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論文概要 

 

細胞核には、液－液相分離により、特定のタンパク質や RNAを含む核内ボディと呼ばれる液

滴が多数存在するが、それらの形成機構や液滴間の相互作用についてはよくわかっていない。

本研究は、RNA ポリメラーゼ II が濃縮する液滴（PC）、snRNA 遺伝子近傍に存在するカハー

ルボディ（CB）、ヒストン遺伝子発現制御に関与するヒストンローカスボディ（HLB）の三者

の形成機構と関係性を明らかにすることを目的として行った。ヒト培養細胞を用いた生細胞

観察により、S 期初期に PC は CB と HLB の近傍に出現することを明らかにした。CB の破壊

は、核内ボディ同士の相互作用に影響したが、PCのリン酸化状態などには影響しなかった。

また、PC-HLB複合体と CBの相互作用により PC-CB-HLB三者複合体の形成が高頻度でみられ

た。これらの結果から、PC が CB や HLB と協働して、snRNA 遺伝子やヒストン遺伝子の転写

に機能していると考えられた。 

図 1 本研究結果の概要図 

PC は S 期初期に CB と HLB の近くに形成される。また、PC、CB、HLB は三者複合体（PC–

CB–HLB）を形成し、この複合体は S 期中期には解消する。 
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要旨集要旨 

 

ヒト細胞の核内では、液-液相分離と呼ばれる物理現象により、タンパク質や核酸が「核

内ボディ」と呼ばれる液滴を多数形成する。核内ボディは、酵素反応などの生物学的反応が、

いつ（細胞周期）・どこで（場所）・どの程度（反応速度・量）生じるのかを制御すると考え

られている。RNA ポリメラーゼ II（Pol II）は転写を行うタンパク質複合体であり、12 種

類のサブユニットタンパク質から構成される。Pol IIの最大サブユニットである RPB1の C

末端ドメイン（C-terminal domain、以下 CTD）は 7 個のアミノ酸（Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-

Pro-Ser）の繰り返しであり、ヒトでは 52回連続した配列により構成される。CTDの Ser残

基（Ser2, Ser5, Ser7）のリン酸化は Pol II の転写進行や Pol II の液滴形成（Pol II 

condensate、以下 PC）を制御する。PCは、別の核内ボディであるカハールボディ（以下 CB）

やヒストンローカスボディ（以下 HLB）と共局在することが報告されている。CB や HLB は、

snRNA遺伝子やヒストン遺伝子の転写調節に関与しており、これらの遺伝子近傍に観察され

る。CBの破壊は、ヒストン遺伝子や snRNA遺伝子の転写量の低下を引き起こす。HLBはヒス

トン遺伝子の転写に必須であり、HLBを破壊した細胞は G1/S期で細胞周期が停止し、細胞死

が引き起こされる。これまでに核内ボディそのものの性質や機能に関しては研究が行われて

きたが、核内ボディの形成機構や核内ボディ間の相互作用については不明点が多い。そこで

本研究は、3 つの核内ボディ（PC、CB、HLB）の形成機構と関係性の解明を目的として行っ

た。 

本研究では、PCを生細胞で観察するために、ヒト大腸がん細胞である HCT116細胞で、EGFP

を RPB1遺伝子の上流にノックインした細胞（以下 KI細胞）を用いた。免疫染色により、PC

は Ser5と Ser7がリン酸化された CTDを有する Pol IIを含むことが分かった。これらのリ

ン酸化状態の Pol IIは、ヒストン遺伝子や snRNA遺伝子を転写することが報告されており、

PCがこれらの遺伝子の転写に関与している可能性が示唆された。次に、mCherryを融合させ

た PCNA タンパク質を発現させた KI 細胞を用いて PC の形成時期を調べたところ、S 期初期

に PCの数が増加することが分かった。また、SNAPタグ融合コイリン（CBのマーカータンパ

ク質）や Haloタグ融合 NPAT（HLBのマーカータンパク質）を発現させた細胞の観察により、

S 期初期に形成された PC-CB 複合体や PC-HLB 複合体が S 期中期終了までに解消することも

分かった。ヒストン遺伝子は S 期に転写が活性化することを踏まえると、この観察結果は、

PC-HLB複合体がヒストン遺伝子の転写に関与している可能性を示唆した。さらに、PCが CB

や HLBと同時に相互作用し、PC-CB-HLB三者複合体を形成するかどうかを生細胞観察により

調べた結果、PC-CB-HLBの形成が確認された。PC-CB-HLBが形成される頻度は、CB付近に PC-

HLBが出現する場合（53%）と、CBと PC-HLBが近接する場合（32%）が高く、残り（15%）は
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CB-HLB複合体の近傍に PCが形成される場合であった。 

異なる核内ボディ間の相互依存性を調べるために、遺伝子破壊系とタンパク質分解系を用

いて解析した。まず、コイリン遺伝子を破壊したノックアウト細胞（以下 KO 細胞）を作製

し、CB の破壊が PC や HLB に与える影響を調べた。CB の破壊は、PC の数やリン酸化状態、

出現タイミングには影響しなかったが、核内ボディ同士の相互作用に影響した。コイリン KO

細胞では、KI細胞に比べて PCと HLBの共局在割合が上昇し、PCと SMNが濃縮する液滴の相

互作用の割合は低下した。SMNはスプライシングを行う snRNPの合成に関与し、CB中にも濃

縮されるタンパク質である。次に、Pol II の分解を誘導するトリプトリドを細胞に添加し

て Pol II と PCの分解を誘導し、CBや HLBに与える影響を調べた。その結果、PCを除去し

ても、CBや HLBの数および相互作用に影響しないことが分かった。 

最後に、PC、CB、HLBの物性を調べた。核内ボディは液体のような性質から固体のような

性質まで、幅広い物理的性質を示すことが知られている。1,6-ヘキサンジオールを用いて物

性を調べたところ、PC が液体に近い物性である一方で、CB や HLB は固体に近い物性である

ことが分かった。 

本研究の研究結果とこれまでの報告を総合すると、PC が CB や HLB と協働して、snRNA 遺

伝子やヒストン遺伝子の S期特異的な転写活性化に機能している可能性が示された。比較的

安定な CB や HLB の近傍に、よりダイナミックな PC が形成されると考えられる。本研究で

は、実際にヒストン遺伝子や snRNA遺伝子の転写が起きているかどうかは調べていない。よ

って、dCas13 や MS2 システムを活用し、ヒストン遺伝子や snRNA 遺伝子の新生鎖 RNA を可

視化し、PCが CBや HLBと相互作用することで転写が活性化されているかどうかを調べるこ

とが、今後の課題である。 
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ABSTRACT 

 

Eukaryotic nuclei are highly organized structures consisting of chromatin, nuclear lamina, 

nucleoli, and nuclear bodies (NBs) which have been shown as phase-separated liquid 

droplets containing specific proteins and RNAs. RNA Polymerase II (Pol II), the main player 

of transcription, forms phase separated condensates, or NBs (which I hereafter refer to “Pol 

II condensates”, or “PCs”). Cajal bodies (CBs) and histone locus bodies (HLBs) are also NBs 

regulating transcription of histone genes and/or small nuclear RNA (snRNA) genes. Although 

the liquid droplet nature of NBs has been studied, how different NBs associate with each 

other in living cells remains largely unknown. I aimed to figure out how the three NBs (PCs, 

CBs, and HLBs) formed and interacted with each other in living human cells.  

 

Using live cell imaging, I found that PCs nucleated near both CBs and HLBs at the entry of S 

phase in HCT116 cells. In addition, I observed that PC–CB complexes and PC–HLB 

complexes dissolved by the end of middle S phase. PCs contained Pol II with Ser5 and Ser7 

phosphorylated C-terminal domain. These Pol II phosphorylation forms are known to 

transcribe histone genes and/or snRNA genes. Coilin-knockout increased the co-localization 

rate between PCs and HLBs, but did not affect PCs in terms of the number per nucleus, 

nucleation timing, and the phosphorylation status of Pol II. I found that PCs associated with 

CBs and HLBs to form three heterotopic NB complexes, PC–CB–HLB complexes. PC–CB–

HLB complexes frequently assembled via PC-HLB nucleation near a CB. I finally compared 

physical properties of the three NBs using 1.6-hexanediol, revealing that PCs were solid-like 

NBs compared to CBs and HLBs.  

 

This study suggests that PCs played a key role in transcription of histone genes and snRNA 

genes in coordinate with CBs and HLBs. 

  



7 
 

第一章 研究背景と研究目的 

研究背景 

液－液相分離と核内ボディ 

液相中で、その液相の溶媒とは異なる分子が自発的に集合し、膜のない液滴を形成する現

象は、液－液相分離と呼ばれている[Uversky, 2017; Alberti, 2017; Perry, 2019]。ヒト細胞核内

では、タンパク質や RNA が液－液相分離によって核内ボディ（Nuclear body、以下 NB）と

呼ばれる液滴を形成する[Morimoto and Boerkoel, 2013; Sleeman and Trinkle-Mulcahy, 2014; 

Staněk and Fox, 2017; Ning et al, 2020]。主な NB の例としては、RNA Polymerase II condensate

（以下 PC）、カハールボディ（Cajal body、以下 CB）、ヒストンローカスボディ（histone locus 

body、以下 HLB）、クラストソーム、Cleavage body、核スペックル、核内ストレス顆粒、OPT

ドメイン、パラスペックル、Perinuclear compartment、PML ボディ、ポリコームボディなど

挙げられる[Spector, 2006]。本研究の研究対象は PC、CB、HLB の 3 つであるため、これら 3

つのNBについてのみ記述する。なお、Nuclear bodyと似た言葉で、Cellular bodyとCytoplasmic 

body があるが、Cytoplasmic body は細胞質に形成する非膜性の液滴構造を指し、Cellular body

は Nuclear body と Cytoplasmic body の両方を意味する単語である。また、NB は年々研究が

進み、既存の NB の新しい機能や新しい NB が報告されている。例えば、NB に関するデー

タベースが公開された（http://llps.biocuckoo.cn/）[Ning et al, 2020]。 

 

RNA ポリメラーゼ II 

RNA ポリメラーゼ II の構造と機能、リン酸化修飾 

RNA ポリメラーゼ II（以下 Pol II）は、転写を行うタンパク質複合体であり、12個のサブ

ユニットから構成される[Osman and Cramer, 2020; Schier and Taatjes, 2020]。最大のサイズを

示す RPB1 サブユニット（217 kDa）は、C 末端に非構造領域である C 末端ドメイン（C-

terminal domain、以下 CTD）を有する。CTD の一次配列は Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser の 7 ア

ミノ酸残基からなるリピート配列が 52 回繰り返した配列であり、Tyr1、Ser2、Thr4、Ser5、

Ser7 はリン酸化修飾を受ける[Zaborowska et al, 2016; Harlen and Churchman, 2017; Yurko and 

Manley, 2018; Chen et al, 2018]。酵母とヒト培養細胞を用いた質量分析により、CTD の 1 リ

ピート当たりのリン酸化部位は 1 残基の場合が多く、CTD 全体ではほとんどリン酸化され

ていない（酵母では CTD 全体でリン酸化されうる部位は 125 残基あるが、リン酸化されて

いるのは 10 残基、ヒト培養細胞では 260 残基あるが、リン酸化されているのは 20 残基）こ

とが報告されている[Schüller et al, 2016; Suh et al, 2016; Corden, 2016]。 

タンパク質をコードする遺伝子の転写では、特に Ser2 と Ser5 のリン酸化（以下、S2P、

S5P と表記）が転写進行を制御している。転写開始時点では Ser5 がリン酸化されており、転

http://llps.biocuckoo.cn/
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写が進むにつれて、Ser5 のリン酸化レベルは減少し、一方で、Ser2 のリン酸化レベルは上昇

する[Harlen and Churchman, 2017; Hsin and Manley, 2012]。だが、例外も報告されており、例

えばヒストン遺伝子の場合、転写進行時の Pol II CTD は Ser5 がリン酸化されており[Medlin 

et al, 2005]、低分子 RNA（small RNA、以下 snRNA）遺伝子の場合、転写進行時の Pol II CTD

は Ser5 と Ser7 がリン酸化されている[Egloff et al, 2007; Egloff et al, 2012]。 

 

Pol II の液－液相分離と転写ファクトリー 

Pol II は RPB1 の CTD を介した液－液相分離により液滴を形成する[Boehning et al, 2018; 

Lu et al, 2018]。Boehning らは精製 RPB1 を用いて、非リン酸化状態の CTD が液滴を形成し、

その液滴には精製した Pol II が局在することを示した[Boehning et al, 2018]。さらに、Ser5 の

リン酸化酵素である CDK7 と ATP の添加により、RPB1 の液滴は解消することも示した。Lu

らはSer2のリン酸化酵素であるP-TEFb複合体の構成要素の１つである cyclin T1を精製し、

cyclin T1 が液－液相分離により液滴を形成することを示した[Lu et al, 2018]。さらに、cyclin 

T1 の液滴は、液滴を形成していない RPB1 を取り込み、RPB1 の液滴形成を促進すること

と、この RPB1 の液滴形成は CDK7 による CTD のリン酸化で促進されることを示した。

Boehning と Lu の実験結果は、CDK7 による CTD のリン酸化（S5P レベルの増加）が液滴形

成を促進するか、阻害するかで反対の結果である。このような反対の結果が得られた原因の

可能性として、使用しているバッファーの違いや CDK7 と ATP の使用量の違いなどが挙げ

られる。S5P レベルが異なる CTD では、異なる液－液相分離を示す可能性がある。また、

非リン酸化状態の CTD を含む PC はメディエイター（Mediator）などの転写因子と一緒に液

滴を形成する一方で、S2P や S5P を有する CTD を含む PC はスプライシング因子と一緒に

液滴を形成する[Guo et al, 2019]。Guo らの結果は、Pol II の液滴は、そのリン酸化状態によ

って機能が変化することを示している。 

Pol II の液－液相分離の議論の中でよく取り上げられるのが、「転写ファクトリー

（transcription factory）仮説」である[Buckley and Lis, 2014]。転写ファクトリー仮説は、Pol II

が遺伝子上に移動して転写を行うのではなく、Pol II が一か所に集まり、その場所に遺伝子

が集まることで転写が始まるという仮説である。この仮説は、1993 年にオックスフォード

大学の Peter R. Cook らによって、共焦点顕微鏡を用いた BrUTP 染色の画像に基づいて提唱

された[Jackson et al, 1993]。転写ファクトリーの大きさは、光学限界以下の大きさ（約 100 

nm）であり、転写ファクトリー１個に含まれる Pol II の数は 8 分子だと考えられている[Iborra 

et al, 1996; Hieda et al, 2005; Cisse et al, 2013]。一方で、本研究で注目している PC は、共焦点

顕微鏡で観察できる大きさで、その大きさは直径~700 nm である。従って、本研究で注目し

ている PC は、その大きさの観点から、転写ファクトリーでない。 
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Pol II によるヒストン遺伝子と snRNA 遺伝子の転写 

ヒストン遺伝子には様々なバリアントがあるが、一般的には 4 つのコアヒストン（H2A、

H2B、H3、H4）と 1 つのリンカーヒストン（H1）が古典的なヒストン（canonical histone）

として知られている。古典的ヒストン遺伝子は Pol II によって転写され、その転写は S 期特

異的に起こる[Osley, 1991; Heintz, 1991; Marzluff et al, 2008; Günesdogan, 2014]。ヒストンタン

パク質の大量合成は、DNA 複製におけるヌクレオソーム形成に必須であり[Marzluff et al, 

2008]、ショウジョウバエ S2 細胞を用いた実験では、ヒストン H1 遺伝子の転写は S 期全体

にわたって起きている一方で、コアヒストンの転写は S 期初期特異的であることが示され

た[Guglielmi et al, 2013]。ヒストン mRNA は、mRNA の中で唯一ポリアデニレーションが起

きない mRNA で、その翻訳には 3’末端が FLASH（FLICE-associated huge protein）、Lsm11（U7 

snRNA-associated Sm-like protein LSm11、U7 snRNP の構成タンパク質の 1 つ）、SLBP（Stem-

Loop Binding Protein）などで構成される HCC（histone cleavage complex）によって切断され

ることが必要である[Marzluff and Koreski, 2017]。 

snRNA には様々な種類があり、snRNA 遺伝子は Pol II または Pol III によって転写される。

snRNA 遺伝子の内、U1、U2、U4、U4atac、U5、U7、U11、U12 は Pol II によって転写され、

U6 と U6atac は Pol III によって転写される[Guiro and Murphy, 2017]。snRNA の転写は G1期

に始まり、S 期にさらに促進される[Faresse et al, 2012]。また、snRNA は、ヒストン mRNA

と同様にポリアデニル化されず、snRNA のポリアデニル化は snRNA の分解を誘導する

[Egloff et al, 2008; Schmid and Jensen, 2014; Guiro and Murphy, 2017; Kargapolova et al, 2017]。 

 

Pol II と CTD の重要性と生物学的意義 

Pol II は転写を行う主体となるタンパク質複合体であり、生命にとって重要かつ必須の分

子であるが、CTD の重要性については不明点も多い。CTD は様々な転写因子修飾酵素（リ

ン酸化酵素、脱リン酸化酵素など）が結合し、集積する「足場」としての役割があると考え

られてきた[Harlen and Churchman, 2017]。では、足場を小さくする、つまり、CTD の長さを

削っていくと、細胞にどのように影響するのだろうか？CTD の長さを人工的に削ると、細

胞の増殖速度が低下し、最終的には細胞死が誘導される[Corden, 2013]。例えば出芽酵母

（Saccharomyces cerevisiae、ヘプタリピートの数は 27 個）では、CTD 中のヘプタリピートの

数を 9 以下にすると、培養温度の上昇や低下に対する感受性増加と増殖速度の低下、細胞死

が生じる。一方で、ヘプタリピートの数が 11 個あれば、野生型と同様に増殖する[Nonet et 

al, 1987; Allison et al, 1988; West and Corden, 1995]。分裂酵母では（Schizosaccharomyces pombe、

ヘプタリピートの数は 29 個）、16 個のヘプタリピートが正常な増殖に十分であり、8 個まで

削ると細胞死が生じる[Schneider et al, 2010]。マウス培養細胞（ヘプタリピートの数は 52 個）
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では、CTD のヘプタリピートを 25 個以下にした場合、細胞死が誘導され[Bartolomei et al, 

1998]、マウス個体では、非コンセンサス配列を有する 13 リピートを削った場合、発生に異

常が出る[Litingtung et al, 1999]。ヒト培養細胞（ヘプタリピートの数は 52 個）では、28 個以

下にした場合、細胞死が誘導される[Meininghaus et al, 2000]。 

また、CTD の長さと液－液相分離の起きやすさは相関している[Boehning et al, 2018; Cho 

et al, 2018]。例えばハエの系では、CTD の長さを長くすると Pol II が凝集し、胎生致死が誘

導される[Lu et al, 2019]。これらの結果から、CTD は転写に関する様々なタンパク質が集積

する足場であり、転写進行やスプライシングを制御するとともに、液－液相分離による液滴

形成も制御しており、生物学的重要性は高いと考えられている。 

 

カハールボディ（Cajal body） 

CB の機能 

CB は、1903 年にスペインの神経科学者 Santiago Ramon y Cajal が発見した核内構造体で

あり、当時は核小体の近くに位置する構造体として報告された[Ramon y Cajal, Santiago, 1903]。

CB の機能や意義に関しては不明点も多いが、現在までに以下のような機能が分かっている。 

1) 3 次元ゲノム構造の形成（ゲノムオーガナイゼーション）を介した snRNA 遺伝子やヒス

トン遺伝子の転写制御[Wang et al, 2016; Sayer et al, 2016; Sayer er al, 2017] 

2) snRNA の 2’-O-メチル化やシュードウリジン化[Darzacq et al, 2002; Carmo-Fonseca, 2002; 

Kiss et al, 2002; Meier, 2017] 

3) スプライシング複合体（small nuclear ribonucleoprotein、以下 snRNP）の形成[Staněk and 

Neugebauer, 2004; Staněk and Neugebauer, 2006; Staněk, 2016] 

4) テロメラーゼの生合成[Venteicher et al, 2009; Venteicher and Artandi, 2009; Chen et al, 2015; 

Vogan et al, 2016; Bizarro et al, 2019; Bergstrand, 2020; Chartrand and Sfeir, 2020; Qin and 

Autexier, 2020] 

5) DNA 損傷修復[Dellaire and Bazett-Jones, 2007; Henriksson and Farnebo, 2015; Coucoravas , 

2016; Bergstrand, 2019; Bergstrand, 2020] 

上記のように、CB は様々な生物学的機能に関連しており、少なくとも 40 種類以上のタン

パク質（例えば、マーカータンパク質であるコイリン、snRNP の合成に関与する SMN、テ

ロメア合成に関与する TCAB1 など）や 20 種類上の RNA（例えば、snRNA、small nucleolar 

RNA; snoRNA、small Cajal body specific RNA; scaRNA、telomerase RNA）を含んでいる[Machyna 

et al, 2013]。古典的には CB は snRNP 合成の「場」であると考えられてきたが、最近ではゲ

ノムオーガナイゼーションを介した CB による転写制御も注目されている[Wang et al, 2016; 

Sayer et al, 2016; Sayer er al, 2017]。 
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CB は他の NB と相互作用することが知られており、特に核小体と隣接することが昔から

知られているため、CB と核小体の機能的な関係性について研究されてきた[Trinkle-Mulcahy 

and Sleeman, 2016]。CB と核小体の機能的な関連については、コイリンがリボソーマル RNA

（rRNA）と結合すること[Broome and Hebert, 2013]、コイリンは RNase 活性を有し、rRNA を

分解しうること[Broome and Hebert, 2012]、RNA ポリメラーゼ I の転写制御を抑制すること

[Gilder et al, 2011]が報告されている。特定のコイリン変異体（S489D）は核小体に集積し

[Carrero et al, 2011]、コイリン（S489D）変異体は RNase 活性が低下することも知られている

[Broome et al, 2013]。これらの結果から、コイリンは rRNA の転写や転写後修飾に関与して

いると考えられている。核小体に加えて、CB は、PC や HLB、PML ボディとの相互作用も

報告されているが、CB とこれらの NB の相互作用の生物学的意義や分子メカニズムに関し

ては、不明点が多い[Grande et al, 1996; Sun et al, 2005; Liu et al, 2006; Xin and Pombo, 2006]。 

 

CB と転写 

CB の転写への関与は、アフリカツメガエルの卵母細胞を用いた実験から、Joseph G. Gall 

（1928-, Carnegie Institution, Yale University）によって 1990 年代に後半に提唱された。アフリ

カツメガエルの卵母細胞は、直径が最大で 400 μm と比較的大きな細胞で、哺乳類細胞では

その小ささがゆえに観察が難しい核内構造体の観察が容易であるという利点がある。Gall ら

は、Pol I、Pol II、Pol III 全てのサブユニットタンパク質の存在が CB 中に観察されたことか

ら、CB が RNA Polymerase の組み立ての場であると提案した[Gall et al, 1990]。 

Xin らは、CB 中に含まれる Pol II に注目し、免疫染色と電子顕微鏡による観察を行った

[Xin and Pombo, 2006]。その結果、CB 中には非リン酸化 CTD と S5P CTD の 2 種類の Pol II

が含まれており、S2P CTD の Pol II は含まれていないことを示した。さらに、BrUTP を用い

て、CB 中では転写が起きていないことを報告した。また、CB は snRNA 遺伝子やヒストン

遺伝子などの特定の遺伝子座の近くに存在する傾向にあることが、Immuno-DNA FISH 

（Fluorescence In Situ Hybridization）と Immuno-RNA FISH を用いて報告されており、CB は

これらの遺伝子の転写制御に関与していると考えられてきた[Smith et al, 1995; Frey and 

Matera, 1995; Gao et al, 1997; Jacobs et al, 1999; James Faresse et al, 2012; Shopland et al, 2001; 

Nizami et al, 2010; Salzler et al, 2013]。さらに最近になって、CB がヒストン遺伝子や snRNA

遺伝子の転写を制御するメカニズムとして、ゲノムオーガナイゼーションが提案された

[Wang et al, 2016]。 

 

CB の重要性と生物学的意義 

CB の重要性は個体と培養細胞の両方において報告されている。マウスでは、CB のマー
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カータンパク質であるコイリンをノックアウトすると生殖能力が低下し、準胎生致死が起こ

る[Walker et al, 2009]。ゼブラフィッシュでは、コイリンのノックダウンは snRNP の合成量

低下による胎生致死を引き起こす[Strzelecka et al, 2010]。これらのことから、CB は特に発生

や生殖において重要な役割を担っていると推測されている。 

ヒト培養細胞では、増殖速度の速いがん細胞や、転写が活発に行われている神経細胞や胚

で CB は観察されるが、終末分化細胞では観察されないため、CB は特定のストレスや周辺

環境に関連していると考えられている[Sawyer et al, 2016]。コイリン遺伝子をノックアウト

したヒト培養細胞では増殖速度の低下とスプライシングの正確性が低下することが報告さ

れており、培養細胞レベルでは、CB は増殖速度に影響すると考えられている[Lemm et al, 

2006; Whittom et al, 2008; Wang et al, 2016]。理論的にも、CB がタンパク質や RNA を一か所

に集めることで、snRNP 合成速度が増加することが示されている[Klingauf et al, 2006]。 

 

ヒストンローカスボディ（Histone locus body） 

HLB の機能と生物学的意義 

HLB は、ヒストン遺伝子の転写開始とヒストン mRNA の転写後修飾に関与する NB で、

ヒト、マウス、ショウジョウバエで存在する[Ma et al, 2000; Zhao et al, 2000; Barcaroli et al, 

2006; Liu et al, 2006; Yang et al, 2009; Cola et al, 2011]。HLB は CB の近傍に観察されるが[Liu 

et al, 2006; Bongiorno-Borbone, 2008; Sawyer et al, 2016]、細胞周期や細胞の種類に応じて完全

に共局在する場合もある[Bongiorno-Borbone, 2008]。HLB のマーカータンパク質には、NPAT

（Nuclear protein of the ataxia telangiectasia mutated locus）、FLASH、Lsm11 の 3 種類がある。

本研究に最も関係があるのは NPAT であるため、NPAT についてのみ記述する。NPAT は 1996

年に初めて報告されたタンパク質であり[Imai et al, 1996]、NPAT の発現量は G1 期から S 期

にかけてピークに達する[Zhao et al, 2000]。また、NPAT の過剰発現は S 期への進入を促進す

る[Zhao et al,1998]。マウスにおいて、NPAT 遺伝子座への配列挿入による NPAT 遺伝子の破

壊は、8 細胞期での胎生致死を起こし[Di Fruscio et al, 1997]、ヒト培養細胞の NPAT のノック

ダウンは細胞死を引き起こす[Ye et al, 2003]。NPAT は Cycline E/CDK2 によってリン酸化さ

れるが、NPAT の Cycline E/CDK2 リン酸化部位（S775、S779、S1100、T1270、T1350）をア

ラニンに置換した変異体は、HEK293T 細胞において、トランスジェニック H2B プロモータ

ーからのルシフェラーゼの発現量を低下させる[Ma et al, 2000]。これらの実験結果から、

NPAT が濃縮する HLB はヒストン遺伝子の転写調節を担っており、生命に必須の NB であ

ると考えられている。 
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研究目的 

これまでに、NB そのものの機能や性質については研究が行われてきたが、NB の形成機

構や、NB 同士の相互作用については、未知の部分が多い。そこで本研究では、転写という

生物学的機能に関与しているという点で共通点がある PC、CB、HLB の 3 つの NB が、1) 三

者複合体（PC–CB–HLB）を形成するのか、2) PC–CB–HLB が形成されるとしたら、どのよ

うな順序で形成されるのか、の 2 点の解明を目的として、研究を行った（表 1 と図 2）。な

お、PC と CB、PC と HLB、CB と HLB 同士が、核内で相互作用することは免疫染色を用い

て既に報告されている[Lamond and Carmo-Fonseca, 1993; Schul et al, 1998; Xie and Pombo, 2006; 

Alm-Kristiansen et al, 2008; Nizami et al, 2010; Guglielmi et al, 2013]。しかし、PC、CB、HLB の

三者が同時に相互作用するかどうかは、報告されていなかった。 
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表 1 PC、CB、HLBの概要 

PC、CB、HLB は転写という生物学的機能に関して共通している。 

 

 

図 2 本研究の目的 

PC、CB、HLB の相互作用の生物学的意義を解明するために、生細胞内でのこれら 3 つの NB

の空間的・時間的な相互作用パターンの解析を本研究の目的とした。 
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第二章 実験方法と試薬調製 

試薬 

アガロース（核酸用、02468-66、ナカライテスク） 

アンピシリン（02739-32、ナカライテスク） 

イソプロパノール（29113-95、ナカライテスク） 

エタノール（14713-53、ナカライテスク） 

カナマイシン（119-00703、富士フイルム和光純薬） 

クリスタルバイオレット粉末（031-04852、富士フイルム和光純薬工業） 

クロロホルム（08402-55、ナカライテスク） 

グリシン（077-00735、富士フイルム和光純薬） 

ジチオスレイトール（049-08972、富士フイルム和光純薬） 

スペクチノマイシン（22189-32-8、東京化学工業） 

ゼラチン（190-15805、富士フイルム和光純薬） 

ドデシル硫酸ナトリウム（191-07145、富士フイルム和光純薬） 

トリス（204-07885、富士フイルム和光純薬） 

トリプシン（35554-64、ナカライテスク） 

ハイグロマイシン B ゴールド（ant-hg-1、InvivoGen） 

パラホルムアルデヒド（16%、15170-S、Electron Microscopy Sciences） 

ピューロマインシン（ant-pr-1、InvivoGen） 

フィシンビーズ（44881、Thermo Fisher Scientific） 

プラスグロウ II（08246-44、ナカライテスク） 

プレキャストアクリルアミドゲル（SuperSep Ace 5–20%、198-15041、富士フイルム和光純薬） 

ブロッキング試薬（ウェスタンブロッティング用、Blocking One、03953-95、ナカライテス

ク） 

ブロッキング試薬（免疫染色用、Blocking One-P、05999-84、ナカライテスク） 

ブロモフェノールブルー（029-02912、富士フイルム和光） 

メタノール（21915-35、ナカライテスク） 

塩化ナトリウム（31320-05、ナカライテスク） 

塩酸（18321-05、ナカライテスク） 

仔牛血清（10270-106、Gibco、Thermo Fisher Scientific） 

酢酸（00212-85、ナカライテスク） 

酢酸ナトリウム（192-01075、富士フイルム和光純薬） 

水酸化ナトリウム（31511-05、ナカライテスク） 
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精製寒天末 （01162-15、ナカライテスク） 

炭酸水素ナトリウム（31213-15、ナカライテスク） 

分子量マーカー（Pre-stained Protein Markers Broad Range for SDS-PAGE、02525-35、ナカライ

テスク） 

Agilent High Sensitivity DNA キット（5067-4626、Agilent Technologies） 

Agilent RNA6000 ピコキット（5067-1513、Agilent Technologies） 

BbsI-HF（20 U/μL、New England BioLab） 

Can Get Signal Solution I と II（NKB-101、東洋紡） 

CELLBANKER 1 plus（CB021、タカラバイオ） 

DMEM High Glucose（08458-16、ナカライテスク） 

D-PBS (−)（048-29805、富士フイルム和光純薬工業) 

EDTA（0.5 M、347-07481、同仁堂） 

FluoroBrite DMEM Media（A1896701、Thermo Fisher Scientific） 

GelRed（41003、コスモバイオ） 

G418 二硫酸塩溶液（09380-44、ナカライテスク） 

ImmunoStar LD（290-69904、富士フイルム和光純薬） 

L-グルタミン酸・ペニシリン・ストレプトマイシン安定化溶液（G6784-100ML、Sigma Aldrich） 

L-システイン（10313-42、富士フイルム和光純薬） 

LB ブイヨン（1.10285.0500、Merck） 

Lipofectamine 3000（L3000015、Thermo Fisher Scientific） 

Nuclease-Free Water（129114、QIAGEN） 

PBS タブレット（培養細胞用、T900、タカラバイオ） 

PiggyBac トランスポゾンベクター（PB533A-2、フナコシ） 

Protein A カラム（rProtein A Sepharose Fast Flow、17127901、cytiva） 

Protein A IgG Binding Buffer（21001、Thermo Fisher Scientific） 

RQ1 RNase-Free DNase（RNA 精製用、1 U/μL、M6101、Promega） 

RNaseOUT（RNA 精製用、40 U/μL、10777019、Thermo Fisher Scientific） 

SPRI ビーズ（AMPure XP、A63880、BECKMAN COULTER） 

Stop Solution（RNA 精製用、M6101, Promega） 

TE 飽和フェノール（26829-54、ナカライテスク） 

Triton X-100（28228-35、ナカライテスク） 

TRIzol（10296010、Thermo Fisher Scientific） 

Tween-20（167-11515、富士フイルム和光純薬） 
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2×Ligation Mix（319-05961、ニッポン・ジーン） 

10×Reaction Buffer（RNA 精製用、M6101、Promega） 

 

細胞 

HCT116 細胞（ヒト大腸がん細胞、CCL-247、American Type Culture Collection、公益財団法人

東京都医学総合研究所の佐伯泰研究室から譲渡していただいた） 

EGFP-RPB1 ノックイン細胞（KI 細胞、佐伯研究室で独自に樹立し、譲渡していただいた） 

 

機械・器具 

ウェスタンブロッティング用フィルター（アドバンテッククロマト濾紙  No.590、

ADVANTEC） 

セルカウンター（EVE、NanoEntek） 

セルスクレーパー（83.1830、Sarstedt） 

セルストレイナー（ポアサイズ 40 µm、352340、Corning） 

プレーティング・ビーズ（Bac'n' Roll Beads、314-06251、ニッポン・ジーン） 

クライオチューブ（430659、Corning） 

リザーバー（4870、Corning） 

抗体精製用スピンカラム（74-3800、Harvard Apparatus） 

ろ過滅菌用フィルター（0.20 µm、DISMIC-25AS、25AS020AS、39121120、ADVANTEC） 

0.2-mL PCR チューブ（TWI0201、Bio-Rad） 

1.5-mL タンパク質低吸着チューブ（0030108116、Eppendorf） 

1.5-mL チューブ（131-5155C、WATSON） 

2-mL タンパク質低吸着チューブ（0030108132、Eppendorf） 

2-mL チューブ（LT-0200、BIO-BIK） 

8 連 0.2-mL PCR チューブ（MicroAmp 8-Tube Strip、N8010580 と MicroAmp 8-Cap Strip、

N8010535、共に applied biosystems） 

15-mL チューブ（188271-013、Greiner Bio-one） 

50-mL チューブ（227261、Greiner Bio-one） 

50-mL チューブ（自立型、210261、Greiner Bio-one） 

6 ウェルプラスチックプレート（3516、Corning） 

12 ウェルプラスチックプレート（3513、Corning） 

96 ウェルプラスチックプレート（3595、Corning） 

10-cm プラスチックディッシュ（細胞培養用、664160-013、Greiner Bio-one） 



18 
 

15-cm プラスチックディッシュ（細胞培養用、639160、Greiner Bio-one） 

10-cm プラスチックディッシュ（LB プレート用、SH90-15、旭硝子） 

ibidi コート処理済み 96 ウェルプレート（µ-Plate 96 Well Black、89626、ibidi） 

ibidi コート処理済み 35-mm ディッシュ（µ-Dish 35 mm high、81156、ibidi） 

30-mL シリンジ（SS-30LZ、テルモシリンジ） 

1-mL プラスチックピペット（4975、Corning） 

5-mL プラスチックピペット（4487、Corning） 

10-mL プラスチックピペット（4488、Corning） 

25-mL プラスチックピペット（4489、Corning） 

Amicon Ultra-0.5 30K（UFC503024、Merck） 

Amicon Ultra-15 50K（UFC905024、Merck） 

Amicon Ultra-15 10K（UFC901024、Merck） 

PD MiniTrap G-25 カラム（28-9180-07、Cytiva） 

PVDF メンブレン（FluoroTrans W PVDF Transfer Membranes、Pall） 

インキュベーター（ユニバーサル CO2 インキュベーターF3110、Thermo Electron） 

サーマルサイクラー（T100 Thermal Cycler、Bio-Rad） 

サーマルサイクラー（nexus GSX1、Eppendorf） 

パワーサプライ（SDS-PAGE 用、BioRad PowerPac BASIC、Bio-Rad) 

パワーサプライ（ウェスタンブロッティング転写用、BioRad PowerPac Universal、Bio-Rad) 

フローサイトメーター（SH800S、ソニー） 

共焦点レーザー顕微鏡システム 

⚫ 倒立顕微鏡（Ti-E、ニコン） 

⚫ プラン・アポ VC100 倍対物油浸レンズ（NA 1.4） 

⚫ 油浸オイル（Type F、MXA22168、ニコン) 

⚫ スピニングディスク（CSU-W1、横河電機） 

⚫ EM-CCD カメラ（iXon3 DU888 X-8465、Andor） 

⚫ LU-N4 レーザーユニット（ニコン） 

⚫ 顕微鏡操作ソフトウェア（NIS-Elements、ニコン） 

磁器スタンド（MABI-Mag200 Magnetic stand for 8-strip PCR tube、MABI0812、MCA） 

超純水製造装置（Q-POD、Millipore） 

電気泳動装置（Mupid-2plus、AD110、M-2P、タカラバイオ） 

Agilent 2100 バイオアナライザ電気泳動システム（Agilent Technologies） 

Nanodrop 1000（Thermo Fischer Scientific） 
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PureLink Nucleic Acid Purification Rack（K210013、Thermo Fisher Scientific） 

UV イルミネーター（Invitrogen S37102 Safe imager 2.0 Blue Light Transilluminator、Invitrogen） 

 

キット 

In-Fusion HD Cloning Kit（639635、タカラバイオ） 

Mini Plus Plasmid DNA Extraction System（GF2002、VIOGENE） 

SMARTer Stranded Total RNA Sample Prep Kit - HI Mammalian（634873、Z4873N、タカラバイ

オ） 

PrimeScript II High Fidelity One Step RT-PCR Kit (R026A、タカラバイオ) 

PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit (K210005、Thermo Fisher Scientific) 

QIAquick Gel Extraction Kit（28704、QIAGEN） 

QIAquick PCR Purification Kit（28106、QIAGEN） 

プロテインアッセイ BCA キット（297-73101、富士フイルム和光純薬） 

 

アンピシリン水溶液 

⚫ アンピシリン   1 g（50 mg/mL） 

⚫ 超純水    20 mL 

フィルター（ポアサイズ 0.20 µm）でろ過し、1 mL ずつ 1.5-mL チューブに分注して−20°C

で保存した。使用時は、1,000 倍希釈（50 µg/mL）で使用した。 

 

カナマイシン水溶液 

⚫ カナマイシン   0.4 g（終濃度：20 mg/mL） 

⚫ 超純水    20 mL 

フィルター（ポアサイズ 0.20 µm）でろ過し、1 mL ずつ 1.5-mL チューブに分注して−20°C

で保存した。使用時は、1,000 倍希釈（20 µg/mL）で使用した。 

 

クリスタルバイオレット染色用固定液 

⚫ 16%パラホルムアルデヒド  10 mL（終濃度：4%） 

⚫ D-PBS (−)    30 mL 

 

クリスタルバイオレット染色用染色液 

⚫ クリスタルバイオレット粉末 0.1 g（終濃度：0.05%） 

⚫ 16%パラホルムアルデヒド  12.5 mL（終濃度：1%） 
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⚫ メタノール    2 mL（終濃度：1%） 

⚫ D-PBS (−)    185.5 mL 

室温で保存した。 

 

スペクチノマイシン水溶液 

⚫ スペクチノマイシン  1 g（終濃度：100 mg/mL） 

⚫ 超純水    10 mL 

フィルター（ポアサイズ 0.20 µm）でろ過し、1 mL ずつ 1.5-mL チューブに分注して−20°C

で保存した。使用時は、1,000 倍希釈（100 µg/mL）で使用した。 

 

プラスグロウ II 

⚫ プラスグロウ II   40 g（1 袋分） 

⚫ 超純水    1 L にメスアップ 

オートクレーブで滅菌し、室温で保存した。 

 

核酸電気泳動用アガロースゲル 

⚫ アガロース    4 g（終濃度：0.8%） 

⚫ 超純水    500 mL 

調製後、電子レンジで温め、アガロースを溶かした。室温で保存した。 

 

転写バッファー 

⚫ トリス    12 g（終濃度 100 mM） 

⚫ グリシン    14.4 g（終濃度 200 mM） 

⚫ メタノール    50 mL（終濃度 5%） 

⚫ 超純水    1 L までメスアップした 

 

免疫染色用固定液（用時調製） 

⚫ 1 M HEPES pH7.4   0.5 mL（終濃度：250 mM） 

⚫ 16%パラホルムアルデヒド  0.5 mL（終濃度：4%） 

⚫ 10% Triton X-100   20 µL（終濃度：0.1%） 

⚫ 超純水    0.98 mL（合計：2 mL） 

 

免疫染色用透過液 
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⚫ Triton X-100   10 mL（終濃度：1%） 

⚫ 超純水    90 mL（合計 100 mL） 

室温で保存した。 

 

DMEM 

⚫ DMEM High Glucose       500 mL 

⚫ 仔牛血清         50 mL 

⚫ L-グルタミン酸・ペニシリン・ストレプトマイシン安定化溶液  5.5 mL 

4°C で保存した。 

 

FluoroBrite 

⚫ FluoroBrite DMEM Media       500 mL 

⚫ 仔牛血清         50 mL 

⚫ L-グルタミン酸・ペニシリン・ストレプトマイシン安定化溶液  5.5 mL 

4°C で保存した。 

 

LB プレート 

⚫ LB ブイヨン   12.5 g 

⚫ 精製寒天末    7.5 g 

⚫ 超純水    500 mL にメスアップした 

オートクレーブで滅菌し、必要に応じて抗生物質を加えた後、プラスチックディッシュに

播種し、4°C で保存した。 

 

SDS-PAGE サンプルバッファー 

⚫ 1 M Tris-HCl pH 6.8   12.5 mL（終濃度：62.5 mM） 

⚫ ドデシル硫酸ナトリウム  4 mL（終濃度：2%） 

⚫ グリセロール   20 mL（終濃度：10%） 

⚫ 超純水    63.5 mL（合計 100 mL） 

室温で保存した。使用時に、1%ブロモフェノールブルーを終濃度 0.05%、1 M ジチオスレイ

トールを終濃度 100 mM で加えた。 

 

 

TBS-T 
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⚫ 1 M Tris-HCl pH 8.0   50 mL（終濃度 100 mM） 

⚫ Tween-20    5 mL（終濃度 0.1%） 

⚫ 5 M 塩化ナトリウム水溶液  50 mL（終濃度 150 mM） 

⚫ 超純水    4,795 mL (合計 5 L) 

 

1 M 炭酸水素ナトリウム水溶液 

⚫ 炭酸水素ナトリウム  2.1 g（終濃度：1 M） 

⚫ 超純水    25 mL にメスアップした。 

4°C で保存した。 

 

2×Laemmli バッファー 

⚫ 1 M Tris-HCl pH 6.8   25 mL（終濃度：125 mM） 

⚫ ドデシル硫酸ナトリウム  8 mL（終濃度：4%） 

⚫ グリセロール   40 mL（終濃度：20%） 

⚫ 超純水    127 mL（合計 200 mL） 

室温で保存した。 

 

3 M 酢酸ナトリウム水溶液 

⚫ 酢酸ナトリウム   123 g（終濃度：3 M） 

⚫ 超純水    500 mL にメスアップした。 

室温で保存した。 

 

5 M 塩化ナトリウム水溶液 

⚫ 塩化ナトリウム   14.6 g 

⚫ 超純水    50 mL にメスアップ 

⚫ 室温で保存した。 

 

10×アニーリングバッファー 

⚫ 1 M Tris-HCl pH 8.0   5 mL（終濃度 100 mM） 

⚫ 5 M 塩化ナトリウム水溶液  5 mL（終濃度 500 mM） 

⚫ 0.5 M EDTA    1 mL（終濃度 10 mM） 

⚫ 超純水    39 mL（合計 50 mL） 

室温で保存した。 
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10xSDS-PAGE 泳動バッファー 

⚫ トリス    30.2 g 

⚫ グリシン    188 g 

⚫ ドデシル硫酸ナトリウム  10 g 

⚫ 超純水    1 L にメスアップした。 

室温で保存し、使用時に超純水で 10 倍に希釈した。 

 

50×TAE 

⚫ トリス    242 g 

⚫ 酢酸    57.1 mL 

⚫ 0.5 M EDTA    100 mL 

超純水     1 L にメスアップした。 

室温で保存し、使用時に超純水で 50 倍に希釈した。 

 

細胞培養用 PBS (−) 

⚫ PBS タブレット   5 錠 

⚫ 超純水    500 mL にメスアップ 

オートクレーブで滅菌し、室温で保存した。 

 

切断バッファー 

⚫ 0.1 M クエン酸ナトリウム水溶液 pH 6.0   50 mL 

⚫ L-システイン     220 mg（終濃度：36 mM） 

⚫ 0.5 M EDTA      500 μL（終濃度：5 mM） 

システインが分解されやすいので、必ず用時調製した。 
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表２ 本研究で使用した抗体と蛍光試薬の一覧 

名前 クローン メーカー 製品番号 免疫染色時の濃度 ウェスタンブロッティング時の濃度 保存温度

Mouse anti-coilin Pdelta Santa Cruz Biotechnology sc-56298 0.2 ug/mL 未使用 4℃

Mouse anti-coilin F-7 Santa Cruz Biotechnology sc-55594 未使用 1 μg/mL 4℃

Rabbit anti-coilin N.D. Proteintech 10967-1-AP 20,000x 未使用 マイナス20℃

Mouse anti-fibrillarin B-1 Santa Cruz Biotechnology sc-166001 0.3 μg/mL 未使用 4℃

Mouse anti-SMN 2B1 Santa Cruz Biotechnology sc-32313 0.2 μg/mL 未使用 4℃

Mouse anti-NPAT 27 Santa Cruz Biotechnology sc-136007 0.2 μg/mL 未使用 4℃

Mouse anti-beta actin AC-15 Santa Cruz Biotechnology sc-69879 未使用
150 ng/mL（2時間、室温）

70 ng/mL（一晩、4℃）
4℃

Mouse anti-Rpb1 unphosphorylated CTD C13B9 Lab made N.D. 1 μg/mL 1 μg/mL 4℃

Mouse anti-Rpb1 S2P CTD Pc26 Lab made N.D. 1 μg/mL 未使用 4℃

Mouse anti-Rpb1 S5P CTD Pa57 Lab made N.D. 1 μg/mL 未使用 4℃

Rat anti-Rpb1 S7P CTD 4E12 Active Motif 61087 1 μg/mL 未使用 マイナス20℃

Rat anti-Rpb1 T4P CTD 6D7 Active Motif 61961 1 μg/mL 未使用 マイナス20℃

Mouse anti-GFP GF200 Nacalai Tesque 04363-24 未使用 2 μg/mL 4℃

Donkey anti-rabbit IgG Jackson ImmunoResearch 711-005-152 1 μg/mL 未使用 4℃

Goat anti-rabbit IgG Jackson ImmunoResearch 111-005-144 1 μg/mL 未使用 4℃

Goat anti-mouse IgG, Fc fragment specific Jackson ImmunoResearch 115-005-071 1 μg/mL 未使用 4℃

HRP-conjugated goat anti-mouse IgG Jackson ImmunoResearch 115-035-003 未使用 80 ng/mL 4℃

Donley anti-rat IgG Jackson ImmunoResearch 712-005-153 1 μg/mL 未使用 4℃

Donkey anti-mouse IgG Jackson ImmunoResearch 715-005-150 1 μg/mL 未使用 4℃

名前 メーカー 製品番号 保存時の濃度（溶媒） 使用時の濃度 保存温度

Alexa Fluor 488 5-SDP ester Thermo Fisher Scientific A30052 20 mg/mL (DMSO) 300 μg/mL マイナス20℃

Cy3 Mono-Reactive Dye Pack Cytiva PA23001 10 mg/mL (DMSO) 400 μg/mL マイナス20℃

	Cy5 NHS Ester Mono-reactive Cytiva PA15101 10 mg/mL (DMSO) 150 μg/mL マイナス20℃

Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific C10329 100 μg/mL (MilliQ水) 1 μg/mL マイナス20℃

SNAP–Cell 430 New England BioLabs S9109 1 mM (DMSO) Coilin-SNAP: 1 nM マイナス20℃

SNAP–Cell TMR–Star New England BioLabs S9105 600 μM (DMSO)
SNAP-Coilin: 600 nM

Coilin-SNAP: 6 nM
マイナス20℃

SNAP–Cell 647–SiR New England BioLabs S9102 600 μM (DMSO)
SNAP-Coilin: 600 nM

Coilin-SNAP: 60 nM
マイナス20℃

Janelia Fluor 549 HaloTag Promega GA1111 200 μM (DMSO) 10 nM マイナス20℃

Janelia Fluor 646 HaloTag Promega GA1121 200 μM (DMSO) 20 nM マイナス20℃

一次抗体

二次抗体

蛍光試薬
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1. 細胞培養 

1-1. 細胞培養: 培養液は DMEM High Glucose（10%仔牛血清、2 mM L-グルタミン酸、100 

U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを含む）を使用した（以下、DMEM はこ

れらの添加物を含む培養液を意味する）。生細胞観察時は、FluoroBrite DMEM Medium（10%

仔牛血清、2 mM L-グルタミン酸、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを

含む）を使用した（以下、FluoroBrite はこれらの添加物を含む培養液を意味する）。細胞は

インキュベーター内で培養した（5% CO2、37°C）。抗生物質を用いて細胞を選択する時は、

ピューロマインシンの場合は 2 μg/mL で 2 日間、G418（ネオマイシン）の場合は 500 μg/mL

で 1 週間培養した。 

 

1-2. 細胞ストックの作製: 10-cm プラスチックディッシュに 70–100%コンフルエントで細胞を

培養した。培地をアスピレーターで除き、室温のトリプシンを 1 mL 加え、インキュベータ

ー内で 3 分間反応させた。10-cm プラスチックピペットで、37°C に温めた DMEM 9 mL を

加え、全量を 15-mL チューブに回収した。1200×g、室温、2 分間遠心後、上清をアスピレー

ターで除き、ペレットをタッピングでほぐした。CELLBANKER 1plus を 2 mL 加え、ピペッ

ティングで混和し、1 mL ずつクライオチューブに加えた。その後、−70°C で保存した。 

 

1-3. 細胞の継代: 10-cm プラスチックディッシュに 70–100%コンフルエントで細胞を培養し

た。培地をアスピレーターで除き、室温のトリプシンを 1 mL 加え、インキュベーター内で

3 分間反応させた。10-cm プラスチックピペットで、37°C に温めた DMEM 9 mL を加え、そ

こから 3 mL を新しい 10-cm プラスチックディッシュに移した。DMEM 7 mL を加えて合計

を 10 mL にし、インキュベーター内で培養した。 

 

1-4. 細胞ストックの解凍: 細胞のストックを−70°C から取り出し、37°C の湯浴で解凍した。

解凍後、全量（1 mL）を、15-mL チューブに入れた 37°C の DMEM 9 mL に加え、1200×g、

室温、2 分間遠心した。遠心後、上清をアスピレーターで除き、細胞ペレットをタッピング

でほぐし、10-cm プラスチックピペット DMEM 10 mL を加えピペッティングで混和し、全

量を 10-cm プラスチックディッシュに移した。その後、インキュベーター内で培養した。 

 

2. シングルセルクローニング: トランスフェクションした細胞を 10-cm プラスチックディッ

シュで培養し、アスピレーターで培地を除き、室温のトリプシン 1 mL を加えた。インキュ

ベーター内で 3 分間反応させ、DMEM 9 mL を加えて全量を 15-mL チューブに回収し、

1200×g、室温、2 分間遠心後、上清をアスピレーターで除いた。DMEM 10 mL を加えてピペ
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ッティングで細胞ペレットを混和した。セルストレイナー（ポアサイズ 40 µm）で細胞をろ

過した後、細胞数を計測し、1,000 細胞/20 mL に希釈して、15-cm プラスチックディッシュ

に播種した。インキュベーター内で 1 週間培養後、クリーンベンチ内で、顕微鏡で観察しな

がら、P20 ピペットマンでコロニーをピックアップし、培養液 300 µL/ウェルを加えた ibidi 

96 ウェルプレートに移した。3 日から 5 日に 1 回の頻度で培地を交換しながら、インキュベ

ーター内で培養した。以下ノックアウトの場合とプラスミドの発現の場合に分けて記述する。 

 

2-1. ノックアウトの場合: 80%コンフルエンシーになった時に、8 連ピペットマンを用いてト

リプシンを 100 µL/ウェルで加えインキュベーター内で 3 分間反応させた。8 連ピペットマ

ンを用いて DMEM を 200 µL/ウェルで加え、ピペッティングして細胞を懸濁し、150 µL/ウ

ェルで 96 ウェルプラスチックプレートに移した（ibidi プレートとプラスチックプレートに

それぞれ同じクローンが 150 µL/ウェルである状態）。この時、両方のプレートの間でウェル

を対応させた。その後、ibidi プレートには 150 µL/ウェルで、プラスチックプレートには 350 

µL/ウェルで、DMEM を加え、インキュベーター内で培養した。ibidi プレートの細胞を 80%

コンフルエンシーまで培養後、抗コイリン抗体で免疫染色を行い、1 ウェルずつ共焦点顕微

鏡で観察し、ノックアウトの成功の可否を判定した。その後、プラスチックプレートの細胞

から、ノックアウトできてないクローンが入っているウェルの培地を除き、ノックアウトで

きているクローンのみを培養した。80%コンフルエンシーまで培養後、12 ウェルプレートに

移し、さらに培養後、6 ウェルプレートに移し培養した。その後、10-cm プラスチックディ

ッシュに移し、セルストックの作製やウェスタンブロッティングなどを行った。 

 

2-2. プラスミドの発現の場合: ibidi プレートとプラスチックプレートに細胞を播種するまで

のステップはノックアウトの場合と同様に行った。ibidi プレートの細胞を 80%コンフルエ

ンシーまで培養後、蛍光リガンドを加えて培養し、培地を FluoroBrite に交換後、1 ウェルず

つ共焦点顕微鏡で観察し、発現が成功している細胞を判定した。その後、プラスチックプレ

ートから、発現が起きていないクローンが入っているウェルの培地を除き、発現が成功した

クローンのみを培養した。80%コンフルエンシーまで培養後、12 ウェルプレートに移し、さ

らに培養後、6 ウェルプレートに移し培養した。その後、10-cm プラスチックディッシュに

移し、セルストックの作製やウェスタンブロッティングなどを行った。 

 

3. 免疫染色: HCT116 細胞は 50%コンフルエント（細胞密度）以上の時、ディッシュに平た

く伸展した状態で接着する。コンフルエンシー（細胞密度）が低いと、細胞同士が重なり、

顕微鏡観察が困難になる。コンフルエンシーが高すぎると（100%）、細胞分裂が遅くなった
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り、核が圧縮されて小さくなったりするため、観察結果に影響する。平たく伸展した状態、

かつ、細胞分裂できる程度の隙間がある状態で観察を行うのがベストである。以上の条件を

考慮し、本研究では HCT116 細胞を 0.8×106 細胞/2 mL で ibidi 35-mm ディッシュ、または

1.0×105細胞/300 µL で ibidi 8 ウェルプレートに播種し、24–48 時間培養後、細胞を固定した。

HCT116 細胞はプラスチックへの張り付きが比較的悪いため、免疫染色時には ibidi ディッ

シュを使用した。ガラスボトムディッシュをゼラチンでコートした場合も、ibidi と同様の接

着効果が見られた。細胞の固定方法を記述する。培地をアスピレーターで除き、細胞をはが

さないように免疫染色用固定液をゆっくり加えた。室温で 20 分静置し、アスピレーターで

固定液を除き、D-PBS (−)で 3 回洗浄した（ここで 4°C 保存可能）。次に透過処理のために、

免疫染色用透過液を加え、室温で 20 分静置した。アスピレーターで透過液を除き、Blocking 

One-P を加え、室温で 20 分静置しブロッキング処理を行い、アスピレーターで除いた。10% 

Blocking One-P/D-PBS (−)に希釈した一次抗体を加え、遮光して室温で 2 時間静置した。D-

PBS (−)で 3 回洗浄後、10% Blocking One-P/D-PBS (−)に希釈した二次抗体と 0.1 µg/mL Hoechst 

33342 を加え、遮光して室温で 2 時間静置した。D-PBS (−)で 3 回洗浄し、共焦点顕微鏡で撮

影した（4℃で保存可能。保存期間は最大で 1 週間）。 

 

4. 生細胞観察: 免疫染色と同じ条件で細胞を播種し、培養した。生細胞観察は、培地を

FluoroBrite に交換し、37°C、5% CO2条件下で実施した。ステージヒーター（Tokai Hit）は、

TOP HEATER 45.5°C、LENS HEATER 37.0°C、BATH HEATER 42.5°C、STAGE HEATER 39.5°C、

CO2 5.0%に設定した。 

 

5. 画像解析: NIS-Element で取得した画像ファイル（ND2 ファイル）をフリーソフトウェア

Icy [Chaumont et al, 2012]（http://icy.bioimageanalysis.org/）を使用して、TIFF 形式に変換した。

輝度閾値：30%パーセンタイル、サイズ閾値：10–150 ピクセルの設定で PC、CB、HLB を検

出した。検出結果は、全て目で見て確認し、適切に検出できていない場合は、パラメーター

を変更した。論文中の画像は、注釈がない限り MIP 画像で示されているが、画像解析は、

MIP 画像ではなく、3D スタック画像を用いた。検出した NB の中心同士の距離が 390 nm（1

ピクセル = 130 nm）以下の場合、共局在として判定した。Icy により取得したデータの計算

や管理には Microsoft Excel を使用した。 

 

6. ウェスタンブロッティング: 細胞を 10-cm プラスチックディッシュに 70–100%コンフルエン

シーで培養後、アスピレーターで培地を除き、室温のトリプシン 1 mL を加え、インキュベ

ーター内で 3 分間反応させた。DMEM 9 mL を加え、全量を 15-mL チューブに移し、1200×g、

http://icy.bioimageanalysis.org/
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室温、2 分間遠心した。アスピレーターで上清を除き、室温の PBS (−) 10 mL を加え、ピペ

ッティングで混和し、細胞を洗浄した。1200×g、室温、2 分間遠心し、アスピレーターで上

清を除き、室温の PBS (−) 10 mL を加え、ピペッティングで混和した。ここで、細胞数を計

測した。計測後、細胞を 1200×g、室温、2 分間遠心し、アスピレーターで上清を除き、1×107

細胞/mL になるように Laemmli バッファーを加え、ピペットマンでピペッティングして、全

量を 2-mL タンパク質低吸着チューブに回収した。95°C で 10 分間加熱し、最大速度のボル

テックスで 1 分間攪拌した。サンプル（total protein）は−20°C で保存した。SDS-PAGE を行

う当日に、total protein サンプルを室温で解凍し、以下の組成でゲルにアプライするためのサ

ンプルを調製した。 

⚫ Total protein    コイリンの場合は 75 μg、RPB1 の場合は 135 μg 

⚫ 1%ブロモフェノールブルー 1.5 μL（終濃度：0.05%） 

⚫ 1 M ジチオスレイトール  3 μL（終濃度：100 mM） 

⚫ Laemmli バッファー  30 μL にメスアップした。 

95°C で 10 分間加熱し、室温まで冷ました後、プレキャストアクリルアミドゲルに分子量マ

ーカー6 μL とサンプル 20 μL をアプライした。20 mA/ゲル、150V、120 分電気泳動した。電

気泳動終了後、ゲルを転写バッファーに浸し 15 分間振とうした。その間に、8 cm×9 cm に

切った PVDF メンブレンをメタノールに浸して 3 分間振とうし、活性化した。メンブレンを

転写バッファーに浸し、10 分間振とうした。フィルターを 2 枚重ねてブロッティング装置

にセットし、ローラーで余分なバッファーと気泡を除いた。フィルターの上にメンブレンを

載せ、メンブレンの上にゲルを載せた。この時、メンブレンとアクリルアミドゲルが接触し

た瞬間からゲルをずらさないように注意した。さらに、フィルターを 2 枚重ねて載せ、ロー

ラーで余分なバッファーと気泡を除いた。そして、200 mA で 90 分間転写した。転写終了

後、メンブレンを Blocking One に浸し、20 分間振とうした（ブロッキング）。ブロッキング

後、自分が検出したいタンパク質の分子量付近のメンブレンをはさみで切り取り、Can Get 

Signal Solution I に希釈した一次抗体溶液 1 mL をメンブレンに加え、セロハンで挟んで室温

で 2 時間静置した（各一次抗体の希釈倍率に関しては表 2 を参照）。一次抗体反応終了後、

メンブレンを TBS-T に浸し、15 分間振とうした（洗浄）。この洗浄作業を、TBS-T を変えな

がら 3 回行った。メンブレンの洗浄後、Can Get Signal Solution II に 10,000 倍希釈した HRP-

conjugated anti-mouse IgG をメンブレンに加え、セロハンで挟んで室温で 2 時間静置した。

二次抗体反応終了後、メンブレンを TBS-T に浸し、15 分間振とうした（洗浄）。この洗浄作

業を、TBS-T を変えながら 3 回行った。ImmunoStar LD の Solution A と Solution B を 500 μL

ずつ混合した working solution 1 mL をメンブレンに加え、セロハンで挟んで working solution

をメンブレン上に均一に渡らせ、発光を検出した。 
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7. Fab の調製: Fab の調製手順は以下の論文に従った[Hayashi-Takanaka et al, 2011; Stasevich et 

al, 2014; Sato et al, 2019]。IgG 抗体 4 mg を Amicon Ultra-15 50K に加え、さらに用事調製した

切断バッファー11 mL を加えた。5,000×g、4°C、20 分で遠心し、フロースルーをデカントで

捨て、切断バッファー10 mL を加えた。5,000×g、4°C、20 分で遠心し、フロースルーをデカ

ントで捨て、ピペットマン（P1000 または P200）でカラムに残った溶液を吸い、カラムの膜

を 3 回洗って、全量を 2-mL タンパク質低吸着チューブに回収した。切断バッファーで全量

を 500 µL にメスアップした（サンプル 1）。次にフィシンビーズのバッファー交換を行った。

4°C で保存されたフィシンビーズの容器を転倒混和して、ビーズ 500 µL を 1.5-mL タンパク

質低吸着チューブに移した（2.0-mL の低吸着チューブだと、丸底なのでビーズが回収しに

くい。また、チップの先をはさみで切って、広口のチップにした方が取りやすい）。5,000×g、

4°C、1 分遠心し、上清をピペットマンで除いた。切断バッファー1 mL を加え転倒混和した

（ビーズの洗浄）。この洗浄操作を合計で 3 回行い、上清をピペットマンで除いた後に、サ

ンプル 1 を全量加えた。ローテーターにセットし、37°C で一晩遠心しながら、反応させた

（サンプル 2）。サンプル 2 全量をスピンカラムに移し、15 秒間スピンダウンした。フロー

スルー（ここで回収したフロースルーに Fc と Fab が含まれている）を 2-mL タンパク質低

吸着チューブに移した（サンプル 3）。カラムに残ったフィシンビーズに Protein A IgG Binding 

Buffer（以下 BB）500 μL を加え、15 秒間スピンダウンした。フロースルーをサンプル 3 に

加えた（ビーズの洗浄）。このビーズの洗浄を合計で 3 回行い、Fc と Fab を回収した。5-mL

サイズの Protein A カラムを 4°C から取り出した。ビーカーをカラムの下にセットし、カラ

ムの上下のキャップを外した。カラムの上側に赤い接続パーツを付けた。30-mL シリンジに

BB 25 mL を取り、接続パーツを介してカラムに接続した。この時、空気が入らないように

注意した。BB 25 mL をゆっくりと注入し、カラム内のバッファーを BB に置換した。5-mL

シリンジに 26G の使い捨ての針を取り付け、サンプル 3 を全量吸い取った。針をシリンジ

からとって、空気を抜いた後、接続パーツを介してシリンジとカラムをつなぎ、サンプル 3

全量をカラムに注入した。シリンジをカラムから外し、針を再びつけて、BB を 500 μL 吸

い、シリンジの壁を洗った。針をシリンジからとって、空気を抜いた後、接続パーツを介し

てシリンジとカラムを再びつなぎ、BB 全量をカラムに注入した。Fc をカラムに吸着させる

ために室温で 1 時間静置した。30-mL シリンジで 25 mL の BB を吸い取り、接続パーツを介

してシリンジとカラムをつないだ。カラムの下に新しい自立型 50-mLチューブをセットし、

BB 全量をカラムに注入して、フロースルーを 50-mL チューブに回収した（このフロースル

ーに目的の Fab が含まれていた。サンプル 4）。Elution buffer 25 mL を同様に注入し、フロー

スルーを 50-mL チューブに回収した（ここで回収したフロースルーに Fc が含まれていた）。

PBS 25 mL を同様に注入し、フロースルーは捨てた。超純水 25 mL を同様に注入し、フロ
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ースルーは捨てた。20%エタノール 25 mL を同様に注入し、フロースルーは捨てた。カラム

は再使用のために、4°C で保存した。サンプル 4 を Amicon Ultra-15 10K に加え、5,000×g、

4°C、20 分遠心した。フロースルーをデカントで捨て、サンプル 4 がまだ残っている場合は、

Amicon Ultra-15 10K に加え、5,000×g、4°C、20 分遠心し、フロースルーを捨てた。PBS を最

大限まで加え、5,000×g、4°C、20 分遠心した。ピペットマン（P1000）でピペッティングし

て、カラムのメッシュ部分に吸着した Fab を洗いこみ、全量を 1.5-mL タンパク質低吸着チ

ューブに回収した。Fab の濃度は Nanodrop 1000 で測定した（280 nm の吸光度 1 ユニットを

0.7 mg/mL として計算した。吸光度係数は 70,000 mol-1cm-1、分子量は 50 kDa で計算した）。

Fab は 4°C で保存した。 

 

8. 抗体（ IgG と Fab）の蛍光試薬修飾 : 抗体の蛍光試薬修飾手順は以下の論文に従った

[Hayashi-Takanaka et al, 2011; Stasevich et al, 2014; Sato et al, 2019]。まず、1.5-mL タンパク質

低吸着チューブに IgG または Fab を 100 μg 加え、D-PBS (−)で 90 μL にメスアップした。1 

M 炭酸水素ナトリウム（pH 8.3）10 μL を加えた。さらに、蛍光試薬（20 mg/mL Alexa Fluoro 

488 1.5 μL または 10 mg/mL Cy3 4 μL または 10 mg/mL Cy5 1.5 μL）を加え、最大速度のボル

テックスで 10 秒間撹拌した。アルミホイルで包んで遮光し、ローテーターにセットして室

温で 1 時間撹拌しながら反応させた。攪拌後、PD MiniTrap G-25 カラムを PureLink Nucleic 

Acid Purification Rack にセットし、その下に 50-mL チューブをセットした。カラムの下の蓋

を外し、その後、上の蓋を外した。D-PBS (−) 1mL を溢れないようにカラムに加え、合計で

9 mL 加えた（カラムの中が乾かないようにすることが重要）。蛍光試薬と反応させた抗体全

量をカラムに加え、さらに D-PBS (−) 500 μL を加えた（ここで出てくるフロースルーには未

反応の蛍光試薬が含まれており、不要のため捨てた）。さらに D-PBS (−) 500 μL を加え、フ

ロースルーを 1.5-mL タンパク質低吸着チューブに回収した（このフロースルーに蛍光標識

された抗体が含まれていた）。回収したフロースルー全量を Amicon Ultra-0.5 30K に加え、

12,000 rpm、5 分間、4°C で遠心した。遠心後、フロースルーを捨て、D-PBS (−) 500 μL を加

え、12,000 rpm、10 分間、4°C で遠心した。遠心後、フィルターユニットを逆さまにして新

しいアミコンウルトラチューブにセットし、12,000 rpm、3 分間、4°C で遠心した。遠心後、

全量を 1.5-mL タンパク質低吸着チューブに加え、抗体濃度と蛍光標識濃度を Nanodrop 1000

で測定した。サンプルは 4°C で保存した。 

 

9. Complementary DNA（cDNA）のクローニング 

9-1. RNA の抽出： 10-cm ディッシュに播種して培養した HCT116 細胞（細胞密度 80–100%）

の培地を除き、PBS (−) 10 mL で 1 回洗浄した。冷蔵庫から取り出し、室温に戻した TRIzol
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を 1 mL 加え、セルスクレーパーで細胞をかき集め、P1000 で全量を 1.5-mL チューブに移し

た（ここで−20℃で保存可能）。クロロホルム 200 μL を加え、転倒混和を 10 回行い室温で 3

分間静置した。12,000×g、4°C、15 分で遠心し、P200 で上清のみを慎重に新しい 1.5-mL チ

ューブに移した。イソプロパノール 500 μL を加え、転倒混和を 10 回行い室温で 5 分間静置

した。12,000×g、4℃、10 分で遠心し、デカントで上清を除いた（沈澱が RNA）。室温の 75%

エタノールを 1 mL 加え転倒混和して洗浄し、12,000×g、4℃、5 分で遠心した。デカントで

上清を除き、チューブを逆さまに立てて、5 分間風乾した。Nuclease-Free Water を 100 μL 加

え、ボルテックスで溶かした。RNA の濃度は Nanodrop 1000 を用いて測定した。サンプルは

−20℃で保存した。 

 

9-2. RNAの精製： 以下の組成でサンプルを 1.5-mL チューブに調製した。 

⚫ 抽出した RNA   10 μg 

⚫ 10×Reaction Buffer   10 μL 

⚫ RQ1 RNase-Free DNase  10 μL 

⚫ RNaseOUT    5 μL 

⚫ Nuclease-Free Water   100 μL にメスアップした 

37℃で 30 分間反応させ、DNase と RNase を不活性化した。Stop Solution 10 μL を加え、反応

を止めた。次にフェノール/クロロホルム抽出を行った。室温の TE 飽和フェノールを 110 μL

加え、転倒混和を 10 回行い、10,000×g、16°C、2 分で遠心した。P200 で上清のみを慎重に

新しい 1.5-mL チューブに移した。TE 飽和フェノール/クロロホルムを 110 μL 加え、転倒混

和を 10 回行い、10,000×g、16°C、2 分で遠心した。P200 で上清のみを慎重に新しい 1.5-mL

チューブに移した。クロロホルム 220 μL を加え、転倒混和を 10 回行い、10,000×g、16°C、

2 分で遠心した。P200 で上清のみを慎重に新しい 1.5-mL チューブに移した。次にエタノー

ル沈澱を行った。サンプルに 3 M 酢酸ナトリウム（pH 5.2）10 μL を加え、ボルテックスで

混和した。−20°C のエタノール 300 μL を加え、転倒混和を 10 回行い、18,000×g、4°C、30 分

で遠心した。デカントで上清を除き、−20°C の 70%エタノール 1 mL を加え、転倒混和して

ペレットを洗浄後、18,000×g、4°C、5 分で遠心した。デカントで上清を除き、チューブを逆

さまに立てて、5 分間風乾した。Nuclease-Free Water を 30 μL 加え、ボルテックスで溶かし

た。RNA の濃度は Nanodrop 1000 を用いて測定した。サンプルは−20°C で保存した。 

 

9-3. cDNA の合成： cDNA の合成には PrimeScript II High Fidelity One Step RT-PCR Kit を使用

した。以下の組成で反応液を 0.2-mL PCR チューブに調製し、サンプルをサーマルサイクラ

ーにセットした。プライマーは Primer-BLAST（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
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blast/index.cgi）で設計した。 

⚫ 2×One Step High Fidelity Buffer  12.5 μL 

⚫ PrimeScript II RT Enzyme Mix  0.5 μL 

⚫ PrimeSTAR GXL for 1 step RT-PCR  2.0 μL 

⚫ Forward Primer (10 μM)   1.0 μL 

⚫ Reverse Primer (10 μM)   1.0 μL 

⚫ 精製した鋳型 RNA    1 μg 

⚫ Nuclease-Free Water    25 μL にメスアップ 

以下のサイクルで反応させた。 

98°C、10 分 

↓ 

[45°C、15 分→94°C、2 分→55°C または 60°C、15 分*]×30 サイクル 

↓ 

68°C、10 秒/kb 

↓ 

終了（12°C で一時保存可能） 

*プライマーの Tm 値の平均値が 55°C を超える場合は 60°C に設定し、プライマーの Tm 値

の平均値が 55°C 以下の場合は、55°C に設定した。 

アガロースゲル電気泳動でバンドを確認後、目的のサイズ以外のバンドが見られた場合はア

ガロースゲル抽出を行った。目的のサイズのバンドのみが見られた場合は、そのままプラス

ミドの作製（In-Fusion 反応のためのクローニングエンハンサー処理やライゲーションなど）

に使用した。 

 

9-4. cDNA のベクターへの挿入とプラスミドの精製： 合成した cDNA は、蛍光タグ（SNAP-tag

または HaloTag）を挿入した PiggyBac トランスポゾンベクターに、In-Fusion HD Cloning Kit

を用いて挿入し、ヒートショック法で大腸菌 DH5α に導入した。LB プレート上のシングル

コロニーを用いてミニプレップでプラスミド DNA を抽出・精製した。DNA 配列はシークエ

ンスにより確認した。 

 

10. アガロースゲル電気泳動： DNA のサイズの確認時は、1 ウェル当たり 50–100 ng でサン

プルをアプライした。アガロースゲル抽出の場合は、最大で 30 µL アプライし、可能な限り

の DNA 量をアプライするようにした。事前に作製したアガロースゲルを電子レンジ温めて

ゲル作製トレイ（Mupid-2plus 付属品）に流し込み、室温で 1 時間静置して、電気泳動用の

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
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ゲルを作製した。作製したゲルを電気泳動装置にセットし、ゲルが浸る程度に TAE を加え

た。100 V、室温で 30–60 分泳動した。 

 

11. アガロースゲル抽出： アガロースゲル抽出には QIAquick Gel Extraction Kit を使用した。

電気泳動後、アガロースゲルを TAE で 10,000 倍に希釈した GelRed に浸し、室温で 30 分か

ら 1 時間振とうした。その後、UV イルミネーターにゲルを載せ、DNA を含む部分のゲルを

切り出し、2-mL チューブに移した（約 300 mg）。Buffer QG 900 µL を加え、50°C で 10 分間

温めた。最大速度のボルテックスで 1 分間攪拌後、室温のイソプロパノール 900 µL を加え、

最大速度のボルテックスで 30 秒間攪拌した。2-mL コレクションチューブに QIAquick スピ

ンカラムをセットし、カラムにサンプル 700 µL を加え、13,000 rpm、16°C、1 分間遠心した。

遠心後、フロースルーを捨て、カラムにサンプル 700 µL を加え、13,000 rpm、16°C、1 分間

遠心した。遠心後、フロースルーを捨て、カラムに残りのサンプル全量を加え、13,000 rpm、

16°C、1 分間遠心した。遠心後、フロースルーを捨て、Buffer QG 500 µL を加え、13,000 rpm、

16°C、1 分間遠心した。遠心後、フロースルーを捨て、エタノールを加えた Buffer PE 750 µL

を加え、13,000 rpm、16°C、1 分間遠心した。遠心後、フロースルーを捨て、余分なバッフ

ァーを除くために、13,000 rpm、16°C、1 分間遠心した。遠心後、カラムを新しい 1.5-mL チ

ューブにセットし、Buffer EB 50 µL をカラムの中心に加え、室温で 1 分間静置した。静置

後、13,000 rpm、16°C、1 分間遠心した。DNA 濃度は Nanodrop 1000 で測定し、−20°C で保

存した。 

 

12. ノックアウト 

12-1. プラスミド: ノックアウトには Cas9 ニッカーゼを用いた。使用したプラスミドは pX335

と pKN7 である。それぞれのプラスミドに gRNA をコードする DNA のクローニングサイト

（BbsI）がある。 

 

12-2. 配列設計： sgRNA の標的配列は、CHOPCHOP（http://chopchop.cbu.uib.no/）と CRISPR 

gRNA Design tool（https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input）を使用した。コイリン遺伝子

（COIL）のノックアウト標的配列は以下の通り。5’-TGCCTCAGGTGCGCGGCGCAGGG-3’ 

(Right)、5’-TCCGCGCGCGAGAGCCGCCCCCC-3’ (Left)。下線は PAM 配列を示す。 

 

12-3. プラスミド構築： sgRNAをコードするDNAのベクターへの挿入方法を記述する。10 μM

のセンス鎖オリゴヌクレオチドとアンチセンス鎖オリゴヌクレオチドをそれぞれ 5 μL、超

純水 8 μL、10×アニーリングバッファー2 μL を PCR チューブに加え、タッピング、スピン

http://chopchop.cbu.uib.no/
https://www.atum.bio/eCommerce/cas9/input
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ダウンをした後、95°C で 5 分間加熱した。その後、0.1°C/sec で温度を 16°C まで下げ、アニ

ーリングさせた。アニーリング産物（20 μL）を 1.5-mL チューブに移し、超純水 320 μL、3 

M 酢酸ナトリウム 40 μL、エタノール 800 μL を加え、ボルテックスで撹拌し、−20°C で 30

分間静置した。静置後、13,000 rpm、0°C、20 分間で遠心し、デカントにより上清を除いた。

氷冷 70%エタノールを 750 μL 加え、転倒混和した後、13,000 rpm、0°C、5 分間で遠心し、

デカントにより上清を除いた。上清除去後、チューブを逆さまに立てて 10 分間風乾し、

Nuclease-Free Water 30 μL を加えた。sgRNA をコードする DNA 断片を挿入するベクター

（pKN7 と pX335）2 μg を BbsI-HF で切断し、アガロースゲル抽出を行った。その後、BbsI

で切断したベクターと sgRNA をコードする DNA 断片をライゲーションした。ライゲーシ

ョンは、BbsI で切断したベクター25 ng（pKN7 は 5154 bp、pX335 は 8434 bp）、sgRNA をコ

ードする DNA 断片 1 ng（ベクターが pKN7 の場合）または 0.6 ng（ベクターが pX335 の場

合）、2×Ligation Mix を 5 μL 混ぜ、超純水で 10 μL にメスアップし、16°C で 5 分間反応させ

た。ライゲーション産物を用いて、大腸菌 DH5α を形質転換し、ミニプレップで DNA を取

得し、シークエンスで配列を確認した。 

 

12-4. トランスフェクション： 6 ウェルプラスチックプレートをゼラチンでコートし、細胞を

0.8×106 細胞/2 mL/ウェルで加えた。24–48 時間培養後、pKN7 と pX335 を 10 μg ずつ、

Lipofectamine 3000 を使用して細胞に加えた。リポフェクションのために、以下の組成でリ

ポフェクション溶液 A と B を別々に調製した。 

⚫ リポフェクション溶液 A 

◼ Lipofectamine 3000 Reagent  3.8 μL 

◼ Opti-MEM    125 μL 

⚫ リポフェクション溶液 B 

◼ P3000 Reagent    5.0 μL 

◼ pKN7     1.3 μL 

◼ pX335     1.2 μL 

◼ Opti-MEM    125 μL 

そして、ボルテックスで混和し、スピンダウンした後、室温で 15 分間静置した。静置後、

溶液 A と B を混合し、全量を細胞に加えた。 

 

13. In-Fusion 反応 

13-1. ゲル抽出していない場合： 以下の組成で混合した。 

⚫ PCR 産物    5.0 μL 
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⚫ Cloning Enhancer   2.0 μL（合計 7.0 μL） 

サーマルサイクラーにセットし、以下のプログラムで Cloning Enhancer 処理した。 

   37°C、15 分 

     ↓ 

80°C、15 分 

     ↓ 

終了 

次に、Cloning Enhancer 産物を用いて、In-Fusion 反応を行った。 

Cloning Enhancer 産物   サイズに関係なく 2 μL 

直線化したプラスミドベクター 100 ng（サイズが 10 kb より小さい場合） 

5×In-Fusion HD Enzyme Premix  2 μL 

超純水     10 μL にメスアップした 

50°C、15 分 

     ↓ 

終了 

 

13-2. ゲル抽出した場合: 以下の組成で In-Fusion 反応を行った。 

⚫ 精製した DNA 断片   50 ng（サイズが 0.5 kb より小さい場合）または 

100 ng（サイズが 0.5 kb 以上 1 kb 以下の場合） 

⚫ 直線化したプラスミドベクター 100 ng（サイズが 10 kb より小さい場合） 

⚫ 5×In-Fusion HD Enzyme Premix 2 μL 

⚫ 超純水    10 μL にメスアップ 

50°C、15 分 

     ↓ 

終了 

In-Fusion 産物 2 μL をコンピテントセル大腸菌 DH5α に加え、ヒートショック法で形質転換

した。 

 

14. 大腸菌の形質転換： 大腸菌株は E.coli DH5α を使用した。コンピテントセルは作製後、

−80°C で保存した（コンピテンシーは 1×108コロニーフォーメーションユニット以上）。DNA 

1.0–5.0 μL を氷上で解凍したコンピテントセル 50 μL に加え、タッピングして混和後、スピ

ンダウンして、氷上で 15 分間静置した。その後、42°C の湯浴に 30 秒間浸し、氷上で 2 分

間静置した。その後、37°C で温めたプラスグロウ II を 200 μL 加えピペッティングで混和
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し、全量を LB プレート（必要に応じて抗生物質を混ぜた。アンピシリン 50 µg/mL、カナマ

イシン 20 µg/mL、スペクチノマイシン 100 µg/mL）に播種した。播種後、プレーティング・

ビーズを用いて均一に塗布した。37°C で 24–48 時間培養し、4°C で保存した。 

 

15. プラスミド DNA 抽出（ミニプレップ）: ミニプレップには、Mini Plus Plasmid DNA Extraction 

System を使用した。精製前日に、抗生物質（アンピシリン 50 µg/mL またはカナマイシン 20 

µg/mL、スペクチノマイシン 100 µg/mL）を加えたプラスグロウ II 3 mL に大腸菌のコロニー

を懸濁し、12–20 時間、37°C、180 rpm で培養した。培養後、大腸菌培養液 1.5 mL を 2-mL

チューブに移し、13,000 rpm、室温、1 分間遠心した。上清をデカントで除き、さらに大腸

菌培養液 1.5 mL を加え、13,000 rpm、室温、1 分間遠心した。上清をデカントで除き、RNase 

A を加えた MX1 バッファー200 μL を加え、最大速度のボルテックスで 1 分間攪拌した。大

腸菌ペレットが完全に攪拌されたのを確認後、MX2 バッファー250 μL を加え、穏やかに 10

回転倒混和し、室温で 5 分間静置した。MX3 バッファー350 μL を加え、穏やかに 10 回転倒

混和し、白い沈殿が生じたことを確認後、13,000 rpm、室温、6 分間遠心した。Mini Plus カ

ラムをコレクションチューブにセットし、遠心後の上清全量をカラムに移した。9,000 rpm、

室温、1 分間遠心後、フロースルーをデカントで除き、WN バッファー500 μL を加え、9,000 

rpm、室温、1 分間遠心した。遠心後、フロースルーを除き、WS バッファー500 μL を加え、

9,000 rpm、室温、1 分間遠心した。遠心後、フロースルーを除き、余分なバッファーを除く

ために、13,000 rpm、室温、3 分間遠心した。遠心後、カラムを新しい 1.5-mL チューブに移

し、溶出バッファー50 μL をカラムの中心に加え、室温で 2 分間静置した。13,000 rpm、室

温、3 分間遠心し、カラムを捨てた。DNA 濃度は Nanodrop 1000 で測定し、サンプルは−20°C

で保存した。 

 

16. DNA シークエンス： シークエンスは、以下の組成でテンプレート DNA とプライマーを混

合し、東京工業大学オープンファシリティセンター バイオ部門に提出した。組成は以下の

通り。 

⚫ プラスミド DNA  300 ng 

⚫ プライマー（10 μM） 3.2 μL 

⚫ 超純水   10 μL にメスアップ 

 

17. プラスミド DNA 抽出（ミディプレップ）: 培養細胞にトランスフェクションするためのプラス

ミド DNA は、PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit を用いて、精製した。精製前日に、抗生

物質（アンピシリン 50 µg/mL またはカナマイシン 20 µg/mL、スペクチノマイシン 100 µg/mL）
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を加えたプラスグロウ II（ハイコピーナンバープラスミドの場合 30 mL、ローコピーナンバ

ープラスミドの場合 100 mL）に大腸菌のコロニーを懸濁し、12–20 時間、37°C、180 rpm で

培養した。培養液を 4,000×g、室温、10 分間遠心し、上清をデカントで除いた。RNase A を

加えた懸濁バッファー（R3）4 mL を大腸菌ペレットに加え、最大速度のボルテックスで 1

分間攪拌した。ペレットが完全に懸濁されたことを確認後、溶解バッファー（L7）4 mL を

加え、ゆっくり 10 回転倒混和し、室温で 5 分間静置した。静置後、沈殿バッファー（N3）

4 mL を加え、ゆっくり 10 回転倒混和し、白い沈殿が生じたことを確認後 12,000×g、室温、

10 分間遠心した。遠心中に HiPure ミディカラムを PureLink Nucleic Acid Purification Rack に

セットし、その下に自立型 50-mL チューブをセットした。カラムに平衡化バッファー（EQ1）

2 mL を加え、平衡化した。沈殿バッファーを加え遠心したサンプルの上清全量をデカント

でカラムに加え、静置した。カラムから液が出きった後に洗浄バッファー（W8）10 mL を

加え、静置した。カラムから液が出きった後に、さらに洗浄バッファー（W8）10 mL を加

え、静置した。カラムから液が出きった後に、カラムの下に新しい 15-mL チューブをセット

し、溶出バッファー（E4）5 mL を加え、フロースルーを回収した（このフロースルーに DNA

が含まれている）。回収したフロースルーに室温のイソプロパノール 3.5 mL を加え、最大速

度のボルテックスで 30 秒間攪拌し、12,000×g、4°C、30 分間遠心した。遠心後、上清をデカ

ントで除き、ペレットを壊さないように氷冷 70%エタノール 3 mL を加え、ペレットを洗浄

した。12,000×g、4°C、5 分間遠心後、上清をデカントで除き、キムワイプの上にチューブを

逆さまに立てて 10分間風乾した。風乾後、TEバッファー100 μLを加え、DNA濃度をNanodrop 

1000 で測定し、−20°C で保存した。 

 

18. FACS（fluorescence-activated cell sorting）： 細胞は、70–100%コンフルエンシーで 10-cm

ディッシュに培養後、トリプシン処理を行い 15-mL チューブに回収し、使用した。なお、フ

ェノールレッドによる蛍光シグナル検出の阻害を抑えるために、ソート時の培地は

FluoroBrite を使用した。ソート時は、蛍光を発しない野生型 HCT116 細胞をネガティブコン

トロールとして使用し、野生型 HCT116 細胞ソート時の蛍光ヒストグラムの山（最頻値）の

輝度が 1×103 になるように検出感度を調整した。目的の細胞は 10 万から 100 万細胞回収し

た。ソート後の細胞は、15-mL チューブに加えた DMEM に回収されるように設定した。細

胞回収後、毒性を示すシース液を除くために、細胞を 1,200×g、室温、2 分間遠心し、細胞ペ

レットを取得した。上清をアスピレーターで除き、37°C に温めた DMEM 10 mL を加えて、

ピペッティングによりペレットを DMEM に懸濁し、35-mm の ibidi ディッシュに播種し、イ

ンキュベーターで培養した。 
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19. クリスタルバイオレット染色: 細胞を 0.8×106細胞/ウェルで 6 ウェルプラスチックプレート

に播種し、24–48 時間、培養した。薬剤などで処理後、培地をアスピレーターで除き、クリ

スタルバイオレット染色用固定液を 2 mL/ウェルで加え、室温で 30 分間静置した。固定液

をアスピレーターで除き、染色液を加え、穏やかに浸透しながら、5 分間、室温で染色した。

アスピレーターで染色液を除き、プラスチックバケツに入れた超純水 2 L に染色したプレー

トを入れて、穏やかに浸透し、余分な染色液を除いた。プラスチックウェルをキムワイプの

上に逆さまに置いて、室温で 24 時間風乾した。画像はスマートフォンで撮影した（Galaxy 

S10 plus）。サンプルは 1 ヶ月以上、室温で保存可能。 

 

20. RNA シークエンシング（RNA-Seq）: cDNA ライブラリ調製には、SMARTer Stranded Total 

RNA Sample Prep Kit - HI Mammalian を使用した。RNase の混入を防ぐために、操作は全てグ

ローブとマスクを着用して行った。Total RNA の抽出と精製は、Complementary DNA（cDNA）

のクローニングの項の RNA の抽出と RNA の精製と同様に行った。Total RNA の純度を確認

するために、Agilent RNA6000 ピコキットと Agilent 2100 バイオアナライザ電気泳動システ

ムを用いて、RIN（RNA Integrity Number）値を測定した。測定時には、キットを 4°C から取

り出して室温に戻した。電極を洗浄するために、電極クリーナーチップに Nuclease-Free Water 

350 μL を加えた。Nuclease-Free Water を均一にチップ内にいきわたらせた後、バイオアナラ

イザにセットし、5 分間静置した。その後、チップを取り出し、バイオアナライザの蓋を開

けて 30 秒間風乾し、蓋を閉じた。精製した total RNA の濃度が 200–5000 pg/µL になるよう

に Nuclease-Free Water を加え、1.5-mL チューブに 10 µL 移した。70°C で 2 分間加熱し、氷

上で 5 分間急冷した。その後、チップに注入するまで、氷上で保存した。次に、ラダ 10 µL

を 70°C で 2 分間加熱し、氷上で 5 分間急冷した。Nuclease-Free Water 90 µL を加え、最大速

度のボルテックスで 30 秒間攪拌し、0.2-mL チューブに 4 µL ずつ分注した。使用しないラ

ダは次回の実験のために、−80°C で保存した。続いて、Gel を最大速度のボルテックスで 1

分間攪拌し、550 µL をスピンフィルターに加え、1,500×g、室温、10 分間遠心し、ろ過した。

ろ過した Gel を 1.5-mL チューブに 65 µL ずつ分注した。使用しない Gel は 4°C で保存した

（保存期間は 1 か月）。分注した Gel 65 µL に Dye 1 µL を加え、最大速度のボルテックスで

1 分間攪拌した。13,000×g、室温、10 分間遠心し、使用するまで遮光した（Gel-Dye Mix）。

チップ調製スタンドを組み立て、底面プレートの位置を C に合わせた。クリップのストッ

パーの位置を上段にセットし、シリンジのプランジャーを 1 mL の位置まで引き上げた。Gel-

Dye Mix 9 µL をラボチップの白抜きの G のウェルに加え、チップ調製スタンドにセットし、

ふたを閉めた。プランジャーをクリップの位置まで押して、クリップに引っ掛け、30 秒間静

置した。クリップのストッパーを外して 5 秒間静置し、プランジャーを元の位置（1 mL の
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位置）までゆっくりと引き上げた。ラボチップを取り出し、光にかざしてゲルが補充された

ことを確認し、Gel-Dye Mix 9 µL をラボチップの G のウェル（2 か所）に加えた。Condition 

Solution 9 µL をラボチップの CS のウェルに加えた。マーカーを 5 µL ずつウェル 1–11 とラ

ダウェルに加えた。調製したラダ 1 µL をラダウェルに加え、加熱して氷冷しておいた total 

RNA サンプル 1 µL を、サンプルごとにウェル 1–11 のいずれかのウェルに加えた（最大で

11 種類の total RNA を測定可能）。専用ミキサーにラボチップをセットし、Pico の目盛りに

つまみを合わせて 1 分間攪拌した。攪拌したラボチップをバイオアナライザにセットし、

Eukaryote total RNA Pico プログラムを選択して、解析を開始した。rRNA を除くために、以

下の操作を行った。初めに、氷上で、以下の組成で 0.2-mL チューブにサンプルを調製した。 

⚫ Total RNA     1 µg 

⚫ 10×Total RNA Hyb Buffer   1 µL 

⚫ Nuclease-Free Water    10 μL にメスアップ 

サンプルをサーマルサイクラーにセットし、95°C で 2 分間加熱した。その後、0.1°C/秒で

25°C まで温度を下げた。キット付属の RNase H 2 µL、RNase Inhibitor 1 µL、10×RNase H Buffer 

1.4 µL を加え、タッピングして混ぜ、スピンダウンした。サーマルサイクラーにセットし、

37°C で 30 分間反応させた。キット付属の DNase I 4 µL を加え、サーマルサイクラーにセッ

トし、37°C で 15 分間反応させた。4°C から取り出して室温に戻した SPRI ビーズ 33 µL を

加え、ピペッティングで混和し、室温で 8 分間静置した。磁器スタンドにサンプルをセット

し、5 分間静置してビーズがチューブの底に集積したのを確認後、ピペットマンで上清を除

いた。サンプルを磁器スタンドにセットしたまま、用時調製した室温の 80%エタノール 200 

µL を、ビーズを崩さないように静かに加えて 30 秒間静置した。サンプルを磁器スタンドに

セットしたまま、ピペットマンで上清を除いた。サンプルを磁器スタンドにセットしたまま、

再び、用時調製した室温の 80%エタノール 200 µL を、ビーズを崩さないように静かに加え

て 30 秒間静置した。サンプルを磁器スタンドにセットしたままピペットマンで上清を除き、

1 分間スピンダウンした。サンプルを磁器スタンドにセットし、上清をピペットマンで除い

てチューブの蓋を開け、サランラップをかぶせて 5 分間室温で静置し、風乾した。Nuclease-

Free Water 15 μL を加え、ピペッティングでビーズと水を混和し、磁器スタンドにセットし

た。5 分間静置し、上清が透明になったのを確認後、上清 13.5 µL をピペットマンで新しい

0.2-mL チューブに移した（サンプル 1）。次に cDNA を合成した。サンプル 1（13.5 µL）に

10×Total RNA First-Strand Buffer 2 µL を加え、タッピングとスピンダウンを行い、94°C に加

温しておいたサーマルサイクラーにセットした。94°C で 3 分間加温し、サンプルをすぐに

氷上に移し、2 分間静置した（サンプル 2）。氷上で、以下の組成でマスターミックスを調製

し、マスターミックス 4.5 µL をサンプル 2 に加えた。 
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⚫ SMARTer Stranded Oligonucleotide (12 μM)  0.5 μL 

⚫ RNase Inhibitor     2 μL 

⚫ PrimeScript Reverse Transcriptase (200 U/μL)  2 μL 

ピペッティングで混和し、スピンダウンした。42°C に加温しておいたサーマルサイクラー

にセットし、42°C で 60 分間加温した。その後、70°C で 10 分間加温し、反応を止めた。加

温後、サンプルを氷上に移した（サンプル 3）。合成した cDNA を精製するために以下の操

作を行った。4°C から取り出して室温に戻した SPRI ビーズ 20 µL をサンプル 3 に加え、最

大速度のボルテックスで 5 秒間混和した。室温で 8 分間静置し、スピンダウンした。サンプ

ルを磁器スタンドにセットし、5 分間静置した。上清が透明になったのを確認後、サンプル

を磁器スタンドにセットしたまま、ピペットマンで上清を除いた。サンプルを磁器スタンド

にセットしたまま、用時調製した室温の 80%エタノール 200 µL を、ビーズを崩さないよう

に静かに加えて 30 秒間静置した。上清をピペットマンで除き、サンプルを磁器スタンドに

セットしたまま、再び、用時調製した室温の 80%エタノール 200 µL を、ビーズを崩さない

ように静かに加えて 30 秒間静置した。サンプルを磁器スタンドにセットしたままピペット

マンで上清を除き、1 分間スピンダウンした。サンプルを磁器スタンドにセットし、上清を

ピペットマンで除いてチューブの蓋を開け、サランラップをかぶせて 5 分間室温で静置し、

風乾した（サンプル 4）。続いて、RNA-Seq 用に精製した cDNA の増幅を行った。インデッ

クスごとに、以下の組成でマスターミックスを調製し、サンプル 4 に 50 µL 加えた。 

⚫ 2×SeqAmp PCR Buffer    25 μL 

⚫ Forward PCR Primer HT (12.5 μM)   1 μL 

⚫ Reverse PCR Primer HT (12.5 μM)   1 uL 

⚫ SeqAmp DNA Polymerase    1 μL 

⚫ Nuclease-Free Water     22 μL 

タッピングとスピンダウンを行い、サーマルサイクラーにセットし、以下のプログラムで

PCR を行った（サンプル 5）。 

 

94°C、1 分 

↓ 

[98°C、15 秒→55°C、15 秒→68°C、1 分]×12 サイクル 

↓ 

終了（12°C で一時保存可能） 

 

PCR で増幅した cDNA ライブラリを精製するために、以下の操作を行った。4°C から取り出
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して室温に戻した SPRI ビーズ 20 µL をサンプル 5 に加え、最大速度のボルテックスで 5 秒

間混和した。室温で 8 分間静置し、スピンダウンした。サンプルを磁器スタンドにセットし、

5 分間静置した。上清が透明になったのを確認後、サンプルを磁器スタンドにセットしたま

ま、ピペットマンで上清を除いた。サンプルを磁器スタンドにセットしたまま、用時調製し

た室温の 80%エタノール 200 µL を、ビーズを崩さないように静かに加えて 30 秒間静置し

た。上清をピペットマンで除き、サンプルを磁器スタンドにセットしたまま、再び、用時調

製した室温の 80%エタノール 200 µL を、ビーズを崩さないように静かに加えて 30 秒間静

置した。サンプルを磁器スタンドにセットしたままピペットマンで上清を除き、1 分間スピ

ンダウンした。サンプルを磁器スタンドにセットし、上清をピペットマンで除いてチューブ

の蓋を開け、サランラップをかぶせて 5 分間室温で静置し、風乾した。Stranded Elution Buffer 

20 μL を加え、室温で 2 分間静置し、ピペッティングで 10 回以上混和した。サンプルを磁器

スタンドセットし、1 分間静置して、上清が透明になったのを確認後、上清を新しい 0.2-mL

チューブに移した（この上清に目的の cDNA ライブラリが含まれていた）。cDNA ライブラ

リのサイズ分布を確認するために、High Sensitivity DNA キットと Agilent 2100 バイオアナラ

イザ電気泳動システムを使用した。バイオアナライザの電極の洗浄は、Agilent RNA6000 ピ

コキットと同様に行った。cDNA ライブラリの濃度を TE バッファーで 5–500 pg/µL に調製

し、10 µL を新しい核酸低吸着チューブに移した。未開封の Gel 1 バイアルに Dye 15 µL を

加え、最大速度のボルテックスで 1 分間攪拌した（Gel-Dye Mix）。Gel-Dye Mix 全量をスピ

ンフィルターに加え、2,240×g、室温、10 分間遠心し、ろ過した。ろ過した Gel-Dye Mix を

最大速度のボルテックスで 1 分間攪拌し、スピンダウンして、遮光した。実験に使わない

Gel-Dye Mix は 4°C で保存した（保存期限は調製から 6 週間）。チップ調製スタンドを組み

立て、底面プレートの位置を C に合わせた。クリップのストッパーの位置を下段にセット

し、シリンジのプランジャーを 1 mL の位置まで引き上げた。Gel-Dye Mix 9 µL をラボチッ

プの白抜きの G のウェルに加え、チップ調製スタンドにセットし、ふたを閉めた。プランジ

ャーをクリップの位置まで押して、クリップに引っ掛け、60 秒間静置した。クリップのスト

ッパーを外して 5 秒間静置し、プランジャーを元の位置（1 mL の位置）までゆっくりと引

き上げた。ラボチップを取り出し、光にかざしてゲルが補充されたことを確認し、Gel-Dye 

Mix 9 µL をラボチップの G のウェル（3 か所）に加えた。マーカーを 5 µL ずつウェル 1–11

とラダウェルに加えた。調製したラダ 1 µL をラダウェルに加え、濃度を調整した cDNA ラ

イブラリ 1 µL を、サンプルごとにウェル 1–11 のいずれかのウェルに加えた（最大で 11 種

類の cDNA ライブラリを測定可能）。専用ミキサーにラボチップをセットし、2400/min の目

盛りにつまみを合わせて 1 分間攪拌した。攪拌したラボチップをバイオアナライザにセット

し、High Sensitivity DNA プログラムを選択して、解析を開始した。RNA-Seq は九州大学の
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大川研究室に実施していただいた。データ解析には、RaNA-Seq（https://ranaseq.eu/）と Gene 

Ontology（http://geneontology.org/docs/introduction-to-go-resource/）を使用した。 

 

  

https://ranaseq.eu/
http://geneontology.org/docs/introduction-to-go-resource/
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第三章 PCと CBと HLBの相互作用 

 

実験 1 PC の生細胞観察 

実験目的と実験方法 

PC の定義を明確にするために大きさや数などを定量し、さらに、PC がいつ形成されるの

かを明らかにすることを目的とした。緑色蛍光タンパク質（EGFP）を RPB1 遺伝子の 5’側

上流にノックインした HCT116 細胞（以下 KI 細胞）を作製し、PC を観察した。HCT116 細

胞は染色体数が正常に近い数（pseudo diploid）を示すとされており（参考ウェブサイト 1）、

EGFP のノックインは全ての RPB1 遺伝子に対して行われた（homozygous knock-in）。PC の

リン酸化状態は、免疫染色により調べた。細胞周期の進行具合は、細胞周期マーカーである

PCNA に赤色蛍光タンパク質 mCherry を融合させたタンパク質（mCherry–PCNA）を発現さ

せて測定した[Kleppa et al, 2012]。画像解析や顕微鏡の設定に関しては、特に注釈がない限り

第二章を参照（以下同様）。 

 

実験結果 

本研究で使用したセルラインの関係図を図 3 に示す。 

図 3 本研究で使用した主なセルラインの関係図 

野生型 HCT116 細胞に TALEN を用いて EGFP を RPB1 遺伝子にノックインし、全ての RPB1

タンパク質を可視化した。Cas9 ニッカーゼを用いて、KI 細胞のコイリン遺伝子をノックア

ウトし、コイリン KO 細胞を樹立した。mCherry–PCNA、coilin–SNAP、NPAT–HaloTag は

PiggyBac システムを用いて細胞に導入し、安定発現株を樹立した。アスタリスク（*）はシ

ングルセルクローニングにより、セルライン化したことを意味する。 
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EGFP が RPB1 遺伝子に正しくノックインされているかどうかを確かめるために、ウェス

タンブロッティングを行った。その結果、EGFP を融合させたことによる RPB1 のサイズの

増加と（図 4 左）、抗 GFP 抗体の結合を検出できた（図 4 右）。 

図 4 KI細胞のウェスタンブロッティング画像 

抗 RPB1 CTD 抗体、抗 GFP 抗体、抗 β アクチン（ACTB）抗体を用いたウェスタンブロッテ

ィングの画像。P: 野生型 HCT116 細胞、KI: KI 細胞。使用したアクリルアミドゲルは 5–20%

濃度のグラディエントゲル。 

 

次に、PC のサイズを測定した（図 5、n = 50 細胞）。野生型 HCT116 細胞と KI 細胞の間で

結果に大きな差は見られなかった。PC の数は、KI 細胞では 5.4 ± 2.2 個/細胞（平均値 ± 標

準偏差、n = 100 細胞）、野生型 HCT116 細胞では 8.9 ± 3.7 個/細胞（平均値 ± 標準偏差、n = 

100 細胞）だった（表 3）。PC の数が、野生型 HCT116 細胞に比べて KI 細胞で減少した理由

は、野生型 HCT116 細胞の免疫染色では可視化された小さな PC が、EGFP が示す核質のバ

ックグラウンドが原因で、KI 細胞では観察されなかった可能性が挙げられる。 

 

図 5 生細胞中の PC とその形態に関するパラメーター 

（左）KI 細胞中の EGFP–RPB1 の共焦点顕微鏡画像。１セクションの画像を示している。

PC は黄色の枠でハイライトと拡大されている。スケールバーは 5 µm。（右）PC の形体に関

するパラメーターの測定結果。数（個/核）は 100 個、それ以外のパラメーターは 50 個の細

胞を計測し、その平均値 ± 標準偏差または平均値を示している。 
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PC に含まれる CTD のリン酸化状態を免疫染色により調べたところ、EGFP–RPB1 が形成

する PC は、非リン酸化、S5P、S7P の CTD を含む一方で、S2P と T4P の CTD は含まなか

った（図 6A）。この結果は、野生型 HCT116 細胞の結果と同様であった（図 6B）。 

 

図 6 PCのリン酸化状態 

（A）KI 細胞の免疫染色画像。EGFP–RPB1（中段）は緑、抗体（下段、左から抗 CTD、抗

S5P CTD、抗 S7P CTD、抗 S2P CTD、抗 T4P CTD）はマゼンタで示した。（B）野生型 HCT116

細胞の免疫染色画像。 抗 CTD 抗体（中段）は緑、抗リン酸化 CTD 抗体（下段、左から抗

S5P CTD、抗 S7P CTD、抗 S2P CTD、抗 T4P CTD）はマゼンタで示した。全ての画像は Z 軸

方向の Max-Intensity-Projection（以下 MIP）画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は

0.3 µm。MIP に使用した画像数は 31 枚から 54 枚。スケールバーは 5 µm。 
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表 3 セルラインごとの NBの数の測定結果 

平均値 ± 標準偏差で示した。計測した細胞の数は全て 100 個。 

 

 

 

セルライン PC CB HLB SMNの輝点 TCAB1の輝点

野生型HCT116細胞 8.9 ± 3.7 2.8 ± 1.2 3.5 ± 1.3 3.3 ± 1.9 3.4 ± 1.3

KI細胞 5.4±2.2 2.8 ± 1.3 3.3 ± 1.1 2.6 ± 1.3 2.6 ± 0.9

コイリンKO細胞
5.4 ± 2.1 (クローン1)

5.3 ± 1.9 (クローン2)
未計測 3.1 ± 1.0 (クローン1) 4.6 ± 3.2 (クローン1) 未計測

SNAP–coilinを発現させた
コイリンKO細胞

5.0 ± 1.8 2.8 ± 1.9 3.3 ± 1.0 未計測 未計測

coilin–SNAPを発現させた
コイリンKO細胞

4.6 ± 1.7 3.6 ± 1.4 2.8 ± 1.1 未計測 未計測

coilin–SNAPとNPAT–HaloTagを
発現させたコイリンKO細胞

未計測 未計測 2.9 ± 0.9 未計測 未計測

SNAP–coilin(S489D)を発現させた
コイリンKO細胞

3.8 ± 1.2 未計測 未計測 未計測 未計測

coilin(S489D)–SNAPを発現させた
コイリンKO細胞

4.9 ± 1.7 未計測 未計測 未計測 未計測
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PC が細胞周期においていつ出現するのかを明らかにするために、mCherry–PCNA を発現

させた KI 細胞を生細胞観察した（図 7）。その結果、PC は、G1期から M 期前半まで存在し、

S 期初期に数が増える傾向にあることが分かった。 
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図 7 細胞周期に依存した PCの数の変動 

（A）mCherry–PCNA を発現させた KI 細胞を生細胞観察した時のタイムラプス画像。画像

は Z 軸方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.8 µm。MIP に使用した

画像数は全て 15 枚。スケールバーは 5 µm。（B）G1期と S 期初期の PC の数の比較。タイム

ラプス画像を解析し、数を算出した。右側には平均値±標準偏差を示した。計測した細胞の

数は 100 個。 
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実験 2 PC と CB または HLB の生細胞観察 

実験目的と実験方法 

PC と CB または PC と HLB を生細胞内で同時に可視化し、これら 2 種類の NB 同士がど

のように相互作用するのかを明らかにすることを目的とした。PC と CB の観察には、コイ

リンの C 末端に SNAP-tag を融合した coilin–SNAP を発現させたコイリン KO 細胞を使用し

た（図 3）。また、PC と HLB の観察には、NPAT タンパク質の C 末端に HaloTag を融合させ

た NPAT–HaloTag を発現させた KI 細胞を使用した（図 3）。 

 

実験結果 

まず、コイリン KO 細胞に coilin–SNAP を発現させた細胞の生細胞観察の結果を図 8 に示

す。生細胞観察から、PC は coilin–SNAP で可視化された CB の近くに出現することが確認

された。ただし、CB から離れた場所に形成される PC も観察された。 

 

 

図 8 PC と CBの生細胞内での相互作用 

Coilin–SNAPを発現させたコイリンKO細胞の共焦点顕微鏡を用いた生細胞観察のタイムラ

プス画像。EGFP–RPB1（緑）と SNAP–Cell 647–SiR でラベルした coilin–SNAP（マゼンタ）

の画像。矢印は CB の近くに出現した PC を示す。アスタリスクは CB から離れた場所に出

現した PC を示す。矢頭は CB と相互作用した後に大きくなった PC を示す。画像は Z 軸方

向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.9 µm。MIP に使用した画像数は

全て 17 枚。スケールバーは 5 µm。 
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次に、KI 細胞に NPAT–HaloTag を発現させた細胞の生細胞観察の結果を図 9 に示す。生

細胞観察から、PC は NPAT–HaloTag で可視化された HLB の近くに出現することが確認され

た。ただし、HLB の出現と同時に PC が出現するパターンや、HLB から離れた場所に PC が

出現するパターンも観察された。 

 

図 9 PC と HLBの生細胞内での相互作用 

NPAT–HaloTag を発現させた KI 細胞の共焦点顕微鏡を用いた生細胞観察のタイムラプス画

像。EGFP–RPB1（緑）と Janelia Fluor 646 HaloTag リガンドでラベルした NPAT–HaloTag（マ

ゼンタ）の画像。矢印は HLB の近くに出現した PC を示す。アスタリスクは HLB から離れ

た場所に出現した PC を示す。矢頭は HLB と同時に出現した PC を示す。画像は Z 軸方向の

MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.9 µm。MIP に使用した画像数は全て

17 枚。黄色の線は核の輪郭を示す。スケールバーは 5 µm。 

 

PC の出現パターンを表 4 にまとめた。この結果から、PC は CB から離れた場所に出現し

やすい傾向である一方で、PC は HLB と相互作用した状態で出現しやすい傾向にあることが

分かった。 

 

表 4 PC と CBまたは HLBの生細胞内での相互作用の解析結果 

CBの近くに
出現したPC

CBとは相互作用
しなかったPC

CBと相互作用したPC

38% 59% 3%

HLBの近くに
出現したPC

HLBと同時に
出現したPC

HLBから離れた場所に
出現したPC

51% 25% 24%

Coilin–SNAPを発現させた
コイリンKO細胞

(n = PC 232個/75細胞)

CBから離れた場所に出現したPC

NPAT–HaloTagを
発現させたKI細胞

(n = PC 226個/75細胞)
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次に PC と CB の二者複合体（以下、PC–CB）と、PC と HLB の二者複合体（以下、PC–

HLB）がいつまで維持されるのかを調べた（図 10）。PC–CB と PC–HLB の両方とも、S 期初

期の間に解消する傾向にあり、遅くとも S 期中期が終了するまでに解消する傾向にあった。

なお、細胞周期の時間は、KI 細胞に mCherry–PCNA を発現させた細胞を生細胞観察して測

定した。 
 

 

図 10 PC–CB と PC–HLBの維持時間 

細胞周期の進行は mCherry–PCNA を発現させた KI 細胞の生細胞観察により定量した。PC–

CB の維持時間は、coilin–SNAP を発現させたコイリン KO 細胞の生細胞観察により定量し

た。PC–HLB の維持時間は、NPAT–HaloTag を発現させた KI 細胞の生細胞観察により定量し

た。 

 

PC–CB と PC–HLB の消失パターンを表 5 に示す。PC–CB と PC–HLB の両方において、そ

れぞれの NB が分離して二者複合体が解消するパターンよりも、片方の NB が消失する、ま

たは、二者複合体が同時に消失するパターンの頻度が高かった。 
 

 

表 5 PC–CB と PC–HLBの維持時間とその解消パターン 

細胞周期の進行は mCherry–PCNA を発現させた KI 細胞の生細胞観察により定量した。PC–

CB の維持時間は、coilin–SNAP を発現させたコイリン KO 細胞の生細胞観察により定量し

た。PC–HLB の維持時間は、NPAT–HaloTag を発現させた KI 細胞の生細胞観察により定量し

た。 

  

PC–CB PC–HLB

29 (22) 32 (22)

~6.6時間 (S期初期) 90% 76%

~9.5時間 (S期中期) 10% 24%

PCのみが消失 38% 46%

PCとCBまたはHLBの両方が消失 34% 42%

CBまたはHLBのみが消失 21% 12%

PC–CBまたはPC–HLBが分離 7% 0%

NB複合体の数 (細胞数)

複合体形成から
解消するまでの時間

NB複合体の
解消パターン
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実験 3 PC と CB、HLB の生細胞観察 

実験目的と実験方法 

PC と CB、HLB の三種類の NB を生細胞内で同時に可視化し、これら三種類の NB がど

のように相互作用するのかを明らかにすることを目的とした。コイリン KO 細胞に coilin–

SNAP と NPAT–HaloTag を同時に発現させた細胞（図 3）を、生細胞観察した。 

 

実験結果 

コイリン KO 細胞に coilin–SNAP と NPAT–HaloTag を同時に発現させた細胞を 40 時間生

細胞観察した（図 11 から 13）。その結果、PC と CB、HLB の三者複合体（PC–CB–HLB）の

形成が観察された。NB 複合体の中で、最も形成頻度が高かったのは、PC–HLB だった（図

11）。 

 

 

図 11 生細胞内での PCの長時間観察結果 

コイリン KO 細胞に coilin–SNAP と NPAT–HaloTag を同時に発現させた細胞を 40 時間生細

胞観察し、PC が出現してから、どのような相互作用のパターンを示すかを解析した。n = PC 

382 個/100 細胞。 

 

次に、PC–CB–HLB の形成経路を調べた。その結果、3 パターンの形成経路が観察された

（図 12 と図 13）。 

経路 A）CB の近くに PC–HLB が出現して、PC–CB–HLB が形成される経路。PC–CB–HLB

は、この経路によって形成される頻度が高かった（53%）。 

経路 B）既に形成された PC–HLB が既に形成された CB と相互作用して、PC–CB–HLB が形

成される経路（32%）。 

経路 C）既に形成された CB–HLB 二者複合体の近くに PC が出現する経路（15%）。 
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図 12 PC–CB–HLB三者複合体の形成経路 

コイリン KO 細胞に coilin–SNAP と NPAT–HaloTag を同時に発現させた細胞を 40 時間生細

胞観察した。PC–CB–HLB が形成された場合、どのような経路で形成されたのかを動画を逆

再生することで解析した。n = PC–CB–HLB 142 個/100 細胞。 
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図 13 PC–CB–HLB三者複合体形成のタイムラプス画像 

経路 A）CB の近くに PC–HLB が出現して、PC–CB–HLB が形成される経路。PC–CB–HLB

は、この経路によって形成される頻度が高かった（53%）。経路 B）既に形成された PC–HLB

が既に形成された CB と相互作用して、PC–CB–HLB が形成される経路（32%）。経路 C）既

に形成された CB–HLB 二者複合体の近くに PC が出現する経路（15%）。黄色の矢頭は PC–

CB–HLB の三者複合体を示し、黄色の線は核の輪郭を示す。画像は Z 軸方向の MIP 画像で

表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.75 µm。MIP に使用した画像数は全て 13 枚。スケ

ールバーは 5 µm。 
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実験 4 免疫染色による PC と CB と HLB の相互作用（共焦点と超解像顕微鏡） 

実験目的と実験方法 

実験 3 において、PC と CB、HLB が生細胞内で三者複合体を形成することが分かった。

しかし、生細胞観察の結果は、蛍光タンパク質を融合させたことによるアーティファクトで

ある可能性もある。そこで、三重免疫染色により、生細胞観察の結果は蛍光タンパク質によ

るアーティファクトでないことを示すために実験を行った。野生型 HCT116 細胞を、蛍光色

素で修飾したマウス抗 CTD 抗体 Fab（C13B9）、ラビット抗コイリン抗体、マウス抗 NPAT

抗体（27）を用いて、三重免疫染色を行った。観察には、共焦点顕微鏡と超解像顕微鏡を使

用した。超解像顕微鏡システムはオリンパス社の IXplore SpinSR を使用した。対物レンズは

油浸 60 倍レンズ（NA=1.40）を使用した。 

 

実験結果 

生細胞観察の結果と同様に、野生型 HCT116 細胞を免疫染色した場合も、PC–CB–HLB の

形成を確認できた。3 つの NB の相互作用の有無をベン図で示す（図 14）。実際の免疫染色

の画像を図 15 に示す。 

 

 

図 14 内在性の RPB1 CTD（PC）、コイリン（CB）、NPAT（HLB）の相互作用 

野生型 HCT116 細胞を蛍光色素で修飾したマウス抗 CTD 抗体 Fab（C13B9）、ラビット抗コ

イリン抗体、マウス抗 NPAT 抗体（27）で三重免疫染色し、各 NB 同士の重なりを定量化し

た。n = 100 細胞 
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図 15 内在性の RPB1 CTD（PC）、コイリン（CB）、NPAT（HLB）の相互作用（免疫染色） 

免疫染色画像。野生型 HCT116 細胞を蛍光色素で修飾したマウス抗 CTD 抗体 Fab（C13B9、

緑）、ラビット抗コイリン抗体（マゼンタ）、マウス抗 NPAT 抗体（27、シアン）で三重免疫

染色した。上の拡大図は下の画像の黄色で囲まれた部分を拡大している。全ての画像は Z 軸

方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数

は 48 から 54 枚。黄色の線は核の輪郭を示す。スケールバーは 5 µm。 



57 
 

 免疫染色により、NB 同士の相互作用には「共局在」、「隣接」、「相互作用なし」の 3 種類

存在することが分かった（図 16、第二章 5. 画像解析も参照）。相互作用の種類毎の割合に

関しては後述する（図 22 と 27、30、31）。 

 NB 同士が本当に共局在しているのか、解像度が低いために隣接しているにもかかわらず

共局在しているように見えるだけなのかを調べるために、共焦点顕微鏡よりも解像度が高い

と言われている超解像顕微鏡を用いて観察を行った（図 17）。その結果、PC は HLB と共局

在している一方で、CB とは隣接している様子が観察された。今後、より細胞数を増やして

相互作用割合を定量し、統計的にデータを解析する必要はあるものの、NB 同士の相互作用

様式に共局在と隣接の 2 種類が存在する可能性は高いように思われた。 
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図 16 NBの「共局在」、「隣接」、「相互作用なし」の状態を示す免疫染色画像 

野生型 HCT116 細胞の免疫染色画像。染色条件は図 14 と同様。左の拡大図は右の画像の黄

色で囲まれた部分を拡大している。全ての画像は Z 軸方向の MIP 画像で表示されている。

Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数は 48 から 54 枚。黄色の線は核の輪郭

を示す。スケールバーは 10 µm 
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図 17 超解像顕微鏡を用いた PC、CB、HLBの観察結果 

野生型 HCT116 細胞の免疫染色画像。染色条件は図 15 と同様。ただし、コイリン（CB）は

シアン、NPAT（HLB）はマゼンタで示している。(A) 核の画像。黄色の枠線は Hoechst 33342

で染色した時の核の輪郭を表す。MIP 表示ではなく、1 スライスの画像である。スケールバ

ーは 5 µm。(B) A の画像の黄色の枠線で囲まれた部分の拡大図。MIP 表示ではなく、1 スラ

イスの画像である。(C) B の画像の 3D 表示。(D) C の画像において、閾値を設定し二値化し

た画像。見やすくするために C とは角度を変えている。(E) C の画像の XY、XZ、YZ 表示。

撮影には油浸 60 倍対物レンズを使用し、Z 方向のステップサイズは 0.25 µm に設定した。 
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実験 5 CB と HLB が PC の Ser5 リン酸化レベルに与える影響 

実験目的と実験方法 

CB 中には、Pol II CTD の Ser5 のリン酸化酵素である CDK7 が集積することが報告されて

いる[Jordan et al, 1997]。そこで、CB の近くに存在する PC は、CB から離れている PC より

も、CTD の S5P レベルが増加しているかどうかを調べることを目的として、実験を行った。

野生型 HCT116 細胞を、抗 CTD S5P 抗体と抗コイリン抗体を用いて二重免疫染色した。画

像解析により、PC の S5P レベルが、CB との相互作用の有無によって変化するかどうかを

調べた。リン酸化レベルは以下の計算式で計算した。 

 

リン酸化レベル比 = 
１細胞中の CB と接している S5P輝点の輝度の平均値

１細胞中の CB と接していない S5P輝点の輝度の平均値
 

 

実験結果 

CB と接している Ser5 リン酸化輝点（S5P、アスタリスク）と CB と接していない Ser5 リ

ン酸化輝点（S5P、矢頭）の免疫染色の写真を以下に示す（図 18）。 

 

 

図 18 Pol II S5P輝点と CBの相互作用 

免疫染色画像。野生型 HCT116 細胞を Hoechst 33342、蛍光色素で修飾したマウス抗 CTD S5P

抗体 Fab（Pa57）、マウス抗コイリン抗体で二重免疫染色した。画像は Z 軸方向の MIP 画像

で表示されている。黄色のアスタリスクは CB と接している Ser5 リン酸化輝点を示し、黄

色の矢頭は CB と接していない Ser5 リン酸化輝点を示す。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。

MIP に使用した画像数は 47 枚。スケールバーは 5 µm。 
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画像解析によりリン酸化レベルを定量、比較したところ、CB は Ser5 リン酸化輝点の輝度

に影響しないことが分かった（図 19 上）。また、同様の解析を Ser5 リン酸化輝点と HLB に

関しても行ったところ、HLB も Ser5 リン酸化輝点の輝度に影響しないことが分かった（図

19 下）。 

 

 

図 19 Pol II CTD Ser5のリン酸化レベル比 

（上）CB と相互作用している場合としていない場合で Pol II CTD S5P の輝度値を比較した

ヒストグラム。平均値 ± 標準偏差。n = 100 細胞（下）HLB と相互作用している場合として

いない場合で Pol II CTD S5P の輝度値を比較したヒストグラム。平均値 ± 標準偏差。n = 100

細胞 
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実験 6 蛍光タグの融合方向が NB 同士の相互作用に与える影響 

実験目的と実験方法 

蛍光タグの種類は液－液相分離に影響する[Uebel and Phillips, 2019]。特に、CB に関して

は、コイリンの N 末端にタグを付けた場合と、C 末端にタグを付けた場合で、CB の数やコ

イリンの核内分布に差が生じる[Shpargel et al, 2003]。そこで、コイリンに付加するタグの方

向性が CB と他の NB との相互作用に与える影響を調べるために、実験を行った。コイリン

の N 末端または C 末端に SNAP-tag を付けた SNAP–coilin または coilin–SNAP を発現させた

コイリン KO 細胞を使用した（図 3）。 

 

実験結果 

まず、シングルセルクローニングを行い樹立したセルラインのコイリンタンパク質の発現

量をウェスタンブロッティングで比較した（図 20）。その結果、SNAP–coilin、coilin–SNAP

両方のセルラインにおいて、野生型 HCT116 細胞および KI 細胞の内在性のコイリンタンパ

ク質と同等の発現量を示した。 
 

 

図 20 SNAP-coilin と coilin-SNAP の発現量の確認 

マウス抗コイリン抗体（F-7）とマウス抗 β アクチン（ACTB）抗体を用いたウェスタンブロ

ッティングの画像。M：マーカー、P：野生型 HCT116 細胞、KI：KI 細胞、SC：SNAP–coilin

を発現させたコイリン KO 細胞クローン、CS：Coilin–SNAP を発現させたコイリン KO 細胞

クローン。 

 

次に免疫染色により、タグの融合方向が CB の形成と他の NB との相互作用に与える影響

を調べた。その結果、SNAP–coilin と coilin–SNAP の間で CB の形や数に顕著な変化は見ら

れなかった（図 21 と表 3）。一方で、CB と PC または HLB との相互作用に関しては、SNAP–

coilin と coilin–SNAP の間で大きな変化が観察された（図 22）。具体的には、coilin–SNAP に

より形成された CB は、野生型 HCT116 細胞や KI 細胞内の内在性のコイリンにより形成さ
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れる CB と、PC や HLB との相互作用に関して、類似の相互作用割合を示した一方で、SNAP–

coilin により形成された CB は、PC や HLB との相互作用割合が上昇した。 
 

 

図 21 SNAP-coilinまたは coilin-SNAPが形成する CB 

免疫染色画像。野生型：野生型 HCT116 細胞、KI：KI 細胞、SC：SNAP–coilin を発現させた

コイリン KO 細胞、CS：Coilin-SNAP を発現させたコイリン KO 細胞。（左）野生型 HCT116

細胞では、Alexa Fluoro 488 で修飾したマウス抗 CTD 抗体 Fab（C13B9）を緑、ラビット抗

コイリン抗体をマゼンタで示した。KI 細胞では、EGFP–RPB1 を緑、ラビット抗コイリン抗

体をマゼンタで示した。SNAP–coilin を発現させたコイリン KO 細胞と Coilin–SNAP を発現

させたコイリン KO 細胞では、EGFP–RPB1 を緑、SNAP–Cell 647–SiR で可視化したコイリ

ンをマゼンタで示した。（右）野生型 HCT116 細胞では、Hoechst 33342 を青、ラビット抗コ

イリン抗体を緑、マウス抗 NPAT 抗体（27）をマゼンタで示した。KI 細胞では、ラビット抗

コイリン抗体を緑、マウス抗 NPAT 抗体（27）をマゼンタで示した。SNAP–coilin を発現さ

せたコイリン KO 細胞と coilin–SNAP を発現させたコイリン KO 細胞では、SNAP–Cell 647–

SiR で可視化したコイリンを緑、マウス抗 NPAT 抗体（27）をマゼンタで示した。全ての画

像は Z 軸方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用し

た画像数は 24 から 66 枚。黄色の線は核の輪郭を示す。スケールバーは 10 µm。 
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図 22 タグの方向性が NB同士の相互作用に与える影響 

免疫染色の 3D 画像を解析した結果。野生型：野生型 HCT116 細胞、KI：KI 細胞、SC：SNAP–

coilin を発現させたコイリン KO 細胞、CS：Coilin–SNAP を発現させたコイリン KO 細胞。

「HLB と相互作用する CB」は、HLB と共局在または隣接、相互作用しない CB の割合を示

す。「CB と相互作用する PC または HLB」は、CB と共局在、隣接、または相互作用しない

PC または HLB の割合を示す。「PC または HLB と相互作用する CB」は、PC または HLB と

共局在または隣接、相互作用しない CB の割合を示す。 
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小括 

実験 1 から、PC は非リン酸化 CTD と S5P CTD、S7P CTD を含み、S 期初期に数が増える

ことが分かった。S5P CTDを有する Pol IIはヒストン遺伝子と snRNA遺伝子を転写し[Medlin 

et al, 2005]、S7P CTD を有する Pol II は snRNA 遺伝子を転写する[Egloff et al, 2007; Egloff et 

al, 2012]。従って、PC はヒストン遺伝子と snRNA 遺伝子を転写している可能性がある。ま

た、snRNA やヒストン遺伝子は S 期に転写が活性化するため[Faresse et al, 2012; Wang et al, 

2016; Marzluff and Koreski, 2017]、PC の数が S 期初期に増えるという今回の観察結果は、PC

が snRNA やヒストン遺伝子を転写している可能性を支持した。実験 2 から、PC が CB と

HLB の近くに出現し、PC–CB と PC–HLB は、S 期中期終了までに解消することが分かった。

PC–HLB の解消が PC による転写の終了を意味すると仮定すると、S 期終了時にヒストン遺

伝子の転写が低下することと整合性がある。今後は、PC、CB、HLB の動態と転写を同時に

観察することが望まれる。 

実験 3 から、本研究の最大の目的であった「PC–CB–HLB の形成」が生細胞内で証明され、

また、「PC–CB–HLB の形成経路」も明らかになった。PC–CB–HLB の形成経路の観察結果か

ら、PC は HLB を介して、CB と相互作用している頻度が高いことが分かり、HLB は PC と

CB の相互作用を仲介している可能性が示唆された。さらに、実験 4 から、PC–CB–HLB の

形成は、蛍光タンパク質タグによる影響ではないことを確認できた。生細胞観察の結果と同

様に、PC は CB よりも HLB と相互作用しやすい（共局在しやすい）ことも示された。一方

で、PC の見え方は、野生型 HCT116 細胞を免疫染色した場合と KI 細胞を固定した場合で、

大きく異なった。その差は細胞 1 個当たりの PC の数の差としても表れている。野生型

HCT116 細胞を免疫染色した場合は、比較的小さい PC も観察できた一方で、KI 細胞では、

核質のバックグラウンドが強いため、小さい PC は観察できなかった。実験 5 は、CB と HLB

の両方とも、PC の Ser5 リン酸化レベルに影響しないことを示した。この結果は、CDK によ

る Pol II のリン酸化に、CB や HLB が関係ないことを示唆している。 

実験 6 では、コイリンの N 末端に SNAP-tag を付けた場合、C 末端に付けた場合と比べ

て、CB と他の NB の相互作用割合が上昇することが分かった。NB 同士の相互作用制御機

構は未知の部分が多いが、コイリンの N 末端が CB と他の NB の相互作用を制御している可

能性と、CB と他の NB との相互作用を調べるときは、コイリンの C 末端に蛍光タグを付け

たほうが良いことが示された。蛍光タンパク質の融合が、標的タンパク質に与える影響につ

いては、古くから議論されてきた[参考ウェブサイト 2 と 3]。コイリンに関しても、N 末端

と C 末端で核内分布や CB の数に差が生じることが指摘されており、N 末端にタグを付けた

コイリンの方が、より内在性のコイリンに近い核内分布や数を示すことが報告されている

[Shpargel et al, 2003]。ただし、Shpargel らの論文では、比較のために発現させた coilin–GFP
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と GFP–coilin の発現量がセルライン間で同等かどうか示されていないため、融合タンパク

質の発現量の違いが CB の数の差や核内分布の差を生み出した可能性も否定できない。 

N 末端にタグを付けた場合、なぜ CB と他の NB との相互作用割合が上昇するのか、詳細

なメカニズムは不明である。コイリンの N 末端はコイリン同士が相互作用するために必要

な自己相互作用ドメイン（self-interaction domain）であるため[Hebert and Matera, 2000]、コイ

リンの N 末端は他の NB との相互作用も制御している可能性が考えられた。 

最近になって、融合させるタグの種類によって、液―液相分離により生じた液滴の挙動が

変化することが報告された[Uebel et al, 2019]。Uebel らは、線虫の PGL-1 遺伝子の 3’末端に

GFP、mKate2 または mTagBFP2 のいずれかをノックインし、PGL-1 タンパク質（P 顆粒のマ

ーカータンパク質）の C 末端が異なるタグと融合した線虫を作成した。通常の培養条件下

では、これら 3 つのタグに関して、P 顆粒の形や動きに違いは見られなかったが、相分離阻

害剤を加えた場合、PGL-1–GFP では P 顆粒が消えた一方で、PGL-1–mKate2 と PGL-1–

mTagBFP2 では P 顆粒は残ったままであった。また、ヒートショックや α アマニチン添加に

よる転写阻害を行った場合でも、PGL-1–GFP では P 顆粒が消えた一方で、PGL-1–mKate2 と

PGL-1–mTagBFP2 では P 顆粒は残ったままであった。CB においても、コイリンに付加する

タグの方向がCBの数に影響することが知られており[Shpargel et al, 2003]、今回の実験から、

タグの方向は他の NB との相互作用にも影響することが明らかになった（実験 6）。今後は、

タグの付加によるタンパク質レベルでの構造の変化が、NB の構造や相互作用に影響する原

理の解明が望まれる。 
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第四章 PC、CB、HLBの相互依存性と物性 

 

実験 7 CB の破壊が PC と HLB に与える影響 

実験目的と実験手法 

CB の有無が PC のリン酸化状態や出現タイミング、数、PC と HLB の相互作用に与える

影響を調べることを目的とした。Cas9 ニッカーゼにより、KI 細胞のコイリン遺伝子をノッ

クアウトした細胞を作製し（コイリン KO 細胞）、実験に使用した（図 3）。 

 

実験結果 

コイリン KO 細胞のウェスタンブロッティングと免疫染色の結果を図 23 に示す。ウェス

タンブロッティングと免疫染色は、コイリン遺伝子のノックアウトが成功したことを示した。 

 

図 23 コイリン KO細胞のウェスタンブロッティング画像と免疫染色画像 

（左）抗コイリン抗体（F-7）、抗 β アクチン（ACTB）抗体を用いたウェスタンブロッティ

ングの画像。M: マーカー、P: 野生型 HCT116 細胞、KI: KI 細胞、KO1: コイリン KO 細胞

クローン 1、KO2: コイリン KO 細胞クローン 2。使用したアクリルアミドゲルは 5–20%濃

度のグラディエントゲル。（右）抗コイリン抗体（Pdelta）を用いた免疫染色画像。KI: KI 細

胞、KO1: コイリン KO 細胞クローン 1、KO2: コイリン KO 細胞クローン 2。EGFP–RPB1

は緑、コイリンはマゼンタで示した。黄色の線は核の輪郭を示す。画像は Z 軸方向の MIP

画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数は 47 から 57

枚。スケールバーは 10 µm。 

 

次に免疫染色により、コイリン KO 細胞中の PC のリン酸化状態を調べたところ、野生型

HCT116 細胞や KI 細胞と同様に、コイリン KO 細胞中の PC も非リン酸化、S5P、S7P 状態
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の CTD を含む一方で、S2P と T4P 状態の CTD は含まなかった（図 24）。これは、コイリン

遺伝子のノックアウトによる CB の破壊は、PC のリン酸化状態に影響しないことを示して

いる。また、PC や HLB の数にも、大きな変化はなかった（KI 細胞：5.4 ± 2.2 個/細胞、コ

イリン KO 細胞クローン 1：5.4 ± 2.1 個/細胞、コイリン KO 細胞クローン 2：5.3 ± 1.9 個/細

胞、表 3）。 

 

図 24 コイリン KO細胞中の PCのリン酸化状態 

使用した細胞はコイリン KO 細胞クローン 1。EGFP–RPB1（中段）は緑色、抗体（下段、左

から非リン酸化 CTD、S5P CTD、S7P CTD、S2P CTD、T4P CTD）はマゼンタで示した。画

像は Z 軸方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用し

た画像数は 29 から 62 枚。スケールバーは 5 µm。 

 

 CB の破壊が PC の出現タイミングに与える影響を調べるために、コイリン KO 細胞に

mCherry–PCNA を発現させ、生細胞観察を行った（図 25）。その結果、コイリン KO 細胞で

も KI 細胞に mCherry–PCNA を発現させた場合と同様に PC は S 期初期に数が増加し、CB

の破壊は PC の出現タイミングに影響しないことが分かった。 

さらに、免疫染色と画像解析により、コイリン KO 細胞中の NB 同士の相互作用を調べた

（図 26 と 27）。その結果、コイリンのノックアウトにより、PC と HLB の共局在の割合は

増加する一方で、PC と SMN の輝点の相互作用の割合（共局在と隣接の割合の合計）は減少

した。 
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図 25 コイリンノックアウトが PCの出現タイミングに与える影響 

コイリン KO 細胞に mCherry–PCNA を発現させ、共焦点顕微鏡で生細胞観察を行った。

EGFP–RPB1 は緑色、mCherry–PCNA はマゼンタで示した。画像は Z 軸方向の MIP 画像で表

示されている。Z 方向のステップ幅は 0.75 µm。MIP に使用した画像数は全て 15 枚。スケー

ルバーは 5 µm。 
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図 26 コイリン KO細胞中の PC と他の NB の相互作用 

免疫染色画像。（上）コイリン KO 細胞。（中）野生型 HCT116 細胞。（下）KI 細胞。抗コイ

リン抗体（Pdelta）または抗 SMN 抗体、抗 TCAB1 抗体、抗フィブラリン抗体、抗 NPAT 抗

体で免疫染色した時の画像を示す。EGFP–RPB1（コイリン KO 細胞と KI 細胞）と抗 CTD

抗体のシグナル（野生型 HCT116 細胞）は緑色、抗コイリン抗体（Pdelta）、抗 SMN 抗体。

抗 TCAB1 抗体、抗フィブラリン抗体、または抗 NPAT 抗体のシグナルはマゼンタで示した。

黄色の線は核の輪郭を示す。画像は Z 軸方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステ

ップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数は 29 から 62 枚。スケールバーは 5 µm。 

 

 

図 27 コイリンノックアウトが NB同士の相互作用に与える影響 

野生型：野生型 HCT116 細胞、KI：KI 細胞、KO：コイリン KO 細胞クローン 1。「HLB また

は SMN の輝点と相互作用する PC」は HLB または SMN の輝点と、共局在または隣接、相

互作用しない PC の割合を示す。「PC と相互作用する HLB または SMN の輝点」は PC と共

局在または隣接、相互作用しない HLB または SMN の輝点との割合を示す。 
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実験 8 コイリンの過剰発現が CB と PC、HLB に与える影響 

実験目的と実験手法 

実験 7 では、コイリンのノックアウトによる CB の消失が、PC と HLB、PC と SMN の相

互作用に影響することを示した。本実験では、その逆の状態であるコイリンの過剰発現が、

NB 同士の相互作用に与える影響の評価を目的とした。KI 細胞に PiggyBac システムを用い

て coilin–SNAP を安定発現させ、内在性のコイリンと外来性のタグ付きのコイリンの両方を

発現している細胞を作製した（図 3）。この細胞を免疫染色し、CB の数や大きさ、NB 同士

の相互作用を評価した。 

 

実験結果 

Coilin–SNAP を過剰発現している KI 細胞では KI 細胞に比べて、CB の数に著しい増減は

観察されなかったが、直径や面積は大きくなる傾向にあった（表 6、図 28）。CB 中に局在す

る SMN も、大きさが増加する傾向にあった（図 28）。さらに、CB の大きさが大きくなった

ことにより、CB の中に HLB が位置する状態（飲み込み状態、engulfment）も観察された（図

29）。NB 同士の相互作用割合を定量したところ、coilin–SNAP の過剰発現により、PC と CB

は共局在の割合が減少する一方で、隣接する割合が上昇する傾向にあることが分かった（図

30）。同様の結果は、PC と SMN の輝点に関しても観察された。しかし、coilin–SNAP を過剰

発現は、PC と HLB の相互作用および CB と HLB の相互作用には影響しなかった（図 30）。 

 

表 6 コイリンの過剰発現により形成された CBの数と大きさ 

両方とも n = 35 細胞、平均値 ± 標準偏差 

 

 

 

 

 

 

Coilin–SNAPを過剰発現KI細胞 KI細胞

核1個当たりのCB数 3.6 ± 1.5 3.1 ± 1.1

最大フェレット直径 (µm) 1.2 ± 0.34 0.73 ± 0.15

円周 (µm) 4.1 ± 1.3 2.4 ± 0.53

面積 (µm
2
) 1.1 ± 0.60 0.40 ± 0.14

球形度 0.89 ± 0.080 0.92 ± 0.077

真円度 0.62 ± 0.12 0.55 ± 0.12
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図 28 コイリンを過剰発現した細胞の免疫染色 

KI細胞と coilin–SNAPを過剰発現しているKI細胞の免疫染色の画像。Coilin–SNAPはSNAP–

Cell 430 で検出した（シアンで示した）。EGFP–RPB1 は緑色、抗コイリン抗体（ウサギ抗体）

は黄色、抗 NPAT 抗体（27）または抗 SMN 抗体（2B1）はマゼンタで示した。画像は Z 軸

方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数

は 27 から 31 枚。スケールバーは 5 µm。 
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図 29 HLBを内包している CBの画像 

（上）Coilin–SNAP を過剰発現している KI 細胞の免疫染色の画像。Coilin–SNAP は SNAP–

Cell 430 で検出した（シアンで示した）。EGFP–RPB1 は緑色、抗コイリン抗体（ウサギ抗体）

は黄色、抗 NPAT 抗体（27）または抗 SMN 抗体（2B1）はマゼンタで示した。（下）上の画

像の黄色で囲った部分の拡大図。CB と HLB が隣接するのではなく、CB の中に HLB が位

置している状態（飲み込み状態、engulfment）が示されている。全ての画像は Z 軸方向の MIP

画像で表示されている。Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数は 27 から 31

枚。スケールバーは 5 µm。 
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図 30 コイリンを過剰発現した細胞中の NB同士の相互作用 

KI 細胞のデータは図 22 と図 27 から再掲（n = 100 細胞）。KI CS OE は coilin–SNAP を過剰

発現している KI 細胞を意味する。KI CS OE のデータは n = 35 細胞。「HLB または SMN の

輝点、CB と相互作用する PC」は HLB または SMN の輝点、CB と共局在または隣接、相互

作用しない PC の割合を示す。「PC と相互作用する CB または HLB、SMN の輝点」は PC と

共局在または隣接、相互作用しない CB または HLB、SMN の輝点の割合を示す。 
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実験 9 Pol II の分解が CB と HLB に与える影響 

実験目的と実験方法 

実験 7 で、CB の消失が PC に与える影響を評価できたので、本実験では、Pol II の分解が

CB と HLB に与える影響の評価を目的とした。野生型 HCT116 細胞を、低分子化合物トリプ

トリドを含む培地で培養し（5 µM、2 時間）、免疫染色を行った。トリプトリドは、RPB1 の

ユビキチン化を介して、RPB1 の分解を誘導する[Wang et al, 2011]。 

 

実験結果 

5 µM のトリプトリドを含む培地で HCT116 細胞を 2 時間培養した場合、トリプトリドの

溶媒である DMSO を含む培地で培養した場合に比べて、抗 CTD 抗体（C13B9）のシグナル

の減少が観察された（図 31 上）。これは、トリプトリドによって、Pol II（RPB1）を分解で

きていることを示している。トリプトリド処理により PC が分解された一方で、CB や HLB

は分解されなかった（図 31 上）。また、CB と HLB の数（DMSO 処理の場合、CB は 3.4 個

/細胞、HLB は 2.2 個/細胞。1,6-HD 処理の場合、CB は 3.3 個/細胞、HLB は 2.3 個/細胞。n = 

30 細胞）や相互作用割合も変化しなかった（図 31 下）。 
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図 31 Pol IIの分解が CB と HLB に与える影響 

（上）野生型 HCT116 細胞を DMSO またはトリプトリドで処理し、Hoechst 33342（青）、抗

CTD 抗体 Fab（緑）、ラビット抗コイリン抗体（マゼンタ）、マウス抗 NPAT 抗体（シアン）

で多重免疫染色した画像。画像は Z 軸方向の MIP 画像で表示されている。Z 方向のステッ

プ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数は 41 から 50 枚。黄色の線は核の輪郭を示す。スケー

ルバーは 10 µm。（下）野生型 HCT116 細胞を DMSO またはトリプトリドで処理した時の、

CB と HLB の相互作用の割合。「HLB と相互作用する CB」は、HLB と共局在または隣接、

相互作用しない CB の割合を示す。「CB と相互作用する HLB」は、CB と共局在または隣接、

相互作用しない HLB の割合を示す。n = 30 細胞 
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実験 10 PC と CB と HLB の 1,6-ヘキサンジオールを用いた物性評価 

実験目的と実験方法 

NB は、液体に近い性質から固体に近い性質まで、幅広い物理的性質を示す[Boeynaems et 

al, 2018]。本実験では、液－液相分離阻害剤である 1,6-ヘキサンジオール（以下 1,6-HD）を

用いて、PC、CB、HLB の物性の違いを調べることを目的とした。Coilin–SNAP を発現して

いるコイリン KO 細胞と、NPAT–HaloTag を発現している KI 細胞を 4% 1,6-HD を含む培地

に培地交換し、1 分以内に共焦点顕微鏡で生細胞観察を行った。 

 

実験結果 

1,6-HD は PC を破壊した一方で、CB と HLB は破壊しなかった（図 32）。また、1,6-HD は

野生型 HCT116 細胞に対して極めて高い細胞毒性を示した（図 33）。 

 

図 32 1,6-HDは PCのみを破壊した。 

Coilin–SNAP を発現しているコイリン KO 細胞（左）または NPAT–HaloTag を発現している

KI 細胞（右）を 1,6-HD で処理した時の生細胞観察画像。EGFP–RPB1 は緑色、SNAP–Cell 

647–SiR で可視化した coilin–SNAP または Janelia Fluor 646 HaloTag リガンドで可視化した

NPAT–HaloTag はマゼンタで示した。全ての画像は Z 軸方向の 11 枚の画像の MIP 画像で示

した。Z 方向のステップ幅は 0.9 µm。黄色の線は核の輪郭を示す。スケールバーは 10 µm。 
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図 33 1,6-HDは HCT116細胞に対して強い毒性を示した。 

野生型 HCT116 細胞を 1,6-HD で処理した場合のクリスタルバイオレット染色の画像。 
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小括 

コイリン遺伝子のノックアウトによる CB の破壊は、PC そのもの（リン酸化状態、数、

出現タイミング）や他の NB の数には影響しなかった一方で、NB 同士の相互作用には影響

した（実験 7）。PC と SMN の液滴の相互作用が減少したという今回の実験結果は、コイリ

ンタンパク質が、Pol II と SMN の相互作用を仲介している可能性を示している。また、PC

と HLB の相互作用が上昇したという今回の実験結果は、CB が PC と他の NB の相互作用を

調節している可能性を示している。コイリンの過剰発現の結果（実験 8）もこれらの可能性

を支持している。 

実験 9 から、トリプトリドによる Pol II の分解は、CB と HLB の数と相互作用には影響し

ないことが分かった。この結果は、CB と HLB の形成や CB と HLB 間の相互作用は、PC に

依存しない可能性を示している。 

1,6-HD は液体に近い物性を示す NB を破壊するため[Kroschwald et al, 2017]、実験 10 の結

果は、PC が液体に近い物性である一方で、CB と HLB は固体に近い物性であることを示唆

している。また、1,6-HD は、電気的な分子間相互作用（π-π相互作用、カチオン-π相互作

用、静電気的相互作用）を阻害する[Alberti et al, 2019]。ゆえに、PC を形成している分子間

相互作用が、これらの電気的な相互作用である一方で、CB と HLB は別の分子間相互作用に

よって形成されている可能性が示唆された。 
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第五章 CBの機能 

 

実験 11 CB の破壊が遺伝子発現に与える影響 

実験目的と実験方法 

CB の破壊が、遺伝子発現に与える影響の評価を目的とした。RNA-Seq により、セルライ

ン間（野生型 HCT116 細胞と KI 細胞、コイリン KO 細胞の 3 種類）で遺伝子発現量を定量・

比較した。なお、この RNA-Seq では、snRNA は検出されない仕様になっていた。 

 

実験結果 

野生型 HCT116 細胞（replication n = 2）と KI 細胞（replication n = 1）の間で優位に差が検

出された遺伝子をバックグラウンドとして設定し、KI 細胞（replication n = 1）とコイリン KO

細胞（replication n = 2）の間で優位に差が検出された遺伝子から、バックグラウンドとして

検出された遺伝子を除いた。その結果、54 種類の遺伝子が検出された（表 7）。p 値の計算

には、DESeq2 を使用し、有意差の閾値は 0.05 とした。 

これらの遺伝子が関与する機能を Gene Ontology で解析した（表 8）その結果、DNA のシ

チジンのデアミネーション、転写抑制、ウイルス防御に関する遺伝子の転写が、コイリンの

ノックアウトの影響を受けていることが分かった。一方で、ヒストン遺伝子の転写に関して、

優位な変化は観察されなかった。また、コイリン遺伝子の転写に関しても、優位な変化は観

察されなかった。 
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表 7 コイリン遺伝子の KOにより、発現に影響があった遺伝子 54種類 

 

 

表 8発現に影響があった遺伝子 54種類の Gene Ontology解析の結果 

 

  

ABCF1 APOBEC3F CYP4F12 IL18 MYO1E SCN3A

AC010970.1 APOBEC3G DKK1 INPP4B MYOF SEMA3A

AC011462.1 ARFGAP3 EMP1 KRT13 NR2F1 SNTB1

ACSL5 ARHGAP29 ENDOD1 KRT16P6 NR5A2 SRGAP1

ADGRG6 BMP4 EPS8 LEMD1 PALLD STK39

AHR CAPN6 FAM212B LRP1B RERG STXBP6

APOBEC3B CCNB1 FGF9 MAML2 RPL13AP5 TBC1D8

APOBEC3C CEMIP HEPH MKNK2 RPP21 TMEM2

APOBEC3D CENPA IGFBP3 MPV17L S100A10 VSNL1

cytidine deamination

cytidine to uridine editing

defense response to virus

DNA cytosine deamination

DNA demethylation

negative regulation of single stranded viral RNA replication

via double stranded DNA intermediate

negative regulation of transposition
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実験 12 核小体局在コイリン変異体が PC に与える影響 

実験目的と実験方法 

 核小体に局在し、細胞の増殖速度を低下させることが知られているコイリン変異体

（S489D）が、PCに与える影響の評価を目的とした。コイリンKO細胞にSNAP–coilin（S489D）

または coilin–SNAP（S489D）を安定発現させたセルラインを樹立し（図 3）、共焦点顕微鏡

で観察した。 

 

実験結果 

SNAP–coilin（S489D）と coilin–SNAP（S489D）の両方が、核小体への蓄積を示した（図

34）。Coilin–SNAP（S489D）を発現させた場合、細胞一つ当たりの PC の数は 4.9 ± 1.7（平

均値 ± 標準偏差、n = 100 細胞）で、KI 細胞（5.4 ± 2.2、平均値 ± 標準偏差、n = 100 細胞）

と同等の値だった。しかし、SNAP–coilin（S489D）を発現させた場合は、3.8 ± 1.2（平均値 

± 標準偏差、n = 100 細胞）で、KI 細胞や coilin–SNAP（S489D）を発現させた場合と比べて、

PCの数は減少傾向にあった（表 3）。PCのリン酸化状態を調べたところ、SNAP–coilin（S489D）

を発現させた場合と coilin–SNAP（S489D）を発現させた場合の両方とも、PC は非リン酸化

CTD と S5P CTD を含む一方で、S2P CTD は含んでいなかった（図 34）。この結果は、野生

型 HCT116 細胞や KI 細胞と同様であり、SNAP–coilin（S489D）と coilin–SNAP（S489D）の

発現は、PC のリン酸化状態には影響しないことが分かった。 
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図 34 コイリン S489Dの核内局在と PCのリン酸化に与える影響 

（左）コイリン KO 細胞に coilin(S489D)–SNAP を発現させた細胞を抗フィブリラリン抗体、

抗 CTD S5P 抗体または抗 CTD S5P 抗体（マゼンタ）で免疫染色した画像。EGFP–RPB1 は

緑色、coilin(S489D)–SNAP は SNAP–Cell TMR–Star（シアン）で示した。（右）コイリン KO

細胞に SNAP–coilin(S489D)を発現させた細胞を抗フィブリラリン抗体、抗 CTD S5P 抗体ま

たは抗 CTD S5P 抗体（マゼンタ）で免疫染色した画像。EGFP–RPB1 は緑色、SNAP–

coilin(S489D)は SNAP–Cell TMR–Star（シアン）で示した。全ての画像は Z 軸方向の MIP 画

像で表示されており、Z 方向のステップ幅は 0.3 µm。MIP に使用した画像数は 19 から 47

枚。スケールバーは 5 µm。 
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小括 

 RNA-Seq の結果から、コイリン遺伝子のノックアウトがシチジンデアミネーションとウ

イルス防御、転写に影響する可能性が示唆された（実験 11）。シチジンデアミナーゼの CB

への局在は報告されているが[Hu et al, 2014]、CB がシチジンデアミナーゼの遺伝子発現制御

に関与している可能性はまだ報告されていないため、今後のより詳細な研究が望まれる。一

方で、今回の RNA-Seq では理論上検出されるはずのコイリン遺伝子の発現変化は有意には

検出されなかった。この結果は、ライブラリ調製に問題がある可能性やデータ解析の方法に

問題がある可能性を示唆しており、実験条件の最適化が今後の課題である。また、今回の実

験では、replication 数が n = 1 または 2 だったので、今後は replication 数を n = 3 にそろえる

必要がある。 

 これまでの報告通り本研究（実験 12）でも、コイリン変異体 S489D は核小体に局在した

が[Carrero et al, 2011]、PC のリン酸化状態には影響しなかった。これは、コイリンノックア

ウトの結果（実験 7）と同様に、コイリンまたは CB が PC のリン酸化に関係ない可能性を

示唆している。また、SNAP-tag を N 末端につけた変異体 SNAP–coilin(S489D)を発現させた

場合、PC の数が減少傾向にあった。コイリンタンパク質が核小体に集積した時に、どのよ

うなメカニズムで PC の数に影響しているのかは不明だが、コイリンが核小体に集積した時

に、コイリンタンパク質の N 末端が、PC の数に影響している可能性が考えられた。 

  



89 
 

第六章 考察 

 

PC、CB、HLB の協働による、snRNA 遺伝子やヒストン遺伝子の転写制御 

 本研究では、PC が S 期初期に CB と HLB の近くに出現し、PC–CB 二者複合体、PC–HLB

二者複合体、PC–CB–HLB 三者複合体が形成されることを生細胞観察により示した（実験 2

と 3）。これらの NB 複合体は、S 期中期の終了までに解消した（実験 2）。また、PC は非リ

ン酸化 CTD、S5P CTD、S7P CTD を含んでいることが分かった（実験 1）。S5P CTD を有す

る Pol II はヒストン遺伝子と snRNA 遺伝子を転写し[Medlin et al, 2005]、S7P CTD を有する

Pol II は snRNA 遺伝子を転写する[Egloff et al, 2007; Egloff et al, 2012]。CB は snRNA 遺伝子

とヒストン遺伝子に近傍に、HLB はヒストン遺伝子の近傍に形成される[Frey and Matera, 

2001; Shopland et al, 2001; Marzluff, 2002; Nizami et al, 2010, CSH Symp. Quant. Biol.; Nizami et 

al, 2010, CSH Perspect. Biol.; Wang et al, 2016; Duronio and Marzluff, 2017]。CB は、他の細胞周

期に比べて S 期に Hist2 と相互作用する頻度が高い[Shopland et al, 2001]。HLB は S 期になる

とサイズが大きくなり、G1期には HIST1 の近傍にしか観察されないが、S 期になると HIST2

の近くに形成されるようになる可能性が示されている[Romeo and Schümperli, 2016; Duronio 

and Marzluff, 2017]。snRNA 遺伝子とヒストン遺伝子の両方とも、S 期に転写が活性化される

[Faresse et al, 2012; Wang et al, 2016; Marzluff and Koreski, 2017]。今回の研究から、1,6-HD を

用いた実験から、CB と HLB は比較的安定な構造である一方で、PC はよりダイナミックな

構造であることも分かった（実験 10）。以上のことを踏まえると、PC は CB と HLB と協働

して、S 期特異的な snRNA 遺伝子とヒストン遺伝子の転写に寄与している可能性が考えら

れた。 

CB は snRNA 遺伝子とヒストン遺伝子に近傍に形成され、HLB はヒストン遺伝子の近傍

に形成されることを踏まえると[Frey and Matera, 2001; Shopland et al, 2001; Marzluff, 2002; 

Nizami et al, 2010, CSH Symp. Quant. Biol.; Nizami et al, 2010, CSH Perspect. Biol.; Wang et al, 

2016; Duronio and Marzluff, 2017]、PC–CB、PC–HLB、PC–CB–HLB の機能的な違いとしては。

転写する遺伝子座の違いが考えられる。具体的には、PC–CB–HLB は第 1 番染色体上の

sn/snoRNA 遺伝子（RNU1、RNU11、SNORA72）とヒストン遺伝子（HIST2、H3F3A）の転写

に、PC–CB は第 17 番染色体上の sn/snoRNA 遺伝子（RNU2、SNORD3A）の転写に、PC–HLB

は第 6 番染色体上のヒストン遺伝子（HIST1）の転写に、それぞれ寄与している可能性が考

えられた（図 35）。なお、CB は HIST1 よりも HIST2 と相互作用しやすく、HLB はその逆で、

HIST2 よりも HIST1 と相互作用しやすい[Wang et al, 2016]。 
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PC と CB と HLB の相互作用の分子メカニズム 

 PC と CB、PC と HLB、CB と HLB がそれぞれ互いに隣接または共局在することは免疫染

色から報告されてきたが[Lamond and Carmo-Fonseca, 1993; Schul et al, 1998; Xie and Pombo, 

2006; Alm-Kristiansen et al, 2008; Nizami et al, 2010; Guglielmi et al, 2013]、それぞれの NB の構

成タンパク質同士の相互作用や結合は報告されていない。CB と HLB に関しては、ハエの系

で、HLB にもコイリンが含まれる場合があるため、CB と HLB が隣接するのは、コイリン

に依存している可能性が提案された。しかし、哺乳類においては、HLB の中には必ずしもコ

イリンが含まれていないため[Bongiorno-Borbone, 2008]、コイリンが CB と HLB の相互作用

を仲介しているかどうかは不明である。 

 

 

図 35 本研究から推測される PC、CB、HLBによる転写調節モデル 

G1期には、PC も形成されておらず、HLB は Hist1 とのみ相互作用している。CB は sn/snoRNA

遺伝子（RNU1 と RNU2）近傍に形成される。S 期初期になると、HLB は Hist2 の近くにも

形成される。さらに、PC は CB と HLB の近くに形成され、ヒストン遺伝子や sn/snoRNA 遺

伝子を転写するようになる。CB が第一番染色体のゲノムオーガナイゼーションにも関与し、

sn/snoRNA 遺伝子（RNU1、RNU11、SNORA72）とヒストン遺伝子（HIST2、H3F3A）を一か

所に集めることにより、これらの遺伝子の転写効率を上げている。 
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最近になって、タンパク質同士の相互作用ではなく、表面張力が NB 同士の相互作用を制

御している可能性が提案された[Bergeron-Sandoval et al, 2016; Feric et al, 2016; Sawyer et al, 

2016; Shin and Brangwynne, 2017]。液－液相分離による液滴の形成には、表面張力の調節が

必要であることが報告されており、NB 同士の相対表面張力の変化によって、NB 同士の相

互作用様式（共局在、隣接、相互作用なし）が変化することが理論的にも、実験的にも示さ

れている[Ferric et al, 2016; Shin and Brangwynne, 2017]。タンパク質の中には、Biological 

surfactant と呼ばれる表面張力を調節しうる両親媒性タンパク質（例えば Ki67）の存在が報

告されている[Cuylen et al, 2016; Ferric et al, 2016]。PC、CB、HLB に含まれるタンパク質に

も、表面張力を調節しうる両親媒性タンパク質が存在する可能性がある。 

 

CB のサブポピュレーション 

通常、核内には 0-10 個の CB が観察されるが、それらの CB は均一な集団ではなく、一つ

一つが異なった組成で構成されており、また、局在する場所（あるいはクロマチンと相互作

用しているか、核内で自由な状態でいるか）によって異なる運動を示すことが報告されてい

る[Platani et al, 2000; Platani et al, 2002]。Platani らは、CB が分裂する様子を生細胞観察で捉

え、分裂前の親 CB はフィブリラリンを含んでいる一方で、分裂後の 2 つの娘 CB の内、1

つの娘 CB のみがフィブリラリンを含むことを報告した[Platani et al, 2000]。この結果は、CB

は不均等に分裂することを示しており、少なくとも分裂直後は、CB には組成の異なるサブ

ポピュレーションが存在することを意味している。さらに、Platani らは、生細胞観察により

CB の動きを解析し、CB にはクロマチンと相互している状態の束縛された動きと核質内を

自由に動き回る状態の 2 つの状態が主に存在することを示した[Platani et al, 2002]。加えて、

17%の CB は異常拡散を示したことを報告しており、動きに注目した場合、CB には少なく

とも 3 種類のサブポピュレーションがあることを示している。 

本研究でも、PC、CB、HLB の中で相互作用の有無にサブポピュレーションがあること（例

えば、CB とは相互作用しているが HLB とは相互作用していない PC がある、CB と HLB の

両方と相互作用している PC など）が示された（実験 2–4）。このようなサブポピュレーショ

ンの比率を制御する因子やメカニズムは未知の部分が多いため、今後の解明が望まれる。 

 

今後の発展的な研究 

RNA の可視化 

 本研究では、残念ながら PC、CB、HLB の相互作用の生物学的意義を明らかにできなかっ

た。これら 3 つの NB は snRNA 遺伝子とヒストン遺伝子の転写制御に関与している可能性

が高いので、snRNA やヒストン mRNA と PC、CB、HLB を同時に可視化する Immuno-RNA 
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FISH の実施が望まれる。しかし、現状では、5 色の撮影、特に生細胞観察は技術的に難し

い。例えば、青波長（405 nm や 430 nm）は細胞毒性が強く、また、近赤外である Cy7 は輝

度が著しく低い。従来の顕微鏡よりも高感度に蛍光を検出できる多色イメージングシステム

が望まれる。 

 

NB 同士の相互作用メカニズムの解析 

 これまでに、PC と CB、PC と HLB、CB と HLB の相互作用を担っているタンパク質は報

告されていない。これら NB 同士の相互作用によって生ずる機能をより詳細に解析するため

には、NB 同士の相互作用を制御しているタンパク質、そして、そのドメインを特定する必

要がある。細胞内での、任意のタンパク質とそのタンパク質と相互作用するタンパク質を網

羅的に調べる手法として、TurboID などの proximity labeling という方法が開発されている

[Branon et al, 2018; Cho et al, 2020]。RPB1、コイリン、NPAT を標的とした proximity labeling

により、PC、CB、HLB 間の相互作用を担っているタンパク質を特定できる可能性がある。 

 タンパク質同士の相互作用に加えて、表面張力などの他の要因が NB 同士の相互作用を制

御している可能性が報告されている[Bergeron-Sandoval et al, 2016; Feric et al, 2016; Shin and 

Brangwynne, 2017]。タンパク質間相互作用ではなく、表面張力が NB 同士の相互作用を制御

していると仮定すると、実験 6 の結果から、コイリンの N 末端が CB の表面張力を制御して

いる可能性が考えられる。野生型コイリン、N 末端にタグを融合させたコイリン、N 末端を

削ったコイリンの 3 つを大腸菌または哺乳類培養細胞に発現させて精製し、疎水性加工した

プレートと親水性加工したプレートに滴下し、液滴の仰角を測定することで、間接的にこれ

らのタンパク質が形成する液滴の表面張力を測定できる。細胞内での構造－表面張力相関を

計測することは難しいが、精製タンパク質レベルでなら測定できる。タンパク質の構造と表

面張力の関係性、表面張力と NB 同士の相互作用の関係性、そして、それら NB 同士の相互

作用と遺伝子転写や分化など生物学的機能の関係性の 3 つの階層での関係性を解明し、これ

らの関係性を体系的に理解することが今後望まれる。 

 

超解像顕微鏡を用いたより詳細な解析 

本研究では、スピンディスクを搭載した共焦点レーザー顕微鏡（CSU-W1、横河電機）を

用いて観察を行ったが、構造化照明を用いた超解像顕微鏡（Structural Illumination Microscopy、

SIM、例えばニコンの N-SIM S）や光学変倍を用いた超解像顕微鏡（例えば、オリンパスの

IXplore SpinSR、https://www.olympus-lifescience.com/ja/microscopes/inverted/ixplore-spinsr/）を

活用し、より詳細な構造（例えば NB 同士は混ざっているのか、隣り合っているだけなのか）

を観察することが望まれる。しかし、一般的にこれらの超解像顕微鏡では共焦点顕微鏡に比

https://www.olympus-lifescience.com/ja/microscopes/inverted/ixplore-spinsr/
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べ、強いレーザー光を必要とするため蛍光タンパク質の退色が激しく、かつ、複数の画像を

取得しソフトウェアを用いて超解像画像を作製する場合があるため、生細胞観察には不向き

である。 

上記の問題を解決する有望な方法は、蛍光輝度が高く、退色しにくい蛍光タグの使用であ

る。例えば、mGreenLantern は EGFP の 6 倍明るく、Venus よりも退色しにくい[Campbell et 

al, 2020]。また、GFP nanobody [Rothbauer et al, 2006; Ries et al, 2012]や SunTag [Tanenbaum et 

al, 2014]など、抗体ベースのシグナル増強手段の使用も有効である可能性が高い。 
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生、中戸川先生、岩崎先生、藤田先生）にも大変お世話になりました。 

博士課程の 3 年間は、民間の給付型奨学金であるドクター21（公益財団法人吉田育英会）

と東京工業大学独自の給付型奨学金であるつばめ奨学金に経済的に支えていただきました。

特に吉田育英会には私に対して多額の投資をしてくださったと感じており、創設者吉田忠雄

の言葉である「善の巡環」を実行できるような人間になりたいと考えています。 

最後に、博士課程の 3 年間を支えてくれた父母・姉妹と、博士課程後半の 1 年半を支えて

くれた妻に感謝します。 

 


