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序論

第一 章では、ヒストンメチル転移 酵 素(HMT)で あるG9aの 欠損ES細 胞 においてRLGS法

により解析 可能 な約2,000座 位 の内、35箇 所 が低 メチル化 状態となることを示 した。これ は35

箇所 のDNAメ チル化状 態の維持 にG9aが 関与す ることを示 している。一方 、DNAメ チル転移

酵素の欠 損ES細 胞 のRLGS解 析か らは、ES細 胞ゲノム上 の247箇 所 がDNAメ チル 化され

ていることが明らかになっている(Hattori et al., 2004a)0こ のことは、ES細 胞 においてG9aに 非

依 存的 にDNAメ チル化 状態 が維 持され ているゲノム座位 が存在 することを示 している
。第一

章か ら明らかのようにHMTはDNAメ チル化 に関与しうるので、G9a以 外 のHMTがG9aの 標

的 とは異なるゲノム座位 のDNAメ チル化 に関与 しているのかも知れない。

個 々のG9a標 的座位 につ いてDNAメ チル 化 レベル を定 量的 に解析 すると、多くの座位 で

はG9a欠 損 下 にお いても部 分的 にDNAメ チル化 が残ることが示 された(第 一章)
。この時、

H3-K9とK27メ チル化 レベ ルも完全 に消失 しなかった
。このことから、G9a標 的座位 のDNAメ

チル化 レベル の維 持 にもG9a以 外 のHMTが 機 能 しているか 、もしくはG9a欠 損を補 っている

可能性 がある。

ほ乳類 にお いては、G9a以 外 に4種 類 のHMTが 知 られ ている(表GI -1) 0そ の 中でGLP

(G9a-like protein; Ehmt1)は 、ヒストンメチル 転移活性 を持つSETド メインにお いてG9aと の相

同性 が75%と 高く、G9aと 同様 に、H3-K9とK27の 両方 にメチル 転移活性 を持 つ。GLPの 欠損

マウスは 、G9a欠 損マウスと同様 に、胚性12.5日 目までに致 死となる(Tachibana et al., 2005)。

GLPも ユー クロマチ ン領域 に局在 し、GLP欠 損ES細 胞 ではこの領域 のジメチルH3 -K9レ ベ

ル が顕 著 に低 下することが免 疫 染色 実験 により示されている(Tachibana et al
., 2005)。 このこと

から、少 なくともES細 胞 では、GLPも ユークロマチン領 域のH3-K9メ チル化 に不可欠 である。

これ までに、GLPがG9aと 同一 の転 写抑 制 複合 体 中 に存 在 することが報告 され てい る

(Ogawa et al., 2002; Shi et al., 2003; Nishio & Walsh 2004) 。さらに最近 、in vivoでGLPがSET

ドメインを介してG9aと 優 先 的にヘテロ二量体 を構 成す ることが示され
、これが機 能形態である

と示唆 されている(Tachibana et al., 2005)。 これ らの報 告から、GLPとG9aの 標 的座 位 は一 致し、

互 いが機 能 を補 い合うゲノム座位 は存在しないと考 えられてきた。

ところが 、GLPあ るい はG9aを2つ の異なるタグで標識 し強制 発現させ た系 では
、GLPもG9a
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もそれぞれ ホモ二量 体としても存在 しうる(Tachinbana et al., 2005)。 組織 における発 現パター

ンもGLPとG9aと では異なり、特 にES細 胞 ではGLPのmRNA量 がG9aに 比べ 多く
、精 巣で

はその逆 である(Tachibana et al., 2005)。 さらに、GLPとG9aの 推定 上のピストンとの相 互作用

ドメインである酸 性 アミノ酸ドメインの構 造も、両者 で異 なる。これ らの結果 は、GLPとG9aが 単

独 で作用 するゲノム座 位 が存 在す ることを示唆 している。

これ までにGLPの 標 的として同定されたゲノム座位 はMage-a2遺 伝子 がただ1つ 知られて

いるのみであり、これ はG9aの 標 的座位 でもある(Tachibana et al.
, 2005)。 第一章 ではG9aの

例で示 したように、HMT欠 損細 胞でDNAメ チル化 状態が変化 する領 域 をゲノムワイドに探 索

することで、HMTの 標 的座位 を正確 に多数検 出できることを証 明した。これ は、DNAメ チル化

状態 の方が ピストン修 飾 状態 に比べ て定性 、定量 のいずれ にお いても検 出の正確性 が 高いこ

とを利 用 している。これ により、これまでクロマチン免 疫沈 降法 による遺 伝子 毎の解析 や 、免 疫

化 学的な核 内でのメチル化 ヒストンやHMTの 局在では明らか にできなかった多 数の遺伝子領

域 を一度 に解 析す ることが可能 になった。

本 章 では、GLP欠 損 がDNAメ チル化状 態 に影響 を及 ぼすゲノム座位 を、HELP法 とRLGS

法の2つ のゲノムワイドな手法 により解析 することでGLPの 標 的遺伝子 領域 を同定し(図2 .1A) 、

G9aの 標 的領 域 との比較 、解析 を行 なう。
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材料および方法

ES細 胞

GLP欠 損ES細 胞 およびGLP・G9a両 欠損ES細 胞 は、Tachibana et al. (2005)に よってTT2

ES細 胞株(野 生型ES細 胞)か ら樹 立された。培養 方法 は第一 章の 「ES細 胞」の項 に準 ずる。

ゲノムDNAの 抽出

それぞれ約5×107個 の細胞 からゲノムDNAを 抽 出した。操 作 は第一章 の「ゲノムDNAの

抽 出」の項 に準ずる。

Hpa II tiny fragment Enrichment by Ligation-mediated PCR (HELP) 法

HELP法 は、DNAメ チル 化感 受性 制 限酵 素Hpa IIに よって切 断されたDNA断 片 を増幅 し
、

これをゲノムDNA配 列 に相補 なプローブを載せ たマイクロアレイとハイブリダイゼ ーションさせ
、

検 出され たシグナル強 度 により、Hpa IIに よる消化の程度 であるメチル化 程度を知る方法 であ

る(図2-1B)。 本 法はKhuian et al. (2006)に よって開発 され 、本研 究 ではそれ に従って行 なっ

た。HELP法 は、(1)マ イクロアレイの設 計 、(2)Hpa IIも しくはMspI消 化 断 片 の増 幅

(LM-PCR)、(3)マ イクロアレイ解析(DNA断 片の標 識 、マイクロアレイとのハイブリダイゼーショ

ン、ハイブ リダイゼー ションシグナル の検 出) 、(4)ハ イブリダイゼー ションシグナル の解析 、(5)

デ ータの統 計学 的検 定と可 視化 の5項 目に分けられ る0

(1)マ イ クロアレイの 設 計

マ イクロア レイの 設 計 は 、マ ウス11番 染 色 体 上 の#291 Not Iの 周 辺 、94 , 075, 823か ら

98, 950, 823塩 基 対 目(Mouse March 2005
, mm6ゲ ノム)ま で の5メ ガ 塩 基 対 につ い て行 なった。

LM-PCR(下 記 参 照)で は 、200-2,000塩 基 対 の長 さのDNA断 片 が 増 幅 され るため
、5メ ガ 塩 基

対 の 内 、2つ のHpa II認 識 部 位(CCGG)の 間 隔 が200-2 ,000塩 基 対 であ る領 域(Hpa II領 域)

を プ ロー ブ の 設 計 の 対 象 とした。各 領 域 に10塩 基 対 の 間 隔 で
、50塩 基 のオ リゴヌクレオ チ ドプ

ロー ブ を設 計 し、そ の 中 か ら、Khulan et al. (2006)に 準 じ、特 異 性 の 低 い プ ロー ブ を除 去 し、領

域 毎 に約10個 の プ ロー ブ を選 択 した。マイクロアレイの 作 製 は
、NimbieGen社(NimbleGen

Systems Inc.、Madison、WI)に 委 託 し、Maskless Array Synthesizer (Nuwaysir et al., 2002)を
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用いて行 なわれた。

(2)Hpa IIもしくはMspI消 化 断 片の増 幅

ES細 胞 から抽 出した3-4μgの ゲノムDNAを 、100U以 上のHpa II(New England Biolabs 、

Ipswich、MA)も しくはMspI(New England Biolabs)に より、一晩かけて消化 した。MspIは メチ

ル化 非感受 性 で、消 化DNA断 片 は、競合ハイブリダイゼーションの際のコントロール として用

いる。制 限酵 素消化DNA断 片 はフェノール ークロロホルム抽 出法 とイソプロパノー ル沈殿法 によ

り回 収 し、その 内、それぞれ1μgのDNA断 片を、リンカーとなるセンスオリゴヌクレオチド

(JHpa II 12)お よび アンチセンスオリゴヌクレオチド(JHpa II 24、表2-1)と 混合し、55℃ で5分 間イ

ンキュベー トした後 、1時 間か けて反応 液を4℃ まで緩やか に冷 やし、二本 鎖リンカーの形 成 を

行なった。

反 応液 が4℃ に達 した後T4-DNAリ ガーゼ(T4 DNA ligase、Invitogen)を 加 え、16℃ で一 晩

インキュベ ートし、DNA断 片とリンカーDNAの 結合 を行なった。Hpa II消 化サンプル 由来の反

応液 の1/25(v/v)も しくはMsp I消 化 サンプルの1/50(v/v)を 、それ ぞれ別のチューブ 内でリン

カー のセンスオリゴヌクレオチ ドと混 合しPCR(ligation mediated PCR; LM-PCR)を 行 なった。

LM-PCRは 、72℃ で10分 間インキュベー トした後 、Taqポ リメラーゼ(Taq Poiymerase , native、

Invitrogen)を 加 え、[95℃ 、30秒 間;72℃ 、3分 間]の セットを20回 繰 り返 し、最後 に72℃ で3

分間インキュベ ー トし、完 了した。尚 、PCRは 各サンプル につき3つ のチューブ にて行 なった。

反応 液 中の 増 幅DNA断 片 は、カラム(Qiaquick PCR Purification Kit、Qiagen Vaiencia、CA)

を用 いて精製 し、マイクロアレイ解 析 に用いた。

(3)マ イクロアレイ解析

DNA断 片の標識 、マイクロアレイとのハイブリダイゼーション、ハイブリダイゼーションシグナ

ルの検 出は、Khulan et al. (2006)の 方法 に準 じ、NimbleGen社 に委託 した。標識 方法 はSelzer

et al. (2005)に 準じ、クレノウフラグメントの存在 下 、5'-Cy3標 識 または5'-Cy5標 識 ランダムオリ

ゴヌクレオ チドを、それ ぞれHpa II消 化 またはMspI消 化DNA断 片 とインキュベ ートし、Cy3

標識Hpa II断 片 とCy5標 識Msp I断 片 を得た。ハイブ リダイゼーションは、Cy3断 片とCy5断

片の競合ハ イブリダイゼーション法で行ない、それぞ れ532nmと635nmの 蛍 光シグナル とし

て検 出した。

(4)ハ イブリダイゼー ションシグナルの解析

35



第二章

各 プ ロー ブ につ いて得 られたHpa IIシ グナル値(Cy3)を
、同プローブにつ いて得 られ た

MspIシ グナル値(Cy5)で 割 り、その 自然対 数値(loge Cy3/Cy5 、log比)を 求 めた。Hpa II部 位

が低 メチル化 であるほど、Hpa IIシ グナル が大きくなり、従ってlog比 が大きくなる
。各サ ンプル

には、プ ロー ブのlog比 値か ら構 成されるシグナル分布 が存 在するが
、全 サンプルのlog比 値

の平均値 から、基 準となるシグナル 分布 を得た
。これ をもとに、R(http://www.r-project .org/)ソフ

トウェアを用いて、Qspline法(Workman et al., 2002)に より各サンプルのシグナル 分布 を補正 し

た。

(5)デ ー タの統計 学的検 定と可視化

個 々のHpa II領 域 に対応 する約10個 のプ ローブか ら得 られた補 正後 のlog比 値 につ いて
、

野 生型と各欠損ES細 胞の間 でWelchのt-検 定 により比較 した
。Welchのt-検 定 では、野 生型

よりも欠 損細胞 のlog比 値 の方 が大きい、すなわ ち野生型 に比 べて欠損 細胞の方 が低メチル

化か否か を問う、片側 検 定を行なった。また、Hpa II領域 に、約10個 からのプ ローブのlog

比値の 中央値 を求め、これを各Hpa II領 域 のシグナル値 とした
。これ をUCSCゲ ノムブラウザ

(http://genome.ucsc.edu/)の カスタムトラック機 能 を用 いて
、ゲノム情報 と共 にブラウザ上 に可視

化 した。

バイサルファイトシークエンス法

抽 出 したゲノムDNAの 内、約2μgのDNAを バイサルファイト反応 に用い為 操 作は第一 章

の 「バイサルファイトシークエンス法」の項 に準ずる
。PCRに 用 いたプライマーの配 列 は表2-1

に示 した。

クロマチン免疫沈降(ChlP)法

各1×10 6細 胞 分のクロマチンを免 疫 沈降 に用 いた
.操 作 は第一 章の 「ChIP法 」の項 に準ず

る。PCRに 用 いたプライマーの配 列は表2-1に 示 した
。

Restriction landmark genomic scanning (RLGS)
法

RLGS法 は、第一 章と同様 にNot I-Pvu II-Pst Iの 組 み合わせ により行な
った。それぞれの細

胞株か 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。操 作は第一 章の
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「RLGS法 」の項 に準ずる。

DNAメ チル化感受性定量的 リアルタイムPCR (MS-qPCR)法

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NotI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SYBRグ リ

ー ンを用いて定量 的PCRを 行 なった
。操 作 は第一章 の 「Ms-qPCR法 」の項 に準ずる。PCRに

用 いたプライマーの配列 は表2-1に 示 した。
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結果

GLP欠 損ES細 胞とG9a欠 損ES細 胞の両方でDNA低 メチル化状態となるゲノム座位の発見

HELP法 を用 いてGLP欠 損ES細 胞 のDNAメ チル化 状態 を解 析 し、GLPの 欠 損がDNA

メチル化 状態 に影 響 を与 えるゲノム座 位の 同定を試み た。HELP法 は、メチル化感 受性制 限酵

素Hpa IIの 認識 部位(CCGG)の メチル化 状態 をゲノム配列 に相補なプローブを載せ たマイク

ロアレイ(タイリングアレイ)を 用いて解 析す る方 法であり、DNAメ チル化状 態が変化 するゲノム

座標 を明らか にすることができる。ゲノム上の200か ら2,000塩 基対 以 内にある2つ のHpa II

部位(Hpa II領 域)のDNAメ チル化 状態 から1つ のシグナル値(loge Cy3/Cy5 、log比)が 得 ら

れ、これが大きいほど低メチル 化状態 を表す(図2-1B)。G9a欠 損ES細 胞でDNAの 低メチル

化 が生 じるRLGSス ポット#291のNot I部 位 を中心とした5メ ガ塩 基対 を対 象 に、3,451箇 所 の

Hpa II領 域 につ いてGLP欠 損ES細 胞 とGga欠 損ES細 胞のDNAメ チル化 状態 を解 析した。

スポット#291のNot I部 位 の両隣 に位 置する2つ のHpa II領 域は 、GLP欠 損ES細 胞の

DNAメ チル化 レベルの方 が野生型 に比べ て有意 に低かった(p<10-5 、Welch検 定;図2-2A)。

これ らがG9a欠 損 下でも低 メチル化 状態 であることもHELP法 により確認 され 、GLPとG9aの

両方の標 的であることが示 された(図2-2A)。GLPお よびG9a欠 損ES細 胞 にお ける低メチル

化領 域は2つ のHpa II領 域 を合 わせ た少 なくとも2.3キ ロ塩基 対程度 であり、NotI部 位か ら上

下流 に4キ ロ塩基 対 を超 えた領域 ではいずれ の欠損 細胞 でも低メチル化 状態 とはならなか っ

た(図2-2A)。

バイサルファイトシークエンス法 により、Not I部 位 の上 流1キ ロ塩基 対のHpa II部 位周 辺の

DNAメ チル化状 態をさらに検討 した(図2-2B)。Hpa II部 位 のDNAメ チル化 レベル は野生型

ES細 胞 では50%で あり、これ に対 しGLPお よびG9a欠 損 細胞 ではそれぞれ10お よび0%で

あり、HELP法 の結果 が確認 された。近傍 の400塩 基対 に存在す るほぼ全てのCpG部 位 でも

同様 の傾 向であった。ChIP法 により、Not I部 位 とそ の上流1キ ロ塩 基 対 の領 域 にお ける

H3-K9メ チル化 状態 を解 析 したところ、野 生型細胞 では両方 の領 域 にお いてH3-K9ジ メチル

化 を表すPCRバ ンドが見 られ た(図2-1C)。GLP欠 損 およびG9a欠 損ではこれらのH3-K9ジ

メチル化 レベル が低 下 した。従って、この領域 において、GLPお よびG9a単 独欠 損 細胞 では

H3-K9メ チル化 レベル の低 下を伴って、DNAメ チル 化レベ ルの低 下 が生じていることが示され
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た。

スポット#291 Not I部 位周 辺 の他 にも、GLPお よびG9a単 独欠 損細胞 の両方で低 メチル化状

態 となるHpa II領 域 が3箇 所発 見された(図2-3A)。 その内の1つ は、Abcc3遺 伝子 のイントロ

ンに存在 した。周辺 のHpa II領 域 は野 生型 、欠損 細胞 の両方 にお いて高メチル化状 態であり、

特異 的な領 域 のDNAメ チル化 レベ ルがGLPお よびG9a単 独欠損 の両方で低 下したことが示

され た。

GLPま たはG9a単 独欠損ES細 胞のどちらか一方だけでDNA低 メチル化状態となるゲノム座位の

発見

HELP法 により、GLP欠 損ES細 胞 だけで低メチル化 状態 となるゲノム座位 も発見 され た
。推

定上遺伝 子BC006923の 上流域 にはGLP欠 損 だけで低メチル化 状態 となる3つ のHpa II領

域 が近接 して存在 し、1.4キ ロ塩基 対 に及 んだ(図2-3B)。 発現 遺伝子 配列 断片(EST)で ある

AV306258の 上流 域 にもGLP欠 損 だけで低メチル 化状態 となるHpa II領 域 が発 見された(図

2-3B)。 どちらのHpa II領 域 にお いても、近傍 はGLP欠 損ES細 胞 でも高メチル化 状態 であっ

たことから、GLP欠 損 だけで特異 的な領 域のDNAメ チル化 レベル が低 下したことが示 された
。

一 方
、G9a欠 損細胞 だけで低メチル化状 態となるHpa II領 域も発 見された。これ らを図2-3C

に示 した。Izkf3遺 伝 子のイントロン内 に発 見されたHpa II領 域も、Skap1遺 伝 子 のイントロン内

に発 見 され たHpa II領 域も、近傍 は野 生型 のみならずG9a欠 損ES細 胞 でも高メチル化 状態

であり、特異 的な領域 がG9aの 欠 損 下だけで低メチル化 状態 となったことが示 された。

HELP法 の結果 を図2-4に まとめた。解析 対象 とした5メ ガ塩 基対の領域 に内 には
、GLPお

よびG9a単 独 欠損 細胞 の両方 でDNAメ チル 化 レベル が低 下す るゲノム座位 と、どちらか一 方

でのみで低メチル化状 態となるゲ ノム座位 が散在 することが分かった。

GLP欠 損ES細 胞では、G9a欠 損ES細 胞より多くのゲノム座位が低メチル化状態となる

HELP法 で解析 対象 としたのは既知G9a標 的座位 を中心とした5メ ガ塩基 対 で、これは全ゲ

ノムの約0.2%で ある。RLGS法 を用 いて解析 対象 をゲノム全体 に拡大 し、GLP欠 損ES細 胞の

DNAメ チル化 状態 を解 析 した(図2-1A) 。RLGS法 では、二次元泳 動像 上のスポットの有無が

これに対応 するNotI部 位 のそれぞれ低 、高メチル化 状態 を表 す。GLP欠 損ES細 胞のRLGS
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像 には、野生型ES細 胞 のRLGS像(第 一章)に は存 在しない46個 のスポット(GL01 -GL46)

が 出現 し(図2-5A、B)、 野 生型ES細 胞では高メチル 化状態 の46箇 所 のNotI部 位 が
、GLP

欠損 下では低メチル 化状 態であることを示した。これ に対 し、G9a欠 損ES細 胞 のRLGS解 析

では35箇 所 が低 メチル化状 態 となる(第 一 章、図1-1)。 このことか ら、GLPとG9aがDNAメ チ

ル化 に関与 する標 的座位 は完 全 に一致 せず 、数はGLPの 方 が多いことが示された。

GLP欠 損ES細 胞で低メチル化状態となるゲノム座位の一部がG9a欠 損ES細 胞でのそれと一致す

る

GLP欠 損ES細 胞のRLGS解 析 結果 を、G9a欠 損細胞 の結果(第 一 章)と比較 した時に予

想 され るスポットの出現パ ターンを図2-5Cに 示 した。野生型ES細 胞 のRLGS像 上 に検 出され

ないが、GLP欠 損お よびG9a欠 損ES細 胞の 両方で出現す るスポットは、どちらの欠損 下でも

低メチル化 状 態 となるゲノム座 位 に対応 す る。一 方、どちらか一方 でのみ現 れるスポットは 、ど

ちらか 一方のみ の欠損 で低 メチル化 状態 となる座位 に対応 する。

GLP欠 損ES細 胞 において現 れた46個 のスポットの 内、G9a欠 損 においても出現するスポッ

トはGL07、GL30、GL34お よびGL36を 含 む16個 のスポットであった(図2-5D(a))
。それ 以外

のGL05、GL13、GL16お よびGL31を 含 む30個 は、GLP欠 損 細 胞だ けで 出現 した(図

2-5D(b))。 一方 、G9a欠 損 でのみ 出現 したスポットは#273と#278を 含 む17個 であった(図

2-5D(c))。 これ らの結 果より、GLP欠 損ES細 胞で低メチル 化状 態となるゲノム座位 の一部 が

G9a欠 損ES細 胞 でのそれ と一致 し、これ に対 し、どちらか一 方の欠損 細胞だけで低メチル化

状 態となるゲノム座位 の方が多 いことが示された(図2-5E 、F)。

40

GLP・G9a両 欠損細胞で低メチル化状態となるゲノム座位は全て単独欠損で低メチル化状態となる座

位に含まれる

GLPとG9aがDNAメ チル化 に対する機 能 を互 いに補完す るゲノム座位 があるならば
、そこ

では 両方 の欠 損 により初めて低メチル化 状態 になると予想 され る。RLGS法 により、GLP・G9a

両欠 損ES細 胞 のDNAメ チル化 状態 を解析 した。両欠損 細胞では野 生型 には存在 しない45

個(DK01～45)の スポットが 出現した(図2-6A) 。これ らの全てのスポットが単独欠 損 により出現

したスポットと共 通 し、新 たなスポットは検 出されなか った(図2-6B
、C)。従って、GLPとG9aが
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DNAメ チル化 に対する機 能 を互い に補 完するゲノム座 位 は存在 しないことが示唆 された。

これらとは反 対 に、単独 欠損 細胞 では 出現 するが 、両欠損ES細 胞で は出現しないスポット

が発 見された(図2-6C)。 両方 の単独 欠損細胞 で出現 したスポットの1個(GL38)とGLP欠 損

細胞 だけで出現したスポットの4個(GL11、GL21、GL22お よびGL25)は 両欠損 細胞 では検 出

されなかった。さらにG9a欠 損 細胞 だけで出現したスポットには13個(#6、188、273、278、287 、

319、330、332、233、334、335、337お よび377)と 多く見られた(図2-6B)。 両欠 損下 にお いて、

G9aとGLPの 機 能が補完 されていると示唆 された。

両欠損下でも単独欠損以上のDNAメ チル化レベルの低下は生じない

GLPお よびG9aの 両方 の単独欠 損ES細 胞 で低メチル化状 態となるゲノム座 位 では、両欠

損 によりさらにDNAメ チル化 レベル が低 下す るかどうか、DNAメ チル 化感 受性 定量 的リアル タ

イムPCR(MS-qPCR)法 を用いてDNAメ チル化 レベルを解析 した(図2-7)。GLPお よびG9a

単独欠 損ES細 胞 の両方 のRLGS像 に出現 したスポットDK18、DK22、DK43 、DK44お よび

DK45のNot I部 位 のDNAメ チル 化 レベル が、それぞれの単独 欠損 下で低 下す ることを確 認

した(図2-7A)。G9a欠 損ES細 胞でもDNAメ チル化 レベル が低 下 しなかったコントロール座 位

であるCd13、Gb07お よびGd23(第 一 章)で は、GLP欠 損 下でも低メチル化状 態とならず 、これ

は両欠損 下でも同様 だった(図2-7B)。DK18、DK22、DK43、DK44お よびDK45に おける両

欠損ES細 胞 のDNAメ チル 化 レベル を解 析 したところ、単独欠 損細胞 のDNAメ チル化 レベル

とほぼ 同レベ ルだ った。特 に、DK22、DK43、DK44お よびDK45で は両欠損 下 においても

20-40%程 度 のDNAメ チル 化 レベル が維 持 されてお り、両欠 損でも単独欠 損以上 のDNAメ チ

ル 化 レベル の低 下が生 じず 、部 分 的にDNAメ チル 化 が残ることが示 された。この結 果より、

GLPお よびG9a単 独欠 損ES細 胞 にお ける部分 的なDNAメ チル化 レベルの維持 が、それぞ

れG9aま たはGLPの 機能 によるものではないと示 唆 され た。
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考察

本章 では、GLP欠 損ES細 胞 を用 いたRLGS解 析 により、GLPがDNAメ チル 化 に関与す る

46箇 所の標 的ゲノム座位 を明 らか にした。このうち第 一章 で明 らか にしたG9aの 標 的座 位と一

致す るもの は16箇 所であった。このことは、GLPとG9aの 両方がDNAメ チル化 に関与す るゲ

ノム座位 と、どちらか一 方のみが関 与する座位 が存在 することを示 している。これ まで、GLPは

G9aと 優 先 的にヘテ ロ二量 体を形 成 し、標 的座位 は 同一であると考えられ てきたが 、GLPは

G9aと は異なる固有の標 的座 位 のセットを持っていることが明 らかとなった。

核 抽 出物 の解 析か ら、GLPがG9aと 優先 的 にヘテ ロ二量体を形成 していることが示 され てい

た(Tachibana et al,2005)。GLPとG9aが ヘテロ二 量体として機 能 している領域 では、GLPと

G9aの どちらの欠損 においてもH3-K9も しくはK27メ チル化 レベル の低 下が生じると考えられ

る。これまで、そのような遺伝 子としてMage-α2遺 伝子 が知られていたが、これ は唯一の例 であ

った(Tachibana et al.,2005)。 ヘテロ二 量体として機 能 している領域 では、GLPとG9aの どちら

の欠 損 細胞 にお いて、H3-K9/27メ チル 化 レベルだけでなく、DNAメ チル化 レベルも低 下す る

可能性 がある。本研 究で は、RLGS解 析 によりそのようなゲノム座位 を16箇 所発 見 し、この結果

はHELP解 析 によっても確認 された。このことから、GLPとG9aが ヘテロ二量体 として機能 する

領 域 がゲ ノムワイドに存在す ることが示 唆された。一方 、GLPとG9aは それぞれホモ二量 体とし

ても存在 しうるが、この形態 で機 能 しているとされるゲノム座位 は今まで1つ も報告されていな

かった。そのようなゲノム座位 では、どちらか一 方の欠損細胞 にお いてDNAメ チル化 レベルが

低 下す る可能性 がある。本 章では 、RLGS解 析 によってGLP欠 損もしくはG9a欠 損ES細 胞 だ

けでDNA低 メチル化状 態となるゲノム座位 も存在 することを明らかにした。これまで、ホモ二量

体よりもヘ テロ二量 体の方 が優 先 的に形成 され ると示 唆 され てきたが、本 章で行なったRLGS

解析 でもHELP解 析 でも、どちらか一方 の欠 損細胞 でDNA低 メチル化状態 となるゲノム座位

の方が多く検 出された。GLPも しくはG9aが ヒストン修飾 だけでなく、DNAメ チル化 にも影 響 を

与えているゲノム座 位 では、それぞれが優 先 的にホモ二 量体 として機 能 しているのかも知れな

い。本研 究 は、GLPとG9aが ヘテロ二量 体としてもホモ二 量体としても機 能 していることを強く

示唆 した。

GLPとG9aの 両方 がDNAメ チル 化 に関与しているゲノム座位 で は、それぞれの欠損 により
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DNAメ チル化レベルが野生型の約半分に低下した
。このことから、これらのゲノム座位では両

方の存在により野生型の完全なDNAメ チル化レベルが維持され
、GLPも しくはG9a単 独欠損

下では、残ったもう一方の酵素だけで残りのDNAメ チル化レベルが維持されていると予測した
。

しかし、両方を欠損させた細胞においても部分的にDNAメ チル化レベルが維持されていること

から、これらの座位ではGLPも しくはG9a単 独ではDNAメ チル化に関与せず
、両方が存在す

ることで初めてDNAメ チル化に関与するようになると示唆された
。上述のように、GLPとG9aの

両方がDNAメ チル化に関与しているゲノム座位 は、両者がヘテロ二量体として機能している

可能性が高い。本研究から、GLPとG9aが ヘテロ二量体として存在していても相乗的なDNA

メチル化を引き起こさないことが示唆された。

GLPも しくはG9aの 単独欠 損 下では低メチル化 状態 となるが
、両欠損 下では高メチル 化状

態が維持 される領域 が存在 した。この結果 は 、GLPとG9aだ けを考 えた場 合 には論理 的 に解

釈 をすることが難 しい。しかし、上述 のGLP欠 損 、G9a欠 損 および 両欠損 のいず れによっても

完全 に脱メチル 化 されない領域 が 存在 したことと併せ て考えると
、別 の因子もこれ らの領 域 の

DNAメ チル 化維 持 に関与 していることが示 唆 される。Dnmt自 体 は裸 のDNAに 対 して領域 特

異性 を持 たないので、GLPとG9a以 外 のヒストンメチ・レ転移 酵素 が関与 している可能性 が高い
。

SUV39H1がDnmt1お よびDnmt3aと 相 互 作用す ることが示され(Fukset al
,2003)、SETDB1

がDNMT3Aと(Li et al., 2006) 、EZH2がDNMT1、3Aお よび3Bと 相 互作用 する(Vire et al
,

2006)こ とが報 告された。GLPの 標 的座 位 がG9aの それと一部 重なることを考えると
、GLPと

G9a以 外のHMTも 一部 のGLP/G9aの 標 的座位 にお いてDNAメ チル化 に関与 している可能

性 がある。

本 章では 二種類 の異なる解 析法 であるRLGS法 とHELP法 を用 いて
、いずれの場合 にも

GLPがDNAメ チル化 に関与す るゲノム座位 の方がG9aの それよりも多く発 見された
。RLGS

法で解 析 したNot I部 位 は、マウスゲノムでは67%がCpGア イランドに属 し(Fa
zzari&Greally

2004)、 主にCpG配 列 の含 量 の高いゲノム領 域 に存在 する
。一方、HpaII部 位 はユニーク配

列 内に位 置 するものでも14%の みがCpGア イランドに位 置し
、HELP法 ではユニー ク配 列 内の

HpaII部 位 を解 析対 象としているので、本 法 はRLGS法 よりもCpG含 量 の低 い領 域 のメチル化

状態 を反 映する。これ らの2つ の方 法 による解 析か ら、CpG含 量の多寡 に関わらずゲノム全域

にお いてGLPがDNAメ チル化 に関与す るゲノム座位 の方 が多いと示 唆された
。このことは、
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ES細 胞 では、G9aに 比 べ 、GLPの 発 現 量の方が多 い(Tachibana et al. ,2005)こ とに起因する

のかも知 れない。

本章で得られた結果 は、いずれもこれまでに明らかにされたわずかな遺伝子領域や抗体を

用いたジメチルH3-K9の 核内局在だけでは明らかにすることができなかったものである。本章

は、DNAメ チル化 ・ヒストン修飾を含むエピジェネティック修飾の中で、定性 ・定量的により正確

に変化を検 出することが可能なDNAメ チル化を指標とした。これによって、G9aと相同性が高く

ヘテロ二量体を形成するGLPがG9aと は異なる固有の標的座位のセットを持っていることが明

らかとなった。このことから、GLP/G9aと 相同性の高くない他のヒストンメチル転移酵素(HMT)も

また固有の標的座位を持つと考えられる。HMTが それぞれ固有の標的座位のセットでDNAメ

チル化 に関与することで、DNAメ チル化状態が遺伝子ごとに異なる機構で制御され、DNAメ

チル化プロファイルが維持されていると考えられる。

44



第二章

表2-1解 析に用いたオリゴヌクレオチド

*MS-pPCR解 析 に用いたPCR効 率
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図2-1本 章の解析の流れ

(A)本 章では、GLPお よびG9a欠 損ES細 胞 のDNAメ チル化状態を
、HELP法 を用いて5

メガ塩基 対について高解像度で解析 した後、RLGS法 を用いて解析対象をゲノム全体に拡大
した。(B)HELP法 の手順。 メチル化感受性制限酵素HpaIIの 認識部位が2つ 連続して低

メチル化状態の時に切り出されるDNA断 片をPCRで 増幅し、Cy3に よりラベル後、マイクロ
アレイへのハイブリダイゼーションに供する。この時、コ ントロールとしてメチル化非感受性Msp
1を用い、Cy5に よりラベルし、Cy3断 片と競合的にハイブリダイゼーションを行なう。 その結果、
logeCy3/Cy5値(log比)が 正の値の時はHpaII部 位 が低メチル化状態(赤 棒)で あることを

表 し、log比 が負の値の時は高メチル化状態(青 棒)で あることを示す
。
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図2-2HELP法 によるDNAメ チル化解析

(A)HELP法 によるRLGSス ポット#291座 位の近傍10キ ロ塩基対のDNAメ チル化解析。 縦

軸はlog比 の-1か ら+1ま での範囲。*は 野生型ES細 胞が高メチル化状態であり、 それに対

して欠損細胞が有意に(p<10-5、Welchの 検定)低 メチル化状態であるHpa II領 域に付した。

最下部は遣伝子の情報。(C)バ イサルファイトシークエンス法による、Not I部 位の1キ ロ塩

基対上流のHpaII周 辺のDNAメ チル化解析。(上 段)CpG配 列(白 丸)の 分布。(中 段)

DNAメ チル化状態。 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 片のメチル化状態の結果を横一列に並ベてある。(下 段)DNAメ チル化レベルを

各領域 中の総CpG数 に対する総メチル化CpG数 の割合として示した。(D)ChIP法 による、

Not I近 傍の約1キ ロ塩基対 上流域とNot I周 辺のH3-K9メ チル化状態の解析。 各細胞から

回収したクロマチンを抗ジメチルH3-K9抗 体(レ ーン 「K9me2」)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。

コントロールとして、免疫沈降せずにクロマチンからDNAを 回収し、同様に増幅した(レ ーン
「Input」)。
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図2-3 HELP法 によって発見された、GLP欠 損およびG9a欠 損ES細 胞においてDNA低 メチル化

状態のゲノム座位

(A)ど ちらの欠損ES細 胞でも低メチル化状態のゲノム座位。(B)GLP欠 損下だけ、 あるいは(C)

G9a欠 損下だけで低メチル化状態のゲノム座位。 縦軸は1og比 の-1か ら+1ま での範囲。*は 野生

型ES細 胞が高メチル化状態であり、それに対して欠損細胞が有意に(P<10-5、Welchの 検定)低

メチル化状態であるHpa II領 域 に付した。 最下部に遺伝子の位置を示した。
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図2-7MS-qPCR法 に よる、GLP・G9a両 欠 損ES細 胞 のDNAメ チ ル化 レベ ルの解析

(A)GLPお よびG9a単 独 欠損ES細 胞 の 両方でDNAメ チ ル 化 レベル の低 下が生じる座位 。

(B)単 独 欠損 下でDNAメ チ ル化 レベル の低 下が生じないコンロトー ル座位。
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