1, v3.1, 5x Sequencing Buffer (Abcam)、0.8 µl

の BigDye Terminator v3.1 (Abcam)、0.0064 µl の 50 µM pCAG-3xFLAG-H4 シークエンス反応

用の Forward primer または Reverse primer、および 5.536 µl の滅菌水を混ぜ合わせた後、96℃ 

30 秒, [96℃ 30 秒, 50℃ 30 秒, 60℃ 4 分]×40 cycles, 15℃ forever の条件で PCR にかけた。

エタノール沈殿によって、PCR 産物中の DNA を精製した後、12.5 µl の HiDi ホルムアルデ

ヒド (Applied Biosystems)に溶出させた。5 分間ボルテックスミキサーでボルテックスし、

100℃で 3 分間静置し、氷上で 3 分間静置した上で、シークエンサーにかけた。最終的に、

Finch TV (Digital World Biolog)をシーケンスデータの解析ソフトとして用いて、#番目のアミ

ノ酸のコドンが 5’-ACC (スレオニンのコドン)から 5’-GCC (アラニンのコドン)へ置換されて

いることを確認した。 

 

 

(3) 強制発現用ベクターの準備と遺伝子導入 

pCAG-H4WT および pCAG-H4#A をそれぞれ形質転換したコンピテントセル

の、LB プレート上のコロニーをそれぞれピックアップし、オートクレーブにより滅菌済み

の 100 ml の LB 培地が入った、各々別の羽根つきフラスコ内に加えて、37℃で 16 時間振盪

培養し、増殖させた。16 時間後、得られた菌液から Quantum Prep Plasmid Midi Prep kit (Bio-

Rad)を用い、kit のプロトコルに基づいてプラスミド DNA を抽出、および精製した。得られ

たプラスミド DNA 溶液をエタノール沈殿によってさらに精製し、滅菌水で 2 µg/µl となる

ように希釈して、遺伝子導入に用いた。 

 

pCAG-H4WT および pCAG-H4#A の遺伝子導入には、mES 細胞を用いた。mES

細胞へ強制発現ベクターを遺伝子導入する方法の詳細は、”I. 用いた培養細胞とその培養法 

(1) mES 細胞の培養 1-i. mES 細胞への強制発現ベクターの遺伝子導入”に記載した。 

 

  



材料と方法 

本文 

 

169 

IX. 合成ヒストンを用いたヌクレオソーム再構成 

 以下、特に記載がない限り試薬はナカライテスク株式会社より購入した。 

 

 

(1) S40Gc-H2A の準備とその精製確認  

 Ser40 にのみ O-GlcNAc 修飾が付加された H2A である S40Gc-H2A は、大阪大

学の蛋白質研究所の川上徹准教授のグループに合成頂いた (Asahina et al., 2019)。S40Gc-H2A

の精製度を確認するために行った SDS-PAGE のプロトコルは、” VI. 培養細胞から抽出した

タンパク質を用いた実験および解析 (4) SDS-PAGE および Western Blotting”に記載の SDS-

PAGE の方法に従った。電気泳動後の SDS-PAGE ゲルの CBB 染色には、Bio-Safe CBB G-250 

stain (BIO-RAD)を使用した。染色後は、MilliQ 水に浸して適度に洗浄した上で、観察を行っ

た。 

 

S40Gc-H2A の MS/MS 解析は理化学研究所環境資源科学研究センター 生命分

子解析ユニットの堂前直博士に行って頂いた。MS/MS 解析のサンプルとして、MilliQ 水に

溶解させた S40Gc-H2A を使用した。 

 

 

(2) H2AS40Gc NCP および Unmodified NCP の再構成 

 ヌクレオソーム再構成に用いた、ヒトのヒストン H2A、H2B、H3.1、および H4

は、東京大学の定量生命科学研究所の胡桃坂仁志教授のグループによってリコンビナント

タンパク質として精製されたものを使用した (Suzuki et al., 2016; Tachiwana et al., 2010; 

Tachiwana et al., 2011; Tanaka et al., 2004)。また、ヌクレオソーム再構成に用いた DNA

は、ヒトの α-satellite DNA に基づいた回文配列を有する 146 bp の DNA(146 bp DNA)であり、

リコンビナントヒストンと同じく東京大学の定量生命科学研究所の胡桃坂仁志教授のグル

ープによって作出されたものを使用した (Dyer et al., 2004; Harp et al., 1996; Luger et al., 

1997; Tsunaka et al., 2005)。 
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 最初に、H2A-H2B dimer、S40Gc-H2A-H2B dimer、および H3-H4 tetramer の作

出を行った。リコンビナント H2A と H2B、Gc-H2A とリコンビナント H2B、あるいはリコ

ンビナント H3 と H4 がそれぞれ等モル比となるように混合した上で、変性 buffer (20 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 7 M guanidine hydrochloride, 20 mM β-mercaptoethanol)をヒストンの終濃度

が 1.0 mg/ml となるように加え、4℃で 2 時間回転混和した。その後、巻き戻し buffer (10 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.5), 1 mM EDTA, 2 M NaCl, 5 mM β-mercaptoethanol)で 1 回につき 4 時間

以上の透析を 4℃下において 4 回行った。H2A-H2B dimer、Gc-H2A-H2B dimer あるいは H3-

H4 tetramer を含んだ溶液を HiLoad 16/60 Superdex 200 gel-filtration column chromatography (GE 

Healthcare)に供し、巻き戻し buffer 中にそれぞれ精製を行った。各精製溶液は、Amicon Ultra-

Centrifugal Filters Ultracel-10k (Millipore)を用いて適当な濃度になるように濃縮した。 

 

 精製および濃縮したヒストン複合体と 146 bp DNA を用いて、いずれのヒスト

ン修飾も含まないヌクレオソームである Unmodified NCP、および H2AS40Gc のみ付加され

たヌクレオソームである H2AS40Gc NCP ヌクレオソームの再構成を透析法により行った。

透析法に用いるヒストンや DNA のロットが変わるごとに、小規模ヌクレオソーム再構成法

である希釈法を行い、各ヒストン複合体と DNA の最適な混合比を推定した。推定した最適

な混合比となるように H2A-H2B dimer あるいは Gc-H2A-H2B dimer、H3-H4 tetramer、およ

び 146 bp DNA を、2 M KCl 条件下で DNA の終濃度が 0.8 mg/ml となるよう混合した上で、

RBH buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol (DTT), 2 M KCl)に透析

した。透析外液の塩濃度を徐々に低下させることで、ヌクレオソームを再構成させるために、

RBL buffer (10 mM Tris-HCl ( pH 7.5), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.25 M KCl) を透析外液 400ml

に対して、0.8 ml/min で加え攪拌しながら、8.0 ml/min の流速で透析外液を排出した (図 2-

2a)。4℃で 2 晩かけて塩濃度を低下させた後、新たな RBL buffer で 1 晩透析した。 

 

透析したサンプルを回収した後、30% Sucrose 溶液と 5:1 の割合で混合した上

で、分取用電気泳動装置である PrepCell (モデル 491，BIO-RAD）内で非変性条件下電気泳

動用ゲルである 6% Native-PAGE ゲルに添加し、ヌクレオソームを回収バッファー (20 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM DTT) によって溶出した (図 2-2b)。6% Native-PAGE ゲルの作製に

は、40(w/v)%- Acrylamide/Bis solution 37.5:1 (40% AB)を 1.2 ml、4×TBE buffer (0.71 M Tris, 
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0.71 M Boric acid, 8 mM EDTA)を 1 ml あるいは 0.4 ml、10% APS を 80 µl、および TEMED を

8 µl 混合した上で、MilliQ 水によって 8 ml にメスアップして作製した溶液を使用した。

PrepCell 用の泳動 buffer は、0.5 あるいは 0.2×TBE buffer を用いた。30% Sucrose 溶液と 5:1

の割合で混合した。回収 buffer は UV 吸光度の計測を行う。UV 吸光度のピークを参考に、

溶出画分を 6% Native-PAGE に供して、ヌクレオソームを含む画分を判別した上で、ヌクレ

オソームを含む画分を回収した。回収したヌクレオソーム溶液は、Amicon Ultra-Centrifugal 

Filters Ultracel-30k (Millipore)を用いて適当な濃度になるように濃縮した。濃縮した各ヌクレ

オソーム溶液は使用するまで氷上保存した。 

 

 再構成したヌクレオソームの確認のために、Native-PAGE、および SDS-PAGE

を行った。Native-PAGE の場合は、6% Native-PAGE ゲルによって展開した後、各ヌクレオソ

ーム、および遊離した DNA は、エチジウムブロマイドを用いて可視化した。Native-PAGE

ゲルの作出法は上述の PrepCell の Native-PAGE ゲル作成方法に準じた。また、Native-PAGE

にサンプルをアプライする際には、30% Sucrose 溶液と 5:1 の割合で混合した。SDS-PAGE

の場合は、18% SDS-PAGE ゲルで展開した後、タンパク質を、CBB 溶液によって染色した。

分離ゲルは、MilliQ 水を 1.68 ml、40% AB を 2.7 ml、1.5 M Tris-HCl (pH8.8)を 1.5 ml、10% 

SDS を 60 µl、10% APS を 60 µl、および TEMED を 6 µl 混合した溶液を用いて作製した。濃

縮ゲルは MilliQ 水を 1.85 ml、40% AB を 0.25 ml、0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)を 0.25 ml、10% SDS

を 20 µl、10% APS を 20 µl、および TEMED を 2 µl を混合して作製した。SDS-PAGE にサン

プルをアプライする際には、2×Sample buffer (100 mM Tris-HCl (pH6.8), 4% SDS, 0.2% 

Bromophenol Blue, 50% Glycerol)と 5:1 の割合で混合した。 
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X. 再構成ヌクレオソームの生化学的解析 

以下、特に記載がない限り試薬はナカライテスク株式会社より購入した。 

 

 

(1) MNase 感受性試験 

 MNase 感受性試験は、ヌクレオソームに巻きついた DNA の末端部をはじめと

したDNAとヒストンの相互作用の度合いを評価するための解析である (Koyama et al., 2017; 

Osakabe et al., 2018)。あらかじめ 40 ng/µl となるように MNase buffer (20 mM Tris-HCl (pH8.0), 

5 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM DTT)を用いて各ヌクレオソーム溶液を希釈する。また、

MNase dilution buffer (50 mM Tris-HCl (pH8.0), 50 mM NaCl, 1mM Tris)を用いて 15 mU/µl 

MNase (TAKARA)溶液を調整した。そして、35 µl の希釈ヌクレオソーム溶液、28 µl の 15 

mU/µl MNase 溶液、および 7 µl の 10x MNase buffer (200 mM Tris-HCl (pH8.0), 50 mM NaCl, 

25 mM CaCl2, 10 mM DTT)を混合し、70 µl の MNase 反応溶液を調整し、37 ℃で反応させ

る。その後、0 分から 15 分の間で 3 分ごとに 10 µl ずつ回収し、5 µl のタンパク質分解溶

液（20 mM Tris-HCl pH 8.0、20 mM EDTA、0.1% SDS、0.5 mg/ml proteinase K）を加えて反応

を停止させた。これらの反応産物は 8% Native-PAGE ゲルで展開し、各ヌクレオソーム、お

よび遊離した DNA は、エチジウムブロマイドを用いて可視化した。ゲル作製方法やサンプ

ルをアプライする方法は”IX. 合成ヒストンを用いたヌクレオソーム再構成 (2) H2AS40Gc 

NCP および Unmodified NCP の再構成”に記載した Native-PAGE の方法に準じた。 

 

 

(2) 熱安定性試験 

 熱安定性試験は、ヌクレオソーム構造の安定性を評価するための解析である 

(図 2-5a) (Koyama et al., 2017; Machida et al., 2016; Taguchi et al., 2014)。あらかじめ濃

度が 250 ng/µl となるように回収 buffer を用いて各ヌクレオソーム溶液を希釈する。そして、

9 µl の希釈した各ヌクレオソーム溶液あるいは回収 buffer に対して、回収 buffer を 8 µl、2 

M NaCl を 1 µl、および 50x SYPRO Orange (Sigma-Aldrich)を 2 µl 加え、20 µl の熱安定性試

験反応液を作製した。1 実験回において各条件区において反応液を 3 サンプルずつ、計 9 サ



材料と方法 

本文 

 

173 

ンプルを用意し、それぞれ 19 µl を熱安定性試験に供した。StepOnePlus Real-Time PCR unit 

(Applied Biosystems)を用いて、各熱安定性試験反応液を 26℃から 95℃まで 1℃ずつ上昇さ

せ、その際の SYPRO Orange の蛍光量を測定した。各ヌクレオソームを加えて測定した際の

蛍光量は、いずれのヌクレオソームも含まない回収 buffer を加えて測定した際の対応する

蛍光量を用いて補正した。T℃における正規化された蛍光量 (F(T)normalized)は次の式から算出

した。この時、F(T), F(26), F(95)はそれぞれ T℃, 26℃, 95℃の補正済み蛍光量を示す。 

F(T)normalized = (F(T) - F(26))/(F(95) - F(26)) 

また、T℃における蛍光量の変化量 (dF(T)/dT)は次の式から算出した。 

dF(T)/dT = F(T)normalized - F(T - 1)normalized, F(25) = 0 

 

 

(3) H2AS40Gc NCP の結晶化の試み 

 H2AS40Gc を含んだヌクレオソームの立体構造を決定するため、X 線結晶構

造解析を試みた。H2AS40Gc NCP 結晶化のために、精製した H2AS40Gc NCP を CCS buffer

（20 mM potassium cacodylate (pH 6.0), 1 mM EDTA）で 1 回につき 1 晩の透析を 4℃下に

おいて 2 回行った。透析後、Amicon Ultra-Centrifugal Filters Ultracel-30k (Millipore)を用いて

2-3 mg/ml になるように濃縮した。濃縮した各ヌクレオソーム溶液は使用するまで氷上保存

した。結晶化はハンギングドロップ蒸気拡散法により行った (図 M-2)。2 µl の H2AS40Gc 

NCP 溶液と 2 µl の Sample buffer (20 mM potassium cacodylate (pH 6.0), 70-75 mM KCl, 105-110 

mM MnCl2)をカバーガラス上で混合した後、直ちにカバーガラスを900 µl の reserver solution 

(20 mM potassium cacodylate (pH 6.0), 50 mM KCl, 60-70 mM MnCl2)が入った容器に被せて、

流動パラフィンを用いて密封し、20˚C で静置した。得られた結晶を 4˚C 条件下にて、2% 

trehalose、および 30% PEG400 を添加した reservoir solution に浸した後、液体窒素で瞬間凍

結した。 

 

凍結した結晶の X 線構造解析については、東京大学の定量生命科学研究所胡桃坂

研究室の小山昌子博士および野澤佳世博士に委託した。 
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XI. コアヒストンのアミノ酸配列やヌクレオソーム構造を用いた解析など 

(1) コアヒストンのアミノ酸配列の一覧図 

図 P-2 のマウスのヒストン H2A 遺伝子および H4 遺伝子の全パラログの 40 番

目のアミノ酸を中心とした前後 15 残基のアミノ酸配列、および図 P-6 のマウスのコアヒス

トン (H2A, H2B, H3, H4)の全アミノ酸配列の一覧を示した図に関しては、ensembl genome 

database (http://www.ensembl.org)を参照して作製した。図 C-1b,c の様々な生物種のヒストン

H4 の 71 番目のアミノ酸残基を中心に 15 アミノ酸残基を示した図に関しては、uniprot 

(http://www.uniprot.org)を参照して作製した。 

 

 

(2) ヒストン H4 のアミノ酸配列による系統樹 

 図 C-1a のヒストン H4 のアミノ酸配列を用いた真核生物の系統樹作製には、

uniprot (http://www.uniprot.org)より収集した各真核生物のヒストン H4 のアミノ酸配列を

Clustal W (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw)に供して行ったクラスタリング解析

の結果を用いた。クラスタリング解析は、Clustal W のデフォルト値で行った。解析結果の

系統樹描画には、TreeView X (version 0.5.0) (https://treeview-x.en.softonic.com) を用いた。 

 

 

(3) ヌクレオソームの結晶構造を用いた解析 

 図 3-10b のヌクレオソーム結晶構造データを用いた解析は、 PyMOL 

(https://pymol.org)を用いて行った。使用したヌクレオソームの X 線結晶構造データは日本蛋

白質構造データバンク（Protein Data Bank Japan, PDBj）(https://pdbj.org)より取得し、The human 

nucleosome structure (PDB ID: 3afa) (Tachiwana et al., 2010)のデータを使用した。H4Thr#を中

心として、ヌクレオソーム構造内においてその 5Å 内に位置する他ヒストンのアミノ酸残基

を PyMOL を使用して検索した。 

 

 

 

http://www.ensembl.org/index.html
http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://treeview-x.en.softonic.com/
https://pymol.org/
https://pdbj.org/
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(3) タンパク質の翻訳後修飾の構造式 

 図 P-3 および図 P-4b の各翻訳後修飾の構造式の描画には、Marvin Sketch 

(https://chemaxon.com/products/marvin)を使用した。図 P-3e で使用したユビキチンの構造デー

タは、PDBj (https://pdbj.org)より取得し、STRUCTURE OF UBIQUITIN REFINED AT 1.8 

ANGSTROMS RESOLUTION (PDB ID: 1ubq) (Vijay-Kumar et al., 1987)のデータを使用した。図

P-3a の GlcNAc の構造式は、Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; https://www.kegg.jp)

の GlcNAc の頁 (C00140)より引用した。 

 

 

XII. 統計解析 

 図 1-4b は two-tailed Student's t test、図 3-3b,d,f および図 3-9c は Wilcoxon rank 

sum test、そして図 2-3c および図 3-7c, f は Tukey-Kramer test によりそれぞれ統計解析を行っ

た。Student's t test は Excel を用いて行った。また、Wilcoxon rank sum test および Turkey-

Kramer test は R (https://www.r-project.org)を用いて行った。two-tailed Student's t test およ

び Tukey-Kramer test では p<0.05、Wilcoxon rank sum test では p<0.01 で有意差判定を行った。 

 

 

  

https://chemaxon.com/products/marvin
https://pdbj.org/
https://www.kegg.jp/
https://www.r-project.org/
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表 M-1  用いた抗体の情報 

(※学術論文として発表予定の内容に一部抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 M-2  用いたプライマーの情報 

(※学術論文として発表予定の内容に一部抵触するので、本要約中では削除した。) 
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表 M-3  用いた合成ペプチドの情報 

(※学術論文として発表予定の内容に一部抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 M-4  用いた公開シーケンスデータの情報 (ChIP-seq) 

 

 

 

  

Epigenetic factor name Cell GEO accession number

H2A.X mESCs GSE71866

H2A.Z mESCs GSE85505

H2AS40Gc mESCs GSE77999

H2AK119ub mESCs GSE107377

H2BS120ub mESCs GSE76569

H3.3 mESCs GSE96660

H3K4me1 mESCs GSE49847

H3K4me2 mESCs GSE18515

H3K4me3 mESCs GSE73426

H3K9ac mESCs GSE49847

H3K9me2 mESCs GSE97947

H3K9me3 mESCs GSE49847

H3S10ph mESCs GSE97947

H3K14ac mESCs GSE31284

H3K27ac mESCs GSE49847

H3K27me3 mESCs GSE73426

H3K36me3 mESCs GSE49847

H3K79me2 mESCs GSE11724

H4#Gc mESCs, hESCs, hiPSCs GSE153008 (本研究により新たに公開)
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表 M-5 

 

 

表 M-5  用いた公開シーケンスデータの情報 (ChIP-seq 以外) 

 

 

  

Sample name Cell GEO accession number

mESC-25mMGlc-RNA-seq mESCs GSE77999

mESC-1mMGlc-RNA-seq mESCs GSE77999

hESC-RNA-seq hESCs GSE80264

hiPSC-RNA-seq hiPSCs GSE56568

ATAC-seq mESCs GSE93029

DHS-seq mESCs GSE51336

FAIRE-seq mESCs GSE58520

RNA-seq

Open chromatin analysis
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図 M-1 

 

 

図 M-1  RP-HPLC によるヒストン分画の概要 

 

(a) RP-HPLC の装置の概要図。RP-HPLC はパソコンによって制御した。サンプルはシリン

ジを用いて注入した。カラムを透過する液の吸光度を測定することによって、タンパク質を
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検出した。カラムを透過した液が 30 秒ごとに異なる tube に自動的に回収されるように、プ

ログラムを組んだ。 

(b) RP-HPLC の原理の概略を示した。タンパク質を吸着させたカラム内に有機溶媒を流す。

流す有機溶媒の疎水性を一定の割合で徐々に上昇させると、疎水性の低いタンパク質ほど

早く有機溶媒に溶出するので、疎水性の違いに応じてタンパク質を分取することができる。 
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図 M-2 

 

 

図 M-2  ハンギングドロップ蒸気拡散法によるヌクレオソーム結晶化の概要 

 

ヌクレオソーム溶液と Sample buffer の混合溶液よりも reserver のカコジル酸の濃度を 2 倍

濃くすることにより、その濃度に近づこうと徐々にヌクレオソームと Sample buffer の混合

溶液の水が徐々に蒸発する。その際に、適正な条件であればヌクレオソームの均一な結晶

化が起こる。 
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(空白のページ) 
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論文題目： 

ヒストン O-GlcNAc 修飾研究ツールの確立およびヒストン O-GlcNAc 修飾の特性解析 

 

 

序論 

O-GlcNAc 修飾は、タンパク質のセリンあるいはスレオニン残基に単糖の一種

である GlcNAc が、O-結合型に付加するタンパク質翻訳後修飾の 1 つである。O-GlcNAc 修

飾の基質である UDP-GlcNAc が 2～5%のグルコースが代謝されるヘキソサミン合成経路の

代謝産物であることから、O-GlcNAc 修飾はグルコースをはじめとした栄養因子に応答性を

持つ栄養センサーとしての働きが期待されている。比較的近年にヒストンにおいても O-

GlcNAc 修飾が発見され、現在までに 16 種類のヒストン O-GlcNAc 修飾が報告されている。

特異抗体が獲得された、H2A の N 末端から 40 番目のアミノ酸であるセリン（Ser40）の O-

GlcNAc 修飾（H2AS40Gc、以下同様に略す）および H2BS112Gc については特性および機能

解析が進展しつつある。しかしながら、特異抗体などのヒストン O-GlcNAc 修飾の研究ツー

ルがほとんど存在しないことから、その他のヒストン O-GlcNAc 修飾については発見のみの

報告に留まり、その機能はおろか特性すらもほとんど明らかにされていない。そこで、本研

究は新規ヒストン O-GlcNAc 修飾の研究ツールを確立すること、およびその確立されたツー

ルを用いてヒストン O-GlcNAc 修飾の特性および機能解析を進展させることを目的とした。

第 1 章において、共同研究グループへ Ser40 が O-GlcNAc 化されたヒストン H2A（S40Gc-

H2A）の合成を委託し、合成された S40Gc-H2A を活用した生化学的な解析を行った。第 2

章において、新たなヒストン O-GlcNAc 修飾特異的モノクローナル抗体を樹立し、第 3 章に

おいて、その抗体を用いた新規ヒストン O-GlcNAc 修飾の特性解析を行った。 
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第 1 章 合成 S40Gc 化 H2A を用いたヌクレオソーム再構成と H2AS40Gc 含有ヌクレオソ

ームを用いた生化学的解析 

当研究室の先行研究によって発見された H2AS40Gc は、ヌクレオソーム内に

おいて H2A 同士が接する領域に位置することから、ヌクレオソーム構造に直接的な影響を

与えることが期待されていた。そこで、本章では H2AS40Gc のヌクレオソーム構造に与え

る影響を実際に評価することを目的とした解析を行った。特定のアミノ酸残基のみ O-

GlcNAc化されたタンパク質の新規人工合成法によって大阪大学の共同研究グループにより 

 

 

 

 

 

(※当文章は、学術論文として発表予定の内容に抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 新規ヒストン O-GlcNAc 修飾 H4#Gc の特異抗体の樹立と当該抗体の特性解析 

H2AS40Gc の特異抗体である 20B2 抗体は、当研究室の先行研究により獲得さ

れた。20B2 抗体を用いた解析の結果、H2AS40Gc は転写の促進に寄与する因子である可能

性があることやゲノム修復にも寄与する因子であることが明らかにされた。このように、ヒ

ストン O-GlcNAc 修飾を特異的に認識する新たなモノクローナル抗体は、ヒストン O-

GlcNAc 修飾の特性および機能解析に非常に有用である。 

20B2 抗体作製時に行った、マウス ES（mES）細胞から精製したヒストンを供

した予備的なアミノ酸分析および質量分析の結果、分析した当時において O-GlcNAc 修飾の

付加が報告されていない、ヒストン上の 4 ヵ所のセリンあるいはスレオニン残基の O-

GlcNAc 修飾の存在が示唆されていた。そこで、新規ヒストン O-GlcNAc 修飾を特異的に認

識する新たなモノクローナル抗体の獲得を目的として、これら 4 ヵ所の新規ヒストン O- 

 

 

(※当文章は、学術論文として発表予定の内容に抵触するので、本要約中では削除した。) 
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 20H3 抗体が、Western Blotting 以外の抗体を用いた主要な解析法（免疫沈降、

免疫染色）にも使用可能か、また使用可能であればその反応条件などを定めるため、両解析

における 20H3 抗体の使用条件検討を行った。免疫沈降における条件検討の結果、イオン性

界面活性剤を除いた buffer 系であれば 20H3 抗体は免疫沈降およびクロマチン免疫沈降

（ChIP）に使用可能であることが判明した。また、免疫染色における条件検討の結果、20H3

抗体が使用可能となる、細胞の固定条件、透過処理条件および使用時の抗体濃度を特定した。 

 

(※当文章は、学術論文として発表予定の内容に抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

 

 

第 3 章 新規ヒストン O-GlcNAc 修飾 H4#Gc の局在ゲノム領域と細胞外グルコース濃度に

対する応答性の解析 

本章前半においては、H4#Gc のゲノム上の局在領域を明らかにすることを目

的として、20H3 抗体を用いて、mES 細胞とヒト ES（hES）細胞、ヒト iPS（hiPS）細胞よ

り抽出・固定したクロマチンに対する ChIP-seq を行い、H4#Gc のゲノム DNA 上の局在 

 

 

 

 

 

(※当文章は、学術論文として発表予定の内容に抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

 

 

 

 

本章後半においては、H4#Gc のグルコース応答性を検証するために、通常培

養条件である 25 mM に加えて、10、5 あるいは 1 mM のグルコース濃度に調整した培地中

で培養した mES 細胞それぞれにおける H4#Gc 修飾量を、20H3 抗体を用いた Western Blotting

によって比較した。その結果、少なくとも mES 細胞においては、培地中のグルコー 

 

 

(※当文章は、学術論文として発表予定の内容に抵触するので、本要約中では削除した。) 

 

 



 論文内容の要旨 

本文 

209 

 

結論 

 

 

 

 

 

 

(※当文章は、学術論文として発表予定の内容に抵触するので、本要約中では削除した。) 
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各章のまとめ 

 

 

第 1 章 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 

あるいは刊行内容に関わるため公表できない。 

（5 年以内に出版予定） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 
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第 3 章 

 

本章の内容は、学術論文として刊行される計画がある、 

あるいは刊行内容に関わるため公表できない。 

（5 年以内に出版予定） 
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