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諸言 

 

セレノプロテイン 

セレニウムは環境中に広く存在する微量元素であり、哺乳類に必須の栄養素である。

セレニウムの欠乏は、免疫能の低下や精子形成不全、気分障害、心臓病などを引き起こ

す。一方で、セレニウムは環境庁によって環境基準物質として定められており、過剰摂

取はセレニウム中毒として、脱毛や爪の脆化、消化器疾患、発疹、神経系異常を引き起

こす(Goldhaber SB 2003)。さらに、セレニウム濃度は急性の影響だけでなく、より長

期的かつ持続的な影響を与えることも報告されている。妊娠の一時期にセレニウム濃度

の高い食餌を与えた羊の仔は、出産時の体重には影響はないがその後の成長が良い

(Yunusova RD et al 2013)。また、ヒトにおいて出産期の血中セレニウム濃度が母親の

産後鬱と関連することが示された(Leung BM et al 2013)。高濃度のセレニウムは弱い

催奇形性も認められる(Noda M et al 1979)。 

セレノプロテインは後生動物に共通するタンパク質ファミリーであり、マウスにお

いては 24 種類、ヒトで 25 種類のセレノプロテインが存在している(Stoytcheva ZR 

and Berry MJ 2009, Jiang L et al 2012)。セレノプロテインはセレノシステインを含

むタンパク質ファミリーである(Lu J and Holmgren A 2009)。セレノシステインは元素

セレニウムを含むアミノ酸であり、システインの硫黄 (S) がセレニウムに置換されて

いる(Stoytcheva ZR and Berry MJ 2009)。セレノシステインはシステインによく似た

構造を有するが、その pKa はシステインの 8.3 に対して、5.2 と高い反応性を示す

(Bellinger FP et al 2009)。抗酸化作用を持つセレノプロテインの一つである

Selenoprotein R (methionine-R-sulfoxide reductase B1 : Msrb1) にはセレノシステイ

ンを含まず代わりにシステインを含み、同様に抗酸化作用を持つパラログの Msrb2、

Msrb3 が存在する。これらの遺伝子のセレノシステインやシステインに変異を導入し

た研究から、セレノシステインは抗酸化作用に必須ではないが、その抗酸化作用はシス

テインと比較して 100 倍以上であることが示されている(Kim HY and Gladyshev VN 

2005)。一方で、いくつかのセレノプロテインでは進化の中でセレノシステインがシス

テインに置き換わっており、glutathione peroxidase 6 (Gpx6) はヒトやウシなど多く

の哺乳類でセレノシステインを含むが、マウスとラットではセレノシステインを含まな

い(Lobanov AV et al 2008)。 

セレノシステインは通常終止コドンである UGA コドンにコードされている(Lu J 

and Holmgren A 2009, Reeves MA and Hoffmann PR 2009)。セレノプロテインをコ

ードする遺伝子領域の下流には mRNA 上で特殊な二次構造をとる selenocysteine 

insertion sequence (SECIS) element という配列を有する(Hill KE et al 1993)。セレノ

システインの翻訳時には、SECIS element にセレノシステイン tRNA や SBP2 などの

タンパク質複合体が形成される(Hill KE et al 1993, Carlson BA et al 2005)。セレノプ



 

 

諸言 

 

4 

 

ロテインの発現は転写だけでなく、翻訳段階においても調節を受けている。セレニウム

不足では、セレノプロテインの mRNA はセレノシステインをコードする UGA におけ

るナンセンス変異依存 mRNA 分解機構 (nonsense-mediated decay ： NMD)による分

解が起き、セレノプロテインのタンパク質量は調整される(Moriarty PM et al 1998)。

NMD による分解には各セレノプロテインによって感受性の差があり、SelH はセレニ

ウム不足環境の肝臓、腎臓において分解を受けやすい(Sunde RA et al 2009)。 

 

SelH 

Selenoprotein H (SelH)は近年になって新たに同定されたセレノプロテインであり、

第二エキソン上に 1 つのセレノシステインを有している(Kryukov GV et al 2003, 

Martin-Romero FJ et al 2001)。SelH はマウスゲノム第二染色体上に 4 つのエキソン

を持つ遺伝子として 1,488 bp にわたってコードされており、タンパク質は 116 アミノ

酸から構成される。ヒトからショウジョウバエまでよく保存されたアミノ酸配列を持つ

タンパク質である(Novoselov SV et al 2007)。SelH のオルソログはショウジョウバエ

において 3 遺伝子存在しているが、その内 2 つはセレノシステインを含んでいない

(Novoselov SV et al 2007)。また SelH オルソログはカイメンやシロイズナズナにおい

ても確認されているが、それらのオルソログはセレノシステインを含んでいない

(Novoselov SV et al 2007, Jiang L et al 2012)。SelH はセレノプロテインの中で唯一

核移行シグナルを有している(図 0A)。先の研究においても、NIH3T3 細胞において、

GFP 融合 SelH は核内に局在することが示された(Panee J et al 2007)。また、SelH は

CXXU motif を有する(Novoselov SV et al 2007)。CXXU motif は抗酸化モチーフであ

り、同様に抗酸化モチーフである CXXC motif とよく似た構造をとる(Novoselov SV et 

al 2007, Martin JL 1995, Arnér ES 2010)。 

 

SelH の機能 

セレノプロテインの機能は生体にとって重要であり、セレノシステイン tRNA のノッ

クアウトマウスの実験から、セレノプロテインは発生において必須であることが示され

ている(Bösl MR et al 1997)。これまでセレノプロテインの研究は Glutathione 

Peroxidases(Gpx)や Thioredoxin Reductases(TR)などの抗酸化作用を持つタンパク質

の研究が先行してきた。そのため、SelH の機能についても CXXU motif が着目され、

抗酸化作用について研究されてきた。 

2003 年、ショウジョウバエ胚を用いた実験から、SelH のオルソログである dselH ノ

ックダウンは胚の抗酸化物質濃度を低下させ、生存率を低下させることが報告された

(Morozova N et al 2003)。マウス肺がん由来の LCC 細胞において、SelH ノックダウ

ンは活性酸素による酸化ストレス下の生存率を低下させ(Novoselov SV et al 2007)、マ

ウス海馬神経由来の HT22 細胞における SelH の強制発現は、還元型グルタチオン濃度
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を上昇させ(Panee J et al 2007)、UV ストレス下において活性酸素産生を抑制すること

で生存率を上昇させることが報告された(Ben Jilani KE et al 2007)。さらに、UV スト

レス下のSelHの強制発現による生存率の上昇にはミトコンドリア膜の脱分極の抑制と、

ミトコンドリア生合成の促進が関与することが示された(Mendelev N et al 2011, 

Mendelev N et al 2009, Mehta SL et al 2013)。 

 

SelH の発現 

SelH mRNA の発現は初期胚および ES 細胞で高いことが報告されている

(Novoselov SV et al 2007, Huang Z et al 2009)。また、ゼブラフィッシュの発生にお

いて、SelH は受精後 24 時間から 48 時間後において発現が確認され、増殖能の高い脳

室や網膜、中脳蓋で特に発現が高い(Thisse C et al 2003)。さらに、ゼブラフィッシュ

における SelH の変異は発生異常を示し、SelH は初期発生において必須であることが

示されている(Amsterdam A et al 2004)。 

SelH の発現調節については、転写開始点付近に、metal response elements (MRE)

を 5 つ有しており、亜鉛イオンが MEF 細胞において、MRE を介して SelH の発現を

抑制することが知られている (Stoytcheva ZR et al 2010)。また、 SelH は

Delta-lactoferrin に対する応答配列を有していることも報告されている(Mariller C et 

al 2012)。また、一部のセレノプロテインの発現はセレニウム濃度の影響を受けること

が知られていることから(Stoytcheva ZR and Berry MJ 2009)、セレニウム濃度との関

連も指摘されている。最もよく研究されているセレノプロテインの一つである Gpx1 の

ラット肝臓での発現は低セレニウム給餌によって低下し、セレニウム過剰給餌で増加す

る一方、Gpx4 の発現はセレニウム濃度の影響を受けにくい(Saedi MS et al 1988, Lei 

XG et al 1995, Sun X et al 2001）。また、低セレニウム給餌によってマウス肝臓および

腎臓で SelH mRNA の発現が低下するという報告がある(Sunde RA et al 2009）。 

 

エピジェネティクス 

エピジェネティクスは、細胞世代を超えて受け継がれる塩基配列の変化を伴わない遺

伝子発現調節の機構に対する学問領域である(Russo U et al 1996)。個体は数百という

種類の様々な機能を持つ細胞から成るが、一部の例外を除いてそれらは全て同じゲノム

配列を持つ。受精卵から胎児発生を経て、個体が形成される過程あるいは幹細胞からの

分化誘導過程において、それぞれの細胞種に必要な遺伝子をオンとし、不要な遺伝子を

オフとする使い分けを行う必要がある。さらに分化した細胞では、一度オフとした不要

な細胞系列の遺伝子の記憶を引き継いでいく必要がある。エピジェネティックな制御機

構は、核内におけるこのような遺伝子情報の使い分けのための仕組みであり、細胞分裂

後も世代を超えて引き継がれる細胞の記憶装置である。全ゲノムにおけるエピジェネテ

ィック情報の総体をエピゲノムと言い(Murrell A et al 2005)、細胞の分化はエピゲノム
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の変化であると言える。エピジェネティック制御系には、ヒストン修飾、DNA のメチ

ル化修飾、ヒストンバリアントの使い分け、non coding RNA などが存在する(Henikoff 

S et al 2004, Shiota K 2004, Costa FF 2007)。これらのエピジェネティック修飾はク

ロマチン構造に影響を与え、遺伝子発現を制御する(図 0B)。 

 

ヒストン修飾 

ヒストン修飾はヌクレオソームを形成するヒストンが受ける化学修飾である。ヒスト

ン修飾の種類としてはアセチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化など様々な修飾

が知られている(Jenuwein T and Allis CD 2001)。ヒストンのリジンのメチル化修飾は

最も広範に認められるヒストン修飾の一つである。ヒストンのメチル化は主に、ヒスト

ンH3のN末端から4番目(H3K4) 、9番目(H3K9)、27番目(H3K27)、36番目(H3K36)、

79 番目のリジン(H3K79)およびヒストン H4 の N 末端から 20 番目のリジン(H4K20)

に認められる。一般に、H3K4、H3K36、H3K79 のメチル化はクロマチンを弛緩させ、

遺伝子発現を促進し、H3K9、H3K27、H4K20 のメチル化はクロマチンを凝集させ、

遺伝子発現を抑制する(Sims RJ 3rd et al 2003)。ヒストンのリジンのメチル化には、

転位されるメチル基の数によって、モノメチル(me1)、ジメチル(me2)、トリメチル(me3)

の 3 つの形態が存在する。 

ヒストンH3K4のメチル化はmixed-lineage leukemia (Mll) ファミリーであるMll1、

Mll2、Mll3、Mll4、Set1a、Set1b が行う(Vastenhouw NL and Schier AF 2012, Dou Y 

et al 2006)。Mll は Wdr5、Rbbp5、Ash2l、Dpy30 から成る Mll complex を構成する

(Jiang H et al 2011, Ang YS et al 2011, Ernst P and Vakoc CR 2012, Ernst P 

and Vakoc CR 2012)。また、ヒストン H3K4 の脱メチル化はヒストン脱メチル化酵素

であるKdm1a、Kdm1b、Kdm5bによって行われる(Shi Y et al 2004, Fang R et al 2010, 

Iwase S et al 2007)。H3K4 のメチル化修飾は発生において重要で、Mll1 のノックアウ

トマウスは胚性致死となる(Yu BD et al 1995)。H3K4me3 修飾を受ける遺伝子のプロ

モーター領域の多くには、H3K9 および H3K14 のアセチル化修飾が認められ、その下

流域には H3K36、H3K79 のメチル化修飾が認められる(Guenther MG et al 2007)。ま

た、H3K4me3 修飾は H3K27me3 修飾を行う PRC2 を阻害することが知られている

(Schmitges FW et al 2011)。 

H3K27 のメチル化修飾は PRC2（polycomb repressive complex 2）によってヒスト

ンに付与される(Schuettengruber B et al 2007, Cao R et al 2002, Müller J et al 2002)。

Ezh2、Suz12、Eed は PRC2 の主な構成タンパク質である(Margueron R et al 2008, 

Pasini D et al 2004, Cao R and Zhang Y 2004, Ketel CS et al 2005)。H3K27 のメチ

ル化修飾も発生において重要な役割を果たし、Eed のノックアウトマウスは胚性致死を

示す(Faust C et al 1995)。一方、H3K27 のメチル化修飾は Jmjd3 および Utx によっ

て脱メチル化される(Hong S et al 2007)。PRC2 は、Jarid2 および Aebp2 にリクルー
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トされ、これらの因子は非メチル化状態にある CpG 配列を認識して DNA と結合する

(Kim H et al 2009, Peng JC et al 2009)。また、PRC2 は H3K36me3 修飾を認識する

Pcl2 によってもリクルートされる(Walker E et al 2010, Brien GL et al 2012)。さらに、

H3K27me3 修飾は H3K4 のメチル化を行う Mll complex の阻害をすることが報告され

ているなど(Kim DH et al 2013)、ヒストン修飾は互いに影響を与え合っている。 

 

DNA のメチル化修飾 

DNA はシトシン、グアニンと連続する配列 (CpG 配列) のシトシンがメチル化され、

一般にメチル化された DNA はクロマチンを凝集させ、遺伝子の発現抑制を行う(Shiota 

K 2004) 。組織や細胞種によって DNA メチル化状態の 異なる領域を

T-DMR(tissue-dependent and differentialy methylation region)といい、ゲノム上には

数千ヶ所の T-DMR が確認されており、T-DMR の DNA メチル化状態は遺伝子発現と

相関する(Shiota K 2004, Yagi S et al 2008, Rakyan VK et al 2008)。DNA のメチル化

修飾はDNAメチル基転位酵素Dnmt群によって付与される。Dnmt1はヒストンH3K9

のメチル化酵素であるG9aやヘテロクロマチン結合タンパク質であるHP1と相互作用

している(Estève PO et al 2006, Smallwood A et al 2007)。DNA の脱メチル化は、DNA

の複製時にメチル基が娘鎖に引き継がれないことによる受動的脱メチル化に加え、tet 

methylcytosine dioxygenase (Tet)によるヒドロキシルメチル化を介した能動的脱メチ

ル化によって起きる(Ito S et al 2010, Nabel CS et al 2012, Kohli RM and Zhang Y 

2013)。 

 

クロマチンリモデリング 

クロマチンは核内におけるDNAとタンパク質の複合体であり、ヒストンH2A、H2B、

H3、H4 をそれぞれ 2 つずつ含むヒストン八量体に DNA が巻き付いたヌクレオソーム

を基本構造とする(Burlingame RW et al 1985, Luger K et al 1997)。クロマチンはその

凝集の度合いにより、凝集した領域であるヘテロクロマチンと弛緩したユークロマチン

に分類される。ヘテロクロマチン領域では、DNA への転写因子のアクセスは構造的・

機能的に阻害され、一般的には遺伝子発現は抑制される。ヘテロクロマチンはその構成

タンパク質 HP1 を介して核膜の Lamin と結合することが知られている (Ye Q 

and Worman HJ 1996, Nielsen AL et al 2001)。そのため、ヘテロクロマチン領域は核

辺縁の核膜直下に認められることが多い(Reddy KL et al 2008)。また、核膜とクロマチ

ンの結合においては H4K20 のメチル化修飾が関わることも報告されている(Hirano Y 

et al 2012)。本研究室における近年の研究で、ヒト臍帯血中濃度の 10 倍程度である 100 

ppbという低濃度のセレニウムがES細胞のヘテロクロマチン構造に変化をもたらすこ

とが示された(Arai Y et al 2011）。 

クロマチンリモデリングは、ヒストンと DNA の結合を緩め、ヌクレオソーム構造を
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変化させることで起こる、クロマチンの再構築である。クロマチンリモデリングは

SWI/SNF complexや RSC complexなどのクロマチンリモデリング因子によって、ATP

依存的に行われる(Saha A et al 2002, Zhang Y et al 2006)。RSC はヌクレオソームを

構成する DNA の位置を平均で 35 bp 移動させる(Sirinakis G et al 2011)。さらに 2 つ

の隣接するヌクレオソームから、1 つのヒストン八量体を除外してヌクレオソームを一

つ除去する反応も知られている(Dechassa ML et al 2010)。また、クロマチンリモデリ

ング因子はヌクレオソームの位置や数を変えるだけでなく、ヒストンの入れ替えを介し

てヒストンバリアントの使いわけにも関与する。クロマチンリモデリング因子 Swr1 は

ヒストン H2A をそのバリアントであるヒストン H2AZ に置き換える(Mizuguchi G et 

al 2004)。また、クロマチンリモデリング因子はヒストン H3 のアセチル化によってリ

クルートされ、ヌクレオソームの移動や除去を行うことが報告されている(Chatterjee 

N et al 2011)。 

 

本研究の目的 

CXXC motif の繰り返しから成る CXXC domain は、DNA 結合ドメインとしての機

能も有している(Hashimoto H et al 2010)。CXXC domain は非メチル CpG に結合する

ドメインであり、ヒストン H3K4 メチル化酵素である Mll やヒストン H3K4 メチル化

酵素 Set1 の結合タンパク質 Cfp1、ヒストン脱メチル化酵素の Kdm2a、DNA メチル

基転位酵素の Dnmt1、メチル化 DNA のヒドロキシル化酵素である Tet1 などのエピジ

ェネティック因子に共通する(Hashimoto H et al 2010, Lee JH and Skalnik DG 2005)。 

SelH は CXXU モチーフに加えて、核移行シグナルと AT hook モチーフを有してい

る(Panee J et al 2007)。先の研究においても、NIH3T3 細胞において、GFP と融合さ

せた SelH は核内に局在することが示された(Panee J et al 2007)。AT hook は Hmga

や Baf250 などのクロマチンリモデリング因子に共通する DNA 結合モチーフであり、

AT 密度の高い DNA の副溝に結合する(Aravind L and Landsman D 1998)。Hmga は

ES 細胞において発現が高く、クロマチン凝集を起こすリンカーヒストン H1 と置き換

わり、クロマチンを弛緩させることが知られている(Reeves R and Beckerbauer L 

2001)。また、Baf250 は SWI/SNF 複合体を形成するタンパク質であり、ES 細胞の特

徴的なクロマチン状態の維持に必須である(Yan Z et al 2008, Gao X et al 2008, Kidder 

BL et al 2009)。 

セレノシステインに変異を加えた組み換え SelH を用いた結合タンパク質探索実験から、

SelH はヒストンメチル化酵素と複合体を形成する Rbbp5 やヒストンシャペロンである

Nucleolin と結合することが示されている(Novoselov SV et al 2007)。 

Rbbp5 はヒストン H3K4me3 修飾を行う Mll complex の構成因子の一つであり、

H3K4 のメチル化酵素である Mll に結合し、H3K4me3 修飾に必須な因子である(Dou Y 

et al 2006, Steward MM et al 2006)。さらに、Rbbp5 は H3K27me3 修飾の脱メチル
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化酵素である Jmjd3 とも結合することが報告されている(De Santa F et al 2007)。 

Nucleolin はヒストン H2A-H2B 二量体の輸送を介したヒストン八量体の形成および

ヌクレオソーム中の H2A-H2B 二量体の代謝を行うヒストンシャペロンである

(Angelov D et al 2006)。Nucleolin はクロマチンリモデリング因子である SWI/SNF や

ACF 複合体の活性を促進し、クロマチンリモデリングを促進する(Angelov D et al 

2006)。蛍光 H2B を用いた蛍光退色後回復測定  (fluorescence recovery after 

photobleaching：FRAP) 法の結果から、Nucleolin はクロマチン動態を制御すること

が示されている(Gaume X et al 2011)。また、Nucleolin はヒストンバリアントの使い

分けにも関与しており、ヒストン H2A-H2B 二量体の代謝に際して、クロマチンリモデ

リングを阻害するヒストンバリアント macroH2A のクロマチンリモデリングを促進す

る一方で、転写活性の高いクロマチンに存在するヒストンバリアント H2ABbd のクロ

マチンリモデリングには関与しない(Angelov D et al 2006, Chadwick BP and Willard 

HF 2001, Angelov D et al 2003)。Nucleolin は macroH2A を抑制することで rDNA のヒ

ストン H3 修飾の維持、転写を脱抑制していることが示されている(Cong R et al 2013)。ま

た、非常に興味深いことに、Nucleolin は SECIS element に結合し、セレノプロテイン

の翻訳に関与することも報告されている(Miniard AC et al 2010)。 

以上のことから、SelH は核内におけるクロマチン構造の調節因子としての役割を有

することが考えられる(図 0C)。本研究では、SelH のゲノム調節機能を明らかにするこ

とを目的として、ES 細胞を用いて研究した。第一章ではまず、SelH ノックダウン ES 

細胞および SelH 発現 ES 細胞の樹立を試みた。そして、SelH がヘテロクロマチン状

態に与える影響の解析を行った。第二章では、SelH ノックダウン ES 細胞を利用した、

多分化能マーカー遺伝子の発現解析と胚葉体形成実験から、SelH の ES 細胞の多分化

能における機能を解析した。第三章では、SelH の有する分化制御機能を神経分化に焦

点を当てて解析した。 
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SelH ノックダウン ES 細胞の樹立 

およびクロマチン状態の解析 

  



 

 

第一章 

 

12 

 

序論 

 

胚性幹細胞 (Embryonic stem cell : ES 細胞) は胚盤胞期の内部細胞塊 (inner cell 

mass : ICM) から樹立された細胞であり、無限に増殖する自己複製能と成体を形成する

全ての細胞種に分化することができる多分化能を有する(Smith AG 2001, Kashyap V 

et al 2009, Nakai-Futatsugi Y and Niwa H 2013)。マウス ES 細胞のヘテロクロマチ

ン領域を染色すると、分化後の細胞と分布が異なり、ヘテロクロマチン領域は少数のド

ット状の領域として観察される(Meshorer E et al 2006)。ヒト ES 細胞では分化後の細

胞と比較して、第 6 染色体の分布する領域が広く、HP1 の凝集領域が少ない(Bártová E 

et al 2008)。また、FRAP 法による解析から、ES 細胞のヒストン H2A、H2B やヘテ

ロクロマチン構成タンパク質である HP1 の動態は、分化後の細胞に比べて高い運動性

を有することが示されており(Bhattacharya D et al 2009)、ES 細胞は特徴的なクロマ

チン構造を有し、全体的にクロマチン構造が弛緩していると考えられている。 

SelH mRNA は初期胚および ES 細胞で発現が高いことが報告されている

(Novoselov SV et al 2007, Huang Z et al 2009)。また、ゼブラフィッシュの初期発生

において、SelH は必須であることが示されている(Amsterdam A et al 2004)。そのた

め、SelH は初期胚やそのモデルである ES 細胞において重要な役割を果たしているこ

とが示唆されている。 

セレノシステインは終止コドンでもある UGA コドンにコードされており、その

mRNA は nonsense-mediated decay (NMD)による分解が起き、セレノプロテイン発現

は翻訳段階においても調節される(Moriarty PM et al 1998)。そのため、セレノプロテ

インの解析においては mRNA のみでなく、抗体を用いたタンパク質解析が重要である。

UGA における NMD のために、セレノプロテインの強制発現は野生型のままでは困難

である。先に行われている SelH の機能解析に関する研究においても、野生型の SelH

の強制発現は困難であり、セレノシステインをコードする UGA で翻訳が停止した不完

全なタンパク質ばかりが大量に発現してしまうことが示されている(Novoselov SV et 

al 2007)。そのため、SelH の研究における強制発現ではセレノシステインをシステイ

ンに変えた変異型の SelH が用いられている(Panee J et al 2007, Novoselov SV et al 

2007)。 

第一章では、SelH の ES 細胞のクロマチン状態に与える影響を解明することを目的

とし、ノックダウン ES 細胞の樹立を試みた。この時、SelH は ES 細胞の維持や増殖

に必須であることも考えられ、ES 細胞における SelH のノックアウトやノックダウン

は困難であり、生存や未分化状態を維持できないことも十分に考えられる。さらに、

SelH 抗体の作成、セレノシステインをシステインに変異させ、EGFP タグをそれぞれ

N 末端と C 末端に付加した変異型 SelH の強制発現細胞株の樹立を試みた。 
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材料と方法 

 

試薬は特に記載のない限り和光純薬工業株式会社より購入した。プライマーは

SIGMA GENOSYS JAPAN より購入した。使用したプライマー配列は表 1-1 に示す。 

 

SelH 抗体(SelH-TB13)の作成 

SelH 抗体の作成は、SelH アミノ酸の N 末端から 17 アミノ酸にシステインを付加し

た MAPHGRKRKAGAAPMETC ペプチドを用いた。アジュバンドとして、システイン

のSH基にkeyhole limpet hemocyaninを結合させ、抗原とした(Jerry DJ et al 1993)。

免疫動物はウサギ(Japanese White Rabbit)を用いた。ウサギへの免疫は計 8 回行った。

初めの免疫から 2、3、4、5、6、8、9 週間後にそれぞれ追加免疫を行い、10 週間後に

全血採取して回収した。 

抗血清は抗原ペプチドを結合したセファロースカラムで精製した (Bar-Peled M 

and Raikhel NV 1996)。セファロースカラムはセファロースゲル 0.3 g を cupling 

buffer (0.5 M NaCl, 0.1 M NaHCO₃ pH 8.3)で膨潤させ、1,000 g 室温で 2 分間遠心分

離した。遠心分離は、微量高速冷却遠心機  (TOMY, cat. MX-307) で行った。

MAPHGRKRKAGAAPMETCペプチドを 0.5 mg/mlとなるように cupling bufferに融

解し、2 ml をゲルに加え 4℃で一晩反応させた。1,000 g 室温で 2 分間遠心分離し、10 

ml の cupling buffer で 2 回洗浄した。その後、acetate buffer (0.1 M 酢酸, 0.5 M NaCl 

pH 4.0) で 1 回、cupling buffer でさらに 2 回洗浄した。ゲルをカラム(Bio-Rad, cat. 

731-1550)に加え、血清 10 ml を 4℃で一晩反応させた。カラムは洗浄 buffer (20mM 

Tris-HCl, 1 M NaCl 1% Triton X-100 pH 7.6 )で 1 回、TBS (20 mM Tris-HCl, 0.15 M 

NaCl pH 7.6) で 2 回洗浄した。その後溶出 buffer (0.1 M グリシン-HCl pH 2.5)で溶

出した。その後、Snakeskin dialysis tubing (Thermo scientific, cat. 68035)で透析し、

バッファーを 50%グリセロール／PBS に置換した。これらのペプチド合成、ウサギ免

疫、抗体精製は医学生物学研究所に委託して行った。 

 

未分化 ES 細胞の培養 

129S4/SvJae マウスから樹立された ES 細胞(株名、J1)を用いた。培養は先の報告(Li 

E et al 1992) を一部改編して行った。ES 細胞はゼラチン (SIGMA, cat.G2500)でコ

ートした 10 cm 培養皿 (Fast Gene, cat. FG-2090)上で培養した。15% FBS 

(BIOWEST, cat.S-1820-50, lot.SO599351820)、1× MEM Non-Essential Amino 

acids solution(Life Technologies, cat.11140)、100 µM 2-mercaptoethanol (Life 

Technologies, cat.21985)、 50 U/ml penicillin & 50 µg/ml streptomycin (Life 

Technologies, cat.15070)、1 mM Sodium Pyruvate (Life Technologies, cat.11360)、2 

mM L-glutamine (Life Technologies, cat.25030)、1000 U/ml ESGRO (Millipore, 
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cat.ESG1107) を添加した DMEM (ES 細胞用培地)を用い、37℃、5% CO₂存在下で

培養した。培養は CO2インキュベータ (SANYO, cat. MCO-5AC)で行った。培地は１

日おきに交換した。細胞回収時には、0.05% Trypsin/EDTA (Life Technologies, 

cat.25200)で 37℃ 3 分間処理した後、ES 細胞用培地を加えて酵素反応を停止させ、

3,000 rpm 室温で 3 分間遠心分離して細胞を回収した。遠心分離には、HIMAC 

(HITACHI, cat. CF7D2)を用いた。回収した細胞は直ちに液体窒素で凍結し、使用す

るまで-80℃で保存した。今回の研究では継代数 39~54 の ES 細胞を用いた。 

 

ウエスタンブロッティング 

細胞からの核タンパク質の抽出は、先の報告を元に Nuclear Complex Co-IP kit 

(Active Motif, cat.54001)を用いて行った(Dignam JD et al 1983)。1×10⁷の細胞ペレ

ットに対して、500 µl の Hypotonic buffer (10 mM HEPES pH 8.0, 1.5 mM MgCl2, 10 

mM KCl) でペレットを溶解し、氷上で 15 分間インキュベートした。25 µl の Detergent 

(10% IGEPAL) を加えて混合した後、10,000 g 4℃で 30 秒間遠心分離した。ペレット

となったタンパク質を100 µlの complete digestion buffer (20 mM HEPES pH 8.0, 1.5 

mM MgCl2, 0.42 M NaCl) に混合し、0.5 µl の enzymatic shearing cocktail を加えて、

37℃に 10 分間反応させた。その後 2 µl の EDTA を加えて反応を停止した後、10,000 g 

4℃で 10 分遠心分離し、上清を核タンパク質として回収、ウエスタンブロッティング

に使用した。タンパク質濃度は BCA protin assay kit (Pierce cat. 23225)を用いて行い、

総量 5 µg のタンパク質をウエスタンブロッティングに用いた。 

タンパク質は lane marker reducing sample buffer (Thermo Scientific, cat.39000)

を加えて、95℃で 3 分間処理した。泳動はミニプロティアン Tetra セル(BioRad, cat. 

165-8004)およびパワーパック HC (BioRad, cat. 164-5052)を用いた。15％アクリルア

ミドゲル (15% アクリルアミド, 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.05%過硫酸ア

ンモニウム, 0.05% TEMED および 5% アクリルアミド, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 

0.1% SDS, 0.05%過硫酸アンモニウム, 0.05% TEMED)で、泳動 buffer (0.25 M Tri-HCl 

pH 7.6, 1.92 M グリシン, 1% SDS)を用いて、定電圧 200 V で 45 分間泳動した。

transfer buffer (0.25 M Tri-HCl pH 7.6, 1.92 M グリシン, 10% メタノール, 1% SDS)

中で、イモビロン-P トランスファー メンブレン(Millipore, cat.IPVH304F0)に定電圧

15 V で 50 分間、セミドライ式トランスファー装置(BIO CRAFT, cat. BE-330)を用い

てトランスファーした。トランスファー済みのメンブレンは 5% スキムミルク, 0.1% 

Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate を添加した TBS (blocking buffer)を用い

て、室温で 1 時間ブロッキングした。使用した一次抗体と濃度は表 1-2 に記す。二次抗

体はヤギ抗ウサギ IgG (H+L) HRP抗体 (Jackson ImmunoResearch, cat.111-035-003)

も し く は ロ バ 抗 ヤ ギ IgG(H+L)HRP 抗 体  (Jackson ImmunoResearch, 

cat.705-035-147)を 0.1% Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate を添加した TBS 
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(TBS-T)中に 0.2 µg/ml 加えて室温で 1 時間反応させた。検出は SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, cat. 34080)を用いて、GenGnome 

System (Syngene, cat. CGNOMEXP-HR-5)で検出した。SelH 抗体の評価の際のタン

パク質サイズの測定は、11 kDa、17 kDa、20kDa のタンパク質マーカーの位置から、

指数近似曲線を描いて求めた。タンパク質マーカーはプレステインタンパク質サイズマ

ーカー (WAKO, cat. 230-02461)を用いた。3 回の実験の平均値を示した。 

 

一過性 SelH 強制発現ベクターの作成 

ベクター作成は図 1-2A のフローチャートに示した。SelH 翻訳領域(ORF)の 5’ 末端

に NheI (Takara, cat.1162A)の認識配列、3’ 末端に NotI (Takara, cat. 1166A)の認識配

列を設けたプライマー (SelH-NheI、SelH-NotI) を設計した。このプライマーを用い

て、ES 細胞の cDNA を鋳型として、SelH の ORF を PCR で増幅した。PCR は 20 µl

のスケールで行い、酵素として LA-Taq DNA Polymerase (Takara, cat. PR02BG)を用

いた。PCR は 95℃で 3 分間変性させた後、[94℃-30 秒、60℃-30 秒、72℃-1 分]を 1

サイクルとし、30 サイクル行った後 72℃で 2 分間反応させた。PCR 産物は 2%アガロ

ースゲルで電気泳動し、UV 照射下で目的のバンドを切り出し、Wizard SV Gel and 

PCR Clean-up System (Promega, cat. A9282) で精製した。その後、PCR 産物を

pGEM-T Easy Vector System (Promega, cat. A1360) を用いてクローニングし、

BigDye Terminator v3.1 Sequencing Standard (Life Technologies, cat.4337455) で

DNA を標識・増幅し、Applied Biosystems 3130xl ジェネティックアナライザ(Life 

Technologies, cat. 3130xl)で塩基配列を確認した。 

SelH のセレノシステインをシステインに置換する変異は、セレノシステインをコー

ドする ACT を ACA に変換したプライマー  (SelH-M1, SelH-M2) を作成し、

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (STRATAGENE, cat.200523) を用い

て、SelH の ORF を組み込んだ pGEM-T Easy Vector に対して PCR を行い、点変異を

導入した。配列の確認は上記と同様にシークエンス解析を行った。 

 ベクター作成には CAG プロモーターを有する pCAG-EGFP/RFP-int ベクター

(Addgene, cat. 19818)、IRES-Venus を有する MSCV PIG ベクター(Addgene, cat. 

18751)、Zeocin 耐性遺伝子を有する pcDNA4/TO ベクター(Life Technologies, cat. 

V1020-20)を用いた。MSCV PIG ベクターを XhoI (Takara, cat.1094A)で処理して、

pPGK-Puro-IRES-Venus 配列を切り出した。切り出した配列を XhoI で処理した

pCAG-EGFP/RFP-int ベクターの XhoI サイトに導入した。次にこのベクターの

puromycin 耐性遺伝子を NheI と NsiI (NEB, cat. R0127S)で切り出した。Zeocin 耐性

遺伝子の N 末端に NheI サイト、C 末端に NsiI サイトを付加するプライマーを作成し

(Zeo-NheI, Zeo-NsiI)、pcDNA4/TO ベクターから Zeocin 耐性遺伝子をクローニングし

た。この Zeocin 耐性遺伝子を先に作成したベクターの NheI、NsiI サイトに導入した。
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このベクターを EcoRI (Takara, cat. 1040A)で切断し、T4 DNA Polymerase（Promega, 

cat. M4211）で平滑化した後、NotI で切断した。SelH 配列を組み込んだ pGEM-T Easy 

Vector を NheI で切断し、T4 DNA Polymerase で平滑化した後、NotI で切断した。そ

してこのベクターの平滑化断面- NotI サイトに切り出した SelH insert を導入した。 

 

SelH ノックダウンベクターの作成 

  実験の流れは図 1-2B に示した。shRNA ベクターを利用し、それぞれ第 2 エクソン、

第 3 エクソンをそれぞれターゲットとした shRNA を発現する SelH ノックダウンベク

ター(KD1 および KD2)を作成した(図 1-2A)。コントロールは LacZ mRNA に対する

shRNA を用いた。SelH ノックダウンベクターは、pSingle-tTS-shRNA ベクター

(Clontech, cat. 630933)を XhoI および HindIII (Takara, cat. 1060A)で切断し、合成し

た shRNA配列をXhoIおよびHindIIIサイトに組み込むことで作成した。同様に、LacZ 

mRNA をターゲットとした shRNA 配列を pSingle-tTS-shRNA ベクターに XhoI およ

び HindIII サイトに組み込むことで、コントロールベクターを作成した。shRNA 配列

および作成に使用したプライマーの配列情報は表 1-1 に記した。 

 

野生型 SelH 強制発現ベクターの導入 

実験の流れを図 1-4A に示した。8×105個の ES 細胞をゼラチンでコートした 10 cm 

培養皿(Fast Gene, cat. FG-2090)に播種した。翌日に Lipofectamine 2000 (Life 

Technologies, cat.11668)を用いてトランスフェクションを行った。Opti-MEM I (Life 

Technologies, cat.31985) 1.5 ml で Lipofectamine 60 µl とベクター24 μg を結合させ、

ES 細胞用培地に加えて、37℃で 4 時間培養し、その後培地を交換した。18 時間後、細

胞を 0.05% Trypsin/EDTA ではがし、新しい培養皿に播種し、6 時間培養した。その後、

zeocin (Life Technologies, cat. R25001)を終濃度 400 µg/ml になるように加えた。その

後 1 日おきに培地交換、2 日おきに継代、3 日おきに同様にトランスフェクションを行

い、9 日後に 0.05% Trypsin/EDTA で細胞をはがして回収した。この時、トランスフェ

クションを行っていないコントロールの細胞が zeocin によって死滅していることを確

認した。 

 

免疫蛍光染色 

細胞に 4%パラホルムアルデヒドを添加した PBS (SIGMA, cat. P4417)を加え、室温

で20分間固定した。細胞をPBSで洗った後に、0.2% Polyoxyethylene (10) Octylphenyl 

Ether /PBS を加え 37℃で 1 時間透過処理を行った。その後、0.05% Goat Serum (コ

スモバイオ, cat. CL1200)、0.02% Albumin from Bovine Serum (SIGMA, cat. P49418)、

0.1% Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate を添加した PBS (Blocking Buffer) 

を加えて 4℃で一晩ブロッキングした。一次抗体を表 1-2 の割合で Blocking Buffer に
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混ぜ、4℃で一晩反応させた。その後 0.1%Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate 

/PBS (PBS-T)で一次抗体を洗い、二次抗体を 1 µg/ml の割合で加えた PBS-T で、室温

1 時間反応させた。二次抗体は、Alexa Fluor 594 goat anti rabbit IgG (Life 

Technologies, cat. A11012)、Alexa Fluor 488 goat anti rabbit IgG (Life Technologies, 

cat. A11034)、Alexa Fluor 594 goat anti mouse IgG (Life Technologies, cat. A11032) 

を用いた。その後 PBS で洗い、1 μg/ml DAPI solution (DOJINDO, cat. 28718-90-3) を

加えた PBS で、室温で 10 分間反応させた。その後 PBS で洗い、Biozero 蛍光顕微鏡 

(KEYENCE, cat. BZ8000) および一体型共焦点レーザー顕微鏡 FLUOVIEW 

(OLYMPUS, cat. FV1000) で観察した。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞株の樹立 

実験の流れは図 1-4B に示した。ES 細胞をゼラチンコートした 6-well 培養皿 

(Falcon, cat. 353004) に播種し、約 50%コンフルエント状態で、Lipofectamine 2000

と 5 µg のベクターを加えた。4 時間後に培地を交換し、18 時間後、細胞を 0.05% 

Trypsin/EDTA ではがし、新しい培養皿に播種し、さらに 6 時間培養した。その後、

puromycin (Clontech, cat. 631305)を終濃度 5 μg/ml になるように加えた。その後、毎

日培地を交換し、1 週間セレクションを続けた。培養皿に残ったコロニーを 96 コロニ

ー分ピックアップして、0.05% Trypsin/EDTA 処理をした後、ゼラチンコートした

96-well 培養皿(Nunc, cat. 167008)上に播種した。その後、EGFP の蛍光を発する細胞

株を SelH ノックダウン ES 細胞株として 6 および 8 細胞株回収した。回収した細胞株

は RT-PCR によって SelH 発現量を解析して、最も SelH 発現が低下していた細胞株を

利用した。 

 

RT-PCR 

RNA 抽出は Chomczynski と Sacchi によって報告された、フェノールとグアニジン

イソチオシアネートを含んだ溶液によるシングルステップRNA単離法を一部改変して

行った(Chomczynski P and Sacchi N 1987)。回収した細胞 5×106に対して 500 μl の

TRIzol Reagent (Life Technologies, cat. 15596-018) を用いて溶解し、100 μl のクロロ

ホルムを加えて RNA を単離した後、2-propanol 沈殿、ethanol 沈殿を行い、抽出した。 

得られた Total RNA 1 μg から Oligo (dT)20 Primer (Life Technologies, cat. 

18418-020) と Superscript III (Life Technologies, cat. 18080-051) を用いて逆転写反

応を行い、cDNA を合成した。PCR は LA taq DNA polymerase と付属のバッファーを

用いて 2 U LA taq, 0.25 μM each primer, 1×GC buffer, 100 μM each dNTP, RNA 1 

μg から作成した cDNA の 1/25 量で計 20 μl の系で行った。PCR 条件は 95℃で 3 分間

変性した後、[95℃-30 秒、60℃-30 秒、72℃-1 分]を 1 サイクルとし、22-30 サイクル

行った。PCR はサーマルサイクラー (Bio-Rad, cat. 170-8720)を用いて行った。PCR
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後のサンプルはアガロースゲルで電気泳動を行い、エチジウムブロマイドで染色して、

ケミルミイメージングシステム (VILBER LOURMAT, cat. 04-13502)で撮影した。 

 

アルカリフォスファターゼ染色 

アルカリフォスファターゼ染色は、ブロモクロロインドリルリン酸とニトロブルーテ

トラゾリウム存在下でアルカリフォスファターゼが反応するとホルマザン色素が生成

され、青紫色を呈する反応を用いて行った(Thomson JA et al 1998)。試薬は Alkaline 

Phosphatase staining kit II (STEMGENT, cat. 00-0055)を用いて行った。ゼラチンコ

ートした 6 cm 培養皿に播種した ES 細胞に固定液を加えて、5 分間固定した。その後、

PBS で洗浄し、基質を加えて 12 分間反応させた。PBS で洗浄後、顕微鏡 (OLYMPUS, 

cat. CKX41)で観察、撮影した。 

 

DAPI 染色によるヘテロクロマチン構造解析 

ES 細胞のヘテロクロマチン解析のためにゼラチンコートした培養皿上で 2 日間培養

した ES 細胞を 0.05% Trypsin/EDTA で剥がし、固定液 (エタノール：酢酸＝3:1) で固

定した細胞をスライドガラス (MATSUNAMI, cat. 0523) 上に塗抹した。その後、1 

μg/ml DAPI /PBS で、室温で 10 分間反応させた。PBS で洗い、PermaFluor Aqueous 

Mounting Medium (Thermo Scientific, cat. TA-006-FM) を加えてスライドを作成し、

Biozero 蛍光顕微鏡で撮影した。各サンプルにつき 10 から 15 視野撮影した。画像は

画像解析ソフトウェア (KEYENCE, AZ analyzer) で蛍光ボケ除去処理を行った。ヘテ

ロクロマチン領域の計算は、Cell Profiler (http://www.cellprofiler.org/) を用いて行い、

核一つあたりの DAPI 濃染色ドット数および濃染色領域の面積を算出した。Cell 

Profiler による解析においては、初めに RGB 画像を grayscale に変換し、Otsu method 

(Otsu N 1979) によって、蛍光強度から細胞核を認識した。さらに蛍光強度 0.25、サ

イズ 3 を閾値として、ヘテロクロマチンシグナルを認識し、数を計測した。各サンプル

で 80 から 150 の細胞を計測し、Wilcoxon test.で有意差検定を行った。 

 

変異型 SelH 強制発現ベクターの作成 

変異型SelH強制発現ベクターはCMVプロモーターを有する pEGFP-N3 (Clontech, 

cat. 6080-1) を鋳型として作成した。EGFP 発現ベクターは pEGFP-N3 ベクターを用

いた。ベクター作成の流れは図 1-3AB に示した。 

初めに SelH の C 末端に EGFP を結合させた変異型 SelH 強制発現ベクターを作成

した。SelH の終止コドンを TAA に変換し、3’末端側に HindIII 認識配列を設けたプ

ライマー (SelH-taa-HindIII) を作成した。変異型 SelH PCR 産物を鋳型に、

SelH-taa-Hind、SelH-NheI プライマーを用いて変異型 SelH の 5’UTR とタンパクコ

ード領域を LA-Taq DNA Polymerase を用い PCR で増幅した。次に、SelH の 3’UTR
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の 5’ 末端に XhoI 認識配列を設けたプライマー (SelH-XhoI) を作成した。変異型

SelH PCR 産物を鋳型に、SelH-XhoI、SelH-NotI プライマーを用いて SelH の 3’UTR

を LA-Taq DNA Polymerase を用い PCR で増幅した。また、EGFP の 5’ 末端に Hind 

III 認識配列、3’ 末端に XhoI 認識配列を設けたプライマー  (EGFP-HindIII、

EGFP-XhoI) を作成した。EGFP 発現ベクターを鋳型に EGFP-HindIII、EGFP-XhoI

プライマーを用いて、EGFP 領域を LA-Taq DNA Polymerase を用い PCR で増幅し

た。それぞれのPCR産物を 2%アガロースゲルで電気泳動し、Wizard SV Gel and PCR 

Clean-up System で精製した。その後、T4 DNA ligase で結合させ、変異型 SelH-EGFP

配列を作成した。EGFP 発現ベクターから EGFP を NheI と XhoI で切り抜き、代わ

りに変異型 SelH-EGFP 配列を T4 DNA ligase で結合させた。 

次に SelH の N 末端に EGFP を結合させた変異型 SelH 強制発現ベクターを作成し

た。SelH のタンパクコード領域の 5’ 末端側に HindIII 認識配列を設けたプライマー

(SelH-Hind) を作成した。変異型 SelH PCR 産物を鋳型にプライマーSelH-Hind、

SelH-NotI を用いて変異型 SelH のタンパクコード領域と 5’UTR を、LA-Taq DNA 

Polymerase を用い PCR で増幅した。また、EGFP の 5’ 末端に NheI 認識配列、3’ 末

端 EGFP の終止コドンを TAA に変換し、3’末端側に HindIII 認識配列を設けたプラ

イマー (EGFP-taa-Hind)および EGFP の 5’ 末端側に NheI 認識配列を設けたプライ

マー (EGFP-NheI)を作成した。EGFP 発現ベクターを鋳型に EGFP-taa-Hind,、

EGFP-NheIプライマーを用いて、EGFP領域をLA-Taq DNA Polymeraseを用いPCR

で増幅した。その後、T4 DNA ligase で結合させ、EGFP-変異型 SelH 配列を作成し

た。EGFP 発現ベクターから EGFP を NheI と XhoI で切り抜き、代わりに変異型

SelH-EGFP 配列を結合させた。 

 

変異型 SelH 強制発現 ES 細胞株の樹立 

実験の流れは図 1-4C に示した。ES 細胞を ES 細胞用培地に懸濁し、2×106個 をゼ

ラチンでコートした 10 cm 培養皿に播種した。翌日に Lipofectamine 2000 を用いてト

ランスフェクションを行った。Opti-MEM I 1.5 ml 中で Lipofectamine 50 μl とベクタ

ー20 μg を結合させ、10 ml の ES 細胞用培地に加えて、37℃で 4 時間培養し、その後

培地を交換した。翌日、ES 細胞用培地に G418 (Life Technologies, cat. 10131035) を

終濃度 300 μg/ml となるように加えた培地に交換し、セレクションを行った。その後、

毎日培地を交換し、1 週間セレクションを続けた。この時、トランスフェクションを行

っていないコントロールの細胞が G418 によって死滅していることを確認した。培養皿

に残ったコロニーを 60 コロニーピックアップして、0.05% Trypsin/EDTA 処理をした

後、ゼラチンコートした 96-well 培養皿に播種した。その後、EGFP の蛍光を発する細

胞株を 8-10株回収した。回収した細胞株はRT-PCRによってSelH発現量を解析して、

最も SelH 発現が増加していた細胞株を利用した。
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結果 

 

SelH 抗体(SelH-TB13)の評価 

SelH はそのアミノ酸配列より 13.94 kDa と計算される。野生型 SelH を強制発現さ

せた ES 細胞の核タンパク質に対して、SelH 抗体 (SelH-TB13)を用いてウエスタンブ

ロッティングを行った。その結果、強制発現された SelH (13.9±0.3 kDa)を検出した 

(図 1-5A)。また、ES 細胞から抽出した核タンパク質を用いたウエスタンブロッティン

グでは、SelH 由来の 13.9 kDa のバンドおよび 43.5 kDa の非特異バンドが検出された

(図 1-5B)。SelH-TB13 を用いて 100 ng/ml の希釈条件において ES 細胞に免疫染色を

行った。その結果、細胞質に比べ、核内が強く染色された(図 1-5C)。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞の樹立 

SelH mRNA の 2 か所を標的に shRNA を用いた SelH ノックダウン ES 細胞 KD1

および KD2 の樹立を試みた(図 1-6A)。RT-PCR およびウエスタンブロッティングによ

って SelH の mRNA およびタンパク質の発現量を定量した結果、mRNA 、タンパク質

ともに SelH 発現量の顕著な低下が認められた(図 1-6B,C)。また、SelH-TB13 による

免疫染色によっても、SelH の減少が認められた(図 1-6D)。この時、KD1 と KD2 は

mRNA 発現の差は認められなかったが、タンパク質では KD2 において、より顕著な発

現量の低下が認められた。 

未分化マーカーである細胞表面のアルカリフォスファターゼ活性について、KD1 お

よび KD2 はその活性を持つという結果が得られ(図 1-6F)、2 種類の SelH ノックダウ

ン ES 細胞株 KD1 および KD2 が樹立された。作成した SelH ノックダウン ES 細胞

KD1 および KD2 はコントロールと形態的な差異は認められず、10 回以上の継代後も

増殖を続けた。また、KD1 および KD2 はコントロール細胞と比べ、僅かに増殖能が高

く、倍加時間はそれぞれコントロールの 0.7 および 0.6 倍であった(図 1-6E)。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞のヘテロクロマチン解析 

 DAPI 染色によって観察されるヘテロクロマチンシグナルの数を、SelH ノックダウ

ン細胞 KD1 および KD2 において測定した(図 1-7A)。各サンプルについて、80-120 細

胞に対しサイズ 3 pixel、蛍光強度 0.25 を閾値にしてヘテロクロマチンシグナルの数を

解析した。結果、SelH ノックダウン細胞 KD1 および KD2 において、コントロールに

比較してヘテロクロマチンシグナルの数が有意に少ないことが明らかとなった(図

1-7B,C)。この時、それぞれの SelH ノックダウン ES 細胞は核あたりのヘテロクロマチ

ン領域全体も減少傾向を示した。KD2 は KD1 に対しても有意に、ヘテロクロマチンシ

グナルの数が低下していた。このように、SelH ノックダウンはクロマチン構造に影響

を与えることが示された。 
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変異 SelH 強制発現 ES 細胞の樹立 

SelH のセレノシステインをシステインに置換して、2 種類の SelH 強制発現 ES 細胞

株の樹立を試みた。EGFP タグを C 末端に結合した変異型 SelH(SelH-GFP)と N 末端

に結合した変異型SelH(GFP-SelH)の2種類の強制発現ES細胞株を図1-8Aに示した。

コントロールは EGFP のみの強制発現 ES 細胞株(GFP)とした。セレノシステインは

SelH において CXXU motif を構成しており、その機能が予想される。また、13.9 kDa

と比較的小さなタンパク質である SelH にとって 26.9 kDa の EGFP の結合はその機能

へ影響が大きいことも考えられる。 

 これらの細胞株について、SelH の発現を RT-PCR およびウエスタンブロッティング

によって解析した。2 つの変異型 SelH 強制発現 ES 細胞株ともに、SelH mRNA の発

現量の増加が認められた(図 1-8B)。この時、SelH-GFP の内在性 SelH 発現 (図 1-8B

の上から 2 段目)および GFP-SelH の内在性 SelH 発現 (図 1-8B の上から 3 段目)はと

もに低下が認められ、SelH-GFP でより顕著な発現低下が認められた。ウエスタンブロ

ッティング解析では、外来性の変異型 SelH の非常に高い発現が認められ、逆に内在性

のSelH発現は著しく減少していた(図1-8C)。特にSelH-GFPの変異型SelHの発現は、

GFP-SelH 変異型 SelH の発現よりも顕著に高かった。 

図 1-8D に示すように、作成した変異型 SelH 強制発現 ES 細胞の増殖速度は

SelH-GFP、GFP-SelH ともにコントロールとの差は認められなかった。また、これら

の細胞株はアルカリフォスファターゼ活性を持つことが認められた(図 1-8E)。さらに、

抗 GFP 抗体を用いて、強制発現させた変異型 SelH の局在を免疫染色で観察したとこ

ろ、コントロールの EGFP が細胞質を含めた細胞全体に分布しているのに対して、変

異型 SelH は核に局在していることが認められた(図 1-8F)。以上のように、変異型の

SelH を過剰発現した 2 つの変異型 SelH 強制発現 ES 細胞を樹立した。 

作成した変異型 SelH 強制発現 ES 細胞は、外来性の変異型 SelH 発現が過剰である

一方、内在性の野生型 SelH は減少していた。そのため、この変異型 SelH 強制発現 ES

細胞の結果は変異の影響を注意深く考慮する必要がある。 

 

SelH 強制発現 ES 細胞のヘテロクロマチン解析 

 樹立した変異型 SelH 強制発現 ES 細胞の 2 つの細胞株について DAPI 染色によるヘ

テロクロマチンシグナルの解析を行った(図 1-9A)。その結果、SelH-GFP ではヘテロク

ロマチンシグナルの増加が認められた(図 1-9B)。この時、ヘテロクロマチンシグナルの

大きさの増加傾向も認められた。一方で、GFP-SelH ではコントロールと比較して差が

認められなかった。 
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考察 

 

本研究では恒常的な SelH ノックダウン ES 細胞を樹立した。樹立した SelH ノック

ダウン ES 細胞は 10 回以上の継代後も増殖を継続し、未分化のマーカーの一つである

アルカリフォスファターゼも発現していた。一方で、樹立できた SelH ノックダウン

ES 細胞のノックダウン効率は mRNA で 5～6 割であり、それ以上の効率の SelH ノッ

クダウン ES 細胞を樹立することはできず、SelH を一定量以上欠損した ES 細胞は生

存できない可能性がある。その中で、今回樹立した SelH ノックダウン ES 細胞はクロ

マチン状態の変化という影響を受けており、SelH の機能を解析する上で有効な系であ

ると考えられる。 

ES 細胞から分化させた神経前駆細胞では、ヘテロクロマチンを表す DAPI 染色によ

るシグナルは小さく、数は増加する(Meshorer E et al 2006)。また、ヒストン脱アセチ

ル化酵素阻害剤であるトリコスタチンAを添加されたES細胞はヘテロクロマチンシグ

ナルが減少する(Arai Y et al 2011)。DAPI によって観察されるヘテロクロマチン構造

の変化は、分化やヒストン修飾の変化といった、ES 細胞のエピジェネティック状態の

変化を表している。本研究で SelH は ES 細胞において、主に核内に存在していること、

SelHノックダウンによってES細胞のクロマチン状態の変化が認められた。これまで、

ES 細胞における SelH の役割について不明であったが、SelH が ES 細胞の核内構造に

関与していることが示された。 

本章で樹立した変異型 SelH 強制発現 ES 細胞では、外来性 SelH の発現に伴って、

内在性の SelH の mRNA およびタンパク質の発現低下が認められた。SelH のプロモー

ター領域においては、フィードバック機構が存在し、その発現を調節している可能性が

ある。一方で過去の研究では、マウス海馬由来 Ht22 細胞におけるヒト SelH の強制発

現は、内在性のマウスSelH mRNA発現を増加させることが報告されている(Panee J et 

al 2007)。細胞種による、SelH 自身の SelH mRNA 発現制御の違いであるとも考えら

れる一方で、本来SelHは自身の発現を促進するが、今回の変異型SelHは、変異やEGFP

によって野生型 SelH のドミナントネガティブとして機能して、内在性の SelH 発現を

抑制した可能性も否定できない。そのため、変異型 SelH 強制発現 ES 細胞のヘテロク

ロマチンに対する解析結果については、変異が与える SelH 機能に対する影響をさらに

解析する必要がある。 

EGFPをC末端に結合した SelHの強制発現ES細胞ではヘテロクロマチンシグナル

の増加が認められ、EGFP を N 末端に結合した SelH の強制発現 ES 細胞ではそのよう

な変化は認められなかった。SelH は N 末端側に AT hook と核移行シグナルを有する

ことが示されている(Panee J et al 2007)。そのため、SelH のクロマチン状態の制御機

能においては、N 末端側にある AT hook および核移行シグナルが重要な機能を有して

おり、EGFP を N 末端に結合した SelH ではそれらのモチーフが機能しなかったこと
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も考えられるが、免疫染色の結果からは、EGFP を N 末端に結合した SelH も核内に

存在することが示されており、核移行シグナルはこの変異型 SelH においても機能して

いると考えられる。2 つの変異型 SelH 強制発現 ES 細胞は発現量が異なり、EGFP を

C 末端に結合した SelH の強制発現 ES 細胞の方が、EGFP を N 末端に結合した SelH

の強制発現 ES 細胞に比べて SelH の発現量が高かった。そのため、ヘテロクロマチン

シグナルに見られた 2 つの細胞の違いは SelH の発現量による可能性がある。 

以上のように第一章では、SelH の機能解析に有用な SelH ノックダウン ES 細胞を

樹立した。そして SelH のクロマチン制御への関与が示された。さらに変異型 SelH 強

制発現 ES 細胞株も樹立した。この細胞株については、外来性 SelH のセレノシステイ

ンの変異および EGFP の結合が存在し、内在性 SelH の減少が認められることから、さ

らなる検証が必要であると言える。 

 



 

 

第一章 

 

29 

 



 

 

第一章 

 

30 

 



 

 

第一章 

 

31 

 



 

 

第一章 

 

32 

 



 

 

第一章 

 

33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

第二章 

 

34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第二章 

 

ES 細胞の多分化能における SelH の機能解析 
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序論 

 

クロマチン構造はクロマチンリモデリング因子やリンカーヒストン、核膜のラミンに

よって制御されるが、それらの因子の働きにはヒストン修飾や DNA メチル化状態が関

与している(Jenuwein T and Allis CD 2001, Nielsen AL et al 2001, Smallwood A et al 

2007, Chatterjee N et al 2011)。ES 細胞の多分化能の維持にはエピジェネティックな

制御が重要な役割を果たしている(Sato S et al 2010, Azuara V et al 2006, Bernstein 

BE et al 2006)。たとえば ES 細胞ではヒストン H3K27 のメチル化を行う Eed のノッ

クアウトにより、多分化能を失う(Boyer LA et al 2006, Chamberlain SJ et al 2008, 

Shen X et al 2008)。そのため、ES 細胞におけるクロマチン構造の変化は、ES 細胞の

多分化能に影響を与えることが予想される。 

ES 細胞は Oct3/4 や Nanog といった特徴的な転写因子群を発現しており、それらの

転写因子群が ES 細胞の自己複製能と多分化能を維持している(Nichols J et al 1998, 

Botquin V et al 1998, Mitsui K et al 2003, Chambers I et al 2003, Boiani M 

and Schöler HR 2005)。これらの転写因子の欠損は、ES 細胞の未分化状態維持できな

くするとともに分化異常を起こし、ES 細胞の多分化能を失わせる(Niwa H et al 2000, 

Mitsui K et al 2003)。これらの転写因子は未分化状態の維持に関わる遺伝子をターゲ

ットとしてその発現を促進し、逆に分化を誘導する遺伝子発現を抑制する(Boiani M 

and Schöler HR 2005, Loh YH et al 2006, Pan G et al 2006, Chen X et al 2008)。 

Oct3/4 および Nanog 発現は、転写開始点近傍の T-DMR のメチル化状態に依存して

おり、ES 細胞では脱メチル化されており、ヒストンは促進修飾である H3 のアセチル

化及び H3K4me3 修飾を受けている(Hattori N et al 2004, Hattori N et al 2007)。逆に

Oct3/4 、Nanog を発現していない栄養膜幹細胞では DNA は高メチル化状態でヒスト

ンは抑制系の修飾であるH3K9me3およびH3K27me3修飾を受けている(Hattori N et 

al 2007)。Oct3/4 や Nanog といった ES 細胞の多分化能の維持に関わる遺伝子発現は

エピジェネティックな制御を受けていることが知られている(Hattori N et al 2004, 

Hattori N et al 2007, Kashyap V et al 2009)。 

ES 細胞は培養条件により様々な細胞種へと分化する。広く用いられる培養系である

胚葉体(Embyoid body : EB)は ES 細胞を LIF 非存在条件で浮遊培養することで作成さ

れ、内胚葉・中胚葉・外胚葉の三胚葉すべての細胞を含む細胞塊である(Keller GM 1995, 

Kurosawa H 2007)。ES 細胞の EB 分化において、Oct3/4、Nanog といった特徴的な

転写因子は分化開始後に発現が低下し、それに代わって内胚葉マーカーである Gata6、

中胚葉マーカーT、外胚葉マーカーNes など遺伝子の発現が増加する(Niwa H et al 

2005, Nakai-Futatsugi Y and Niwa H 2013, Boiani M and Schöler HR 2005)。さらに、

各胚葉分化を誘導するマーカー遺伝子群もエピジェネティックな発現制御を受けてお

り、ES 細胞においてはその発現は抑制されている(Yagi S et al 2008, Sato S et al 2010, 
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Vastenhouw NL and Schier AF 2012)。 

第一章では SelH ノックダウン ES 細胞はヘテロクロマチン領域の変化、すなわちエ

ピジェネティック状態の変化が認められた。SelH ノックダウン ES 細胞は多分化能を

維持できない可能性もある。 

第二章では SelH が ES 細胞の多分化能に与える影響を解明することを目的に、SelH

ノックダウンおよび変異型 SelH 強制発現 ES 細胞を用いて、多分化能関連遺伝子の発

現解析を行い、それらの遺伝子領域のエピジェネティック解析を行った。さらに EB へ

の分化誘導を行うことで、各胚葉への分化能を解析した。 
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材料と方法 

 

RT-PCR、SelH 強制発現、cDNA 合成は第一章と同様に行った。使用したプライマ

ーと抗体は表 2-1,2-2 に示した。試薬は特に記載のない限り和光純薬工業株式会社より

購入した。プライマーは SIGMA GENOSYS JAPAN より購入した。 

 

定量 RT-PCR 

1 µg の RNA から合成した cDNA の 1/25 量を THUNDERBIRD qPCR Mix 

(TOYOBO, cat. QPS-201) を用いて、Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR 

System (Life Technologies, cat.7500-01) で PCR を行った。20 µl の系で行い、0.25 μM 

eachの primer 濃度で反応を行った。PCRは 95℃で 1分間変性させた後、[95℃-15秒、

60℃-1 分]を 1 サイクルとし、40 サイクル行った。各サンプルにつき 3 回ずつ PCR を

行い、その平均値を用いた。発現量は得られた Ct 値から検量線法によって相対濃度を

求め、Actb の発現量で補正した。各プライマーの検量線の式は表に示した。値はコン

トロールを 1 としたときの相対値で表した。 

 

Nuclease sensitivity assay 

Nuclease sensitivity assay は特定領域の DNA の nuclease に対する感受性を検出す

る手法であり、クロマチンの凝集・弛緩を検出する(Elgin SC 1981)。本研究では EpiQ 

Chromatin Analysis Kit (Bio-Rad, cat.172-5400)を用いて行った。トリプシンを用いて

培養皿から分離した 2 × 10⁶の ES 細胞を nuclease で 1 時間処理した。その後付属カラ

ムで DNA を精製した。検出は定量 PCR を用いて上記と同様に行った。精製した DNA

の定量は NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, cat. ND-1000)を用いて行い、各

定量 PCR に 100 ng の DNA を供した。nuclease 処理サンプルおよび nuclease 未処理

サンプルを定量 PCR で計測し、nuclease 処理サンプルの値を nuclease 未処理サンプ

ルの値で割ることで、nuclease sensitivity を求めた。 

 

ChIP（クロマチン免疫沈降） 

ChIP アッセイは Solomon らによって報告された手法を元に、ChIP-IT Express Kit 

(Active Motif, cat.53009)を用いて行った(Solomon MJ et al 1988)。1 × 10⁷の ES 細胞

を 9 ml の ES 細胞用培地に懸濁し、1 ml の 10% ホルマリン溶液を加えて、30 分間室

温で反応させた。反応停止後、500 µl の Lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH8.0, 10 mM 

EDTA, 1% SDS) に懸濁し、氷上で 30分間静置し、5,000 rpmで 10分間遠心分離した。

遠心分離は、微量高速冷却遠心機 (TOMY, cat. MX-307) で行った。ペレットを 500 µl

の digestion buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 167 mM NaCl) に懸濁後、超音波式ホモ
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ジナイザー (TAITEC, cat. VP-30S) でソニケーションした (power:9, 10 秒)。その後、

enzymatic shearing cocktail を加えて、37℃で 10 分間反応させた。15,000 rpm で 10

分間遠心分離し、上清をクロマチン溶液として回収した。 

抗体反応は、100 µl のクロマチン溶液に 25 µl の Magnetic beads、3 µg の抗体を加

え 4℃で 4時間反応させた。 用いた抗体は表 2-2に示す。Wash buffer (50 mM Tris-HCl 

pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100)でビーズを洗浄した後、ビーズ

に Elution buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% SDS)

を加えて、65℃で 4 時間反応させ、溶出した。DNA は DNA Clean & Concentrator Kit 

(Zymo Research, cat. D4004)を用いて精製した。検出は上記と同様に、定量 PCR を用

いて行った。一回の PCR に 5× 104細胞分の DNA を使用した。抗体による反応を行わ

ないサンプル(Input)も同時に PCR を行い、値は各抗体の沈降サンプルを Input で割っ

て求めた。 

 

DNA 抽出 

DNA抽出はMolecular Clonig, (third edition) Chapter 6, 6-4(Sambrook andRussell, 

Cold Spring Harbor Laboratory press)を一部改変して行った。Lysis buffer (100 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 5 mM EDTA, 0.2% SDS, 200 mM NaCl, 100 μg/ml Proteinase K 

(MERCK, cat.71049-3CN) ) を細胞約 1×106個あたり 100 μl 加えて、55℃で 2 時間転

倒混和した。その後、PCI (Phenol :Chloroform : Isoamylalcohol=25:24:1) を用いて

DNA を抽出し、RNase, DNase-free (Roche, cat.11119915001) を 5 μg/ml となるよう

に加え、37℃で 30 分反応させた。再度 PCI で抽出し、ethanol 沈殿を行った後、TE (10 

mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH8.0) ) に溶解した。 

 

バイサルファイトシークエンス法 

バイサルファイト反応は以下の論文で紹介された方法を一部改変して行った(Olek A 

et al 1996)。4 µg のゲノム DNA を HindIII で消化した。ethanol 沈殿後 32 µl の水で

溶解し、1 µlの 10 N NaOHを加え、42℃で30分間反応させた。その後、2.5 MのSodium 

Bisulfate を 200 μl と 10 mM hydroquinone を 12.5 µl 加えて 250 µl にした。反応は

[95℃-30 秒、55℃-15 分]を 1 サイクルとし、20 サイクル行ったあと 55℃で 8 時間反応

させた。その後 QIAquick Gel extraction kit (QIAGEN, cat.28704) でゲノムを精製し、

終濃度 0.3 M となるように 10 N NaOH を加え 37℃で 30 分間反応させた。その後、

ethanol 沈殿を行い、TE に溶解した。 

バイサルファイト反応済みのゲノムDNAをBIO Taq HS Polymerase (BIOLINE, cat. 

BIO-21040)を用いて PCR で増幅させた。反応は 0.2 mM each dNTP, 1.5 mM MgCl2, 

0.1 µM each primer, 1 U Polymerase, 1×Immo buffer で行った。PCR は 95℃で 10

分変性させた後、[94℃-30 秒、60℃-30 秒、72℃-1 分]を 1 サイクルとし、43 サイクル
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行った後 72℃で 10 分間反応させた。PCR 産物は pGEM-T Easy Vector System を用

いてクローニングし、BigDye Terminator v3.1 Sequencing Standard で DNA を標識・

増幅し、Applied Biosystems 3130xl ジェネティックアナライザで塩基配列を解析した。 

 

ES 細胞の Embryoid Body(EB)分化 

EB は Feeder 細胞を分離し、ゼラチンコートディッシュ上で 2 日間培養した ES 細

胞を 0.05% Trypsin/EDTA で剥がし、10cm 低接着ディッシュ (IWAKI, cat.4020-800) 

1 枚につき 5×10⁶個の ES 細胞を 15% FBS、1× MEM Non-Essential Amino acids 

solution、100 μM 2-mercaptoethanol、50 U/ml penicillin & 50 U/ml streptomycin、

1 mM sodium pyruvate、2 mM L-glutamine を添加した DMEM 中で浮遊培養した

(Kurosawa H 2007)。2 日ごとに培地を交換し、培養 4 日目および 10 日目のものを回

収した。また、2 日ごとに細胞を撮影し、画像解析ソフト(Image J, NIH)を用いて、EB

のサイズを計測した。 
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結果 

 

SelH ノックダウン ES 細胞の多分化能関連遺伝子発現解析 

 SelH ノックダウン ES 細胞を用いて、ES 細胞で高発現な多分化能関連遺伝子群を発

現解析した。図 2-1A に示すように、コントロール ES 細胞では全てのマーカー遺伝子

Nanog、Dppa3、Nodal、Oct3/4、Klf4、Sox2、Sall4、Dppa4、Myc、Gdf3、Dppa2

を高発現している。一方、SelH ノックダウン ES 細胞 KD1・KD2 では、Nanog、Dppa3、

Nodal の発現量の低下が認められ、Klf4 の増加が認められた。 

定量 RT-PCR による解析では、SelH ノックダウン ES 細胞において、未分化状態の

維持に関わる遺伝子の中でも、コントロールと比較して Nanog 発現量が 20％程度、

Dppa3 発現量が 90%程度、Nodal の発現量が 40%程度、それぞれ有意に低下している

ことが認められた(図 2-1B)。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞のレスキュー実験 

SelH ノックダウン ES 細胞で認められた Nanog、Dppa3 および Nodal 発現におけ

る SelH の影響を確認するため、SelH ノックダウン ES 細胞に対して、野生型 SelH お

よびセレノシステインをシステインに置換した SelH (SelH cys)を強制発現させた。そ

れらの細胞において野生型・変異型含めた SelH mRNA 発現はコントロールと比較し

て増加した(図 2-2A)。 

野生型 SelH を強制発現した SelH ノックダウン ES 細胞において Nanog、Dppa3 お

よび Nodal 発現を解析した結果、KD1 では Nanog、Dppa3 の発現が回復し、KD2 で

は Nanog、Nodal の発現が回復した(図 2-2B)。また、変異型 SelH の強制発現によって

は、KD1 では Nanog、Dppa3 の発現が回復し、KD2 では Nanog、Dppa3、Nodal の

発現量の回復が認められた(図 2-2C)。 

以上のことから、SelH は ES 細胞において、多分化能関連遺伝子である Nanog、

Dppa3 および Nodal の発現を維持する働きがあることが明らかとなった。また、セレ

ノシステインをシステインに置換した SelH においても、野生型と同様に多分化能関連

遺伝子の発現制御機能を有することが明らかとなった。従って、第一章で樹立した変異

型 SelH 強制発現 ES 細胞株は、野生型 SelH の発現が増加した細胞として取り扱うこ

とが可能と考えられる。 

 

変異型 SelH 強制発現 ES 細胞の多分化能関連遺伝子発現解析 

変異型 SelH 強制発現 ES 細胞 SelH-GFP および GFP-SelH においても、多分化能関

連遺伝子群の発現解析を行った。その結果、両変異型 SelH 強制発現 ES 細胞 SelH-GFP

および GFP-SelH において、コントロールと比較して、Nanog、Klf4 発現量の増加が

認められた(図 2-3A)。一方で、Dppa3、Nodal の発現量の変化は認められなかった。定
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量 RT-PCR による解析では、SelH-GFP でコントロールの 1.5 倍、GFP-SelH で 1.3 倍

の Nanog 発現量の増加が認められた(図 2-3B)。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞のクロマチン状態の解析 

SelH ノックダウンで発現が低下する Nanog、Dppa3 および Nodal 領域について、

エピジェネティック状態の解析を行った。Nanog、Dppa3 および Nodal は転写開始点

近傍に有している T-DMR におけるクロマチンの凝集を nuclease sensitivity assay を

用いて解析した。この解析では nuclease への感受性により対象領域のクロマチン状態

を検知し、クロマチンが凝集しているほど PCR での増幅量が増加する(図 2-4A)。その

結果、Nanog、Dppa3 領域について、SelH ノックダウン ES 細胞 KD1・KD2 で nuclease 

sensitivity の増加が認められ(図 2-4B)、これらの領域におけるクロマチンが凝集して

いることが明らかになった。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞のヒストン修飾解析 

Nanog、Dppa3 および Nodal 領域について、クロマチン免疫沈降法(ChIP 法)によっ

てヒストン修飾を解析した。その結果、それらの領域について SelH ノックダウン ES

細胞 KD1・KD2 では、促進系の修飾である H3K4me3 および H3K9Ac の低下が認め

られた(図 2-4C)。さらに、Nanog、Dppa3 領域では抑制系の修飾である H3k9me3 の

増加が認められた。KD2 では、Dppa3 領域の H3K27me3 修飾の増加も認められた。

一方、Nodal 領域では H3k9me3 および H3K27me3 の変化は認められなかった。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞の DNA メチル化解析 

Nanog、Dppa3 および Nodal の T-DMR は ES 細胞において低メチル化状態にある

ことが知られている(Hattori N et al 2007, Kashyap V et al 2009)。Nanog、Dppa3 およ

び Nodal 領域について、バイサルファイトシークエンス法を用いて、SelH ノックダウ

ン ES 細胞の DNA メチル化状態を解析した。Nanog 領域についてはクロマチンの凝集

が認められた領域周辺の DNA メチル化状態が、KD1 で 65.6%、KD2 で 48.6%とコン

トロールの 22.7%に比較して高メチル化状態になっていた(図 2-5A)。Dppa3 領域では

転写開始点下流で、コントロールの 1.4%とほとんどメチル化されていなかったが、KD1

で 85%、KD2 で 22.7%とコントロールと比較して高メチル化状態になっていた(図

2-5B)。Nodal 領域については、特に転写開始点直上流の 2 つの CpG で、コントロー

ルと比較して SelH ノックダウン ES 細胞で高メチル化状態になっていた(図 2-5C)。 

以上のことから、SelH は ES 細胞において、Nanog、Dppa3 および Nodal のクロ

マチン状態、ヒストン修飾、DNA メチル化状態を保つ働きがあることが明らかとなっ

た。 
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SelH ノックダウン ES 細胞の胚葉体誘導解析 

SelH ノックダウン ES 細胞の EB への分化実験を行った。その結果、図 2-6A に示す

ように、SelH ノックダウン ES 細胞 KD1・KD2 は EB 形成に異常が見られ、コントロ

ールに比べて小さいことが確認された。分化開始 6 日および 8 日目においては、SelH

ノックダウン ES 細胞から形成された EBはコントロールの約半分ほどの大きさであっ

た(図 2-6B)。この時点での SelH mRNA 発現量を RT-PCR により解析した結果、分化

4 日目および 10 日目の時点では SelH 発現に差は認められなかった(図 6C)。 

 さらに、SelH ノックダウン ES 細胞から形成した EB について、各胚葉の分化マー

カー遺伝子の発現を分化 4 日目および 10 日目の時点で解析した。その結果、SelH ノ

ックダウンでは内胚葉分化マーカー遺伝子である Gata4、Gata6 および中胚葉分化マ

ーカー遺伝子である T、Kdr の発現がコントロールと比較して低発現であった(図

2-7A,B)。Gata4 および T はコントロール細胞では分化 4 日目の時点で発現が高くなる

が、SelH ノックダウンでは分化 4 日目で発現が低く、分化 10 日目では差は認められ

なかった。Gata6 および Kdr は分化 4 日目と分化 10 日目の両方で、コントロール細胞

と比較して SelH ノックダウンで発現低下が認められた。一方、外胚葉分化マーカー遺

伝子である Nes、Ascl1 については、SelH ノックダウンでコントロールと比べ高発現

であった(図 2-7C)。Nes は SelH ノックダウンでは発現が最も高くなる分化 4 日目で発

現がコントロールと比べて高く、分化 10 日目では KD1 でのみ発現が高かった。Ascl1

は分化 10 日目で発現が最も高くなり、その時点で SelH ノックダウンにおいてコント

ロールと比べて発現が高かった。これらの結果より SelH ノックダウンが内胚葉・中胚

葉分化を抑制し、外胚葉分化を促進することが明らかとなった。 

 以上の結果から、SelH は ES 細胞の多分化能に関わり、内胚葉・中胚葉分化能を保

持し、逆に外胚葉分化を阻止する役割を担っていることが示唆された。 

 

変異型 SelH 強制発現 ES 細胞の胚葉体誘導解析 

変異型SelH強制発現ES細胞SelH-GFPおよびGFP-SelHのEB分化解析を行った。

SelH 強制発現によって、EB は分化 2 日から 6 日目まではコントロールと比較してサ

イズが大きくなったが、SelH-GFP でのみ、それ以降は EB のサイズの増加がほとんど

見られず、分化 8 日、10 日目においてはコントロールよりも小さかった(図 2-8A,B)。

分化時の SelH の発現は増加が見られず、分化 4 日目においては逆にコントロールより

も低発現であった。さらに、SelH 強制発現 ES 細胞から作成した EB の三胚葉マーカ

ーの発現を解析したところ、SelH-GFP においてのみ SelH ノックダウンとは逆に内胚

葉・中胚葉分化マーカー遺伝子の発現がコントロールと比較して低く、外胚葉分化マー

カー遺伝子の発現が増加していた(図2-9A,B,C)。特に分化4日目においてGata4、Gata6、

T、Kdr の発現がコントロールと比較して高発現だった。分化 10 日目では Gata6 およ

び Kdr はコントロールと比較して低発現だった。外胚葉マーカー遺伝子の Nes はコン
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トロールで発現が最も高くなる分化 4 日目、Ascl1 は分化 10 日目で SelH-GFP では低

発現であった。一方で、GFP-SelH から形成した EB のマーカー遺伝子発現はコントロ

ールとの差異は認められなかった。 
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考察 

 

本章の研究によって、SelH は ES 細胞の多分化能に関与し、三胚葉分化の方向性の

制御を行うことが示された。 

Nanog、Dppa3、Nodal は ES 細胞の多分化能において重要な遺伝子である。Nanog

は ES 細胞の未分化状態の維持を行い、Nanog の強制発現 ES 細胞は LIF なしでも未

分化状態を維持する(Mitsui K et al 2003, Chambers I et al 2003, Wang SH et al 

2003)。Nanog ノックアウト胚は初期の胚性致死であり、ES 細胞における Nanog ノッ

クダウンは ES 細胞の分化を誘導し、胚体外外胚葉への分化を誘導する(Mitsui K et al 

2003, Hyslop L et al 2005, Torres J and Watt FM 2008, Hough SR et al 2006)。Dppa3

は始原生殖細胞と ES 細胞で高発現な遺伝子であり(Sato M et al 2002)、Dppa3 を完全

に欠損したマウス胚は正常な分化ができず、胚盤胞形成および着床能が著しく低下する

(Payer B et al 2003)。Nodal は胚発生において、最も初期の運命決定因子の一つで、

左右軸の形成や内胚葉、中胚葉分化誘導に必須であり、神経分化を抑制する(Shen MM 

2007, Quail DF et al 2013)。また、Nodal はヒト ES 細胞の維持に必須であることも知

られている(James D et al 2005)。SelH はこれらの遺伝子の発現制御をしており、ES

細胞の多分化能を維持していることが示された。 

今回、SelH ノックダウン ES 細胞で発現低下が認められた Nanog、Dppa3、Nodal

はエピジェネティック制御を行うことが報告されている。たとえば、Nanog は未分化

状態の ES 細胞で発現の高い遺伝子群をターゲットとして発現を促進するだけでなく、

未分化状態で発現が抑制されている分化誘導に関わる遺伝子群もターゲットとしてお

り、そのターゲット遺伝子はヒストン H3K27me3 修飾を行う PRC2 のターゲットと高

い相関を示し(Boyer LA et al 2006, Ku M et al 2008, Mikkelsen TS et al 2007)、

Nanog は PRC2 をターゲットの分化誘導遺伝子領域にリクルートし、H3K27me3 修飾

を行うことが予想されている(Aloia L et al 2013)。また、Dppa3 は初期胚発生において、

RanBP5 と結合し、インプリント遺伝子の DNA メチル化を脱メチル化から保護する機

能がある(Nakamura T et al 2007)。Dppa3 はヒストン H3K9me2 修飾を認識し、メチ

ル化 DNA を酸化してヒドロキシルメチル化する酵素である Tet から、メチル化 DNA

を保護する(Nakamura T et al 2012)。さらに、Dppa3 欠損マウス成熟卵では、核小体

周辺へのヘテロクロマチン領域の凝集が弱く、異常なヘテロクロマチン領域が観察され、

Dppa3 が正常なヘテロクロマチンの形成に必要であることが示されている(Liu YJ et 

al 2012)。Nodal もその Nodal passway を介して、ES 細胞において H3K27me3 の脱

メチル化酵素である Jmjd3 をリクルートすることで、未分化維持に関わる遺伝子領域

の H3K27me3 修飾を低下させる(Dahle Ø et al 2010)。この時、Nodal 遺伝子領域自身

も Nodal のターゲットであり、ヒストン H3K27me3 の脱メチル化を受ける(Dahle Ø et 

al 2010)。これらのため、SelH ノックダウンによるエピジェネティック状態の変化は
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Nanog、Dppa3、Nodal の発現変化を介して起きた可能性も存在する。しかし、SelH

ノックダウンおよび変異型 SelH 強制発現の EB 分化において、そのノックダウンおよ

び強制発現効果は分化 4 日後においては認められなかったにもかかわらず、EB のマー

カー遺伝子の発現に影響を与えていた。これは、未分化状態における SelH 発現量の変

化がその後の EB 分化の異常を引き起こしたことを示している。つまり、SelH ノック

ダウン ES 細胞は未分化の状態で多分化能を失っており、SelH は分化後に遺伝子発現

を制御することで分化制御したのではなく、分化前の ES 細胞の多分化能維持を行って

いると考えられる。エピジェネティックな修飾は、現在の遺伝子の発現状態を制御する

だけでなく、将来的な発現可能性も規定している。SelH ノックダウンは Nanog 遺伝子

領域などのエピジェネティック状態を制御していた。Gata4 や T、Nes など各胚葉のマ

ーカー遺伝子の発現も、エピジェネティックな制御を受けている(Yagi S et al 2008, 

Vastenhouw NL and Schier AF 2012)。そのため、SelH は未分化の ES 細胞における

エピジェネティック因子であり、遺伝子のエピジェネティック状態を制御することで、

遺伝子発現や分化能に影響を与えていることが示唆される。 

過去の SelH 研究においてセレノシステインを置換した変異型の SelH が用いられた

てきた(Novoselov SV et al 2007)。今回の研究において、SelH ノックダウンによる

Nanog、Dppa3、Nodal の発現低下について、変異型 SelH の強制発現によっても、野

生型と同様にこれらの遺伝子発現の回復が認められた。これは、SelHのNanog、Dppa3、

Nodal の発現制御機能においては、セレノシステインは必須でないことを示している。

第一章において、セレノシステインを含まない変異型 SelH がヘテロクロマチン状態の

変化を引き起こし、第二章でも変異型 SelH が Nanog の発現と EB への分化能の変化

を引き起こした。さらに、Nanog の発現制御においては、C 末端に結合した SelH の強

制発現 ES 細胞 SelH-GFP と同様に、EGFP を N 末端に結合した SelH の強制発現 ES

細胞GFP-SelHでも発現の増加が認められた。これは、EGFPをN末端に結合したSelH

もその機能を完全に失っているわけではないことを示しており、今回作成した変異型の

SelH は内在性の SelH と同様の機能を果たしていると考えることができる。本章 EB

分化の結果においても、SelH-GFP と GFP-SelH の差異が認められたが、これは SelH

発現量の差であると考えられる。以上のように、SelH-GFP と GFP-SelH は SelH の強

制発現の解析として有用であると言え、得られたヘテロクロマチンの変化、Nanog 発

現、EB 分化の結果は SelH ノックダウンで得られた結果を支持すると言える。 

SelH の強制発現によって SelH ノックダウンによる Nanog、Dppa3、Nodal の発現

が回復し、これらの遺伝子発現の変化における SelH の寄与が確認された。一方で、細

胞株によって回復が認められないものも存在し、KD1 における Nodal の発現は野生型

および変異型 SelH の強制発現によっては回復せず、KD2 における Nodal の発現は野

生型 SelH の強制発現では回復が認められなかった。これらの細胞について SelH がタ

ンパク質発現量としては十分に回復していない可能性がある。また Nanog の発現はど
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の細胞についても回復していたことから、Dppa3、Nodal の発現制御は SelH の間接的

なターゲットであり、Nanog に比べてその回復に時間がかかった可能性もある。また、

変異型 SelH の強制発現では Dppa3、Nodal の発現の変化は認められなかった。これら

の差は SelH は ES 細胞において高発現であり、発現増加よりもノックダウンの方がよ

り影響を与えやすいためと考えられる。 

ES 細胞の Nanog、Dppa3、Nodal 遺伝子領域の H3K4me3 修飾は SelH ノックダウ

ンによって低下した。先の研究において、LCC1 細胞において、SelH は Rbbp5 と結合

することが示唆されている(Novoselov SV et al 2007)。Rbbp5 は H3K4me3 修飾を行

う Mll complex の構成因子の一つである(Dou Y et al 2006, Steward MM et al 2006)。

Rbbp5 の欠損は H3K4me3 の低下を起こすが、ES 細胞の未分化状態の維持には関与し

ない一方で(Jiang H et al 2011, Dou Y et al 2006, Steward MM et al 2006)、Rbbp5 ノ

ックダウンは ES 細胞の分化を抑制することが知られている(Jiang H et al 2011)。SelH

は Rbbp5 と共役してヒストンの H3K4me3 修飾を行う因子であり、今回認められた

H3K4me3 の低下は Rbbp5 を介した機能である可能性がある。また、Nanog および

Dppa3 領域では、H3K27me3 修飾の増加も認められた。H3K4me3 修飾は H3K27 メ

チル化の阻害作用が知られている(Schmitges FW et al 2011)。このため、H3K4me3 修

飾を介して、H3K27me3 修飾に影響を与えたことが考えられ、SelH のエピジェネティ

ック制御機能は少なくとも H3K4me3 修飾に関するものである。 

Nodal 領域では Nanog、Dppa3 領域と異なり、SelH ノックダウンによるクロマチン

状態の凝集やヒストンの H3K4me3、H3K9me3、H3K27me3 修飾の変化は認められず、

ヒストン修飾も H3K4me3 のみの変化が認められた。Nodal 領域では DNA メチル化の

変化も極めて限られた CpG においてのみ起きており、今回クロマチン状態やヒストン

修飾を解析した領域と、DNA メチル化の変化が認められた領域は異なるため、別の領

域では Nanog、Dppa3 領域のような変化が起きていることも考えられる。また、Nodal

領域の H3K9me3、H3K27me3 修飾はもともと非常にわずかであったため、影響を受

けにくかった可能性もある。 

 以上のように、第二章では SelH は ES 細胞の多分化能維持に重要な役割を果たすこ

とが示され、ES 細胞においてエピジェネティック制御因子として機能することが示唆

された。そこで、第三章では、SelH の分化調節機能をさらに詳細に解明するために、

外胚葉分化の一つである神経分化に焦点を当てた解析を行う。 



 

 

第二章 

 

49 

 



 

 

第二章 

 

50 

 



 

 

第二章 

 

51 

 



 

 

第二章 

 

52 

 



 

 

第二章 

 

53 

 



 

 

第二章 

 

54 

 



 

 

第二章 

 

55 

 



 

 

第二章 

 

56 

 



 

 

第二章 

 

57 

 

 

 

 



 

 

第三章 

 

58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第三章 

 

ES 細胞の神経分化における SelH の機能 
  



 

 

第三章 

 

59 

 

序論 

 

マウスの神経発生は、原腸陥入胚期に外胚葉に由来する神経前駆細胞が現れ、中枢神

経系の原器となる神経板が形成されることから始まり、胚性 9 日から 10 日目に神経前

駆細胞から神経細胞が分化し始める(Mohamed Ariff I et al 2012, Martynoga B et al 

2012)。この時点では神経前駆細胞からグリア細胞への分化は抑制されており、グリア

細胞への分化は胚性 14 日から 15 日目に始まる(Mohamed Ariff I et al 2012, 

Martynoga B et al 2012, Rowitch DH and Kriegstein AR 2010)。ES 細胞は無血清条

件下において、間質系の細胞である PA6 細胞と共培養することで神経細胞へ分化する

(Kawasaki H et al 2000, Cai C and Grabel L 2007, Kawasaki H et al 2002)。このよ

うな In vitro の培養系においても、ES 細胞から神経前駆細胞、神経細胞、グリア細胞

という順にマーカー遺伝子を発現し、細胞分化が起きる(Cai C and Grabel L 2007, 

Kawasaki H et al 2002)。 

ES 細胞から分化させた神経前駆細胞では、ヘテロクロマチンシグナルは小さく、多

数になる(Meshorer E et al 2006)。さらに、Nuclease assay および FRAP 法によって、

発生においても、神経前駆細胞は分化が進むにしたがって、クロマチンが凝集すること

が知られている(Kishi Y et al 2012)。これらのように神経分化とクロマチン状態には、

関連が見受けられる。 

ES 細胞では、分化誘導を行う遺伝子は促進系のヒストン修飾であるヒストン

H3K4me3 修飾と抑制系のヒストン修飾である H3K27me3 修飾の両方の修飾を受けて

いる(Vastenhouw NL and Schier AF 2012, Bernstein BE et al 2006, Mikkelsen TS et 

al 2007, Ku M et al 2008)。H3K4me3 修飾と H3K27me3 修飾の両方を持つ遺伝子は

bivalent (バイバレント)遺伝子と呼ばれる。未分化状態において、バイバレント遺伝子

である神経分化誘導遺伝子 Ngn1 の発現は H3K27me3 修飾によって抑制されており、

神経分化開始時にそれらの H3K27me3 修飾は低下する一方、H3K4me3 修飾は維持さ

れて、速やかに発現が開始される(Vastenhouw NL and Schier AF 2012)。その一方で、

内胚葉分化誘導を行うバイバレント遺伝子 Gata4 は、神経分化開始後も H3K27me3

修飾が維持されることで発現は抑制され続け、H3K4me3 修飾は減少する。また、Oct3/4

や Nanog などの ES 細胞の未分化維持に関わる遺伝子領域には、分化開始後に

H3K27me3 修飾が付与され、その発現が抑制されることで分化が進行する(Aloia L et 

al 2013)。 

ES 細胞の分化において、H3K4me3 修飾および H3K27me3 修飾は重要であり、ES

細胞や胚発生におけるこれらの修飾の欠損は分化・発生の異常を示す(Yu BD et al 1995, 

Glaser S et al 2006,Pasini D et al 2007, Boyer LA et al 2006, Chamberlain SJ et al 

2008)。ES 細胞における H3K4me3 修飾複合体の構成因子 Wdr5、Rbbp5、Ash2l のノ

ックダウンはそれぞれ、H3K4me3 修飾の低下を引き起こし、ES 細胞の分化を抑制す
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る(Jiang H et al 2011, Ang YS et al 2011, Dou Y et al 2006, Steward MM et al 2006)。

一方で、H3K27me3 修飾を行う Eed や Ezh12 のノックアウトにおいても分化は抑制

される(Shen X et al 2008, O'Carroll D et al 2001)。Eed および Ezh12 ノックアウトに

よる分化抑制は、分化開始後の Oct3/4 や Nanog といった未分化状態維持に関わる遺伝

子群に対して、H3K27me3 修飾による発現抑制が起こらないためと考えられている。 

 第一章では SelH はクロマチン状態に関与することが示された。また、第二章におい

て SelH は ES 細胞の多分化能維持に重要であり、ノックダウンは EB 分化異常を引き

起こした。SelH は ES 細胞の多分化能をどのように制御しているのであろうか。各胚

葉分化を誘導する遺伝子はバイバレントなヒストン修飾を受けており、SelH はそれら

に関与する可能性がある。 

第三章では、外胚葉分化の一つである神経分化に焦点を当てることで、SelH の分化

制御における機能について詳細に解明することを目的とした。第二章で示したように、

SelH は ES 細胞では外胚葉への分化を阻止していることが示唆された。そこで、SelH

ノックダウン ES 細胞の神経分化誘導を行い、神経前駆細胞、神経細胞、グリア細胞の

マーカー遺伝子発現の段階的な解析を行った。 

また、SelH について、低セレニウム給餌によって、マウス肝臓および腎臓でその

mRNA 発現が低下するなど(Sunde RA et al 2009）、その発現制御についてはセレニウ

ムとの関連が示唆されている。最後に、セレニウムと SelH発現の関連を調べるために、

ES 細胞にセレニウムを暴露し、SelH 発現を解析した。 
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材料と方法 

 

定量 RT-PCR、免疫染色、ChIP、ウエスタンブロッティングは第一章および第二章

と同様に行った。使用したプライマーは表 3-1、抗体は表 3-2 に示した。試薬は特に記

載のない限り和光純薬工業株式会社より購入した。プライマーは SIGMA GENOSYS 

JAPAN より購入した。 

 

神経分化用 Feeder 細胞の培養 

神経分化のFeeder細胞として用いたPA6細胞は理化学研究所バイオリソースセンタ

ーから分与されたものを用いた。PA6 細胞は 10% FBS、50 U/ml penicillin & 50 U/ml 

streptomycin を添加した DMEM を用いて培養した(Kawasaki H et al 2000)。10 cm

培養皿を用いて培養し、継代は 3 日ごとに行った。 

 

ES 細胞の神経細胞分化 

神経分化は川崎らによって報告された方法で行った(Kawasaki H et al 2000)。ゼラ

チンコートディッシュ上で培養した ES 細胞を 0.05% Trypsin/EDTA で剥がし、PA6

細胞がコンフルエントになった 6 cm 培養皿あたり 4×104個、4-well 培養皿あたり 3

×103個の ES 細胞を、10% KNOCK OUT SR (Life Technologies, cat.10828028) 、1

× MEM Non-Essential Amino acids solution、100 µM 2-mercaptoethanol、50 U/ml 

penicillin & 50 U/ml streptomycin を添加した Glasgow Minimum Essential Medium 

(Life Technologies, cat. 11710035) に懸濁して、播種して培養した。分化開始 4 日、6

日、8 日、10 日、12 日、14 日目に培地を交換し、分化開始 3 日、5 日、10 日、15 日

目に回収した。 

 

マウス 

本章で使用したマウスは C57BL/6N 系統であり、日本チャールズリバー社から購入

した。成体マウスは、オスの 13 週齢を用いた。胎児マウスは、14.5 日齢のオスを用い

た。胎児マウスの日齢は、メイティングの翌朝にプラグが確認された時間を胚性 0.5 日

齢として計測した。マウスは 12 時間明暗周期、常時給餌にて飼育した。組織の回収は、

東京大学動物実験マニュアルに定められた指針を遵守して行った。 

 

ES 細胞へのセレニウム暴露 

2.5%の HNO₂に溶解させた 0.1% セレニウム硝酸塩は愛知医科大学の近藤文雄准教

授より分与していただいたものを使用した。セレニウムを終濃度 100 ppb となるように

ES 細胞用培地に加えて、ES 細胞を 4 日間培養した後、回収した。コントロールの細

胞は同濃度の溶媒を加えて培養を行った。 
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結果 

 

SelH ノックダウン ES 細胞の神経分化 

SelH ノックダウン ES 細胞を用いて神経分化誘導を行い、免疫染色法によって各神

経マーカーの発現コロニーの割合を解析した。各マーカーは、神経前駆細胞の Tubb3

と Nes、神経細胞の Th、グリア細胞の Gfap と S100B を解析した。 

コントロール細胞は分化 5 日目に Tubb3 と Nes が発現を始め、それぞれ 18.5%と

9.3％のコロニーに発現が認められた(図 3-1A)。分化 10 日目にそれらの発現はピークを

迎え、それぞれ 100%、40%のコロニーに発現が確認された。分化 10 日目には Th も

50%のコロニーが発現を開始した(図 3-1A)。Gfap と S100B は分化 10 日目には発現は

ほとんど認められず、分化 15 日目に発現が開始して、それぞれ 87%、9.8%のコロニー

で発現が確認された(図 3-1A)。以上のようにコントロール細胞は各分化段階で、マーカ

ーを発現し、神経分化が誘導された。 

SelH ノックダウン細胞 KD1 および KD2 においては分化 5 日目に、コントロールと

同様に Tubb3 と Nes が発現を始めるが、Tubb3 では、それぞれ 31.9%と 47.4%とより

多くのコロニーが発現していた(図 3-1B)。KD2 においては Nes でも発現コロニーの増

加が認められ、20%のコロニーで発現が確認された(図 3-1C)。分化 10 日目においては、

SelH ノックダウン細胞 KD1・KD2 ともに、Nes の発現コロニーの割合が 57.1%、59.2%

と増加が認められた(図 3-1C)。さらに、コントロール細胞ではほとんど発現が認められ

なかった Gfap を KD1 では 30%、KD2 では 55%のコロニーで発現していた(図 3-1E)。

分化 15 日目には、コントロール細胞においては 9.8%であった S100B の発現コロニー

が、SelH ノックダウン細胞 KD1・KD2 ともに 40%のコロニーで発現が認められた(図

3-1F)。さらに、Th はコントロールでは 70.7%の発現コロニーが認められたが、SelH

ノックダウン細胞 KD1・KD においては 51%と減少していた (図 3-1D)。 

以上のように、マーカー発現から SelH ノックダウン ES 細胞からの神経分化は誘導

されるが、その発現はコントロールと比較して、促進されているということが明らかと

なった。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞から誘導された神経細胞の mRNA 発現解析 

他の分化マーカー遺伝子を加えて、mRNA 発現量を定量 RT-PCR で解析した。コン

トロール細胞において、未分化マーカーである Oct3/4、 Nanog の発現は分化にしたが

って低下していく(図 3-2A)。神経前駆細胞のマーカー遺伝子 Pax6、Sox1、Ngn1、Ngn2、

Nes、Tubb3 の発現は分化 5 日目および 10 日目に最も高くなり、分化 15 日目には低

下した(図 3-2B)。神経細胞のマーカーAscl1、Map2、Th、Syt1、Lmx1b および Gad1

の発現は、分化 10 日目に発現を開始し(図 3-2C)、グリアマーカーである Gfap、S100B 

および Cldn11 は分化 15 日目に発現を開始した(図 3-2D)。 
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SelH ノックダウン細胞 KD1 および KD2 では分化 3 日目において Oct3/4、 Nanog

の発現コントロールに比べて発現量の低下が認められた(図 3-2A)。KD2 においては分

化 5 日目においてもコントロールに比較して発現量が低かった。神経前駆細胞のマーカ

ー遺伝子の発現においては、分化 3日目で、Pax6 、Sox1の増加が認められた(図 3-2B)。

分化 5 日目には KD2 において、Pax6、Sox1、Ngn1、Ngn2、Nes、Tubb3 の発現量が

増加していた(図 3-2B)。分化 10日目以降には、SelHノックダウンによってSox1、Pax6、

Ngn1、Tubb3 では増加傾向が認められ、Ngn2、Nes では逆に減少傾向が認められた(図

3-2B)。神経細胞のマーカー発現は分化 5 日目および 10 日目の段階では、SelH ノック

ダウンによって、Map2、Th、Syt1 の発現の増加傾向が認められた(図 3-2C)。特に、

KD2 においては分化 5 日目、10 日目ともに顕著に増加が認められ、Ascl1 の発現量増

加も認められた(図 3-2C)。また、分化 15 日目には Th、Lmx1b において発現の減少が

認められた(図 3-2C)。グリアマーカーである Gfap、S100B および Cldn11 は、SelH

ノックダウンによって分化 15 日目の時点で発現の増加が認められ、その差は KD2 に

おいてより顕著であった(図 3-2D)。 

今回の結果には細胞株による差異が認められた。KD2 は KD1 と比べてタンパク質レ

ベルでのノックダウン効率が高く、この差は SelH タンパク質の発現量の差であること

が考えられる。また、KD2 と KD1 は ES 細胞の時点で、多くのヒストン修飾は共通し

ていたが、差が認められる遺伝子もいくつかあり、それらの影響も考えられる。特に

NanogとDppa3遺伝子領域の抑制系ヒストン修飾はKD2でより高く、このためにKD2

の分化がより促進された可能性がある。 

これらの結果から、SelH ノックダウンによって、ES 細胞の神経分化を各分化段階の

全てにおいて促進されているということが明らかとなった(図 3-2E）。 

 

神経分化における SelH 発現解析 

マウス脳発育段階において、SelH mRNA 発現解析を行った結果、胎児脳では成体脳

よりも発現が高く、発生の進行によって SelH 発現が減少することが明らかになった(図

3-3A)。 

次に SelH ノックダウン ES 細胞 KD1・KD2 の神経分化における SelH mRNA 発現

量を解析した。コントロール細胞では、ES 細胞時が最も発現が高く、分化にしたがっ

て SelH 発現量は低下した(図 3-3B)。ES 細胞時において、KD1 で 50%、KD2 で 40%

の発現低下が認められた(図 3-3B)。一方で、分化開始後は KD1 では、コントロールと

差が認められなかった。KD2 では、分化 3 日目および分化 5 日目において有意な発現

の低下が認められた一方で、分化 10 日目および 15 日目では発現量の差は認められな

かった。 

タンパク質発現では、コントロール細胞で ES 細胞時に比較して分化後に発現量が増

加することが明らかとなった(図 3-3C)。KD1、KD2 は ES 細胞時にコントロールと比
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較して、顕著な SelH 発現の低下が認められた(図 3-3C)。また、分化後には KD1、KD2

ともに顕著な発現の低下は認められなかった。 

従って、分化開始後はノックダウン効果が持続しているとは考えられず、SelH ノッ

クダウン ES 細胞で認められた神経分化促進は、分化前の ES 細胞における多分化能維

持の破たんによるものと考えられる。 

 

SelH ノックダウン ES 細胞のヒストン修飾解析 

SelHノックダウンES細胞における神経分化関連遺伝子のヒストン修飾状態をChIP

法によって解析した。神経前駆細胞のマーカー遺伝子である Pax6、Nes、Ngn1、Sox1、

Ngn2 すべての遺伝子領域では、SelH ノックダウン ES 細胞の H3K27me3 修飾はコン

トロールと比較して、5 割ほど低下していた一方で、遺伝子間領域では差は認められな

かった(図 3-4A)。H3K4me3 修飾では、Nes 遺伝子領域において、SelH ノックダウン

ES 細胞で減少が認められ、H3K9me3 修飾では、Sox1 遺伝子領域において KD1 での

み減少が認められた。しかし、その他のほとんどの領域において、H3K4me3、H3K9Ac、

H3K9me3 修飾は変化が認められなかった。 

神経およびグリア細胞マーカー遺伝子の Ascl1、Mtap2、Gfap の遺伝子領域におい

ても、すべての遺伝子領域で SelH ノックダウン ES 細胞の H3K27me3 修飾はコント

ロールと比較して顕著に減少していた(図 3-4B)。また、H3K4me3 修飾では KD2 にお

いて Ascl1、Mtap2 遺伝子領域で減少、H3K9Ac 修飾では KD2 において Mtap2、Gfap

遺伝子領域で増加、H3K9me3 修飾では KD1 でのみ Ascl1 遺伝子領域でコントロール

と比較して減少が認められた。 

さらに神経分化に関わる遺伝子以外のバイバレント遺伝子のヒストン修飾も解析し

たところ、内胚葉分化に関わる Gata4 および中胚葉分化に関わる T、Kdr の遺伝子領

域においても、SelH ノックダウン ES 細胞で H3K27me3 修飾のコントロールと比較し

て顕著な減少が認められた(図 3-4C)。また、KD1 でのみ Kdr の遺伝子領域の H3K4me3

修飾の低下が認められた。さらに、細胞全体の H3K27me3 修飾をウエスタンブロッテ

ィングによって解析したところ、コントロールと比較して変化は認められなかった(図

3-4D)。 

以上から、SelH ノックダウンはバイバレント遺伝子領域の H3K27me3 修飾を低下

させることが明らかとなった。 

 

セレニウム暴露 ES 細胞の SelH 発現解析 

 これまでの研究にいて、ES 細胞における SelH の機能が明らかになった。いくつか

の細胞種においてはセレニウムの過剰が一部のセレノプロテインの発現を増加させる

ことが知られている(Stoytcheva ZR and Berry MJ 2009)。そこで、セレニウムと SelH

発現の関係を解析するために、ES 細胞におけるセレニウム暴露によるセレノプロテイ
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ンの発現を調べた。まず、ES 細胞に 0.1 ppm の濃度のセレニウムを 96 時間暴露し、

セレノプロテイン 24 種類の mRNA の発現量を定量 RT-PCR 法で網羅的に解析した。

その結果、SelH は ES 細胞において、最も発現の高いセレノプロテインの一つである

ことが判明した(図 3-5A)。さらに SelH および SelW はその発現量がセレニウム暴露に

よって 1.3 倍程度上昇することが明らかとなった(図 3-5A)。SelH ついてタンパク質量

の解析も行ったところ、セレニウム暴露によって SelH タンパク質の 2 倍以上の増加が

認められた(図 3-5B)。さらに、セレニウム暴露による ES 細胞マーカー遺伝子の発現を

解析したところ、コントロールと比較して差は認められなかった(図 3-5C)。 

以上より、セレニウム暴露によって ES 細胞の SelH 発現が増加することが明らかと

なった。 
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考察 

 

第三章では、SelHはES細胞からの神経分化を抑制する役割があることが示された。

さらに SelH は ES 細胞において、神経分化に関わるバイバレント遺伝子の H3K27me3

修飾の維持に機能していることが示された。ES 細胞からの神経分化は、神経前駆細胞、

神経細胞、グリア細胞と段階をおって分化が起きる(Mohamed Ariff I et al 2012)。今回

の結果は特定の分化段階への分化に限らず、解析した全ての分化段階のマーカー発現の

促進が認められた。これは、SelH が ES 細胞から神経前駆細胞への過程に関与するこ

とを示している。神経前駆細胞マーカーの一つである Ngn1 の強制発現は、ES 細胞か

ら神経前駆細胞への分化を促進し、Tubb3 などの他のマーカー遺伝子発現が促進させる

ことが知られている(Velkey JM and O'Shea KS 2013)。また、ヒト iPS 細胞および ES

細胞において、SMAD signaling の阻害剤を加えることで、高効率に神経前駆細胞分化

および神経分化が誘導される(Chambers SM et al 2009)。SelH は神経前駆細胞分化に

関わる遺伝子の制御を行うことが示唆される。 

H3K27me3 修飾は未分化状態において神経分化誘導遺伝子の発現を抑制しており、

神経分化の進行に伴って、これらの遺伝子領域の H3K27me3 修飾は低下する

(Bernstein BE et al 2006, Vastenhouw NL and Schier AF 2012)。Jarid2 は PRC2 を

ターゲット領域にリクルートすると同時に PRC2 のヒストンメチル化活性を阻害する

DNA 結合因子である(Shen X et al 2009)。Jarid2 のノックダウン ES 細胞では、バイ

バレント遺伝子領域の H3K27me3 修飾が増加し、EB 分化の際に、サイズはコントロ

ールよりも増加し、分化マーカー遺伝子の発現開始が 2 日間程度遅れることが報告され

ている(Shen X et al 2009, Li G et al 2010)。そのため、ES 細胞の、バイバレント遺伝

子の H3K27me3 修飾の低下は逆に神経分化を促進すると考えられる。SelH は ES 細胞

において、バイバレント遺伝子の H3K27me3 修飾に関与することで、神経分化を抑制

していることが示唆された。 

Eed や Ezh12 のノックアウトにおいては、バイバレント遺伝子の H3K27me3 修飾

は低下するが、神経分化は逆に抑制されることが報告されている(Shen X et al 2008, 

O'Carroll D et al 2001)。これは、分化条件下において本来 H3K27me3 によって抑制

されるべき未分化状態維持に関わる遺伝子群の発現抑制が起こらないために起きる

(Shen X et al 2008, O'Carroll D et al 2001)。今回の研究においては、SelH の発現は完

全に欠損していないことに加え、ノックダウン効果は ES 細胞時に限定されていた。そ

のため、SelH ノックダウンは分化開始後の H3K27 メチル化には影響を与えなかった

と考えられる。逆に SelH ノックダウンが分化後も継続した場合は Eed ノックアウトの

ように、神経分化は抑制された可能性もある。また、SelH ノックダウンによって未分

化状態における Nanog や遺伝子間領域の H3K27me3 修飾は抑制されていないなど、 

SelH による H3K27me3 修飾への影響はバイバレント遺伝子に選択的である。そのた
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め、分化後の Oct3/4 や Nanog 領域の H3K27me3 修飾には、SelH は関与しないこと

も考えられる。 

SelH ノックダウンは未分化の ES 細胞において、神経分化誘導遺伝子のみでなく、

同じくバイバレントな修飾を受ける内胚葉や中胚葉分化誘導遺伝子である Gata4 や T、

Kdr 領域の H3K27me3 修飾も低下させた。このため、SelH は神経分化に限らず、内

胚葉や中胚葉といった他の分化系列においても、H3K27me3 修飾に関与することで ES

細胞の分化能を制御していることが示唆される。一方で、第二章で示されたように、

EB 分化においては、SelH ノックダウンによって外胚葉分化は促進され、内胚葉・中

胚葉分化は抑制された。H3K27 メチル化酵素である Ezh2 のノックアウト ES 細胞は

全てのバイバレント遺伝子の H3K27me3 修飾が抑制される(Pasini D et al 2007)。

Ezh2 ノックアウト ES 細胞は分化条件下で、中胚葉の分化は強く抑制されるが、神経

分化はほとんど抑制を受けない(Shen X et al 2008, Pasini D et al 2007)。このように、

H3K27me3 修飾による分化への影響には胚葉ごとに差異が認められ、バイバレント遺

伝子の H3K27me3 修飾が抑制された状態では、ES 細胞は外胚葉分化に誘導されやす

い可能性がある。SelH ノックダウンによる EB 分化過程の内胚葉・中胚葉分化抑制は

外胚葉分化促進の結果として相対的に生じたことが考えられる。また、前章で述べたよ

うに、SelH ノックダウンは初期の内・中胚葉誘導に必須な Nodal の遺伝子発現が低下

しており、Nodal 発現が EB の胚葉の方向性には重要であった可能性もある。 

LCC1 細胞において、SelH は H3K4me3 修飾を行う Mll complex の構成因子である

Rbbp5 との結合が示唆されている(Novoselov SV et al 2007)。H3K4me3 修飾と

H3K27me3 修飾は互いに影響を与え合っているため(Schmitges FW et al 2011, Kim 

DH et al 2013)、第二章で述べたように SelH は Mll complex による H3K4me3 修飾制

御を介して H3K27me3 修飾に影響を与えたことが考えられた。しかし、第三章では、

一部の遺伝子を除いてバイバレント遺伝子領域の H3K4me3 修飾には変化は認められ

なかった。そのため、SelH は H3K4me3 修飾を介してではなく、H3K27me3 修飾に

直接影響を与えたことが考えられる。PRC2 の構成因子や Jmjd3 は LCC1 細胞では低

発現であり、LCC1 細胞の核タンパク質を用いた解析では、検出できないことはあり得

ることである。 

Jmjd3 は Jumonji C domain を有するヒストン脱メチル化酵素であり、その強制発現

は H3K27me3 修飾を減少させる(De Santa F et al 2007, Hong S et al 2007)。Jmjd3

は ES 細胞の分化とともに発現量が増加し、ES 細胞における Jmjd3 ノックアウトは細

胞全体の H3K27me3 修飾量を僅かに上昇させ、分化異常を引き起こす(Ohtani K et al 

2013)。Rbbp5 は Jmjd3 とも結合することが報告されている(De Santa F et al 2007)。

また、Jmjd3 は AT hook を有するクロマチンリモデリング因子の Brg1 とも結合する

ことから(Miller SA et al 2010)、AT hook を有し、Rbbp5 との結合が示唆されている

SelHとタンパク質複合体を形成することが考えられる。SelHはRbbp5を介してJmjd3
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と結合し、その H3K27me3 脱メチル化活性を抑制することで、バイバレント遺伝子の

H3K27me3 修飾を維持していることが考えられる。 

ES 細胞からの神経分化によって、SelH mRNA の発現量は分化後に低下したが、タ

ンパク質発現は逆に増加した。これは、SelH がタンパク質翻訳段階においても発現量

調節を受けており、SelH 発現においては必ずしも mRNA 量とタンパク質量が相関し

ないことを示している。先の報告においても SelH mRNA とタンパク質発現量は必ず

しも一致していない(Novoselov SV et al 2007)。SelH 発現においては転写後の翻訳段

階における調節が重要な機能を担っていることを示している。マウス脳発生においても

SelH mRNA の発現量は発生にしたがって低下した。しかし、培養細胞と同様に、タン

パク質レベルでは発現が維持・増加していることが考えられ、神経発生においても SelH

は重要な機能を持つ可能性がある。今回の研究においては未分化状態においての SelH

ノックダウンの影響のみを解析したが、分化後の機能については、さらに解析をする必

要がある。 

本研究で ES 細胞の SelH 発現はセレニウム暴露によって増加することが明らかとな

り、環境中のセレニウム濃度に反応して SelH の発現量は増減することが示唆された。

生体内のセレニウム濃度はセレニウム摂取量によって変化するため、セレニウム摂取量

が、SelH 発現量の変化を通じて、発生期や成体中の幹細胞の分化能に影響を与える可

能性がある。 

第二章において、SelH は Nanog、Dppa3、Nodal の発現制御を行うことが明らかと

なったが、セレニウム暴露 ES 細胞では、SelH 発現の増加は認められたが、多分化能

関連遺伝子発現の変化は認められなかった。これは SelH 発現量の変化が、第二章にお

けるノックダウンや強制発現に比べて小さかったためである可能性がある。また、セレ

ニウム暴露においては、他のセレノプロテインなど SelH 以外の影響も考えられる。 

今回の結果では、SelH だけでなく、SelW も ES 細胞で発現が高く、セレニウム暴露

で発現が増加することが示された。SelW は骨格筋や脳、心臓で発現が高く(Stoytcheva 

ZR and Berry MJ 2009)、グルタチオンとの結合能をもち、強制発現で過酸化水素によ

る酸化ストレスに耐性を示すことから、抗酸化作用を持つと想定されている(Beilstein 

MA et al 1996, Jeong Dw et al 2002)。一方で最近の研究では、前立腺上皮細胞におい

て SelW のノックダウンが p53 および p21 経由の増殖抑制を引き起こすことが報告さ

れており、抗酸化機能以外の機能も有することが明らかとなった(Hawkes WC etal 

2012)。セレニウム暴露 ES 細胞においては、SelH の影響だけでなく、SelW の影響も

考慮する必要がある。 

以上第三章では、SelH は ES 細胞でバイバレント遺伝子領域の H3K27me3 修飾の成

立、維持を行うことが示され、その H3K27me3 修飾制御能によって ES 細胞の分化に

重要な役割を果たすことが示唆された。さらに、SelH 発現はセレニウム濃度に依存し

ていることも示唆された。 
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第一章で SelH がヘテロクロマチン構造に関与することが示され、第二章では多分化

能関連遺伝子のエピジェネティック状態への関与が示された。そして、第三章では、バ

イバレント遺伝子のヒストン H3K27me3 修飾の維持に関わることが示された。これら

のことから、SelH は ES 細胞において、エピジェネティク状態を制御することで、多

分化能を維持することが示された。 

バイバレント遺伝子の H3K27me3 修飾は幹細胞および胚発生の特定細胞系列への運命

決定に極めて重要なエピジェネティック修飾であり、その破綻は分化異常を引き起こす

(Pasini D et al 2004)。H3K27me3 修飾は未分化状態において、分化誘導遺伝子の発現を

抑制して未分化状態を保ち、分化後に特定の細胞系列の分化誘導遺伝子のみ脱メチル化さ

れることでその分化を誘導する(Vastenhouw NL and Schier AF 2012)。SelH は幹細胞およ

び胚発生において、H3K27me3 修飾を介して、分化の方向性およびタイミングを調節する

役割を有しており、正常な胚発生には適切な発現量の SelH が重要であると言える。 

グルタチオン合成酵素阻害薬を与えたラット肝臓では、cmyc 領域のヒストン H3 の

アセチル化状態が増加することが知られている(Torres L et al 2009)。また慢性閉塞性

肺疾患の喫煙者の肺における研究において、たばこによる反応性酸素生成物が NFκB

のヒストン H3 と H4 のアセチル化を増加させるなど(Rajendrasozhan S et al 2009, 

Escobar J et al 2012)、グルタチオンとエピジェネティクス修飾との関わりは、いくつ

かの報告がされている(García-Giménez JL et al 2013)。これまでの研究において SelH

は、グルタチオンの還元作用を持ち、抗酸化機能をもつことが明らかになっている

(Novoselov SV et al 2007, Panee J et al 2007)。そのため、SelH はそのセレノシステ

インによる抗酸化作用で、ヒストン修飾に影響を与えた可能性が存在する。しかし一方

で、非常に興味深いことにセレノシステインをシステインに変換した変異型 SelH の発

現実験から、SelH の多分化能維持に関わる遺伝子の発現調節機能においては、セレニ

ウムは必ずしも必要でないことが示された。これまでのセレノプロテインと異なり、

SelH の機能においては、セレニウムはセレノシステインとしての機能ではなく、SelH

の発現調節因子として重要な機能を持つと言える。このため、SelH が CXXU motif に

よる抗酸化とは異なる機能で、エピジェネティック制御を行っていることが示唆される

(図 4A)。 

SelH は Rbbp5 との結合が示唆されており(Novoselov SV et al 2007)、Rbbp5 はヒス

トン H3K27 の脱メチル化酵素 Jmjd3 とも結合する。そのため SelH は Jmjd3 に作用

して、H3K27me3 の脱メチル化を抑制することで、H3K27me3 修飾の維持を行ってい

ることが考えられる。Jmjd3 は Jumonji domain を有する H3K27 脱メチル化酵素であ

る(Hong S et al 2007)。Jmjd3 は ES 細胞の分化とともに発現量が増加し、未分化状態

で抑制されていたバイバレント遺伝子の H3K27me3 修飾を脱メチル化して、遺伝子発
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現を誘導することで分化を誘導する(Dahle Ø et al 2010, Kartikasari AE et al 2013, 

Ohtani K et al 2013)。内胚葉分化において、Jmjd3 は分化開始後に転写因子 Tbx3 や

Smad3 によってターゲット領域にリクルートされる(Dahle Ø et al 2010, Kartikasari 

AE et al 2013)。分化後と比較すると少ないとはいえ、ES 細胞の未分化状態において

も Jmjd3 は存在している(Ohtani K et al 2013)。しかし、複数の ChIP 解析から、未分

化状態で Jmjd3 は分化後のターゲット領域にアクセスできていない(Dahle Ø et al 

2010, Kartikasari AE et al 2013, Ohtani K et al 2013)。SelH は Jmjd3 のターゲット

領域へのアクセスを阻害することで H3K27me3 修飾を維持している可能性がある(図

4B)。 

SelH の有する AT hook は AT リッチな配列を認識して結合することが知られている

(Aravind L and Landsman D 1998)。一方で、バイバレント遺伝子の多くは転写開始点

近傍に CpG リッチな領域 (CpG アイランド)を有しており、その H3K4me3 と

H3K27me3 修飾は CpG アイランドにおいて存在することが多い(Ku M et al 2008)。

PRC2 のリクルート因子と想定されている Jarid2 の持つ Jumonji/ARID ドメインや

Aebp2 は CpG や GAGA モチーフがリッチな配列を認識して DNA と結合する(Kim H 

et al 2009, Peng JC et al 2009)。今回、SelH ノックダウンによって H3K27me3 修飾

の低下が認められた領域も多くがCpGアイランドの中に存在し、そのAT比率は低い。

そのため、これらの領域の H3K27me3 修飾に対して、SelH は直接その領域に結合す

ることで修飾に影響を与えるのではなく、その周辺領域などに結合し、間接的にヒスト

ン修飾に影響を与える可能性がある。Jmjd3 は、Eomes 領域においては、転写開始点

から 7000 bp ほど上流のエンハンサー領域に結合することで、転写開始点近傍の

H3K27me3 を脱メチル化することが知られている(Dahle Ø et al 2010)。 

SelH の mRNA は分化にしたがって発現量が低下していくが、神経分化後にタンパ

ク質の発現量は増加することが明らかになった。そのため、今回の実験においては、

SelH ノックダウン効果は未分化状態でしか認められず、解析はできなかったが、神経

分化開始後においても SelH は機能を持つと考えられる。H3K27me3 修飾は未分化時

の発現抑制のみでなく、分化開始後も重要な役割を持つ。分化開始後、ES 細胞で未分

化状態を維持する Oct3/4 や Nanog は H3K27me3 修飾によって発現抑制を受ける。ま

た、特定の細胞系列以外のバイバレント遺伝子の H3K27me3 修飾は維持されることで、

発現抑制され続ける。Jmjd3 の発現は分化後に増加するため、SelH は分化開始後に発

現量を増加させることで、増加した Jmjd3 から他系列の分化誘導遺伝子の H3K27me3

修飾を保護し、発現を抑制し続ける役割を果たす可能性がある。また、神経前駆細胞か

らの神経細胞およびグリア細胞への分化能もエピジェネティックな制御を受けている。

初期神経前駆細胞においては、グリア細胞分化誘導遺伝子は H3K27me3 修飾によって

抑制されているが、後期神経前駆細胞においてはその H3K27me3 修飾が低下すること

で、グリア細胞への分化が誘導される(Mohamed Ariff I et al 2012, Rowitch DH and 
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Kriegstein AR 2010)。ゼブラフィッシュの発生においては、SelH mRNA は神経系に

発現が持続するという報告もあり(Thisse C et al 2003)、SelH は H3K27me3 修飾を調

節することで、初期胚の未分化細胞や神経前駆細胞における分化能制御においても重要

な役割を果たすと考えられる。 

進行性の乳がんにおいて PRC2 の構成因子である EZH2 の発現は高く、その増加は

がん細胞の増殖能を高める(Bachmann IM et al 2006, Kunju LP et al 2011)。EZH2 は

H3K27me3 修飾によって RUNX3 などのがん抑制遺伝子発現を抑制することで、がん

細胞の増殖に関与している(Fujii S et al 2008)。SelH はがん細胞においても高発現であ

ることを考えると(Novoselov SV et al 2007)、SelH はがん抑制遺伝子の H3K27me3 修

飾に関与することで、増殖を促している可能性がある。一方、セレニウムとがんの関係

においては、セレニウム摂取ががん発生率と致死率を低下させるという報告がある

(Clark LC et al 1996)。セレニウム暴露は SelH 発現を増加することが示されており、

がん細胞において SelH は H3K27me3 修飾とは異なる働きをもつことも考えられる。 

セレノプロテインの発現はしばしば mRNA の発現量とタンパク質の発現量が異なる

ことが報告されている(Lu J and Holmgren A 2009)。神経分化において、分化に伴って

SelH の mRNA 発現は低下したが、タンパク質発現は逆に増加が認められた。また、

ES 細胞におけるセレニウム暴露実験では、SelH 発現の増加が認められたが、mRNA

発現の増加は 1.3倍程度であったのに対して、タンパク質の増加量は 2倍以上であった。

これは ES 細胞の SelH 発現においては mRNA からタンパク質への翻訳において、調

整が起きていることを示唆している。通常の培養条件における ES 細胞においては多く

の SelH mRNA が翻訳されずに分解されており、逆に神経細胞においては mRNA が効

率よくタンパク質へと翻訳されていると考えられる。これは通常の ES 細胞の培養条件

においてセレニウムは不足状態にあり、ナンセンス変異依存 mRNA 分解機構による

SelH mRNA の分解によって、SelH のタンパク質への翻訳効率が低い状態であること

が考えられる。今回の実験では、培養液中のセレニウム濃度の増加によって、mRNA

の発現増加に加え、翻訳効率の上昇も起きたことでタンパク質発現の大幅な増加が起き

たと考えられる。従って、培養液中のセレニウム濃度のわずかな変化が、SelH 発現の

変化を介して ES 細胞の分化能を変化させる可能性がある。 

ES 細胞の培養にはウシ胎児血清を用いる。ウシ胎児血清中のセレニウム濃度はおよ

そ 10 ppb 程度とされるが、ウシ血清中のセレニウム濃度は給餌によって変化する

(Perry TW et al 1978)。また、代表的な血清代替物を用いた ES 細胞用の培地ではセレ

ニウム濃度はおよそ 58 ppb である(特許公報 2001-508302)。また、別の血清代替物を

用いた ES 細胞の培養法である Mek と GSK3 の 2 つのキナーゼの阻害剤を加えた培養

環境では、バイバレント遺伝子における H3K27me3 修飾の低下が認められるという報

告もある(Marks H et al 2012)。分化能制御能を有する SelH の発現調節因子としての

セレニウムの機能を考えると、ES 細胞の培養においては、血清中のセレニウム濃度に
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十分に注意を払う必要があると言える。 

セレノシステインは通常は終止コドンであるUGAによってコードされているという

特異な性質を持つために、これまでのセレノプロテインの研究においては、セレノシス

テインの取り込み機構の解明に力が注がれてきた。セレノシステインを含むタンパク質

の強制発現が困難であることからその機能解析は遅れてきたと言わざるを得ない。さら

に、過去進められてきた機能解析においてもセレノプロテインの研究は Glutathione 

Peroxidases(Gpx)や Thioredoxin Reductases(TR)などの抗酸化作用を持つタンパク質

の研究が先行してきた。本研究は、セレノプロテインの新しい機能としてエピジェネテ

ィック調節という新たな視点を提供した。 

本研究はセレニウムの機能という面においても重要である。セレニウムの一日所要量

(RDA)は 0.055 mg/day 、無毒性量(NOEAL)は 0.85 mg/day であり、その安全域は非

常に狭い(Goldhaber SB 2003)。セレニウムは様々な食品や飲料に広く含まれる身近な

物質であるが、その初期発生に与える影響に関しては、ほとんど知られていない。SelH

発現にはセレニウムが必須であり、その濃度によって発現量は制御される。そのため、

今回明らかになった SelH の機能は生体におけるセレニウムの機能でもある。この結果

はセレニウムの SelH を介したヒストン H3K27me3 修飾調節という新たな機能を示す

とともに、胚発生期におけるセレニウム濃度が正しく維持されることの重要性を示唆す

るものである。また、セレニウムのエピゲノムや長期・持続的な影響の少なくとも一部

は SelH を介していることを示唆している。厚生労働省「日本人の食事摂取基準」（2010

年版）によると、日本人の平均セレニウム摂取量は 0.1 mg/day であり、食事から十分

に摂取できているとされているが、近年セレニウムは抗老化作用を有するとしてサプリ

メントとしても販売されており、その過剰摂取が懸念される。また、妊娠期のセレニウ

ム濃度に関する研究はほとんどなく、十分な注意が必要であるとともに今後の研究が待

たれる。 

本研究から、SelH はエピジェネティック制御能を有しており、幹細胞の分化能に重要で

あることが明らかとなった。SelH はヒストン H3K27me3 修飾の維持を通じて、分化能

を制御するエピジェネティック因子であると考えられる。今回の研究を通じて、幹細胞の

エピジェネティック制御機能のさらなる解明と、そこに果たす環境因子セレニウムの役割

の解明につながることが期待される。 
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諸言 

Selenoprotein H（SelH）は微量元素セレニウムをアミノ酸セレノシステインとして含む

セレノプロテインの一つであり、核移行シグナルを有し、核内に局在する。SelH のアミノ

酸配列はヒトからショウジョウバエまでよく保存されている。SelH はセレノシステインを

含む CXXU モチーフを持つことから、機能は抗酸化作用のみが着目されてきた。SelH は

Baf250 などのクロマチンリモデリング因子と共通する DNA 結合モチーフである AT hook 

motif を有していることが知られている。さらに、組換え型の SelH を用いた結合タンパク

質探索実験から、SelH の結合タンパク質にはヒストンシャペロンである Nucleolin やヒス

トンメチル化酵素と複合体を形成することが知られているRbBP5が含まれることが示唆さ

れている。これらを総合すると、SelH はクロマチン構造の調節因子として核内で機能して

いると考えられる。 

本研究では、SelH のゲノム調節機能の解明を目的とした。第一章ではまず、SelH ノッ

クダウン ES 細胞の樹立を試みた。そして、SelH が ES 細胞のクロマチン状態に与える影

響の解析を行った。第二章では、SelH ノックダウン ES 細胞を利用した、多分化能マーカ

ー遺伝子の発現解析と胚葉体形成実験から、SelH の ES 細胞の多分化能における機能を解
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析した。第三章では、SelH の有する多分化能の制御機能を神経分化に焦点を当てて解析し

た。 

 

第一章 SelH ノックダウン ES 細胞の樹立およびクロマチン状態の解析 

胚性幹細胞（Embryonic stem cell : ES 細胞）は胚盤胞の内部細胞塊から樹立された細胞

で、自己複製能と多分化能を持つ。ES 細胞のクロマチン構造は比べて全体的に弛緩してお

り、自己複製能と多分化能に関与しているという特徴を有する。SelH は ES 細胞において

高発現であるが、その機能は未だ明らかではない。ゼブラフィッシュの初期発生において

SelH の変異は致死であるため、SelH は初期胚のモデルである ES 細胞において重要な機能

を持つことが示唆される。そのため、SelH のノックダウンやノックアウト細胞株の作成は

ES 細胞においては困難であることが予想された。 

第一章ではまず、異なる配列をターゲットとした 2 種類の shRNA ベクターを用いて、

SelH ノックダウン ES 細胞の樹立を試みた。そして、SelH の mRNA、タンパク質発現が

顕著に低下した 2 株の SelH ノックダウン ES 細胞株を樹立した。これらの細胞株は増殖と

自己複製を繰り返し、未分化マーカーのアルカリフォスファターゼの発現を維持していた。

そこで、作成した SelH ノックダウン ES 細胞を用いて、SelH が ES 細胞のクロマチン構

造に与える影響を明らかにするために DAPI 染色による核内ヘテロクロマチンシグナルの

解析を行った。その結果、SelH ノックダウン ES 細胞では、コントロールと比較してヘテ

ロクロマチンシグナルの数が減少することが判明した。 

次に、SelH 強制発現 ES 細胞の作成も試みた。セレノプロテインの強制発現はセレノシ

ステインをコードする UGA コドンにおける翻訳の停止の可能性があり、野生型のままでは

困難である。そのため、セレノシステインをシステインに変異させた変異型 SelH の強制発

現を行った。そして、外来性の変異型 SelH を過剰に発現する一方で、内在性 SelH 発現の

低下した変異型 SelH 強制発現 ES 細胞を樹立した。DAPI 染色により、この変異型 SelH

強制発現 ES 細胞では、ヘテロクロマチンシグナル数の増加が認められた。 

これらの結果は、SelH は ES 細胞のクロマチン構造変化に関わっていることを示唆して

いる。 

 

第二章 ES 細胞の多分化能における SelH の機能解析 

ES 細胞の多分化能はエピジェネティックな発現制御を受けている Oct3/4,Nanog などの

多分化能関連遺伝子群によって維持されている。SelH が ES 細胞の分化能に与える影響を

解明することを目的とし、SelH ノックダウン ES 細胞を用いて、これらの遺伝子の発現お

よびエピジェネティック解析を行った。 

定量的 RT-PCR 法により、SelH ノックダウン ES 細胞では、多分化能関連遺伝子である

Nanog, Dppa3, Nodal mRNA 発現の低下が認められた。また、これらの遺伝子発現の低下

は野生型 SelH 強制発現によるレスキューによって回復した。さらに、一章と同様にセレノ
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システインをシステインに変異させた変異型 SelH の強制発現によっても、発現の回復が認

められた。従って、SelH のクロマチン構造や多分化能関連遺伝子発現への作用にはセレノ

システインは必須でないことが示唆される。SelHノックダウンES細胞においては、Nanog, 

Dppa3, Nodal 遺伝子領域で、コントロールと比較して、促進系のヒストン修飾である H3

のリシン 4 のトリメチル化修飾（H3K4me3 修飾）の低下、抑制系の H3 のリシン 9 および

27 のトリメチル化修飾（H3K9me3 および H3K27me3 修飾）の増加が認められた。 

胚葉体（Embroyoid body : EB）は ES 細胞を浮遊培養することで形成され、外胚葉・中

胚葉・内胚葉の三胚葉すべての細胞系列を含む細胞塊である。SelH の分化への影響を解析

するために、SelH ノックダウン ES 細胞の EB 分化誘導を行った。その結果、SelH ノック

ダウン ES 細胞では、形成される EB サイズの低下という異常が認められた。また、SelH

ノックダウンでは内胚葉マーカー遺伝子 Gata4, Gata6、中胚葉マーカー遺伝子 T, Kdr 発現

の低下、外胚葉マーカー遺伝子 Nes, Ascl1 発現の増加が認められた。一方、変異型 SelH

の強制発現 ES 細胞から作成した EB では、外胚葉マーカー遺伝子の発現低下と内胚葉およ

び中胚葉マーカー遺伝子の発現増加が認められた。 

以上から、SelH は多分化能関連遺伝子のヒストン修飾状態を維持し、多分化能遺伝子発

現調節および外胚葉分化の抑制と中・内胚葉分化の促進という初期胚葉分化の方向性の決

定に関与することが示された。 

 

第三章 ES 細胞の神経分化における SelH の機能解析 

マウス初期発生段階では、神経前駆細胞は原腸陥入胚期に外胚葉から現れる。その後胚

性約 9.5 日目に神経前駆細胞から神経細胞が、胚性約 14.5 日目にグリア細胞への分化が開

始する。ES 細胞を用いた神経分化誘導の際にも、ES 細胞から神経前駆細胞、神経細胞、

グリア細胞という順に細胞分化が進行することが知られている。 

外胚葉分化の抑制という機能が示された SelH の多分化能制御について、神経分化に焦点

を当ててさらに詳細に解析するために、SelH ノックダウン ES 細胞を神経系へ分化誘導し

た。その結果、SelH ノックダウン ES 細胞から誘導した神経では、神経前駆細胞マーカー

(Tubb3, Nes, Ngn1, Ngn2, Sox1)、神経細胞マーカー(Th, Ascl1, Mtap2, Lmx1b, Syt1)、グ

リア細胞マーカー(Gfap, S100B, Cldn11)のすべてのマーカー遺伝子の発現時期がコントロ

ールに比較して早まっていた。さらに未分化状態で認められた SelH のノックダウン効果は

分化後には認められなかった。従って、SelH は未分化状態において ES 細胞の分化能に作

用していると考えられる。 

さて、未分化状態の ES 細胞において、神経分化制御を行う遺伝子領域の多くは促進系の

H3K4me3 修飾と抑制系の H3K27me3 修飾の両方の修飾が共在しており、このような遺伝

子はバイバレント遺伝子と呼ばれる。未分化状態においては、これらの遺伝子は H3K27me3

修飾によって発現が抑制されており、神経分化開始時にH3K27me3修飾が低下することで、

維持された H3K4me3 修飾によって速やかに発現が開始される。 



 

 

要旨 

 

109 

 

未分化状態の SelH ノックダウン ES 細胞について、Tubb3 や Th を含む神経分化遺伝子

のヒストン修飾の解析を行った結果、コントロールと比較して H3K27me3 修飾の低下が認

められた。さらに、Gata4 など神経以外の分化を誘導する遺伝子を含むバイバレント遺伝

子のヒストン修飾を解析したところ、同様に H3K27me3 修飾の低下が認められた一方で、

遺伝子間領域の H3K27me3 修飾の低下は認められなかった。また、これらの遺伝子領域に

おいて、H3K4me3 修飾などその他のヒストン修飾にはほとんど変化が認められなかった。 

以上から、SelH は未分化状態の ES 細胞において、バイバレントな分化誘導遺伝子領域

の抑制的修飾である H3K27me3 修飾を維持することが明らかとなり、ES 細胞の神経分化

を抑制することが示された。 

 

考察と結論 

H3K27me3 修飾は幹細胞および胚発生の特定細胞系列への運命決定に極めて重要なエピ

ジェネティック修飾である。H3K27me3 修飾は未分化状態において、分化誘導遺伝子の発

現を抑制して未分化状態を保ち、分化後に特定の細胞系列の分化誘導遺伝子のみ脱メチル

化されることでその分化を誘導する。SelH 欠損は未分化状態のバイバレント遺伝子領域に

おいて、H3K27me3 修飾に選択的に低下させ、神経を含む外胚葉分化を抑制した。よって、

SelH は幹細胞および胚発生において、H3K27me3 修飾を介して、分化の方向性およびタ

イミングを調節する役割を有する可能性がある。 

以上、SelH はエピジェネティック制御能を有しており、幹細胞の分化能維持に重要なこ

とが明らかとなった。 
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博士論文審査委員会後修正箇所 

 

 

・総合討論 図４A の追加（イントロに対応した形に）（堀先生、村田先生）→新たな図の

作成 

・ノックダウンの抗 SelH 抗体 western blotting の図の変更（堀先生）→大分子量の範囲も

表示 

・総合討論、ガンとの関連の記述追加（千田先生） 

・総合討論 図４B の説明変更（千田先生） 

・材料と方法 不足情報の追加(ph、品名など)  （千田先生） 

・第一章、材料と方法、抗体評価の WB におけるタンパク質サイズ決定方の追加（田中先

生） 

・第一章、結果、抗体評価の解釈の変更、核内のみ→細胞質に比べ、核内が強く染色田中

先生） 

・第一章、考察、パラグラフ３、SelH のフィードバック調節に関する記述の追加（田中先

生） 

 

 

その他、主に千田先生、田中先生にご指摘いただいた「てにおは」などの誤記述を修正し

ました。 

 


