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要旨 

 

真核生物のゲノム DNA はクロマチンを形成し細胞核内に収納される。クロマチンは

高度に凝縮したヘテロクロマチンと脱凝縮したユークロマチンに分類できる。ヒストン

の化学修飾（ヒストン修飾）はこれらヘテロクロマチンまたはユークロマチンのいずれ

か一方に分布し、転写や複製といったクロマチン機能を制御すると考えられてきた。ヒ

ストン H3 リジン 36 ジメチル化（H3K36me2）は典型的にはユークロマチンに存在す

るヒストン修飾で、転写開始点以外で起こる異所的な転写の抑制や、遺伝子間領域の

DNA メチル化の確立に寄与する。しかし本研究では、いくつかのマウス細胞種におい

て、H3K36me2 が AT 塩基の豊富なメジャーサテライト（MajSat）リピートから構成

されるぺリセントロメア・ヘテロクロマチン（PCH）に強く集積することを発見した。

そこで本研究は、H3K36me2 が PCH に局在する分子機構とその意義を明らかにするこ

とを目的として行った。 

 

本研究では、H3K36me2 が PCH に局在するマウス NIH3T3 細胞、不死化マウス胚

性繊維芽細胞（iMEF）と、ユークロマチンに局在する Pmi28 筋芽細胞を用いた。 

 H3K36me2 がヘテロクロマチンに分布するメカニズムを解明するため、まず、PCH 

H3K36me2 を制御するヒストン修飾酵素の同定を試みた。NIH3T3 において各酵素の

核内分布を観察したところ、ヒストンメチル化酵素 NSD2 が PCH に局在した。

CRISPR/Cas9 法で樹立した NSD2-KO iMEF では、H3K36me2 の PCH 局在率が低下

し、それは NSD2 導入によってレスキューできた。このことから、PCH H3K36me2 は

NSD2 によって制御されることが分かった。 

次に、NSD2 を PCH にリクルートする上流因子を明らかにするため、先行研究のプ

ロテオーム解析で同定された NSD2 相互作用因子のうち、7 種類の既知 PCH 局在タン

パク質に着目した。iMEF において、shRNA 法で各因子をノックダウンしたところ、ク

ロマチンリモデリング因子 SMARCA5 の発現低下が PCH H3K36me2 レベルを最も減

少させた。SMARCA5-KO iMEF では、H3K36me2 と NSD2 の PCH 局在率が低下し、

それらは SMARCA5 導入によって部分的にレスキューできた。以上から、SMARCA5

によって NSD2 は PCH へリクルートされることが示唆された。 

SMARCA5 は BAZ1A、BAZ1B、BAZ2A 等のパートナー因子と共に ISWI クロマチ

ンリモデリング複合体を形成する。SMARCA5 の局在はパートナー因子によって制御

される。そこでこれらの因子のうち、PCH に局在し、かつ KO が可能であった BAZ1B

に着目した。BAZ1B-KO iMEF では、H3K36me2、NSD2、SMARCA5 の PCH 局在率

が低下し、それらは BAZ1B 導入でレスキューできた。次いで共免疫沈降により、NSD2
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が SMARCA5 および BAZ1B と直接相互作用することを確かめた。さらに顕微鏡観察

と生化学的解析から、BAZ1B は C 末端領域にある AT-hook 様モチーフを介して AT 含

量の豊富な DNA と直接結合することが分かった。以上より、BAZ1B の AT-DNA 認識

を発端として、BAZ1B-SMARCA5 複合体が NSD2 をリクルートすることで、PCH に

H3K36me2 が付加されることが明らかとなった（図 1）。 

ヘテロクロマチンにおける H3K36me2 の意義を明らかにするため、まず、MajSat 転

写に対する PCH H3K36me2 の機能を検討した。CRISPR/dCas9 法で Pmi28 の PCH

に H3K36me2 を導入すると、MajSat 転写は増大したことから、H3K36me2 は MajSat

の転写に影響することが示唆された。一方、マウス成体と着床後胚の観察を通じた PCH 

H3K36me2 の生理的意義の検討においては、H3K36me2 が PCH に局在する組織は確

認できなかった。 

 

 本研究から、ヘテロクロマチン上の H3K36me2 は、BAZ1B の AT-hook 様モチーフ

と AT リッチな DNA の結合を根底とする BAZ1B-SMARCA5-NSD2 経路によって制

御されることが明らかとなった。これまで報告された PCH ヒストン修飾の多くは、ヘ

テロクロマチンに豊富に蓄積する H3K9me3 あるいは DNA メチル化の制御下にある。

AT-DNA 依存的な本経路は PCH エピジェネティック修飾の新たな分子機構である可

能性が高い。加えて、ユークロマチンで働く NSD2 も含め、NSD2 が標的ゲノム領域へ

動員されるメカニズムはこれまで不明だったことをふまえると、本研究成果が当該研究

分野に与えるインパクトは大きい。さらに本研究は、この特徴的なヒストン修飾分布の

意義を検討し、ヘテロクロマチンの H3K36me2 が MajSat の転写制御に関わる可能性

を示唆した。共同研究者と実施した補足実験では、マウス着床前胚の免疫染色を行い、

2 細胞期の PCH に H3K36me2 が局在する観察結果を得ている。同時期には一過的に

MajSat 転写が起こり、それは発生の進行に不可欠であることが知られている。2 細胞期

の PCH H3K36me2 は、MajSat 転写を促進することで着床前胚の発生に寄与する可能

性がある。初期胚に着目し、ヘテロクロマチンの H3K36me2 の機能を明らかにするこ

とが、今後の課題である。 
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図 1 本研究成果の概要図 

ISWI クロマチンリモデリング複合体がヒストンメチル化酵素 NSD2 をリクルートする

ことで、ヘテロクロマチンに H3K36me2 が修飾される。このリクルート機構の根底に

は、BAZ1B の AT-hook 様モチーフと DNA の直接的な結合がある。 
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DMEM  Dulbecco's modified eagle medium 

ES cell  Embryonic stem cell 

FBS  Fetal bovine serum 

GC-DNA Guanine cytosine-DNA 

ICM  Inner cell mass 

iMEF  immortalized mouse embryonic fibroblast 

IP  Immuno precipitation 

KD  Knock down 

KO  Knock out 

LAD  Lamina associated domain 

LIF  Leukemia inhibitory factor 

LINE  Long interspersed nuclear element 

LTR  Long terminal repeat 

MajSat  Major satellite 

MEF  Mouse embryonic fibroblast 

MERVL  Murine endogenous retrovirus-L 

NEAA  Non essential amino acids 

MinSat  Minor satellite 

PAD  Pericentromere associated domain 

PBS  Phosphate buffered saline 

PBST  PBS with Tween-20 

PCH  Pericentromeric heterochromatin 

PN  Pronuclei 
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SINE  Short interspersed nuclear element 

SDS-PAGE  Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis 

TAD  Topologically associating domain 

TBST  Tris buffered saline with Tween-20 

TE  Trophectoderm 

TES  Transcription end site 

TSS  Transcription start site 

ZGA  Zygotic genome activation 

5mC  5-methylcytosine 
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1 章 研究背景と研究目的 

 

1.1 クロマチンとエピジェネティクス 

ヌクレオソームとクロマチン 

真核生物の細胞核内で、DNA はヒストン 8 量体（各二分子のヒストン H2A、H2B、

H3、H4 からなる複合体）に巻きつきヌクレオソームを形成する（図 2）（Woodcock and 

Ghosh, 2010）。多数のヌクレオソームが連なった構造はクロマチンと呼ばれ、真核生物

特有のゲノム制御を可能とする。その一つが、ゲノムの折りたたみ（＝圧縮）である。

ヒトの場合、全長 2 m にもなるゲノム DNA を直径 10 µm の核に収納する必要がある

が、それはクロマチンが高度に折りたたまれ、強く圧縮されることで達成される。これ

によって真核生物は膨大な遺伝情報を担うことができる。M 期の染色体凝縮、S 期の

DNA 複製、間期の全体的な脱凝縮と、細胞周期を通じてクロマチンはダイナミックに

構造変化するにも関わらず、個々のゲノム領域は入り乱れることなく正確に遷移する。

このことからゲノムの折りたたみは厳密に制御されることが分かる。クロマチンはまた、

ゲノム機能をより緻密に制御することを可能にする。DNA がクロマチンとして核内に

存在する以上、転写や DNA 複製、組換え、修復といったゲノム機能はクロマチンとい

う「場」を介して起こる。例えば転写活性化に際し、転写因子や RNA ポリメラーゼを

効率的に動員するためには、クロマチン構造変化によって遺伝子領域のアクセシビリテ

ィを高め、転写に適した場を構築する必要がある。これは DNA が露出した原核生物に

はない制御メカニズムであり、転写の量や活性化の時期をより精密に調節できる。最近

では真核生物に限らず、ある種のウイルスもヒストン様タンパク質を持ち、ヌクレオソ

ームを形成することが報告されている（Liu et al., 2021）。クロマチンによるゲノム制御

はこれまでの定説よりも広く保存されているかもしれない。 
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図 2 ヌクレオソームとヒストン修飾 

真核生物の核内 DNA は、各 2 分子のヒストン H2A、H2B、H3、H4 からなるヒストン

8 量体に巻きつき、ヌクレオソームを形成する。それぞれのヒストンはヌクレオソーム

から突出したテールを持ち、テール上のアミノ酸残基には様々な化学修飾（ヒストン修

飾）が付加される。ここではヒストン H3 の N 末端テールのリジン残基（K）を示す。

Ac：アセチル化、Me：メチル化。 

 

遺伝子発現とエピジェネティクス 

遺伝子発現は、転写、RNA プロセシング、翻訳の過程で生じた分子（RNA やタンパク

質）が機能を発揮することを指す。一方エピジェネティクスとは、DNA 配列によらず

ゲノム機能を制御する分子メカニズムを意味する。「ヌクレオソームとクロマチン」で

述べたように、真核生物のゲノム制御はクロマチンを介して起こるため、エピジェネテ

ィクスは遺伝子発現の中で、特に転写との関連が深い。近年、転写制御の本質はクロマ

チンの構造変化にあり（Kujirai et al., 2018）、エピジェネティクスはその構造変化の重

要な分子基盤であることが明らかとなってきた。すなわち、エピジェネティクスの作用

によってクロマチン構造が緩まると転写は活性化し、反対に凝縮すると転写は抑制され

る。エピジェネティクスの実態は、広義にはノンコーディング RNA や核内ボディ等も

含まれるが、本論文ではクロマチンに付加される化学修飾（DNA メチル化とヒストン

修飾。詳細は「1.2 エピジェネティクスの分子基盤」を参照）を、エピジェネティクス

を引き起こす分子とする。エピジェネティクスの特長はその可塑性にあり、DNA メチ

ル化とヒストン修飾状態、ひいてはクロマチン構造が動的に変化することが、分化や発

生あるいは個体の外部環境に応じた遺伝子発現制御を可能にする。ところで最近ではヒ
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ストン修飾が、スプライシングや RNA 修飾といった転写後制御と関係することが報告

されている（Luco et al., 2010; Huang et al., 2019）。RNA プロセシングの変化は核外で

起こる翻訳にも影響することから、エピジェネティクス（＝クロマチンから生じる分子

シグナル）は転写だけでなく、他の遺伝子発現制御層にも波及すると考えられる。 

 

1.2 エピジェネティクスの分子基盤 

DNA メチル化 

原核生物から真核生物まで保存された DNA の化学修飾のひとつである。真核生物では

一般に、シトシンとグアニンが隣接する（CpG）とき、シトシンの 5 位炭素のメチル化

（5mC）が起こり得る。メチル化 DNA は CpG 含有量が多い遺伝子のプロモーター領

域や、遺伝子間領域、レトロトランスポゾン、リピート配列などにみられ、メチル化領

域では転写が抑制される傾向にある（Moore et al., 2012）。この転写抑制は、メチル化

DNA 認識ドメインである MBD（methyl-CpG binding domain）をもつ MBD タンパク

質ファミリー（MECP2 など）や、ジンクフィンガータンパク質のメチル化 DNA への

結合、あるいは DNA メチル化それ自体によって、転写因子の標的領域との親和性が低

下することに起因する（Greenberg and Bourc'his, 2019）。またこの転写抑制には、ヒス

トン H3 の 9 番目のリジンのメチル化（H3K9 メチル化）をはじめとするヒストン修飾

（詳細はヒストン修飾を参照）も深く関与する。DNA メチル化による遺伝子発現制御

は、X 染色体の不活性化のほか、哺乳類の生殖細胞と初期胚の発生過程で確立されるゲ

ノムインプリンティングにおいても重要である（Smith and Meissner, 2013）。 

DNA メチル基転移酵素としては、de novo メチル化を担う DNMT3A および DNMT3B

と、DNA 複製時の片アレルメチル化状態（ヘミメチル化）を解消する DNMT1 がある

（Moore et al., 2012）。DNMT3A と DNMT3B は N 末端領域に PWWP ドメインをも

つ。近年、DNMT3A と DNMT3B は、PWWP ドメインを介して H3K36 メチル化（詳

細はユークロマチンにおける H3K36 メチル化の機能を参照）を認識し DNA をメチル

化することが報告された。これは先述のゲノムインプリンティングの確立にも関与して

おり、ヒストンと DNA の化学修飾間のクロストークが注目されている。 

DNA の脱メチル化は、受動的経路と能動的経路の二つによって起こる。受動的経路は、

DNA 複製時にヘミメチル化が解消されなかった際に、5mC が希釈されることで起こ

る。能動的経路は、TET（ten-eleven translocation）タンパク質の酵素活性によって起

こる。TET タンパク質は TET1、TET2、TET3 の 3 種類があり、それぞれ C 末端領域

にα-ケトグルタル酸誘導型ジオキシゲナーゼドメインをもつ。このドメインの活性に

より 5mC を段階的に酸化することでシトシンは未修飾状態へと脱メチル化される（Wu 

and Zhang, 2017）。 
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ヒストン修飾 

ヒストン修飾は、ヌクレオソームを構成するヒストンに付加される化学修飾で、これま

でにアセチル化（ac）、メチル化（me）、リン酸化（ph）、ユビキチン化、SUMO 化、O-

GlcNAc 化、ADP-リボシル化、ブチル化、クロトニル化など多くのヒストン修飾が報

告されている（図 2、表 1）（Millan-Zambrano et al., 2022）。通常ヌクレオソームから

突出したヒストン尾部は、アルギニンとリジンを多く含むため正に荷電しており、負に

荷電した DNA と引き付け合う関係にある。ヒストン修飾の機能のひとつは、化学修飾

それ自体によってヒストンの電荷を変え、結果としてヌクレオソームおよびクロマチン

の構造を調節することにある（Dion et al., 2005）。もう一つの機能は、ゲノム機能を直

接駆動する因子を標的領域に呼び込む目印として働くことである。そうした因子は種々

のヒストン修飾を特異的に認識するドメインをもっており、これまでに多くのドメイン

が報告されている（Yun et al., 2011）。このためヒストン修飾はヒストン・マークとも

呼ばれる。 

これらの機能を介して、ヒストン修飾はゲノム制御に密接に関係する。例えば Aurora

キナーゼＢに触媒される H3S10ph は、有糸分裂期の染色体凝縮時に付加される

（Hayashi-Takanaka et al., 2009）。また DNA の二本鎖切断が起きた際には、数種のキ

ナーゼによってヒストン H2AX（H2A のバリアント）が迅速にリン酸化され、DNA 修

復関連因子が動員される目印となる（Trakarnphornsombat and Kimura, 2023）。 

遺伝子発現の出発点である転写の制御においても、ヒストン修飾は重要な役割を果たす。

転写が活発な遺伝子のプロモーター領域には、アセチルトランスフェラーゼ p300/CBP

が付加する H3K27ac や、MLL メチルトランスフェラーゼファミリーによる H3K4me3

が高レベルにみられ、転写因子や RNA ポリメラーゼⅡ、メディエーター複合体などの

リクルートメントに関与する（Li et al., 2007; Sato et al., 2019）。転写中のジーンボディ

には、SETD2 によって H3K36me3 が付加され、転写開始点以外で発生する異所的転写

の抑制に寄与する（Carrozza et al., 2005）。また転写活性化遺伝子のエンハンサー領域

には、H3K4me1 が強く認められる。転写抑制にはたらく代表的なヒストン修飾は、

H3K27me3 と H3K9me2/3 である（Kimura, 2013; Zhang et al., 2015）。H3K27me3 は

ポリコーム複合体２（PRC2）によって、プロモーターやエンハンサー領域、不活性 X

染色体に分布し、転写抑制に寄与する。H3K9me2/3 は G9a、GLP、SETDB1、SUV39H1、

SUV39H2 によって付加される。H3K9me2 は典型的には抑制遺伝子領域に分布し、

H3K9me3 はぺリセントロメアやテロメア、レトロトランスポゾン、リピート配列に局

在する（Zhang et al., 2015）。H3K9me3 にはクロモドメインをもつ種々のタンパク質

（HP1 など）が結合し、クロマチン凝縮に寄与する（Hiragami-Hamada et al., 2016）。

H3K27me3 の分布パターンは細胞分化や発生を通じて変動する一方、H3K9me3 は細胞

状態によらず常に似た分布を示す。また H3K27me3 と H3K9me3 は同じ転写抑制型ヒ
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ストン修飾でありながら、互いに排他的に分布することが知られているが、そのメカニ

ズムと意義はよく分かっていない。転写活性化型および抑制型のヒストン修飾は、ほと

んどの場合排他的に分布するが、一部のゲノム領域では共局在する。代表例は分化や発

生に関わる遺伝子の bivalent プロモーターで、H3K4me3 と H3K27me3 が共に集積し

ており、時期に応じた転写調節を容易にする仕組みと考えられている（Bernstein et al., 

2006）。このようにヒストン修飾は転写制御にとって重要と思われるが、最近では DNA

複製後の転写再開にヒストン修飾は不要という報告もあり（Fenstermaker et al., 2023）、

これらの関係にはより深い理解が必要である。 

 

表 1 代表的なヒストン修飾の分布と転写への影響 

 

ヒストン修飾 ゲノム上の分布 
転写への 

影響 

H3K4me1 活性化遺伝子のエンハンサー 

活性化 

H3K4me3 活性化遺伝子のプロモーター 

H3K9ac 活性化遺伝子のエンハンサー 

H3K27ac 活性化遺伝子のプロモーターおよびエンハンサー 

H3K36me2 活性化遺伝子のジーンボディ、遺伝子間領域 

H3K36me3 活性化遺伝子のジーンボディ 

H3K79me3 活性化遺伝子のジーンボディ 

H2AK119ub 抑制遺伝子のプロモーター 

抑制 

H3K9me2 抑制遺伝子、非遺伝子領域 

H3K9me3 非遺伝子領域、ペリセントロメア、テロメア 

H3K27me3 不活性 X 染色体、抑制遺伝子のプロモーターとエンハンサー 

H4K20me3 ペリセントロメア 

 

1.3 高次クロマチン構造 

クロマチンの階層構造 

クロマチンは折りたたまれることで高次の階層構造をなす（Jerkovic' and Cavalli, 2021）。

小スケールから順に、クロマチン・ループ（10-100kb）、Topology Associating Domain

（TAD, 100kb-1Mb）、クロマチン・コンパートメント（数 Mb）、染色体テリトリー（数

十 Mb-数百 Mb）が知られている。こうした階層性の理解は、近年開発が著しい染色体

構造捕捉（Chromosome Conformation Capture: 3C）法関連技術や（Lieberman-Aiden 
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et al., 2009）、超解像顕微鏡を用いた解析によるところが大きい。 

クロマチン・ループは環状の Structural Maintenance of Chromosomes（SMC）タンパ

ク質複合体を DNA が通り抜けることで形成される（Davidson and Peters, 2021）。ルー

プはプロモーターとエンハンサーの近接をもたらし、転写を活性化する。エンハンサー

制御は複雑で、複数のエンハンサーが単一のプロモーターを制御する場合や、逆に単一

のエンハンサーが複数のプロモーターを制御する場合がある（Kieffer-Kwon et al., 

2013）。したがってループは必要に応じて動的に調節されると考えられる。TAD は複数

のクロマチン・ループを内包する。TAD 間の境界には、TAD の安定化に関わる CTCF

のほか（Nora et al., 2017）、RNA ポリメラーゼⅡおよびⅢや種々のヒストン修飾が分

布する（Dixon et al., 2012）。単一の TAD 内のゲノムは細胞種ごとに固有であるが、分

化にともなって TAD がより上層のクロマチン・コンパートメント間を移動することで、

内包する遺伝子の転写を調節することがある（Miura et al., 2019）。クロマチン・コンパ

ートメントは Hi-C などのクロマチン相互作用解析により規定され、クロマチン密度の

小さい A コンパートメントと、クロマチン密度の大きい B コンパートメントに分けら

れる（Lieberman-Aiden et al., 2009）。これらはそれぞれ、後述するユークロマチンと

ヘテロクロマチン（ユークロマチンとヘテロクロマチンを参照）に相当する。Ａコンパ

ートメントでは転写が起こりやすく、Ｂコンパートメントでは転写は抑制される傾向に

ある。染色体テリトリーは、間期細胞核において各染色体が示すパッチワーク状の分布

を指す。多くの細胞核では核膜周辺部は転写が抑制され、核内部は転写が活発な傾向に

あるが、染色体はある程度その規則にしたがう配置となることが知られている

（Bickmore and Steensel, 2013）。 

上記に加え、最近ではさらに新たな染色体ドメインが報告されており（Mohana et al., 

2023）、クロマチンの折りたたみの様式と、各階層における転写制御の理解は今後も深

まることが期待される。 

 

ユークロマチンとヘテロクロマチン 

ヘキストや DAPI で染色した間期細胞核内を蛍光顕微鏡で観察すると、クロマチン密度

に濃淡があるようすが見てとれる。低密度領域はユークロマチン、高密度領域はヘテロ

クロマチンと呼ばれ、それぞれ数百 kb-数 Mb のゲノムから構成される（図 3）。ヘテロ

クロマチンはさらに、分化や発生段階によって密度が変わり得る条件的ヘテロクロマチ

ンと（Trojer and Reinberg, 2007）、細胞状態によらず常に凝縮する構成的ヘテロクロマ

チンに分類される（Saksouk et al., 2015）。前者は H3K27me3 に、後者は H3K9me3 に

富む点がエピジェネティックな特徴である。 

一般的に転写は、ユークロマチンで起こりやすくヘテロクロマチンで起こりにくい

（Allshire and H Madhani, 2018）。これは、転写因子や RNA ポリメラーゼが、密度の
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低いクロマチンによりアクセスしやすいためと考えられる。クロマチンの密度制御には、

DNA のメチル化やヒストン修飾、ヒストンバリアント、クロマチンリモデリング複合

体、ノンコーディング RNA など様々な因子が関わる。例えばクロマチンリモデリング

複合体は、ヌクレオソーム間の距離の調節やヌクレオソームの添加・除去を直接担うこ

とで、クロマチン密度を制御する（Clapier et al., 2017)。不活性 X 染色体上で転写され

る Xist RNA は、PRC2 複合体のリクルートと H3K27me3 の沈着を誘導することで X

染色体の凝縮に寄与する（Brockdorff, 2013）。タンパク質や RNA の天然変性領域の集

合により生じるゲノムの区画化（液-液相分離）もまた、クロマチン制御にとって重要

である。転写が活発なユークロマチンでは、転写因子、RNA ポリメラーゼ、メディエ

ーター複合体、スプライシング因子、新生 RNA などが液-液相分離により濃縮し、局所

的かつ効率的な転写を促進する（Boija et al., 2018; Boehning et al., 2018）。ヘテロクロ

マチンでは、メチル化 DNA に MECP2 が（Li et al., 2020）、H3K9me3 に HP1 が結合

し（Larson et al., 2017）、各タンパク質どうしが液-液相分離を起こすことで、クロマチ

ンの高密度状態と転写抑制を維持する。また、クロマチン密度はある程度空間的にも制

御されている。多くの細胞では、核質内部、特に核スペックルを内包するクロマチン間

領域周辺は、クロマチン密度が低く転写が活発である（Brown et al., 2008）。一方、核

膜と核小体近傍のゲノムは大部分がヘテロクロマチンで、転写はほとんど起こらない

（Van Steensel and Belmont, 2017）。これは核膜を裏打ちする核ラミナがクロマチンと

相互作用するためで、そうした相互作用ドメインは Lamina-associated-domain（LAD）

と呼ばれる。ただし夜行性種の桿体視細胞では、こうしたクロマチンの核内配向性が逆

転しているなど（Solovei et al., 2013）、全ての細胞種に当てはまるわけではない。 

 

 
 

図 3 マウス細胞核内のクロマチン分布 

マウス胚性繊維芽細胞 NIH3T3 の Hoechst33342 染色画像。間期細胞核のクロマチン

は不均一に分布し、高密度のヘテロクロマチンと低密度のユークロマチンに分けられ

る。 



18 

 

 

ぺリセントロメア・ヘテロクロマチン 

ぺリセントロメアは染色体のセントロメアに隣接したゲノム領域で、セントロメアとは

大きく異なる配列要素とエピジェネティックな特徴をもつ。セントロメアは、ヒトでは

α-サテライトリピート、マウスではマイナーサテライト（MinSat）リピートを主とす

る配列から構成される（Smurova and Wulf, 2018）。一方ぺリセントロメアは、ヒトで

は非 α-サテライトリピートおよびレトロトランスポゾン（Altemose et al., 2022）、マ

ウスではメジャーサテライト（MajSat）リピートに富み（Saksouk et al., 2015）、AT 含

量が高い。またセントロメアは CENP-A（ヒストン H3 のバリアント）ヌクレオソーム、

H3K4me2、H4K5ac、H4K12ac を多く含むが、ぺリセントロメアは典型的なヒストン

H3 や H2A.Z（ヒストン H2A のバリアント）ヌクレオソームからなり、H3K9me3、

H4K20me3、ヒストンの低アセチル化、マウスではさらに DNA の高メチル化を特徴と

する（Smurova and Wulf, 2018）。ゆえにぺリセントロメアは、高度に凝縮したぺリセ

ントロメア・ヘテロクロマチン（PCH）を形成し、構成的ヘテロクロマチンとして細胞

周期や分化を通じて高密度状態を保つ。マウスの間期細胞核では、各染色体の PCH が

集まり、やや丸みのある構造体（クロモセンター）を形成する（Probst and Almouzni, 

2011）。クロモセンターは顕微鏡下で容易に観察できることから、PCH に関する研究は

マウス細胞を用いて盛んにおこなわれてきた。その結果、PCH には上述のヒストン修

飾に加え、H3K27me1（Peters et al., 2003）や、H3K79me3（Ooga et al., 2008）、H3K64me3

（Lange et al., 2013）、H3K56me3（Jack et al., 2013）も分布し、その多くは H3K9me3

依存的なことが示されたが、それらの詳細な分子メカニズムと生理的意義はよく分かっ

ていない。H3K9 メチル化酵素の欠損による H3K9me3 レベルの低下や（Montavon et 

al., 2021）、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤による高アセチル化は（Taddei 

et al., 2005）、PCH の HP1 分布を乱し、クロモセンターの形成を阻害する。また先述

のように、クロマチン凝縮は HP1 や MECP2 を介した液-液相分離によって促進される

が、これらのタンパク質の足場としてメチル化 CpG と H3K9me3 は不可欠である。し

たがって、PCH の確立と維持に対するヒストン修飾の寄与は大きいと考えられる。 

PCH での転写は基本的には抑制されているものの、特定の細胞状態では活性化する。

なかでも PCH の確立と維持に関わる反復配列の転写は、詳細な分子メカニズムが調べ

られている。分裂酵母（S pombe）では、S 期にセントロメア近傍の dh リピートから

RNA ポリメラーゼⅡによって転写が起こる（Chen et al., 2008）。この転写物は RNA 依

存性 RNA ポリメラーゼ（Rdr1）によって二本鎖 RNA に変換されたのち、Dicer（Dcr1）

と Argonaute（Ago1）が担う RNAi 経路を経て、PCH への Clr4/Suv39h と H3K9me3

の集積を促進する。また dh リピートの転写にともない、同領域には H3K36me3 が蓄

積する。この H3K36me3 は HDAC 複合体の足場となり、脱アセチル化亢進に寄与する
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（Carrozza et al., 2005）。複製後のぺリセントロメアは、こうした一連のヒストン修飾

調節によって再凝縮すると考えられる。RNAi 経路に依存したヘテロクロマチン維持は

酵母のほか、ショウジョウバエや植物でも保存されている（Janssen et al., 2018）。一方

RNA 依存性 RNA ポリメラーゼをもたない哺乳類細胞での PCH 維持機構は長らく不明

であったが、最近マウス細胞では Suv39h1 がクロモドメインを介して直接一本鎖 RNA

に結合することが分かり（Shirai et al., 2017; Johnson et al., 2017; Velazquesz Camacho 

et al., 2017）、転写依存的なクロマチン凝縮はあらゆる種で重要なことが明らかとなっ

た。また、分化・発生、細胞老化、疾患、細胞ストレスに応じてヒトおよびマウスの PCH

転写が起こることも知られている（Smurova and Wulf, 2018）。それらの転写が能動的

であるのか、あるいはエピジェネティック修飾の乱れによる受動的なものなのかについ

ては、議論の余地がある。いずれにせよ、ぺリセントロメアは高密度化と転写活性化と

いう一見相反する機能を発揮し得るゲノム領域であり、それにはクロマチンと転写の緻

密な制御を要することが推察される。 

ぺリセントロメアは、マウス胸腺組織や ES 細胞などにおいて pericentromere-

associated-domain（PAD）と呼ばれる数 kb-数 Mb のサイズの領域と相互作用すること

が報告されている（Wijchers et al., 2015）。PAD 内の遺伝子は概してクロマチン・アク

セシビリティと発現量が低く、分化段階によってドメインの数は変動する。またぺリセ

ントロメアには LAD が相互作用することも知られている。実際、顕微鏡観察すると核

膜近傍に位置するクロモセンターが散見されるが、その意義は定かではない（Van 

Steensel and Belmont, 2017）。 

 

マウス初期胚発生のクロマチン再編成 

有性生殖をおこなう種では、親ゲノムが出会う受精を出発点として発生がはじまる。

別々の個体に由来するゲノムが交ざり、胚ゲノムが構築される発生初期では、種によっ

てタイミングに差はあるものの、非常にダイナミックなクロマチン再編成が起こる。マ

ウスの場合、卵細胞は、精子の進入刺激を受けると細胞分裂し第二極体を放出する。卵

細胞質に残存した染色体はやがて母性前核を形成する。一方精子核は卵細胞進入とそれ

に伴う核膜崩壊ののち、それまで DNA と強く結合していたプロタミンタンパク質をヒ

ストンに置き換え（プロタミン-ヒストン置換）、卵細胞由来の因子をもとに父性前核を

形成する。父母由来の両前核は、アクチン、微小管、ダイニンの働きによって接合体

（Zygote）中心部に移動し（Scheffler et al., 2021）、それぞれの前核膜の消失を経て、

両親の染色体による有糸分裂がはじまる。接合体は卵割を繰り返し、2、4、8 細胞期、

桑実胚期、胚盤胞期の順に発生していく。 

父母ゲノムそれぞれのクロマチン三次元構造は受精と同時に失われるため、接合体ゲノ

ムでは TAD や LAD はほとんど見られないが、2 細胞期の zygotic-genome-activation
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（ZGA）と前後して胚特有のクロマチン構造化が進行する（Xia and Xie, 2020）。また

初期胚発生過程では DNA メチル化パターンも大きく変化する。接合体以降、父性ゲノ

ムは TET により能動的かつ急速に、母性ゲノムは複製時の 5mC 希釈により受動的か

つ緩やかに DNA の脱メチル化が起こり、着床以降に DNMT3A、DNMT3B によって

新たなメチル化パターンが確立される（Monk et al., 2019）。PCH も同様に、形態的か

つエピジェネティックな変化を起こす。PCH は、接合体から 2 細胞期にかけて核小体

前駆ボディ（nucleolus-precursor-body; NPB）周囲にリング状に分布し、4 細胞期～胚

盤胞期において徐々に集合してクロモセンターを形成する（Lavin et al., 2012）。母性前

核の PCH は H3K9me3 と H4K20me3 に富む一方、父性前核の PCH にそうした分布は

見られない。2 細胞期以降は一般的な体細胞の PCH と同様のエピジェネティック修飾

を持つようになる（Probst and Almouzni, 2008）。 

上述のように 2 細胞期は ZGA やクロマチンの三次元構造化、エピジェネティック修飾

パターンの変化がはじまる重要な発生段階である。興味深いことに、この時期には

MajSat（Probst et al., 2010）、レトロトランスポゾンに属する Long Interspersed Nuclear 

Element（LINE）（Jachowicz et al., 2017）および MERVL（Sakashita et al., 2023）とい

った、体細胞では抑制されているゲノムからの転写が一過的に起こる。これらの転写を

人為的に抑制あるいは過剰活性化させると胚発生に異常が生じることから、適切な転写

制御が重要であることが示唆されるが、その詳しいメカニズムは不明である。 

 

1.4 H3K36 メチル化 

H3K36 メチル化酵素 NSD2 

ヒストン H3 の 36 番目のリジンは、モノ/ジ/トリメチル化（H3K36me1/2/3）を受け

る。この修飾を担うヒストンメチル化酵素は高等真核生物では多数同定されており、

nuclear receptor binding SET domain protein 1（NSD1）、NSD2、NSD3、SETD2、SETD3、

SETD7、SETD8、ASH2L、SMYD2、SMYD3、SETMAR が知られている（Wagner and 

Carpenter, 2012）。H3K36me2 から H3K36me3 へのメチル基転移は SETD2 のみが触

媒でき、それ以外の酵素は非メチル化状態の H3K36（H3K36me0）から H3K36me1、

H3K36me2 へのメチル化を段階的におこなう。なお酵母では SETD2 のパラログであ

る Set2 が H3K36me1/2/3 すべてのメチル化を担う。一方脱メチル化酵素としては

KDM2A、KDM2B、KDM4A、KDM4B、KDM4C が報告されている。KDM4A-C は

H3K36me3→H3K36me2→H3K36me1 を、KDM2A/B は H3K36me2→H3K36me1→

H3K36me0 の脱メチル化を触媒する（Sharda and Humphrey, 2022）。各酵素は細胞種

によって発現量が異なり、リダンダントに機能することもあれば独立してはたらくこと

もある。ここでは代表的な H3K36 メチル化酵素である NSD2 について詳説する。 

NSD2 は、ウォルフヒルシュホーン症候群（Wolf-Hirschhorn syndrome; WHS）患者の
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多くで欠損あるいは変異がみられる遺伝子として同定された。そのため NSD2 は WHS 

candidate 1（WHSC1）とも呼ばれる。主なアイソフォームとしては、全長（152 kDa）

の NSD2-long（以下、単に NSD2 と表記）、その半分ほどの NSD2-short、さらに短い

イントロン由来アイソフォームである RE-ⅡBP の 3 つが報告されている（Wagner and 

Carpenter, 2012）。NSD2 は proline–tryptophan–tryptophan–proline（PWWP）ドメイ

ン、SET ドメイン、PHD フィンガー、HMG ボックスから構成される（図 4）。PWWP

ドメインは N 末端側と C 末端側に二つあり、疎水性の芳香族ケージを含む N 末端側の

PWWP ドメインを介して、NSD2 は H3K36me2 を認識する（Sankaran et al., 2016）。

SET ドメインは N 末端側から pre-SET、SET、post-SET の 3 つのサブドメインに分か

れる。メチル化活性を有するのは真ん中の SET ドメインで、post-SET ドメインは NSD2

がヌクレオソームに結合するまでメチル化活性を抑える自己阻害能をもつ（Bennett et 

al., 2017）。NSD2 は先述の WHS 以外にもいくつかの疾患と関連している。多発性骨髄

腫患者の 15-20%では、4 番染色体の NSD2 と 14 番染色体の Immunoglobin Heavy 

Chain（IGH）の遺伝子転座に起因した NSD2 の過剰発現が見られる。一部の急性リン

パ性白血病患者の NSD2 では、1099 番目のグルタミン酸からリジンへのアミノ酸置換

変異（E1099K）や T1150A による NSD2 の過剰活性化が確認されている（Bennett et 

al., 2017）。いずれの疾患においても、NSD2 活性変化はゲノムワイドな H3K36me2 の

異常蓄積と H3K27me3 の分布変化（詳細はユークロマチンにおける H3K36 メチル化

の機能を参照）をもたらし、遺伝子発現パターンに影響をおよぼす（Popovic et al., 2014; 

Oyer et al., 2014）。最近では、NSD2 は脂肪細胞の増殖と分化に必要であること（Zhuang 

et al., 2018）、細胞老化を抑制するはたらきがあることが報告されており（Tanaka et al., 

2020）、疾患以外の一般的な細胞機能における寄与も明らかとなりつつある。 

 

 
 

図 4 NSD2 のドメイン構成 

H3K36 メチル化酵素 NSD2 は、PWWP ドメイン（N 末端側と C 末端側に一つずつ）、

HMG ボックス、PHD フィンガー（中間から C 末端側にかけて計 5 つ）、SET ドメイ

ンから構成される。全長型は 152 kDa である。 

 

ユークロマチンにおける H3K36 メチル化の機能 

遺伝学の適用の容易さから、H3K36 メチル化（特にトリメチル）の機能解析には酵母

が広く用いられてきた。しかしながら H3K36 メチル化酵素 NSD2 で述べたように、酵

母とほ乳類ではメチル化酵素の種類数に大きな差があり、ほ乳類の H3K36 メチル化の
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方がより緻密に制御される。したがって、これまで酵母で明らかとなった知見は、必ず

しもほ乳類に当てはまらなかったり、あるいは別のメチル化レベルに対応している可能

性がある。加えて、ほ乳類細胞の H3K36 ジメチルとトリメチルの機能が、それぞれ独

立しているのか、あるいは重複しているのかについても議論の余地がある。そこで、本

研究は H3K36 ジメチルに着目しているものの、本節ではジメチルだけでなくトリメチ

ルの機能も記述する。なお、モノメチルの機能解析はほとんど進められていない。 

最もよく知られた H3K36 メチル化の機能は、転写中の遺伝子ボディにおける異所的な

転写の抑制である。酵母の Set2 およびマウスの SETD2 はそれぞれ RNA ポリメラーゼ

Ⅱの C 末端ドメインにリン酸化依存的に結合する。これにより、RNA ポリメラーゼⅡ

の転写伸長依存的に、遺伝子ボディに H3K36me3 が付加される。酵母ではヒストン脱

アセチル化酵素複合体 RPD3（Carrozza et al., 2005; Guan et al., 2023）が、マウス ES

細胞では DNMT3B（Neri et al., 2017）が、この H3K36me3 を足場として遺伝子ボデ

ィに結合することで、転写開始点以外で起こる異常な転写を抑制する。なお、H3K36me2

も遺伝子ボディに存在するが、その機能はよく分かっていない。一方で遺伝子間領域に

分布する H3K36me2 については近年解析が進んでおり、DNMT3A を呼び込む足場と

なることで同領域の DNA メチル化パターンの確立に寄与する（図 5）（Weinberg et al., 

2019）。この H3K36 メチル化―DNA メチル化間の関係性は、新たなエピジェネティッ

ク修飾間クロストークとして注目されており、生殖細胞系列の発生過程においても重要

な役割を果たすことが報告されている（Xu et al., 2019; Shirane et al., 2020）。H3K36me2

はまた、H3K27me3 と拮抗的な分布を示す。これは H3K27me3 を担う PRC2 複合体の

構成因子が H3K36me2 クロマチンに結合しにくいことに起因しており、マウス ES 細

胞の H3K36me2 は、PRC2 依存的な H3K27me3 の過剰蓄積からゲノムを保護している

（Streubel et al., 2018; Chen et al., 2022）。同様の拮抗作用は、NSD2 を高発現する多

発性骨髄腫でも確認されており、H3K36me2 過多に伴う H3K27me3 の異常分布が、グ

ローバルな遺伝子発現変動を引き起こす（Popovic et al., 2014）。 
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図 5 H3K36me2 の一般的な分布と機能 

（左）H3K36me2 は転写中の遺伝子ボディに分布する。PolⅡ：RNA ポリメラーゼⅡ。

（中央）遺伝子間領域の H3K36me2 は DNMT3A の足場となり、同領域の DNA メチ

ル化（5mC）パターンの確立に寄与する。（右）H3K36me2 は PRC2 リクルートに抵抗

することで、H3K27me3 の拡散をふせぐ。 

 

ヘテロクロマチンにおける H3K36 メチル化の機能 

H3K36 メチル化は、ヘテロクロマチンの転写と構造制御にも寄与している。まず分裂

酵母では、Set2 による H3K36me3 は、ペリセントロメアとサブテロメアの転写抑制

（Georgescu et al., 2020）や、RNAi 依存的なヘテロクロマチン形成（Chen et al., 2008）、

サブテロメア近傍のヘテロクロマチン維持（Matsuda et al., 2015）に必要である。また

ショウジョウバエの眼球円板の PCH に濃縮する H3K36me2 は、LINE や Long 

Terminal Repeat (LTR)といったトランスポゾンの転写を抑制する(Chaouch et al., 

2021)。一方哺乳類（マウス、ヒト）細胞では、H3K36me2 脱メチル化酵素 KDM2A の

欠損が、PCH の H3K36me2 レベルと MajSat 転写量の増大を引き起こす（Frescas et 

al., 2008）。H3K36me3 が PCH に蓄積することもマウス ES 細胞で報告されている

（Chantalat et al., 2011）。ほ乳類とその他の種間で、H3K36 メチル化のヘテロクロマ

チン転写への影響が異なる理由はよく分かっていない。ユークロマチンにおける

H3K36 メチル化の機能で触れたように、哺乳類の多様なメチル化酵素による複雑な制

御が影響している可能性がある。また転写増大を H3K36 メチル化が直接転写を活性化

すると捉えるか、あるいは異所的転写を抑えることで正規の転写が活性化すると捉える

かによって、H3K36 メチル化の機能的解釈が変わることも考慮する必要がある。 

 

H3K36me2 可視化プローブ 

ヒストン修飾を生細胞で可視化するプローブとしては、Fab（antigen binding fragment）

と mintbody（modification-specific intracellular antibody）がある。Fab は抗体の抗原結

合断片のことで、蛍光標識 Fab を細胞に導入することでヒストン修飾動態を追跡する
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ことができる（Hayashi-Takanaka et al., 2011）。一方 mintbody は、抗体の scFv（重鎖

と軽鎖の可変領域をリンカーでつないだ断片）に蛍光タグを付加したプラスミドベース

のプローブで、培養細胞だけでなく生体内でもヒストン修飾を安定的に可視化できる

（Sato et al., 2013; Sato et al., 2016）。本研究では、木村研究室の佐藤助教が開発した

H3K36me2 に対する mintbody（2C3LH-sfGFP、未発表）を用いることで、PCH の

H3K36me2 動態を解析した。 

 

1.5 クロマチンリモデリング 

ISWI クロマチンリモデリング複合体 

高等真核生物の ATP 依存性クロマチンリモデリング複合体は、switch/sucrose non-

fermenting（SWI/SNF）、chromodomain-helicase DNA-binding（CHD）、 imitation 

SWItch（ISWI）、inositol-requiring 80（INO80）という 4 つのサブファミリーに分類さ

れる（表 2）（Hasan and Ahuja, 2019）。これらの複合体は、ATP 加水分解由来のエネ

ルギーを利用して、転写、DNA 複製、修復の過程で、DNA―ヒストン相互作用変化、

ヌクレオソームの間隔調節または除去、ヌクレオソームの構造変化および組立てを制御

する（Clapier et al., 2017)。どの複合体も共通して、SWI2/SNF2-family ATPase ドメイ

ンを有する酵素活性タンパク質をコア因子として、酵素活性調節や標的認識を担うタン

パク質をアクセサリー因子として内包する。SWI/SNF と INO80 複合体は 15 個以上の

構成因子からなる一方、ISWI と CHD 複合体のほとんどは 4 個以下の因子から構成さ

れる。なお、このサブファミリーには属さないがクロマチンリモデリング活性が示唆さ

れる複合体として、α-サラセミア／精神遅滞症候群 X 連鎖型（ATRX）複合体および

コケイン症候群 B 群（CSB）複合体がある。ここでは ISWI 複合体について詳説する。 

高 等 真 核 生 物 の ISWI サ ブ フ ァ ミ リ ー は 7 つ の 複 合 体 か ら 構 成 さ れ る 。

SMARCA1/SNF2L を ATPase 活 性 因 子 と す る CERF お よ び NURF と 、

SMARCA5/SNF2H を ATPase 活性因子とする CHRAC（BAZ1A/ACF1、CHRAC15、

CHRAC17）、ACF（BAZ1A）、NoRC（BAZ2A/TIP5）、RSF（RSF1）、WICH（BAZ1B/WSTF）

である。ここで（）内はアクセサリー因子を意味する（Bartholomew, 2014）。なお、酵

母ではこれらに対応する複合体として ISW サブファミリーが保存されており、

Isw1/Isw1p を ATPase 活性因子とする ISW1a および ISW1b、Isw2/Isw2p を ATPase

活性因子とする ISW2 から構成される（Gelbart et al., 2001; Vary et al., 2003）。 

in vitro での生化学的解析から、ISWI 複合体は、ヌクレオソームの間隔調節と組立てを

担うことが分かっている。転写や DNA 複製の過程では、H3-H4 四量体および H2A-

H2B 二量体の再構成が起こる。この時 ISWI 複合体はヌクレオソーム間のスペース調節

やヒストンの 8 量体化を制御することで、ヌクレオソームの成熟を促進する（Clapier 

et al., 2017）。CTCF 結合サイトのクロマチンアクセシビリティを高める働きもあるこ
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とから、TAD の形成・維持にも関わることが示唆されている（Wiechens et al., 2016）。 

 

表 2 クロマチンリモデリング複合体の分類 

 

サブファミリー 
クロマチン 

リモデリング複合体 
ATPase 活性因子 主なアクセサリー因子 

SWI/SNF 

BAF 
SMARCA4/BRG1, 

SMARCA2/BRM 

ARID1A, ARID1B 

PBAF ARID2 

ncBAF BRD9 

CHD NuRD CHD3, CHD4 HDAC1, MBD2 

ISWI 

CERF 
SMARCA1/SNF2L 

CECR2 

NURF BPTF 

CHRAC 

SMARCA5/SNF2H 

CHRAC15, CHRAC17 

ACF BAZ1A/ACF1 

NoRC BAZ2A/TIP5 

RSF RSF1 

WICH BAZ1B/WSTF 

INO80 

INO80 INO80 ARP4 

P400/TIP60 P400 TIP60, TRRAP 

SRCAP SRCAP ARP4, H2AZ 

 

SMARCA5 

SMARCA5/SNF2H は上述の通り、ISWI 複合体の中核をなす ATPase 活性因子である。

主要なドメインは、N 末端側の ATPase ドメインと C 末端側の HAND-SANT-SLIDE

（HSS）ドメインである（図 6）（Clapier et al., 2017）。ATPase ドメインはさらに DExx

と HELICc という二つのパートに分けられる。HSS ドメインはヒストンやリンカー

DNA、その他のタンパク質との結合に必要な領域で、例えば SLIDE ドメインは BAZ1A

および BAZ1B と相互作用する（Aydin et al., 2014）。この他、ATPase ドメインの N 末

端側とＣ末端側にはそれぞれ、AutoN、NegC と呼ばれる自己抑制ドメインが隣接する。

これらのドメインは SMARCA5 の立体構造を調節することで、SMARCA5 が標的クロ

マチンに結合するまで ATPase 活性を抑える働きを持つ（Clapier and Cairns, 2012）。 

SMARCA5 は、組織としては、肺、脾臓、精巣、脳、心臓、腎臓、肝臓で（Palasca et 

al., 2018）、疾患としては、急性骨髄性白血病（Acute Myeloid Leukemia; AML）、乳が
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ん、卵巣がん、肝細胞腫瘍で高発現する（Li et al., 2021）。例えば SMARCA5 は CD34

陽性 AML 前駆細胞で高く発現しており、抑制することで AML 細胞の異常増殖が抑え

られる（Stopka et al., 2000）。このように SMARCA5 が組織あるいは細胞レベルの表現

型に影響することは示唆されているものの、それに対し、クロマチンリモデリング活性

がどのように寄与しているのかはよく分かっていない。最近では、SMARCA5 遺伝子座

から転写される環状 RNA（circular RNA; circRNA）の機能解析も進んでおり、子宮頸

がんや乳がんでは、SMARCA5 circRNA の異常な低発現が、細胞増殖や遊走能を亢進す

ることが報告されている（Zhu et al., 2022）。このようにクロマチンリモデリング非依

存的な SMARCA5 の役割も明らかになりつつある。 

 

 
 

図 6 SMARCA5 のドメイン構成 

クロマチンリモデリング因子 SMARCA5 は、ATPase 活性を有する ATPase ドメイン、

他タンパク質との相互作用に関わる HAND、SANT、SLIDE（HSS）ドメイン、自己抑

制ドメインである AutoN、NegC から構成される。 

 

BAZ1B 

BAZ1B/WSTF は、ウィリアムズ症候群（Williams Syndrome; WS）患者で欠失が見ら

れるタンパク質の一つとして同定された（Lu et al., 1998）。WS 患者では WBSCR9 遺

伝子座周辺の約 1Mb が、片染色体で欠失している。この欠失領域には 20 数個の遺伝子

が含まれており、BAZ1B はそのうちの一つである。 

主なドメインとしては N 末端側から順に、WAC（WSTF/Acf1/cbp146）ドメイン、DDT

ドメイン、WSD ドメイン、PHD フィンガー、ブロモドメインがある（図 7）。WAC ド

メインを含むＮ末端周辺にはキナーゼ活性があり、ヒストン H2AX の Tyr142 をリン酸

化する（Xiao et al., 2008）。WSD ドメインは、WHIM（WSTF, HB1, Itc1p, MBD9）モ

チーフを内包し、BAZ ドメインと呼ばれることもある。DDT から WSD にかけての領

域は SMARCA5 の SLIDE ドメインとの結合に必要である（Sharif et al., 2021）。PHD

フィンガーは種々のヒストンと親和性があり、BAZ1B の場合は H3K4me3, H3K4me0, 

H3R2, H3K14ac に結合できる。ブロモドメインはアセチル化ヒストンと相互作用する。

この他、BAZ1B は中間から C 末端領域にかけて 4 つの PCNA 結合モチーフを持ち、

PCNA 依存的に DNA 複製部位に局在する（Poot et al., 2004）。なお、BAZ1B は BAZ1A

とよく似たドメインからなるものの、アミノ酸構成と電荷の違いにより、同じドメイン

であっても標的に対する親和性は異なる。例えば BAZ1A の PHD フィンガーは DNA
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と結合するが、BAZ1B の同フィンガーは DNA に結合できない（Oppikofer et al., 2017）。 

BAZ1B は全身の組織で発現し、特に脳と肝臓で発現量が高い。疾患では乳がんと大腸

がんで高発現が見られる（Sharif et al., 2021）。BAZ1B の機能は多くの場合、単独では

なく ISWI 複合体の構成因子として発揮されると思われる。 

 

 
 

図 7 BAZ1B のドメイン構成 

クロマチンリモデリング因子 BAZ1B は、N 末端側から順に、WAC ドメイン、DDT ド

メイン、WSD ドメイン、PHD フィンガー、ブロモドメイン（BrD）からなる。 

 

ヘテロクロマチンにおける ISWI 複合体の機能 

4 つの ATP 依存性クロマチンリモデリング複合体サブファミリーのうち、ヘテロクロ

マチンでの機能がよく知られているのは、CHD と ISWI である。CHD の一つである

NuRD 複合体は、ATPase 活性因子 CHD4 の PHD ドメインを介した H3K9me3 認識

と（Musselman et al., 2012）、MBD2 サブユニットを介したメチル化 DNA 認識によっ

て（Zhang et al., 1999）、ヘテロクロマチンの構造制御に関わる。一方 ISWI は、ACF、

WICH、NoRC 複合体の機能が報告されている。ACF はマウス細胞の S 期に PCH に集

積する。ACF のサブユニットである BAZ1A の欠損は S 期後期の進行を遅らせること

から、ACF は PCH 複製を調節する可能性が示唆されている（Collins et al., 2002）。

WICH も同様にマウス細胞の S 期に PCNA 依存的に PCH に局在する。SMARCA5 や

BAZ1B を欠失させると、H3K9me3 と HP1α/β のレベルが上昇し、複製後のクロマ

チン・アクセシビリティが低下することから、WICH は複製過程の PCH の密度制御に

関与すると考えられている（Poot et al., 2004）。また、WICH はヒト細胞の S 期に不活

性 X 染色体に局在することから、条件的ヘテロクロマチンの複製にも寄与している可

能性がある（Culver-Cochran and Chadwick, 2012）。NoRC は、rDNA プロモーターの

DNA メチル化とヒストン脱アセチル化を誘導することにより、rRNA の転写を抑制す

るなど、核小体ヘテロクロマチンでの機能がよく調べられてきた（Zhou et al., 2002; 

Santoro et al., 2002）。一方でマウス細胞における BAZ2A 欠失は、rDNA だけでなく

MajSat の H4K20me3 と H3K9me3 レベルを減少させ、ゲノムの不安定化を引き起こす

ことから、NoRC は PCH 制御にも寄与すると考えられる（Guetg et al., 2010）。ISWI

複合体の標的クロマチンの認識は、各アクセサリー因子が持つドメインに依存している

が（Ito et al., 1999; Ribeyre et al., 2016; Strohner et al., 2001; Li et al., 2006; Tallant et 

al., 2015）、PCH を認識する分子機構についてはよく分かっていない。 
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1.6 研究目的 

H3K36me2 は、これまでユークロマチンに分布するヒストン修飾として分子メカニズ

ムと機能の解析が進められてきた。一方、ヘテロクロマチンに分布する H3K36me2 に

ついては、主にシークエンス解析でその存在が示唆されていたものの、その局在化機構

と意義は不明だった。本研究は、いくつかのマウス細胞種において、H3K36me2 が PCH

に局在することを顕微鏡観察で発見したことに端を発し、その分子メカニズムと意義を

明らかにすることを目的として行った。この目的を達成することで、単一のヒストン修

飾が持つ多面性の理解が深まると期待される（図 8）。 

 

 
 

図 8 本研究の目的 

本研究が見出した H3K36me2 のヘテロクロマチン分布に関して、その分子機構と生理

的意義を明らかにすることを本研究の目的とする。 
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2 章 実験方法 

 

蛍光タグ付きプラスミド構築 

市販プラスミド 

本研究で使用した市販プラスミドを以下に記す。 

 

Halo タグ付きプラスミド（かずさ DNA 研究所より供与；Hayashi-Takanaka et al., 

2020）： 

NSD2（FHC00177）、NSD3（FHC00329）、SETD2（FHC00272）、SETD3（FHC12875）、

SETD7（FHC00270）、SETD8（FHC06789）、ASH2L（FHC01483）、SMYD2（FHC27765）、

SMYD3（FHC03496）、SETMAR（FHC05461）、KDM2A（FHC 00712）、KDM3C

（FHC36094E）、KDM4A（FHC00602）、KDM4B（FHC13945E）、KDM4C（FHC00635）、

SMARCA5（FHC01216） 

 

emerald-green GFP（emGFP）タグ付きプラスミド（Addgene より購入）： 

BAZ1A（65371）、BAZ1B（65372）、BAZ2A（65373） 

 

供与プラスミド 

本研究で使用したプラスミドのうち、他の研究者から供与していただいたものを以下に

記す。 

 

Dr. Y. Markaki から供与（Anton et al., 2014）： 

pCAG-dCas9-EGFP、pEX-A-U6-gRNA for MajSat, MinSat 

 

ケンブリッジ大学・半田博士から供与： 

PB510-dCas9-Halo、PB510-sgRNA for MajSat 

 

In-Fusion によるプラスミド構築 

全長タンパク質をコードする蛍光タグ付きプラスミドとして、SMARCA5-sfGFP、

emGFP-SMARCA5、PB510-dCas9-Halo-NSD2 を、特定のドメインからなる欠失変異

体を発現するプラスミドとして、EGFP-BAZ1B 誘導体を作製した。まず PB533-N1-

sfGFP-Neo、PB533-mEmerald-C1-Puro、PB510-dCas9-Halo、pEGFP-C1 ベクターを

以下のように制限酵素で処理した。 
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 ベクター      3 µg 分 

 10×rCutSmart Buffer [B6004S; NEB]   5 µL 

 制限酵素      0.5 µL 

  NotI-HF [R3189L; NEB] PB510-dCas9-Halo 

  EcoRI-HF [R3101L; NEB] それ以外のベクター 

 DDW       up to 50 µL 

 

 1.5 mL チューブで反応液を調製した。 

ヒートブロックに静置し、37℃で一晩反応させた。 

 

以下のように PrimeSTAR HS DNA Polymerase（R010A; タカラバイオ）を用いて PCR

をおこなった。 

 

 5×PrimerSTAR Buffer   10 µL 

 dNTP mix [2.5 µM each]   4 µL 

 Forward Primer [10 µM]   1.5 µL 

 Reverse Primer [10 µM]   1.5 µL 

 PrimeSTAR HS DNA Polymerase  0.5 µL 

 Template プラスミド [1 ng/µL]  0.5 µL 

 DDW     up to 50 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラーに静置し、以下の条件で PCR 反応に供した。 

 

 Halo-SMARCA5 ベクター（FHC01216；かずさ）をテンプレートとした場合 

 98℃ 10 秒間 

 55℃ 5 秒間  ×30 サイクル 

 72℃ 4 分 15 秒間 

 

 Halo-NSD2 ベクター（FHC00177；かずさ）をテンプレートとした場合 

 98℃ 10 秒間 

 55℃ 15 秒間  ×30 サイクル 

 72℃ 4 分間 
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emGFP-BAZ1B（65372; Addgene）をテンプレートとした場合 

98℃ 10 秒間 

 55℃ x  ×30 サイクル 

 72℃ y 

x = プライマーTm 値が 55℃以上：5 秒間、55℃未満：15 秒間 

y = 1 分間/kb 

 

制限酵素処理後の 1.5 mL チューブおよび PCR 反応後の 0.2 mL チューブに 6×Gel 

Loading Dye（B7024A; NEB）を添加し、0.8 %アガロースゲルで 30 分間電気泳動した。

Gel Red（41002; Biotium）でゲルを 30 分間染色した後、UV 照射下で目的長のバンド

を切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit（28704; QIAGEN）でゲル抽出した（メーカ

ーのプロトコルに従った）。ゲル抽出後のベクターとインサートを In-Fusion 反応に供

した（詳細は In-Fusion を参照）。In-Fusion 産物を大腸菌に形質転換した（詳細は大腸

菌の形質転換を参照）。翌日、プレートからピックアップしたコロニーをアンピシリン

またはカナマイシン含有プラスグロウ溶液（ナカライテスク）2 mL に加え、37℃、180 

rpm で一晩振とう培養した。翌日、Mini Plus Plasmid DNA Extraction System（GF2002; 

VIOGENE）によりプラスミドを精製した（メーカーのプロトコルに従った）。DNA シ

ークエンス解析により配列を確認した（詳細は DNA シークエンス解析を参照）。配列

が正しいクローンを、アンピシリンまたはカナマイシン含有プラスグロウ溶液 50 mL

に加え、37℃、180 rpm で一晩振とう培養した。翌日、PureLink HiPure Plasmid Midiprep 

Kit（K210015; Thermo Fisher Scientific）によりプラスミドを精製した（メーカーのプ

ロトコルに従った）。 

 

Inverse-PCR によるプラスミド構築 

まず以下のようにプライマーの 5’末端をリン酸化した。 

 

 プライマー [100 µM]    1 µL 

10×T4 PNK buffer [B0201S; NEB]  1 µL 

T4 PNK [M0201S; NEB]    0.5 µL 

ATP [100 mM]     0.1 µL 

DDW      7.4 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラーにセットし、以下の条件でリン酸化反応に供した。 
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 37℃ 30 分間 

65℃ 20 分間 

 

リン酸化プライマー、Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase（M0493L; NEB）、

Halo-NSD2（FHC00177；かずさ）または In-Fusion によるプラスミド構築で作製した

EGFP-BAZ1B プラスミドをテンプレートとして用い、以下の条件で Inverse-PCR をお

こなった。 

 

 5×Q5 Reaction Buffer    5 µL 

5×Q5 High GC Enhancer   5 µL 

 dNTP mix [2 mM each]    2.5 µL 

 Forward Primer [10 µM]    1.25 µL 

 Reverse Primer [10 µM]    1.25 µL 

 Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 0.25 µL 

 Template プラスミド [1 ng/µL]   0.5 µL 

 DDW      9.25 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラーに静置し、以下の条件で PCR 反応に供した。 

 

 98℃ 30 秒間 

 98℃ 10 秒間 

 x℃ 30 秒間  ×35 サイクル 

 72℃ y 

 72℃ 2 分間 

x = NEB Tm Calculator を用いて算出した。 

   (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) 

y = 50 秒間/kb 

 

PCR 反応後の 0.2 mL チューブに 6×Gel Loading Dye（B7024A; NEB）を添加し、2 %

アガロースゲルで 30 分間電気泳動した。Gel Red（41002; Biotium）でゲルを 30 分間

染色した後、UV 照射下で目的長のバンドを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit

（28704; QIAGEN）でゲル抽出した（メーカーのプロトコルに従った）。ゲル抽出産物

を以下のように Ligation 反応に供した。 

 

https://tmcalculator.neb.com/#!/main
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 ゲル抽出産物     2.5 µL 

 2×Ligation mix [319-05961;ニッポンジーン] 2.5 µL 

 

0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラー上で 16℃、15 分間インキュベートした。 

 

Ligation 反応産物を大腸菌に形質転換した（詳細は大腸菌の形質転換を参照）。翌日、

プレートからピックアップしたコロニーをアンピシリンまたはカナマイシン含有プラ

スグロウ溶液 2 mL に加え、37℃、180 rpm で一晩振とう培養した。翌日、Mini Plus 

Plasmid DNA Extraction System（GF2002; VIOGENE）によりプラスミドを精製した

（メーカーのプロトコルに従った）。DNA シークエンス解析により配列を確認した（詳

細は DNA シークエンス解析を参照）。 

 

使用したプライマーを表 3 にまとめた。 

 

In-Fusion 

In-Fusion HD Cloning Kit（639650；タカラバイオ）を用いた。ベクターとインサート

の DNA 量 比 の 計 算 に は 、 In-Fusion molar ratio calculator 

(https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/primer-design-and-other-

tools/in-fusion-molar-ratio-calculator)を利用した。In-Fusion 反応は以下の通りである。 

 

 5×HD   1 µL 

 ベクター  x µL（In-Fusion molar ratio calculator で算出） 

 インサート  y µL（In-Fusion molar ratio calculator で算出） 

 DDW   up to 5 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラー上で 50℃、15 min の In-Fusion 反応に供した。 

 

大腸菌の形質転換 

-80℃から取り出した DH5αコンピテントセル（1.5 mL チューブ）を氷上で溶かした。

プラスミドをコンピテントセルに加え、タッピングして混ぜた後、氷上に 5 分間静置し

た。42℃のヒートブロックで 50 秒間加熱し、氷上に 2 分間静置した。プラスグロウ溶

液でコンピテントセルを懸濁した。アンピシリン耐性遺伝子をコードするプラスミドの

場合は、アンピシリン含有プレートに播種した。カナマイシン耐性遺伝子をコードする

https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/primer-design-and-other-tools/in-fusion-molar-ratio-calculator
https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/primer-design-and-other-tools/in-fusion-molar-ratio-calculator
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プラスミドの場合は、37℃のインキュベーターで 60 分間回復培養した後、カナマイシ

ン含有プレートに播種した。その後、プレートを 37℃のインキュベーターに一晩静置

した。 

 

DNA シークエンス解析 

以下の反応液を 0.2 mL チューブで作製した。 

 

 プライマー [10 µM] 0.32 µL 

 プラスミド DNA  300 ng 分 

 DDW   up to 10 µL 

 

反応チューブを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。シ

ークエンス結果を Snapgene ビューワー上でアライメントすることで、DNA 配列を確

認した。 

 

マウスの飼育 

マウスの飼育と実験は、東京工業大学動物実験委員会の承認を得たうえでおこなった

（承認番号：D2023004）。マウスは 12 時間ごとに明暗し、室温 22-23℃に保たれた部

屋で、自由に水と餌をとれる状態で飼育した。 

 

マウス組織/胚の回収・凍結切片作製 

逃亡防止策を講じた部屋で、マウスを頸椎脱臼により安楽死させた。マウスをキムタオ

ルの上に置き、全身にエタノールをスプレーした。腹部をハサミで切断し、目的の組織・

胚を摘出した。組織・胚を、あらかじめ PBS を入れた 10 cm ディッシュ上で洗浄した。

組織は 5×5 mm サイズにカットした。キムワイプで組織片・胚から PBS を除いた後、

4 ％ PFA in PBS を入れた 1.5 mL チューブに移し、4℃で一晩チューブを回転しなが

ら固定した。1.5 mL チューブから固定液を除去し、PBS を加え、4℃、10 分間回転し

ながら洗浄した。この PBS 洗浄を計 3 回繰り返した。キムワイプで組織片・胚から PBS

を除いた後、あらかじめ OCT-compound（45833；SAKURA）を入れた保存容器に組

織片・胚を移し、液体窒素で凍結した。その後、ミクロトームを用いて厚さ 10 µm の組

織・胚切片を作製し、スライドガラス上に貼り付けた。切片は-80℃で保存した。 
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細胞培養 

本研究で使用した細胞種 

セルライン名  由来    出典 

 

NIH3T3   マウス胚性繊維芽細胞  北大・高木博士から供与 

MC12   マウス胚性腫瘍細胞  Abe et al., 1988 

C2C12   マウス筋芽細胞   JCRB から購入 

Pmi28   マウス筋芽細胞   独・Solovei 博士から供与 

iMEF（3-12）  不死化マウス胚性繊維芽細胞 理研・眞貝博士から供与 

iMEF（5KO）  iMEF（3-12）から  Fukuda et al., 2023 

Setdb1、G9a、Glp、Suv39h1/2 

をノックアウトした細胞 

ES（TT2）  マウス胚性幹細胞  理研・眞貝博士から供与 

ES（TKO）  Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b Tsumura et al., 2006 

   をノックアウトした ES 細胞 

HEK293T  不死化ヒト胎児腎細胞  札医大・藤永博士から供与 

 

本研究で使用した培地の組成 

試薬の正式名称    略称   製造メーカー 

 

Dulbecco's Modified Eagle Medium 高グルコース DMEM 08458-16; 

ナカライテスク 

Ham's F-10 Nutrient Mixture  F-10 ハム  N6908; Gibco 

牛胎児血清    FBS   10270-106; Gibco 

ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液 P/S   26253-84; 

ナカライテスク 

MEM 非必須アミノ酸溶液  NEAA   139-15651; 

        WAKO 

2-メルカプトエタノール   2-ME   21985-023; Gibco 

L-グルタミン    L-Glu   25030-081;Gibco  

Leukemia Inhibitory Factor  LIF   NU0012-2; 

        ナカライテスク 

ピルビン酸ナトリウム   S/P   11360-070; Gibco 
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NIH3T3、MC12、C2C12、HEK293T： 

10 % FBS、1 % P/S、高グルコース DMEM 

iMEF（3-12）、iMEF（5KO）： 

10 % FBS、1 % P/S、1 % NEAA、55 µM 2-ME、高グルコース DMEM 

ES（TT2）： 

10 % FBS、1 % P/S、1 % NEAA、100 µM 2-ME、1 % L-Glu、 

103 unit/mL LIF、高グルコース DMEM 

ES（TKO）： 

15 % FBS、1 % P/S、1 % NEAA、100 µM 2-ME、1 mM S/P、 

103 unit/mL LIF、高グルコース DMEM 

Pmi28： 

15 % FBS、1 % P/S、F-10 ハム 

 

細胞の培養・継代・ストック 

マウスおよびヒト培養細胞は、10 cm ディッシュ（培地 10 mL）に播種し、37℃、5 % 

CO2 濃度のインキュベーターで培養した。細胞継代は以下の手順でおこなった。ディッ

シュから培地を除き、PBS を 10 mL 加えた。PBS を除き、Trypsin/EDTA（35554-64；

ナカライテスク）を 1 mL 加えた。Trypsin/EDTA を除き、ディッシュを叩くことで細

胞をはがした。培地 10 mL を加え懸濁した後、その細胞懸濁液 3 mL を、あらかじめ培

地 7 mL を入れた 10 cm ディッシュに移した。細胞のストックは以下の手順でおこなっ

た。ディッシュから培地を除き、PBS を 10 mL 加えた。PBS を除き、Trypsin/EDTA

を 1 mL 加えた。Trypsin/EDTA を除き、ディッシュを叩くことで細胞をはがした。培

地 10 mL を加え懸濁した後、全量を 15 mL チューブに回収した。1,200 rpm、2 分間遠

心し、上清を除いた。セルバンカー（CB021；タカラバイオ）1 mL で細胞ペレットを

よく懸濁し、細胞保存用チューブに移した。細胞ストックは-80℃で保存した。細胞ス

トックの播種は次の手順にしたがった。-80℃から取り出した細胞ストックチューブを

37℃の恒温槽で加温した。溶けた細胞懸濁液をあらかじめ 9 mL の培地を入れた 15 mL

チューブに移し、1,200 rpm、2 分間遠心した。上清を除き、培地 10 mL で懸濁した後、

10 cm ディッシュに播種した。 

 

ノックアウト細胞の作製 

CRISPR/Cas9 システム用プラスミドの作製 

ガイド RNA（gRNA）は CRISPRdirect（https://crispr.dbcls.jp/）を利用して設計した。

センスオリゴとアンチセンスオリゴを以下のようにリン酸化およびアニーリング処理

した。 

https://crispr.dbcls.jp/
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 センスオリゴ [100 µM]    0.5 µL 

 アンチセンスオリゴ [100 µM]   0.5 µL 

 10×T4 DNA Ligase buffer [B0201S; NEB] 0.5 µL 

 T4 PNK [M0201S; NEB]    0.2 µL 

 ATP [100 mM]     0.1 µL 

 DDW      3.2 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 次の温度条件のサーマルサイクラーにかけた。 

 

 37℃ 30 分間 

95℃ 5 分間 

-0.1℃/秒ずつ 25℃まで温度低下 

 

 反応後の 0.2 mL チューブに DDW 45 µL を追加した。 

 

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 ベクター（62988; Addgene）を以下のように制限

酵素処理した。 

 

ベクター    3 µg 分 

 10×CutSmart Buffer [B7204S; NEB] 5 µL 

 BbsI-HF [R3539L; NEB]   0.5 µL 

 DDW     up to 50 µL 

 

 1.5 mL チューブで反応液を調製した。 

ヒートブロックに静置し、37℃で一晩反応させた。 

 

BAP [TOYOBO]   2 µL 

を追加し、さらに 37℃で 1 時間反応させた。 

 

制限酵素および BAP 処理後の 1.5 mL チューブに 6×Gel Loading Dye（B7024A; NEB）

を添加し、2 %アガロースゲルで 30 分間電気泳動した。Gel Red（41002; Biotium）で

ゲルを 30 分間染色した後、UV 照射下で目的長のバンドを切り出し、QIAquick Gel 

Extraction Kit（28704; QIAGEN）でゲル抽出した（メーカーのプロトコルに従った）。
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以下の Ligation 反応により、リン酸化・アニーリングしたオリゴをゲル抽出したベクタ

ーに挿入した。 

 

 リン酸化・アニーリング済みオリゴ  0.5 µL 

 ゲル抽出ベクター    0.2 µL 

 2×Ligation mix [319-05961;ニッポンジーン] 2 µL 

 DDW      1.3 µL 

 

0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラー上で 16℃、15 分間インキュベートした。 

 

Ligation 産物を大腸菌に形質転換した（詳細は大腸菌の形質転換を参照）。翌日、プレ

ートからピックアップしたコロニーをアンピシリン含有プラスグロウ溶液 2 mL に加

え、37℃、180 rpm で一晩振とう培養した。翌日、Mini Plus Plasmid DNA Extraction 

System（GF2002; VIOGENE）によりプラスミドを精製した（メーカーのプロトコルに

従った）。DNA シークエンス解析により配列を確認した（詳細は DNA シークエンス解

析を参照）。配列が正しいクローンを、アンピシリン含有プラスグロウ溶液 50 mL に加

え、37℃、180 rpm で一晩振とう培養した。翌日、PureLink HiPure Plasmid Midiprep 

Kit（K210015; Thermo Fisher Scientific）によりプラスミドを精製した（メーカーのプ

ロトコルに従った）。 

 

CRISPR/Cas9 システムの導入とクローン選択 

iMEF 細胞を 2×105 cell/mL 濃度で 6 well プレートに播種した。翌日、以下のように

Lipofectamine3000（L3000075; Thermo Fisher Scientific）を用いて、gRNA を挿入し

た PX459 プラスミドをトランスフェクションした。 

 

 反応液 A：    

 プラスミド   2.5 µg 分 

P3000 Reagent   5 µL 

 Opti-MEM Medium  up to 125 µL 

 

反応液 B：    

 Lipofectamine3000 Reagent 7.5 µL 

 Opti-MEM Medium  117.5 µL 
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反応液 A と B をピペッティングで混ぜ、室温、15 分間静置した。 

全量を 6 well プレートに添加した。 

 

翌日、培地を除去し、2 µg/mL 濃度の Puromycin 含有培地を加えた。2 日後、培地を除

去し、抗生物質を含まない新しい培地を加えた。2 日後、Puromycin 選択細胞を 500 

cells/20 mL 濃度で 15 cm ディッシュに播種した。1 週間後、顕微鏡下で単一細胞由来

のコロニーをピペッティングで回収し、半量を 96 well ガラス底プレートに、残りの半

量を 96 well プラスチック底プレートに播種した。3 日後、ガラス底プレートの細胞を

固定し、それぞれ以下の抗体で免疫染色した（詳細は免疫染色 培養細胞を参照）。 

 

 NSD2 ノックアウト候補細胞  抗 H3K36me2-Alexa488 抗体 

 SMARCA5 ノックアウト候補細胞  抗 SMARCA5 抗体 

 BAZ1B ノックアウト候補細胞  抗 BAZ1B 抗体 

 

 SMARCA5 と BAZ1B は、一次抗体反応後、Alexa488 ラベル化二次抗体を反応 

させた。 

 

翌日、免疫染色した細胞を共焦点顕微鏡で観察した（詳細は顕微鏡観察 免疫染色（培

養細胞）を参照）。NSD2 ノックアウト候補細胞については、ヘテロクロマチンへの

H3K36me2 集積が比較的少ないクローンを、SMARCA5 および BAZ1B ノックアウト

候補細胞については、それぞれのタンパク質の蛍光シグナルが弱いクローンを目視で判

別した。該当クローンを 96 well プラスチック底プレートから 6 cm ディッシュ（2 枚）

まで繰り返し継代し、細胞数を徐々に増やした。6 cm ディッシュ 1 枚分の細胞はスト

ックし、もう 1 枚分の細胞からはタンパク質を回収した。回収したタンパク質を試料と

して、以下の抗体でウエスタンブロッティングし、ノックアウトできたクローンを判別

した（詳細はウエスタンブロッティングを参照）。 

 

 NSD2 ノックアウト候補細胞  抗 NSD2 抗体 

 SMARCA5 ノックアウト候補細胞  抗 SMARCA5 抗体 

 BAZ1B ノックアウト候補細胞  抗 BAZ1B 抗体 

 

使用したオリゴは表 3 に、抗体は表 4 にまとめた。 
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ノックダウン細胞の作製 

shRNA ノックダウン用プラスミドの作製 

shRNA は GPP Web Portal（https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/）を用いて

設計した。センスオリゴとアンチセンスオリゴを以下のようにアニーリングした。 

 

 センスオリゴ [100 µM]    1 µL 

 アンチセンスオリゴ [100 µM]   1 µL 

 10×NEB buffer2 [B7002S; NEB]   5 µL 

 DDW      43 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 次の温度条件のサーマルサイクラーにかけた。 

 

 95℃ 4 分間 

70℃ 10 分間 

-0.1℃/秒ずつ 25℃まで温度低下 

 

pLKO.1-Hygro ベクター（24150; Addgene）を以下のように制限酵素処理した。 

 

ベクター    3 µg 分 

 10×CutSmart Buffer [B7204S; NEB] 5 µL 

 EcoRI-HF [R3101L; NEB]  0.5 µL 

 AgeI-HF [R3552S; NEB]   0.5 µL 

 DDW     up to 50 µL 

 

 1.5 mL チューブで反応液を調製した。 

ヒートブロックに静置し、37℃で一晩反応させた。 

 

制限酵素処理後の 1.5 mL チューブに 6×Gel Loading Dye（B7024A; NEB）を添加し、

2 %アガロースゲルで 30 分間電気泳動した。Gel Red（41002; Biotium）でゲルを 30 分

間染色した後、UV 照射下で目的長のバンドを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit

（28704; QIAGEN）でゲル抽出した（メーカーのプロトコルに従った）。以下の Ligation

反応により、アニーリングしたオリゴをゲル抽出したベクターに挿入した。 
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 ゲル抽出ベクター    20 ng 分 

 アニーリング済みオリゴ    2 µL 

 10×T4 DNA Ligase buffer [B0201S; NEB] 2 µL 

 T4 DNA Ligase [WAKO]    1 µL 

 ATP [100 mM]     0.2 µL 

 DDW      up to 20 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラーで 16℃、一晩インキュベートした。 

 

Ligation 産物を大腸菌に形質転換した（詳細は大腸菌の形質転換を参照）。翌日、プレ

ートからピックアップしたコロニーをアンピシリン含有プラスグロウ溶液 2 mL に加

え、37℃、180 rpm で一晩振とう培養した。翌日、Mini Plus Plasmid DNA Extraction 

System（GF2002; VIOGENE）によりプラスミドを精製した（メーカーのプロトコルに

従った）。DNA シークエンス解析により配列を確認した（詳細は DNA シークエンス解

析を参照）。配列が正しいクローンを、アンピシリン含有プラスグロウ溶液 50 mL に加

え、37℃、180 rpm で一晩振とう培養した。翌日、PureLink HiPure Plasmid Midiprep 

Kit（K210015; Thermo Fisher Scientific）によりプラスミドを精製した（メーカーのプ

ロトコルに従った）。 

 

shRNA ノックダウンシステムの導入と細胞選択 

HEK293T 細胞を 4×105 cell/mL 濃度で 6 cm ディッシュに播種した。翌日、以下のよ

うに Lipofectamine3000（L3000075; Thermo Fisher Scientific）を用いて、shRNA プラ

スミドをトランスフェクションした。なお、コントロールには Scramble シークエンス

を挿入した pLKO.1-Hygro ベクターを用いた。 

 

 反応液 A： 

 pLKO.1-Hygro ベクター [shRNA 挿入済み] 2.7 µg 分 

 psPAX2 ベクター [12260; Addgene]  2.1 µg 分 

 pCMV-VSV-G ベクター [PT3343-5; Clontech] 0.7 µg 分 

P3000 Reagent     11 µL 

 Opti-MEM Medium    up to 265.5 µL 
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反応液 B： 

 Lipofectamine3000 Reagent   16.5 µL 

 Opti-MEM Medium    250 µL 

 

反応液 A と B をピペッティングで混ぜ、室温、15 分間静置した。 

全量を 6 cm ディッシュに添加した。 

 

翌日、トランスフェクションした HEK293T 細胞ディッシュから培地を除き、新しい培

地を加えた。またノックダウンする iMEF 細胞を 1×105 cell/mL 濃度で 6 well プレー

トに播種した。翌日、HEK293T 細胞ディッシュから回収したウイルス含有培地（5 mL）

を 0.45 µm フィルター（25AS045AS; ADVANTEC）でろ過し、終濃度 4 µg/mL となる

ように Polybrene を添加した。iMEF 細胞プレートから培地を除き、ウイルス含有培地

を 2 mL 加えた。翌日、ウイルス含有培地を除き、400 µg/mL 濃度の Hygromycin 含有

培地を加えた。3 日後、培地を除去し、抗生物質を含まない新しい培地を加えた。翌日

以降、6 well プレートから 6 cm ディッシュ（2 枚）まで繰り返し継代し、細胞数を徐々

に増やした。6 cm ディッシュ 1 枚分の細胞はストックし、もう 1 枚分の細胞からは

RNA を回収した。回収した RNA を試料として、RT-qPCR をおこなうことで、ノック

ダウン効率を算出した。 

使用したオリゴを表 3 にまとめた。 

 

安定発現細胞の作製 

PiggyBac 法を用いた。 

 

2C3-mintbody 安定発現 iMEF 細胞 

iMEF 細 胞 を 2 × 105 cell/mL 濃 度 で 6 well プ レ ー ト に 播 種 し た 。 翌 日 、

Lipofectamine3000（L3000075; Thermo Fisher Scientific）を用いて、以下のようにプ

ラスミドをトランスフェクションした。 

 

 反応液 A：    

 PB533-2C3LH-sfGFP-Neo 0.75 µg 分 

 PB533-H2B-Halo-Puro  0.75 µg 分 

 PB533-mCherry-PCNA-Neo 0.75 µg 分 

 mPB    0.25 µg 分 

P3000 Reagent   5 µL 

 Opti-MEM Medium  up to 125 µL 
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反応液 B：    

 Lipofectamine3000 Reagent 7.5 µL 

 Opti-MEM Medium  117.5 µL 

 

反応液 A と B をピペッティングで混ぜ、室温、15 分間静置した。 

全量を 6 well プレートに添加した。 

 

翌日、培地を除去し、2 µg/mL 濃度の Puromycin 含有培地を加えた。2 日後、培地を除

去し、500 µg/mL 濃度の Neomycin 含有培地を加えた。10 日後、培地を除き、抗生物

質を含まない新しい培地を加えた。 

 

dCas9-Halo 安定発現 Pmi28 細胞 

Pmi28 細 胞 を 2 × 105 cell/mL 濃 度 で 6 well プ レ ー ト に 播 種 し た 。 翌 日 、

Lipofectamine3000 を用いて、以下のようにプラスミドをトランスフェクションした。 

 

 反応液 A：    

 PB510-dCas9-Halo または PB510-dCas9-Halo-NSD2 1.5 µg 分 

 PB510-sgRNA for MajSat     0.75 µg 分 

 mPB       0.25 µg 分 

P3000 Reagent      5 µL 

 Opti-MEM Medium     up to 125 µL 

 

反応液 B：    

 Lipofectamine3000 Reagent    7.5 µL 

 Opti-MEM Medium     117.5 µL 

 

反応液 A と B をピペッティングで混ぜ、室温、15 分間静置した。 

全量を 6 well プレートに添加した。 

 

翌日、培地を除去し、2 µg/mL 濃度の Puromycin 含有培地を加えた。2 日後、培地を除

去し、抗生物質を含まない新しい培地を加えた。 
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IgG 抗体または Fab の蛍光ラベリング 

以下の抗体ラベリング反応液を 1.5 mL Protein LoBind チューブ（Eppendorf）で作製

した。 

 

 IgG 抗体または Fab 100 µg 分 

 NaHCO3 [1M]  10 

 Dye   x µL 

 PBS   up to 100 µL 

 x = Alexa488: 1.5 µL、Cy3: 4 µL、Cy5: 3.5 µL 

 

 1.5 mL をアルミホイルで遮光した。 

室温で 1 時間回転しながらインキュベートした。 

 

PD Mini-Trap G-25 カラム（28918007; Cytiva）をカラム立てに静置し、保存液を自然

落下させた。上から注いだ PBS を自然落下させる操作を 3 回繰り返し、カラムを洗浄

した。1 時間の蛍光標識反応後のサンプルを全量カラムにアプライした。フロースルー

を自然落下させた。G-25 カラムの下に Amikon 10k カラムチューブ（UFC5010BK; 

Millipore）をセットし、PBS 500 µL を加えてフロースルーを回収した。Amikon 10k カ

ラムチューブを 14,000×g、4℃で 15 分間遠心した。Amikon 10k カラム上の残存溶液

を新しい 1.5 mL Protein LoBind チューブに回収した。フロースルーを捨てた Amikon 

10k カラムチューブに PBS 500 µL を追加し、14,000×g、4℃で 15 分間遠心した。

Amikon 10k カラム上の残存溶液を 1.5 mL Protein LoBind チューブに追加回収した。

Nanodrop（OneC; Thermo Fisher Scientific）により蛍光標識された抗体または Fab の

濃度を計測した。 

 

免疫染色 

培養細胞 

カバーガラス（12 well プラスチック底プレートに静置）またはガラス底プレート/ディ

ッシュに播種した細胞から培地を除き、固定液を加えた。固定条件は以下の通り。 

 

ヒストン修飾の免疫染色： 

4 % PFA、250 mM HEPES–NaOH（pH 7.4）、0.1 % Triton X-100 in PBS 溶液

室温、5 分間 
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ヒストン修飾以外の免疫染色およびトランスフェクション後の免疫染色： 

4 % PFA in PBS 溶液 

室温、5 分間 

トランスフェクションの手順は、 

顕微鏡観察 生細胞（一過的トランスフェクション）の項を参照。 

 

固定液を除き、PBS を加え、室温で 5 分間振とうした。PBS を除き、新しい PBS を加

え、室温で 5 分間振とうした（以下、PBS 洗浄）。PBS を除き、1 % Triton X-100 in PBS

を加え、室温で 20 分間振とうした。3 回 PBS 洗浄した。PBS を除き、Blocking One-P

（05999-84；ナカライテスク）を加え、室温で 20 分間振とうした。Blocking One-P を

除き、抗体反応液を加え、4℃で一晩静置した。抗体反応液の組成は以下の通り。 

 

 抗ヒストン修飾抗体 2 µg/mL 

 抗非ヒストン修飾抗体 0.5 µg/mL 

 JF646 HaloTag ligand 2 nM（Halo タグ付きプラスミド使用時） 

 

抗体反応液の溶媒としては共通して、1 µg/mL Hoechst33342（ナカライテス

ク）、10 % Blocking One-P in PBS を使用した。 

抗ヒストン修飾抗体は、ウサギ由来抗体を除き、Alexa488、Cy3、Cy5 のいず 

れかでラベルした抗体を用いた。 

 

翌日、抗体反応液を除き、3 回 PBS 洗浄した。二次抗体反応が必要な場合は、PBS を

除き、1 µg/mL Alexa488 ラベル化二次抗体溶液（溶媒は一次抗体反応時と同じ）を加

え、室温、1 時間静置した。抗体反応液を除き、3 回 PBS 洗浄した。またカバーガラス

で免疫染色した場合は、PBS 洗浄後、ProLong Diamond Antifade Mountant（P36961; 

Thermo Fisher Scientific）を用いてスライドガラス上に封入した。 

 

マウス組織および胚 

組織・胚切片（スライドガラス上に貼付）を-80℃から取り出し、室温に 15 分間静置す

ることで解凍した。PBST 40 mL を入れたガラス瓶に切片スライドガラスを立て、室温

で 5 分間振とうした（PBST 洗浄）。これを計 3 回繰り返した。次に、賦活化装置 NxGen

（FUNAKOSHI）を用い、切片を抗原賦活化処理した。賦活化バッファーとして 10 mM

クエン酸（pH2.0）を用い、温度条件は 95℃、20 分間とした。切片スライドガラスを

ガラス瓶に立て、PBST 洗浄を 3 回おこなった。PBST を除き、1 % TritonX-100 in PBS 

40 mL を加え、室温で 25 分間振とうした。PBST 洗浄を 3 回おこなった後、切片スラ
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イドガラスを湿潤箱に静置し、LIQUID BLOCKER（大道産業）で切片周囲をかこんだ。

Blocking One-P 300 µL を切片に添加し、室温で 25 分間ブロッキングした。ブロッキ

ング液を除き、抗体反応液 200 µL を切片スライドガラスにかけ、室温で 3 日間免疫染

色した。抗体反応液は以下の通りである。 

 

 抗 H3K36me2-Alexa488-Fab 20 µg/mL 

 抗 H3K9me3-Cy3 抗体  10 µg/mL（組織切片の場合） 

 抗 H3K9me3-Cy5 抗体  10 µg/mL（胚切片の場合） 

 Hoechst33342   1 µg/mL 

 

抗体反応液の溶媒としては 10 % Blocking One-P in PBS を使用した。 

 

3 日後、PBST 洗浄を 3 回おこなった。切片上に ProLong Diamond Antifade Mountant

（P36961; Thermo Fisher Scientific）を垂らし、その上からカバーガラス（MICRO 

COVER GLASS 24×32mm；MATSUNAMI）を被せることで切片を封入した。 

 

使用した抗体を表 4 にまとめた。 

 

顕微鏡観察 

顕微鏡の設定条件（共通） 

Nikon A1 システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 倒立顕微鏡  Ti-2（Nikon） 

 ソフトウェア  NIS-elements AR version 5.21.00 

 レーザー  405 nm、488 nm、561 nm、640 nm（LU-N4; Nikon） 

 検出器/カメラ  GAsP detector 

 ダイクロイックミラー 405/488/561/640 

 蛍光フィルター  450/50、525/50、595/50、700/75 

 

Olympus Ixplore SpinSR システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 倒立顕微鏡  IX-83（Olympus） 

 ソフトウェア  CellSens Dimension 3.2 

 レーザー  405 nm、488 nm、561 nm、640 nm（OBIS） 

 検出器/カメラ  sCMOS カメラ（ORCA Flash 4.0；浜松ホトニクス） 

 ダイクロイックミラー 405/488/561/640 

 蛍光フィルター  447/60、525/50、617/73、685/40 
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横河電機 CSU-W1 システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 倒立顕微鏡  Ti-E（Nikon） 

 ソフトウェア  NIS-elements v5.11.03 

 レーザー  405 nm、470 nm、555 nm、640 nm 

 検出器/カメラ  EM-CCD（iXon 3; Andor） 

 ダイクロイックミラー 405/470/555/640 

 蛍光フィルター  440/40、520/60、690/50 

 

生細胞（一過的トランスフェクション） 

細 胞 を 2 × 105 cell/mL 濃度で 24 well ガラス底 プレートに播種した。 翌 日 、

Lipofectamine3000（L3000075; Thermo Fisher Scientific）を用いて、以下のようにプ

ラスミドをトランスフェクションした。 

 

 反応液 A：    

 プラスミド DNA   0.5 µg 分 

P3000 Reagent   1 µL   

 Opti-MEM Medium  up to 25 µL 

 

反応液 B：    

 Lipofectamine3000 Reagent 1.5 µL 

 Opti-MEM Medium  23.5 µL 

 

反応液 A と B をピペッティングで混ぜ、室温、15 分間静置した。 

全量を 24 well プレートに添加した。 

 

Halo タグ付きプラスミドを導入した場合は、翌日、培地を除いた後、2 nM Janelia Fluor 

646（JF646）HaloTag リガンド（Promega）および 0.5 µg/mL Hoechst33342 を含む培

地で 37℃、30 分間培養した。それ以外の場合は、Hoechst33342 のみを含む培地で培養

した。染色後は培地を除き、蛍光色素を含まない新しい培地を加えた。この洗浄を計 2

回繰り返した後、10 % FBS、1 % P/S 含有 FluoroBrite DMEM（A1896701; Gibco）に

培地交換し、共焦点顕微鏡のヒートステージ（37℃、5 % CO2）にセットした。顕微鏡

の撮影条件は以下の通りである。 
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Nikon A1 システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 レンズ   Plan Apo VC 60x WI DIC N2（NA 1.2) 

Z 設定   範囲：5 µm ステップ：1 µm 

ピンホールサイズ 43.42 µm 

スキャナー設定  スキャナーズーム：1.5 倍 

スキャンサイズ：512×512 pixels 

スキャンスピード：1 フレーム/秒 

 

生細胞（安定発現） 

安定発現細胞を 35 mm ガラス底ディッシュに播種した翌日、培地を除き、2 nM JF646 

HaloTag リガンドを含む培地で 37℃、30 分間培養した。染色後は培地を除き、蛍光色

素を含まない新しい培地を加えた。この洗浄を計 2 回繰り返した後、10 % FBS、1 % 

P/S 含有 FluoroBrite DMEM に培地交換し、共焦点顕微鏡のヒートステージ（37℃、

5 % CO2）にセットした。顕微鏡の撮影条件は以下の通りである。 

 

 Nikon A1 システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 レンズ   Plan Apoλ100x OFN25 DIC N2（NA 1.45) 

Z 設定   範囲：6 µm ステップ：2 µm 

T 設定   間隔：15 分間 合計：38 時間 45 分 

ピンホールサイズ 63.86 µm 

スキャナー設定  スキャナーズーム：1.2 倍 

スキャンサイズ：512×512 pixels 

スキャンスピード：1 フレーム/秒 

 

免疫染色（培養細胞） 

図 10、図 14 では以下の条件で撮影した。 

 

 Olympus Ixplore SpinSR システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 レンズ   UplanApoN 60× OSC2（NA 1.4) 

Z 設定   範囲：8 µm ステップ：0.5 µm 

スキャンサイズ  2048×2048 pixels 

 

それ以外の画像は生細胞（一過的トランスフェクション）と同様の条件で取得した。 
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免疫染色（組織切片） 

以下の条件で撮影した。 

 

 Nikon A1 システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 レンズ   Plan Apo VC 60x WI DIC N2（NA 1.2) 

Z 設定   範囲：5 µm ステップ：1 µm 

ピンホールサイズ 43.42 µm 

スキャナー設定  スキャナーズーム：1 倍 

スキャンサイズ：512×512 pixels 

スキャンスピード：1 フレーム/秒 

 

免疫染色（胚切片） 

以下の条件で撮影した。 

 

 横河電機 CSU-W1 システム搭載共焦点レーザー顕微鏡 

 レンズ   Plan Apo 40x/0.95 DIC M/N2 

Z 設定   範囲：5 µm ステップ：1 µm 

スキャンサイズ  1024×1024 pixels 

 

画像解析 

ラインプロファイル 

NIS-Elements AR Analysis version 5.01.00（Nikon）を用い、焦点面の Z スライスのマ

ージ画像を作成した。次に Image J Fiji（ver 1.54f）の Plot Profile 機能を使って画像上

に任意の直線を引き、直線上の位置と輝度を計測した。その後、R（ver 4.2.1）を用い

て、x 軸が直線の距離（µm）、y 軸が輝度となるプロットを作成した。 

 

PCH 局在率（Intensity ratio） 

NIS-Elements AR Analysis version 5.01.00（Nikon）を用いてバックグラウンドを差し

引いた。次に AIVIA version 10.5.1（DRVision）の Cell Analysis レシピを実行し、Hoechst

チャネルに基づいて PCH と細胞核の領域を指定したうえで、領域内の平均輝度を測定

した。PCH 局在率（PCH の平均輝度を、PCH を除いた核の平均輝度で割った値。結

果図内では Intensity ratio と表記）は R により算出した。 

 

 

 



50 

 

ピアソン相関 

二つのチャネルの輝度のピアソン相関は、Image J Fiji の Coloc2 機能を用いて算出し

た。プロットと有意差検定には R を用いた。 

 

RNA 抽出・RNA 精製 

RNA を回収するため、6 cm ディッシュに細胞を播種した。翌日、培地を除き、TRIzol 

Reagent（15596026; Thermo Fisher Scientific）を 500 µL 加えた。セルスクレーパーで

細胞をはがした後、全量を 1.5 mL チューブに回収した。以降は、RNase およびゲノム

のコンタミネーションを防ぐため、マスクと手袋を着用して実験した。実験机とピペッ

トマンは RNase Zap（AM9780; Thermo Fisher Scientific）でよく拭き、フィルターチ

ップを使用した。TRIzol Reagent で懸濁した RNA 抽出液に対し、クロロホルムを 100 

µL 加え、10 秒間のボルテックス後、室温に 3 分間静置した。12,000×g、4℃、15 分間

遠心し、上層を新しい 1.5 mL チューブに回収した。イソプロパノールを 250 µL 加え、

5 秒間のボルテックス後、室温に 10 分間静置した。12,000×g、4℃、10 分間遠心し、

上清を除いた。75 % エタノール 700 µL を加え、5 秒間のボルテックス後、12,000×g、

4℃、5 分間遠心し、上清を除去した。再度 12,000×g、4℃、2 分間遠心し、上清を丁

寧に除去した。チューブの蓋を開けた状態で室温、3 分間風乾した。Nuclease free water

を 20 µL 加え、5 秒間のボルテックス後、ヒートブロックで 55℃、10 分間インキュベ

ートした。Nanodrop（OneC; Thermo Fisher Scientific）により RNA 濃度と精製度を計

測した。 

 

DNase 処理 

以下の反応液を 0.2 mL チューブで調製し、サーマルサイクラーで 37℃、30 分間イン

キュベートした。 

 

精製 RNA     1 µg 分 

10×RQ1 Reaction buffer [M198A; Promega] 3 µL 

RQ1 RNase-free DNase [M610A; Promega] 

 MajSat および MinSat RNA を定量する場合 10 µL 

それ以外の遺伝子 RNA を定量する場合  1 µL 

Nuclease free water    up to 30 µL 

 

RQ1 Stop Solution（M199A; Promega） 1 µL を追加し、ボルテックス後、サーマルサ

イクラーで 65℃、10 分間インキュベートした。RNeasy MinElute Cleanup Kit（74204; 

QIAGEN）により、RNA を精製した（メーカーのプロトコルに従った）。Nanodrop
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（OneC; Thermo Fisher Scientific）により RNA 濃度と精製度を計測した。 

 

cDNA 合成 

以下の反応液を 0.2 mL チューブで調製し、サーマルサイクラーで 65℃、5 分間インキ

ュベートした。 

 

DNase 処理・精製済み RNA    100 ng 分 

random hexamer [1 µg/µL, 58875; Thermo Fisher]  0.25 µL 

dNTPs mix [2.5 mM each, 639125; タカラバイオ]  4 µL 

Nuclease free water     up to 13 µL 

 

以下の反応液を 0.2 mL チューブに追加した。 

 

 5×First strand buffer [y01129; Thermo Fisher]   4 µL 

 DTT [0.1 M, y00147; Thermo Fisher]    1 µL 

 RNaseOUT [100000840; Thermo Fisher]    1 µL 

 SuperScript III Reverse Transcriptase [56575; Thermo Fisher] 1 µL 

 

サーマルサイクラーにセットし、以下の条件でインキュベートした。 

 

25℃ 5 分間 

50℃ 60 分間 

70℃ 15 分間 

 

さらに RNaseH [2 U/µL, 100004927; Thermo Fisher]を 0.2 µL 追加し、サーマルサイ

クラーで 37℃、60 分間インキュベートした。 

 

RT-qPCR 

PowerUP SYBR Green（A25778; Thermo Fisher Scientific） 

以下の反応ミックスを調製した。 

 

Nuclease free water   8.6 µL 

Fw primer [20 µM]   0.2 µL 

Rv primer [20 µM]   0.2 µL 

2×PowerUP SYBR Master Mix  10 µL 
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96 well プレートのウェル底に cDNA 1 µL をアプライした。なお検量線を引くため、

cDNA 原液から作製した希釈系列（1/4、1/16、1/64、1/256、1/1024）もアプライし

た。cDNA 添加後のウェルに上から反応ミックス 19 µL を追加した。全アプライ完了

後、96 well プレートをシールし、4,800 rpm、室温で 1 分間遠心した。96 well プレート

を軽くボルテックスし、4,800 rpm、室温で 3 分間遠心した。qPCR マシン Mx3000P

（Agilent Technologies）に 96 well プレートをセットし、以下の条件で qPCR に供し

た。 

 

 50℃ 2 分間 

 95℃ 2 分間 

 95℃ 15 秒間  ×40 サイクル 

 60℃ 1 分間 

 95℃ 1 分間 

 55℃ 30 秒間 

 95℃ 30 秒間 

 

検量線法により遺伝子の発現量を定量した。コントロール遺伝子には GAPDH を用い

た。 

 

Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit（E3005L; NEB） 

MajSat および MinSat RNA を定量する場合は、DNase 処理済み RNA をテンプレート

として、以下の反応ミックスを調製した。 

 

Nuclease free water    7.2 µL 

Fw primer [20 µM]    0.4 µL 

Rv primer [20 µM]    0.4 µL 

2×Luna Universal One-Step Reaction Mix  10 µL 

20×Luna WarmStart RT Enzyme Mix  1 µL 

 

96 well プレートのウェル底に DNase 処理済み RNA 1 µL をアプライし、さらに上から

反応ミックス 19 µL を追加した。全アプライ完了後、96 well プレートをシールし、4,800 

rpm、室温で 1 分間遠心した。96 well プレートを軽くボルテックスし、4,800 rpm、室

温で 3 分間遠心した。qPCR マシン Mx3000P（Agilent Technologies）に 96 well プレ

ートをセットし、以下の条件で qPCR に供した。 
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 55℃ 10 分間 

 95℃ 1 分間 

 95℃ 10 秒間  ×40 サイクル 

 60℃ 30 秒間 

 95℃ 1 分間 

 55℃ 30 秒間 

 95℃ 30 秒間 

 

ΔΔCt 法により遺伝子の発現量を定量した。コントロール遺伝子には GAPDH を用い

た。 

 

使用したプライマーを表 3 にまとめた。 

 

タンパク質抽出 

共免疫沈降および結合アッセイ（DNA とタンパク質の結合アッセイを参照）で用いる

タンパク質を以下の手順で抽出した。 

 

共免疫沈降の場合 

HEK293T 細胞を 2×105 cell/mL 濃度で 6 cm ディッシュ×4 枚に播種した。翌日、

Lipofectamine2000（11668019; Thermo Fisher Scientific）を用いて、以下のように各プ

ラスミドをトランスフェクションした。 

 

 プラスミドの組み合わせ： 

 #1 Halo-NSD2 emGFP-SMARCA5 

 #2 Halo-NSD2 emGFP-BAZ1B 

 #3 Halo  emGFP-SMARCA5 

 #4 Halo  emGFP-BAZ1B 

 

 反応液 A： 

 2 種のプラスミド（組み合わせは上述）   8 µg 分 

 Opti-MEM Medium     up to 0.5 mL 
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 反応液 B： 

 Lipofectamine2000 Reagent    20 µL 

 Opti-MEM Medium     up to 0.5 mL 

 

1.5 mL チューブで両反応液を混合した後、室温で 20 分間静置した。 

全量を 6 cm ディッシュに添加した。 

 

結合アッセイの場合 

HEK293T 細胞を 4×105 cell/mL 濃度で 10 cm ディッシュ×4 枚に播種した。翌日、

Lipofectamine2000 を用いて、以下のように各プラスミドを 10 cm ディッシュ×2 枚に

トランスフェクションした。 

 

 反応液 A： 

 pEGFP-BrD+AT1-3 または pEGFP-BrD+AT1-3mut 24 µg 分 

 Opti-MEM Medium     up to 1.5 mL 

 

 反応液 B： 

 Lipofectamine2000 Reagent    60 µL 

 Opti-MEM Medium     up to 1.5 mL 

 

15 mL チューブで両反応液を混合した後、室温で 20 分間静置した。 

全量を 10 cm ディッシュに添加した。 

 

以下、10 cm ディッシュスケールの手順を記した。6 cm ディッシュスケールの場合、

各試薬は半量とした。翌日、培地を除去し、PBS 10 mL を加えた。PBS を除き、

Trypsin/EDTA 1 mL を加え、ディッシュを叩くことで細胞を完全にはがした。培地を

9 mL 加え、細胞を懸濁した後、全量を 15 mL チューブに回収した。1,200 rpm、4℃、

2 分間遠心した。以降は氷冷した試薬を用い、氷上で操作した。上清を捨て、PBS 5 mL

を加えて懸濁後、10 cm×2 枚分を 15 mL チューブ×1 本にまとめた。1,200 rpm、4℃、

2 分間遠心し、上清を除いた。PBS 10 mL を加え懸濁後、再度 1,200 rpm、4℃、2 分間

遠心した。上清を慎重に捨て、PBS 1 mL で懸濁し、1.5 mL Protein LoBind チューブ

（Eppendorf）に移した。Whole サンプルとして 15 µL を分取し、残りは 700×g、4℃、

5 分間遠心した。上清を慎重に捨て、タッピングでペレットをほぐした。IP buffer（300 

mM NaCl、10 mM HEPES-NaOH [pH7.4]、0.1 % Triton X-100）1 mL を加えピペッ

ティング×3 回で懸濁した。20,000×g、4℃で 20 分間遠心し、上清を新しい 1.5 mL 
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Protein LoBind チューブに回収した。Sup サンプルとして 15 µL を分取した。残りの上

清（以降、IP サンプル。約 1 mL）には Protease Inhibitor（03969-21; ナカライテスク）

10 µL を加えた。沈殿は IP buffer 1 mL で懸濁し、Pellet サンプルとして 15 µL を分取

した。Whole、Sup、Pellet サンプル各 15 µL に 2×SDS loading buffer（4 % SDS、20 %

グリセロール、120 mM Tris-HCl [pH 6.8]、100 mM DTT、0.01 %ブロモフェノール

ブルー）15 µL を加え、ボルテックス後、95℃で 5 分間加熱し、SDS-PAGE に供した

（共免疫沈降では 5-20 % SDS-PAGE ゲルを、結合アッセイでは 15 % SDS-PAGE ゲ

ルを用いた。1×SDS-PAGE-Buffer を使用し、定電流 30 mA で 60 分間泳動した）。ゲル

を CBB（13542-65; ナカライテスク）で染色し、LuminoGraph II（WSE-6200; ATTO）

で撮影した。 

 

免疫沈降 

以下、10 cm ディッシュから抽出したタンパク質の手順を記した。6 cm ディッシュの

抽出タンパク質の場合、各試薬は半量とした。タンパク質抽出で得られた IP サンプル

（約 1 mL）から input として 15 µL を分取した。Dilution/Wash buffer（10 mM Tris-

HCL [pH7.5]、150 mM NaCl、0.5 mM EDTA） 1 mL を入れた 1.5 mL Protein LoBind

チューブに、GFP-Trap Magnetic Agarose beads（Proteintech）80 µL を加え、4℃で 3

分間回転しながらインキュベートした。スピンダウンし、マグネティックラック

（Thermo Fisher Scientific）に静置した後、上清を捨て、Dilution/Wash buffer 1 mL を

加えた。再び 4℃で 3 分間回転しながらインキュベートし、スピンダウン後、マグネテ

ィックラックに静置した。上清を捨て、IP サンプル（約 1 mL）を加えた。パラフィル

ムとアルミホイルで 1.5 mL チューブをシールし、4℃で一晩回転しながらインキュベ

ートした。翌日、1.5 mL チューブをスピンダウンし、マグネティックラックに静置し

た。上清は Flow-through として分取した。ペレットは Dilution/Wash buffer 1 mL で懸

濁し、4℃で 30 分間回転しながらインキュベートした。スピンダウン→マグネティック

ラックに静置→上清除去という操作を計 3 回繰り返した。3 回目の上清除去後のペレッ

トを Dilution/Wash buffer 100 µL で懸濁し、そこから IP sample として 3 µL を分取し

た。input、Flow-through、IP sample それぞれに等量の 2×SDS loading buffer（4 % 

SDS、20 % グリセロール、120 mM Tris-HCl [pH 6.8]、100 mM DTT、0.01 %ブロモ

フェノールブルー）を加え、ボルテックスした後、95℃で 5 分間加熱した。それらを

SDS-PAGE に供した（共免疫沈降では 5-20 % SDS-PAGE ゲルを、結合アッセイでは

15 % SDS-PAGE ゲルを用いた。1×SDS-PAGE-Buffer を使用し、定電流 30 mA で 60 分

間泳動した）。結合アッセイの場合は、検量線作成用 BSA（ウシ血清アルブミン。1 レー

ンあたり 0.4、0.2、0.1、0.05、0.025 µg となるように希釈系列を作製）を隣接ウェルに

アプライした。ゲルを CBB 染色し、LuminoGraph II（WSE-6200; ATTO）で撮影した。
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input、Flow-through、IP sample のバンドを比較し、精製度を確認した。また Image J

の Gels 機能を用いて、BSA のバンドから検量線を作成し、IP sample のタンパク質量

を算出した。共免疫沈降サンプルは、ウエスタンブロットに供した（ウエスタンブロッ

ティングを参照）。 

 

DNA とタンパク質の結合アッセイ 

標的 DNA の作製 

AT 含量の多い標的 DNA として、以下のように Major Satellite リピート配列を NIH3T3

細胞由来の cDNA から増幅した。0.2 mL チューブに以下の PCR 反応液を調製した。 

 

 5×Q5 Reaction Buffer    10 µL 

 dNTP mix [2 mM each]    5 µL 

 Forward Primer [10 µM]    2.5 µL 

 Reverse Primer [10 µM]    2.5 µL 

 Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 0.5 µL 

 NIH3T3 cDNA [0.5 ng/µL]   1.5 µL 

 DDW      28 µL 

 

 0.2 mL チューブで反応液を調製した。 

 サーマルサイクラーに静置し、以下の条件で PCR 反応に供した。 

 

 98℃ 30 秒間 

 98℃ 10 秒間 

 63℃ 30 秒間  ×30 サイクル 

 72℃ 5 秒間 

 72℃ 2 分間 

 

PCR 産物を 6×Gel Loading Dye（B7024A; NEB）と混ぜ、2 %アガロースゲルで 30 分

間電気泳動した。Gel Red（41002; Biotium）でゲルを 30 分間染色した後、UV 照射下

で 250 bp 付近のバンドを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit（28704; QIAGEN）

でゲル抽出した（メーカーのプロトコルに従った）。次いでゲル抽出産物を PCR Cloning 

Kit（E1202S; NEB）で pMiniT ベクターに挿入した（メーカーのプロトコルに従った）。

大腸菌への形質転換後（詳細は大腸菌の形質転換を参照）、Mini-Prep 精製した 4 クロ

ーンのうち、シークエンス解析（詳細は DNA シークエンス解析を参照）により配列の

正確さを確認した 1 クローンを Midi-Prep 精製し、以下のように制限酵素処理した。 
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 ベクター    17 µg 分 

 10×CutSmart Buffer [B7204S; NEB] 10 µL 

 EcoRI-HF [R3101L; NEB]  1.5 µL 

 DDW     up to 100 µL 

 

 1.5 mL チューブで反応液を調製した（×3 本分）。 

ヒートブロックに静置し、37℃で一晩反応させた。 

 

制限酵素処理産物を先述と同様にゲル抽出することで、AT 含量の多い標的 DNA とし

て 289 bp の Major Satellite リピート配列を得た。 

一方、GC 含量の多い標的 DNA としては、EF1α プロモーター配列を用いた。PB533-

Halo ベクターを以下のように制限酵素処理した。 

 

 ベクター    17 µg 分 

 10×CutSmart Buffer [B7204S; NEB] 10 µL 

 AsiSI [R0630S; NEB]   0.5 µL 

 MfeI-HF [R3589S; NEB]   0.5 µL 

 DDW     up to 100 µL 

 

 1.5 mL チューブで反応液を調製した（×2 本分）。 

ヒートブロックに静置し、37℃で一晩反応させた。 

 

制限酵素処理産物を先述と同様にゲル抽出することで、GC 含量の多い標的 DNA とし

て 78 bp の EF1α プロモーター配列を得た。 

 

使用したプライマーを表 3 にまとめた。 

 

標的ヌクレオソーム 

再構成ヌクレオソーム（リンカー有およびリンカー無）と Widom 601 DNA（193bp と

145bp）は、東京大学胡桃坂研究室の鯨井助教に作製・供与していただいた。 

 

結合アッセイ 

GFP-Trap で免疫沈降した EGFP-BrD+AT1-3 および EGFP-BrD+AT1-3mut タンパク

質 0.14 pmol 分を 0.2 mL チューブに分注し、マグネティックラックに静置した。上清
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を除き、High-salt buffer（1 M NaCl、20 mM Tris-HCl [pH7.5]、1 mM DTT）を加え

て懸濁後、マグネティックラックに静置した。上清を除き、Reaction buffer（20 mM Tris-

HCl [pH7.5]、1 mM DTT）を加えて懸濁後、マグネティックラックに静置した。上清

を除き、標的 DNA またはヌクレオソーム 0.28 pmol を含む 10 µL の Reaction buffer を

加え、穏やかに回転しながら室温で 30 分間インキュベートした（この時 input として

タンパク質不含チューブも用意した）。次いで、反応後の 0.2 mL チューブを氷上に 5 分

間静置した後、マグネティックラックに置き、上清を回収した（Sup）。Wash buffer（50 

mM NaCl、20 mM Tris-HCl [pH7.5]、1 mM DTT）を 10 µL 加え懸濁後、穏やかに回

転しながら室温で 5 分間インキュベートした。0.2 mL チューブをマグネティックラッ

クに置き、上清を回収した（Wash）。Elution buffer（350 mM NaCl、20 mM Tris-HCl 

[pH7.5]、1 mM DTT）を 10 µL 加え懸濁後、穏やかに回転しながら室温で 5 分間イン

キュベートした。0.2 mL チューブをマグネティックラックに置き、上清を回収した

（Elution）。input、Sup、Wash、Elution を 6×Gel Loading Dye（B7021; NEB）と混

ぜ、2 %アガロースゲルで 30 分間電気泳動した。Gel Red（Biotium）でゲルを 30 分間

染色した後、LuminoGraph II（WSE-6200; ATTO）で撮影した。 

 

ウエスタンブロッティング 

タンパク質を回収するため、6 cm ディッシュに細胞を播種した。翌日、培地を除き、

氷冷した PBS を加えた。この PBS 洗浄を計 3 回繰り返した。PBS を除き、2×Laemmli

バッファー（4 % SDS、20 %グリセロール、120 mM Tris-HCl [pH 6.8]）を 500 µL 加

えた。セルスクレーパーで細胞をはがし、全量を 1.5 mL チューブに回収した。ヒート

ブロックで 95℃、10 分間インキュベートした。このタンパク質抽出液を DTT（終濃度

0.1 M）およびブロモフェノールブルー（終濃度 0.01 %）と混ぜ、ヒートブロックで

95℃、10 分間インキュベートした後、SDS-PAGE に供した。SDS-PAGE には、7.5 % 

SDS-PAGE ゲル（SuperSep Ace; 富士フイルム）、1×SDS-PAGE-Buffer（25 mM Tris、

250 mM グリシン、0.1 % SDS）を使用し、定電流（ゲル 1 枚の時は 30 mA、2 枚の時は 60 

mA）、60 分間泳動した。タンパク質ラダーマーカー（19593-25; ナカライテスク）と共に

泳動した。PVDF 膜（FluoroTrans W; Pall 社。あらかじめメタノールに馴染ませたもの）、

泳動後のゲル、フィルターを 1×Ez Fast Blot（AE-1465; ATTO）に浸した。転写装置（Trans-

Blot Turbo; BioRad）の電極パネルに、下から順にフィルター1 枚、PVDF 膜、ゲル、フィ

ルター3 枚を重ね、定電流 1.3Ａ、15 分間の条件で転写した。転写後の PVDF 膜を TBST

（10 mM Tris-HCl [pH 8.0]、0.1% Tween-20、150 mM NaCl）に浸し、室温で 10 分間振

とうしながら洗浄した後、Blocking One（03953-95；ナカライテスク）に浸し、室温で 20

分間ブロッキングした。ブロットするタンパク質サイズに相当する部分の PVDF 膜を清潔

なカッターナイフで切り出した。Can Get Signal Solution I（NKB-201; TOYOBO）で希釈

した一次抗体反応液を PVDF 膜に添加し、室温で 2 時間インキュベートした。PVDF 膜を
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TBST で室温・10 分間振とうし洗浄した。この TBST による洗浄を計 3 回繰り返した後、

Can Get Signal Solution II（NKB-301; TOYOBO）で希釈した二次抗体反応液を PVDF 膜

に添加し、室温で 1 時間インキュベートした。TBST により PVDF 膜を 3 回洗浄した後、

発光試薬 ImmunoStar LD（富士フイルム）をかけ、LuminoGraph II（WSE-6200; ATTO）

でシグナルを検出・撮影した。 

 

使用した抗体を表 4 にまとめた。 

 

アミノ酸配列の保存性解析 

NCBI から以下の BAZ1B ホモログ配列をダウンロードした。 

 

H. sapiens (NP_115784.1) M. musculus (NP_035844.2) 

G. gallus (XP_001233717.3) X. tropicalis (XP_004911823.1) 

D. rerio (XP_003200529.2) 

 

GENETYX version 11 software (Genetyx)を用いて配列をアライメントすることで、ア

ミノ酸の保存性を比較した。 

 

統計解析 

有意差検定はRを用いて行った。2群間の比較にはMann-Whitney U検定またはStudent

の t 検定を適用した。3 群以上の比較には、Hommel 補正を加えた Mann-Whitney U 検

定を用いた。 

  



60 

 

表 3 本研究で使用したプライマーおよびオリゴ DNA 

 

Primers Sequence (5'-3') 

Primers for generating truncated Halo-NSD2 

NSD2_F1 TCGACGCTCGAGATTTCCGGCATGGAATTTAGCATCAAGCAG 

NSD2_R1 TCGCAGATCCTTCGCGGCCGCTTATTTGCCCTCTGTGACTCTC 

NSD2_PWWP1_R CAGGTGGTCTTTGTCTCTTC 

NSD2_PWWP1_F GAGGAGCGGAAAGCCAAG 

NSD2_N_R GGCGATCGCGTTATCGCTC 

NSD2_AWS_F GAAATCCCTAAGTGCAACTGCAAG 

NSD2_AWS_R TGAAATATCCGCTGTGTAGATC 

NSD2_C_F GTTTAAACGAATTCGGGCTC 

Primers for generating SMARCA5-sfGFP and emGFP-SMARCA5 

SMARCA5_F CTCAAGCTTCGAATTATGTCGTCCGCGGCCGAG 

SMARCA5_R2 CGGTACCGTCGACTGCAGAATTAGTTTCAGCTTCTTTTTTCTTCC 

Primers for generating truncated BAZ1B 

FL_F ATCTCGAGCTCAAGCTTCGAAATGGCGCCGCTCCTGGGC 

FL_R GTCGACTGCAGAATTCTTCTTCTGTCTTCGTCCCC 

ΔPHD,BrD_F CATAAACACCTTCCTGGCC 

ΔPHD,BrD_R GTACCTCTTCTCTAGTCTCTCTTTAAG 

PHD+BrD+AT1-3_F ATCTCGAGCTCAAGCTTCGAACAGGACATTATTCACTCTATTC 

PHD_R GTCGACTGCAGAATTGCAAGCTGGGCACTGCCAC 

BrD+AT1-3_F ATCTCGAGCTCAAGCTTCGAACAGCCCGCTACTGCCAGG 

BrD+AT1-2_R GTCGACTGCAGAATTCAACAGAGCCACTAGACACTG 

BrD+AT3_F ATCTCGAGCTCAAGCTTCGAAGAGCTGCAGAAGTGTGAAGAG 

AT1-2_R GTCGACTGCAGAATTCAGGCTTTGCCTCCGGGAG 

AT3_F ATCTCGAGCTCAAGCTTCGAACATAAACACCTTCCTGGCCAC 

AT1_mut_F GATGGCGATAACTATACTGAAGAGTCTGCTTCTG 

AT1_mut_R GGAGTTGCGCCTGGC 

AT2_mut_F GGCGATGATCCGGGTAAGAAGCCACAC 

AT2_mut_R TGACCTTGCTGCAGGG 

AT3_mut_F GATGGAGATGATCAGAAGAAGAATTCTGCAGTCGAC 

AT3_mut_R GGACTGTCCAACGGCCTC 

gRNAs for dCas9 system 

MaSgRNA-F (Anton et 

al., 2014) 

GGCAAGAAAACTGAAAATCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

MaSgRNA-R (Anton et 

al., 2014) 

TGATTTTCAGTTTTCTTGCCCGGTGTTTCGTCCTTTCCAC 

MiSgRNA-F (Anton et 

al., 2014) 

ACACTGAAAAACACATTCGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

MiSgRNA-R (Anton et 

al., 2014) 

ACGAATGTGTTTTTCAGTGTCGGTGTTTCGTCCTTTCCAC 



61 

 

dCas9-Halo_InF_Fw ACGCCACCATGGGCGATCGCATCCAAAGAAGAAGAGAAAGGTCATGGCAGAAATCGGTAC 

dCas9-Halo_InF_Rv ACGGGCACCGGAGCGATCGCAGATCCTTCGCGGCCGCTTAGCCGGA 

sgMaS_s CACCGGGCAAGAAAACTGAAAATCA 

sgMaS_as AAACTGATTTTCAGTTTTCTTGCCC 

gRNAs for generating knockout cells 

Nsd2_gRNA_1_s 

(PWWP1 domain) 

CACCGAAAATACAACGTTGGTGATT 

Nsd2_gRNA_1_as 

(PWWP1 domain) 

AAACAATCACCAACGTTGTATTTTC 

Nsd2_gRNA_2_s (SET 

domain) 

CACCGTGGGGCCAGCATCAATTATG 

Nsd2_gRNA_2_as (SET 

domain) 

AAACCATAATTGATGCTGGCCCCAC 

Smarca5_gRNA_1_s CACCGCTTGCTCCGTTCTACGGTGT 

Smarca5_gRNA_1_as AAACACACCGTAGAACGGAGCAAGC 

Baz1b_gRNA_1_s CACCGTTCCCTGGCTTCTTGGCGGC 

Baz1b_gRNA_1_as AAACGCCGCCAAGAAGCCAGGGAAC 

shRNAs for generating knockdown cells 

Smarca5_shRNA_1_s CCGGGTCCGAGTGTTTCGCTTTATACTCGAGTATAAAGCGAAACACTCGGACTTTTTG 

Smarca5_shRNA_1_as AATTCAAAAAGTCCGAGTGTTTCGCTTTATACTCGAGTATAAAGCGAAACACTCGGAC 

Smarca5_shRNA_2_s CCGGCGTCGAATTAAAGCTGATGTTCTCGAGAACATCAGCTTTAATTCGACGTTTTTG 

Smarca5_shRNA_2_as AATTCAAAAACGTCGAATTAAAGCTGATGTTCTCGAGAACATCAGCTTTAATTCGACG 

Parp1_shRNA_1_s CCGGGCCCTTGGAAACATGTATGAACTCGAGTTCATACATGTTTCCAAGGGCTTTTTG 

Parp1_shRNA_1_as AATTCAAAAAGCCCTTGGAAACATGTATGAACTCGAGTTCATACATGTTTCCAAGGGC 

Parp1_shRNA_2_s CCGGTCGACGTCAACTACGAGAAACCTCGAGGTTTCTCGTAGTTGACGTCGATTTTTG 

Parp1_shRNA_2_as AATTCAAAAATCGACGTCAACTACGAGAAACCTCGAGGTTTCTCGTAGTTGACGTCGA 

Orc2_shRNA_1_s CCGGATCAATCCTGAACTCTATAACCTCGAGGTTATAGAGTTCAGGATTGATTTTTTG 

Orc2_shRNA_1_as AATTCAAAAAATCAATCCTGAACTCTATAACCTCGAGGTTATAGAGTTCAGGATTGAT 

Orc2_shRNA_2_s CCGGGCATCTATTGACCATCTCAATCTCGAGATTGAGATGGTCAATAGATGCTTTTTG 

Orc2_shRNA_2_as AATTCAAAAAGCATCTATTGACCATCTCAATCTCGAGATTGAGATGGTCAATAGATGC 

Mki67_shRNA_1_s CCGGGACAGTCTAGGGCAAGTATAACTCGAGTTATACTTGCCCTAGACTGTCTTTTTG 

Mki67_shRNA_1_as AATTCAAAAAGACAGTCTAGGGCAAGTATAACTCGAGTTATACTTGCCCTAGACTGTC 

Mki67_shRNA_2_s CCGGCTACTGTTCTGATCCATTAATCTCGAGATTAATGGATCAGAACAGTAGTTTTTG 

Mki67_shRNA_2_as AATTCAAAAACTACTGTTCTGATCCATTAATCTCGAGATTAATGGATCAGAACAGTAG 

Mecp2_shRNA_1_s CCGGCTGACAAAGCTTCCCGATTAACTCGAGTTAATCGGGAAGCTTTGTCAGTTTTTG 

Mecp2_shRNA_1_as AATTCAAAAACTGACAAAGCTTCCCGATTAACTCGAGTTAATCGGGAAGCTTTGTCAG 

Mecp2_shRNA_2_s CCGGGCTGGAAAGTATGATGTATATCTCGAGATATACATCATACTTTCCAGCTTTTTG 

Mecp2_shRNA_2_as AATTCAAAAAGCTGGAAAGTATGATGTATATCTCGAGATATACATCATACTTTCCAGC 

Kdm2a_shRNA_1_s CCGGGCTCCAAACCAACAAATATAACTCGAGTTATATTTGTTGGTTTGGAGCTTTTTG 

Kdm2a_shRNA_1_as AATTCAAAAAGCTCCAAACCAACAAATATAACTCGAGTTATATTTGTTGGTTTGGAGC 

Kdm2a_shRNA_2_s CCGGCGATGTCTTGTAGATAAGTTACTCGAGTAACTTATCTACAAGACATCGTTTTTG 

Kdm2a_shRNA_2_as AATTCAAAAACGATGTCTTGTAGATAAGTTACTCGAGTAACTTATCTACAAGACATCG 

Hmgb1_shRNA_1_s CCGGTGACAAGGCTCGTTATGAAAGCTCGAGCTTTCATAACGAGCCTTGTCATTTTTG 

Hmgb1_shRNA_1_as AATTCAAAAATGACAAGGCTCGTTATGAAAGCTCGAGCTTTCATAACGAGCCTTGTCA 

Hmgb1_shRNA_2_s CCGGGATGACAAGCAGCCCTATGAGCTCGAGCTCATAGGGCTGCTTGTCATCTTTTTG 

Hmgb1_shRNA_2_as AATTCAAAAAGATGACAAGCAGCCCTATGAGCTCGAGCTCATAGGGCTGCTTGTCATC 

Nsd2_shRNA_1_s CCGGCCTGGTGCTCATGATACTAAACTCGAGTTTAGTATCATGAGCACCAGGTTTTTG 
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Nsd2_shRNA_1_as AATTCAAAAACCTGGTGCTCATGATACTAAACTCGAGTTTAGTATCATGAGCACCAGG 

Nsd2_shRNA_2_s CCGGCCCACTCCTTCACAATCATACCTCGAGGTATGATTGTGAAGGAGTGGGTTTTTG 

Nsd2_shRNA_2_as AATTCAAAAACCCACTCCTTCACAATCATACCTCGAGGTATGATTGTGAAGGAGTGGG 

Scramble_s CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTTG 

Scramble_as AATTCAAAAACAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTG 

Primers for RT-qPCR 

Smarca5_RT_F TGCCTTGGGGATCAAAAGCT 

Smarca5_RT_R TGGAGGCAAACTCTTTTCAACA 

Parp1_RT_F GTCAAGAAGACGGCCGAGG 

Parp1_RT_R CCCAATGTCTTCTCCGCCTT 

Orc2_RT_F ACATCTGATCGAACGCTGCA 

Orc2_RT_R TCAGCAGAAAAGGAAGGCACA 

Mki67_RT_F ACCGAAAAGTGGACTTCAGTGA 

Mki67_RT_R TCTGCTGCTGCTTCTCCTTC 

Mecp2_RT_F TGTATATTTGATCAATCCCCAGGG 

Mecp2_RT_R TCATTAGGGTCCAAGGAGGTG 

Kdm2a_F GTGCATCTCACCCATTTTGAAC 

Kdm2a_R ATCGCTACTGGCAAGTTCTTCC 

Hmgb1_RT_F GGCTGACAAGGCTCGTTATG 

Hmgb1_RT_R TGCATTGGGGTCCTTGAACT 

Nsd2_RT_F GTGGCCTTGCATGGTTTCTG 

Nsd2_RT_R ATCCAAGCTCTTTCTGGGGC 

MajSat_qPCR_Fw GACGACTTGAAAAATGACGAAATC 

MajSat_qPCR_Rv CATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC 

MinSat_qPCR_2_Fw GGAAAATGATAAAAACCTACACTG 

MinSat_qPCR_2_Rv ATGTTTCTAATTGTAACTCATTG 

Primers for cloning major satellites 

MajSat_2_Fw TATGGCGAGGAAAACTGAAAAAG 

MajSat_2_Rv TTTCACGTCCTAAAGTGTGTATTTC 
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表 4 本研究で使用した抗体 

 

 

  

Primary antibody Immunofluorescence

Antigen Animal Clone/Name (Source) RRID for cultured cells for tissues for 13.5-day embryo for preimplantation embryos Western blotting

H3K36me2 Mouse CMA332/2C3 (Rechtsteiner et al., 2010) AB_2650523 2 μg/mL (Alexa Fluor 488 or Cy3-conjugated) - - 5 μg/mL (Cy3-conjugated) -

H3K36me2 Rabbit ab176921 (Abcam) AB_2941920 2 μg/mL - - - -

H3K36me3 Mouse CMA333/13C9 (Rechtsteiner et al., 2010) AB_2614986 2 μg/mL (Cy5-conjugated) - - - -

H3K9me2 Mouse CMA317/6D11 (Hayashi-Takanaka et al., 2011) AB_2793304 2 μg/mL (Cy5-conjugated) - - - -

H3K9me3 Mouse CMA318/2F3 (Hayashi-Takanaka et al., 2011) AB_2887767 2 μg/mL (Cy3-conjugated) 10 μg/mL (Cy3-conjugated) 10 μg/mL (Cy5-conjugated) 10 μg/mL (Alexa Fluor 488-conjugated) -

H3K27me3 Mouse CMA323/1E7 (Hayashi-Takanaka et al., 2011) AB_2614987 2 μg/mL (Cy5-conjugated) - - - -

NSD2 Rabbit HPA015801 (Atlas Antibodies) AB_1858830 - - - - 1:2000

SMARCA5 Rabbit ab72499 (Abcam) AB_1270821 0.5 μg/mL - - - 1:2000

BAZ1B Mouse sc-514287 (Santa Cruz) 0.5 μg/mL - - - 1:500

LAMIN B1/2 Mouse 2D8 (Chen et al., 2018) - - - - 1:2000

GFP Rabbit 598-7 (MBL) AB_10597267 - - - - 1:2000 (HRP-conjugated)

Halo Rabbit G9281 (Promega) AB_713650 - - - - 1:1000

Secondary antibody

Mouse IgG Donkey 715-005-150 (Jackson ImmunoResearch) AB_2340758 1 μg/mL (Alexa Fluor 488-conjugated) - - - -

Rabbit IgG Donkey 711-005-152 (Jackson ImmunoResearch) AB_2340585 1 μg/mL (Alexa Fluor 488-conjugated) - - - -

Mouse IgG Goat 115-005-003 (Jackson ImmunoResearch) AB_2338447 - - - - 1:10000 (HRP-conjugated)

Rabbit IgG Goat 111-005-144 (Jackson ImmunoResearch) AB_2337919 - - - - 1:10000 (HRP-conjugated)

Fab

H3K36me2 Mouse CMA332/2C3 (Rechtsteiner et al., 2010) AB_2650523 - 20 μg/mL (Alexa Fluor 488-conjugated) 20 μg/mL (Alexa Fluor 488-conjugated)
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3 章 H3K36me2 の核内分布の観察 

 

3.1 H3K36me2 の核内分布観察 

3.1.1 細胞種ごとの H3K36me2 分布の比較 

マウス培養細胞において H3K36me2 の核内分布を調べるため、H3K36me2 を特異的

に認識するモノクローナル抗体（2C3/CMA332; Rechtsteiner et al., 2010）を用いて免

疫染色を行い、Nikon A1 共焦点顕微鏡で観察した（以下、言及がない限り共焦点顕微

鏡画像は Nikon A1 で取得した）。このとき H3K9me3 をクロモセンターのマーカーと

して共染色した。その結果、Pmi28、C2C12（いずれも筋芽細胞）および MC12（胚

性腫瘍細胞）では、H3K36me2 は典型的なユークロマチン分布を示した（図 9）。一

方、iMEF（不死化胚性繊維芽細胞）、NIH3T3（胚性繊維芽細胞）、ES（胚性幹細胞）

では、H3K36me2 は H3K9me3 と共にクロモセンターに局在した（図 9）。 

 

 
 

図 9 マウス培養細胞の H3K36me2 分布観察 

種々のマウス培養細胞の免疫染色画像。細胞を固定し、H3K36me2 に対するモノクロ

ーナル抗体（緑）と Hoechst33342（赤）で染色した。Nikon A1 共焦点顕微鏡像の単一

Z スライスを示す。スケールバーは 10 µm。 
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Pmi28 と iMEF についてはより解像度の高い Olympus Ixplore SpinSR 共焦点顕微鏡で

観察し、クロモセンター上の蛍光強度をラインプロファイル解析した（図 10）。これ

は Nikon A1 共焦点顕微鏡での観察結果（図 9）を支持し、iMEF の H3K36me2 はク

ロモセンター全体と一致することが分かった。 

 

 
 

図 10 SpinSR 共焦点顕微鏡による H3K36me2 観察とラインプロファイル 

Pmi28（上）と iMEF（下）の免疫染色画像。H3K36me2 抗体（緑）、H3K9me3 抗体

（赤）、Hoechst33342（青）で染色した。Olympus Ixplore SpinSR 共焦点顕微鏡像の

単一 Z スライスを示す。各チャネル左下の挿入図は、四角で囲った範囲の拡大図であ

る。右のラインプロファイルは、Merge 画像の黄線に沿った H3K36me2、

H3K9me3、DNA の蛍光輝度を示す。スケールバーは 10 µm。 

 

H3K36me2 が強く集積したクロモセンターは、MajSat リピートを多含する PCH から

構成されるか確認するため、CRISPR/dCas9 システムを用い、MajSat リピート配列の

可視化を試みた。本システムは、DNA 切断活性を失活させた Cas9（dCas9）に、エ

フェクタータンパク質やドメインを連結することで、標的ゲノム領域を可視化、ある

いは操作する系である。ここでは dCas9-EGFP と共に、MajSat リピートまたは

MinSat リピートを標的する gRNA を iMEF 細胞に一過性導入し、免疫染色した。そ

の結果、H3K36me2 は、H3K9me3 と同様、dCas9-EGFP が標識した MajSat とは共

局在したが、MinSat とは一致しなかった（図 11）。このことから、iMEF 細胞におい

て H3K36me2 は、MajSat リピートから構成される PCH に強く分布することが確かめ

られた。 
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図 11 MajSat および MinSat の局在観察 

dCas9-EGFP（青）と共に、MajSat（左）または MinSat（右）を標的する gRNA を

iMEF に一過性発現させ、固定後、H3K36me2 抗体（緑）、H3K9me3 抗体（赤）で染

色した。共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示す。各チャネル左下の挿入図は、四角

で囲った範囲の拡大図である。スケールバーは 10 µm。 

 

なお、他のモノクローナル抗体（EPR16994(2); Bressan et al., 2021）による免疫染色

でも、H3K36me2 の PCH 局在は観察されたことから（図 12）、この特徴的なヒスト

ン修飾分布は抗体のアーティファクトではないと判断した。 

 

 
 

図 12 他のモノクローナル抗体による H3K36me2 分布観察 

Pmi28（上）と iMEF（下）の免疫染色画像。他の結果図とは異なる H3K36me2 モノ

クローナル抗体（緑）、H3K9me3 抗体（赤）、Hoechst33342（青）で染色した。共焦

点顕微鏡像の単一 Z スライスを示す。スケールバーは 10 µm。 
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細胞種ごとの H3K36me2 分布の差を定量的に比較するため、H3K36me2 の PCH 局在

率（蛍光輝度値の PCH/核質比）を算出したところ（定量法の詳細は「2 章画像解析

PCH 局在率」を参照）、iMEF、NIH3T3、ES の H3K36me2 の PCH 局在率は、ばら

つきはあるものの他の 3 細胞種よりも有意に高いことが示された（図 13）。 

 

 
 

図 13 H3K36me2 の PCH 局在率の細胞種間比較 

種々のマウス培養細胞における、H3K36me2 の PCH 局在率（Intensity ratio = PCH

平均輝度に対する核質の平均輝度の比）の定量結果。2 つの箱ひげ図はそれぞれ、2 回

の実験データ分布を、各点は個々の細胞を表す（1 回目の実験結果は丸、2 回目の実験

結果は三角）。箱内の横線は中央値を、箱の上・下辺は第三四分位数と第一四分位数

を、箱外のひげは各四分位線から四分位範囲間の 1.5 倍を示す。n は 2 回分の実験の

全細胞数、p はマン・ホイットニーの U 検定を用いて算出した ES 細胞と MC12 細胞

の検定結果を表す。 

 

3.1.2 H3K36me2 と他のヒストン修飾の多重染色 

異なる種類のヒストン修飾は互いに影響し合うことがある。したがって H3K36me2 が

PCH に局在する細胞では、他のヒストン修飾も非典型的な分布を示す可能性が考えら

れた。そこで H3K36me2 と拮抗的に働く H3K27me3、ヘテロクロマチンによく見ら

れる H3K9me2、同じ H3K36 メチル化に属する H3K36me3 をそれぞれ H3K36me2 と

共染色した。その結果、3 種のヒストン修飾は従来の報告と同様の典型的な分布を示

し、PCH への濃縮は見られなかった（図 14A-C）。 
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図 14 H3K36me2 と他のヒストン修飾の対比染色 

iMEF の免疫染色画像。H3K27me3（A）、H3K9me2（B）、H3K36me3（C、それぞれ

青）を、H3K36me2（緑）、H3K9me3（赤）と共に染色した。Olympus Ixplore 

SpinSR 共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示す。各チャネル左下の挿入図は、四角で

囲った範囲の拡大図である。スケールバーは 10 µm。 

 

3.1.3 H3K36me2 の生細胞動態 

3.1.1 の定量解析から、同じ細胞種であっても H3K36me2 の PCH 局在率には不均一

性があったことから（図 13）、H3K36me2 分布は細胞周期によって変化し得る可能性

が考えられた。そこで、H3K36me2 を可視化する 2C3LH-mintbody-sfGFP、クロマチ

ンを可視化する H2B-Halo、細胞周期段階を判定するための mCherry-PCNA を安定発

現する iMEF 細胞を作製し、共焦点顕微鏡で長時間ライブセルイメージングを行っ

た。なお PCNA は DNA 複製関連タンパク質の一種で、間期は核質全域に、S 期早期

はユークロマチンに、S 期中～後期はヘテロクロマチンに分布する。この性質を利用

することで、細胞が細胞周期のどのステージにあるのかを判定することができる。生

細胞観察の結果、H3K36me2 の PCH 局在は細胞周期全体を通じて見られ、その傾向

は特に S 期で顕著であること、その分布パターンは安定的に娘細胞に受け継がれるこ

とが明らかとなった（図 15）。 
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図 15 H3K36me2 の生細胞動態観察 

iMEF のタイムラプス画像。H3K36me2-mintbody（緑）、mCherry-PCNA（赤）、

H2B-Halo（青）を安定発現する iMEF をライブセルイメージングした。共焦点顕微鏡

像の単一 Z スライスを示す。画像上には左から順に観察経過時間（時間：分）を、画

像下には PCNA 分布パターンから推定される細胞周期ステージを表示した。 

 

3.2 小括 

本章では免疫染色と生細胞イメージングにより、H3K36me2 の核内分布を解析した。 

3.1.1 の複数のマウス培養細胞の免疫染色から、本研究では 3 つの細胞種（NIH3T3、

iMEF、ES）で H3K36me2 が PCH に局在することを発見した。また高解像度の

Olympus Ixplore SpinSR 共焦点顕微鏡による観察から、少なくとも Z 断面では

H3K36me2 はクロモセンターの一部ではなく全面と一致している様子が確認された。

さらに dCas9-EGFP を用いた標的ゲノム領域の可視化によって、このクロモセンター

は定義通り、MajSat リピートを多含する PCH から構成されることを裏付けた。クロ

モセンターが球形であることを考慮すると、今後は超解像顕微鏡を用いてクロモセン

ター全球を観察することで、H3K36me2 が球内のどこにどの程度分布するかを調べる

余地がある。また、一見したところ H3K36me2 の PCH 局在の有無はクロモセンター

の形態（核内の総数や個々のサイズ）にほとんど影響しないようであるが、PCH 上の

エピジェネティック修飾（H3K9me3、H4K20me3、DNA メチル化）に対する影響は

検討する必要がある。 

3.1.2 の多重免疫染色から、少なくとも共焦点顕微鏡の解像度で観察可能な

H3K36me2 の PCH 分布と他のヒストン修飾の分布パターンは互いに影響しないと考

えられた。ただし本研究では、PCH 以外のゲノム領域における H3K36me2 変化につ
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いては検討していない。したがって、ChIP-seq 等によって他のヒストン修飾をゲノム

ワイドに解析すると、H3K36me2 の PCH 局在の影響が見られるかもしれない。特

に、H3K36me2 と拮抗的に働く H3K27me3 に対する影響は大きい可能性がある。な

お先行研究で報告されていた H3K36me3 の PCH 局在（Chantalat et al., 2011）は、本

研究では確認できなかった。その理由は不明であるが、当該論文と本研究で使用され

た MEF と ES の由来・継代数の違い、あるいは、当該論文の抗体の特異性に問題があ

った可能性などが考えられる。 

3.1.3 の mintbody を用いたライブセルイメージングから、H3K36me2 は細胞周期全体

を通じて PCH に局在し、S 期には特に強く集積することが明らかとなった。3.1.1 の

定量で見られた H3K36me2 の PCH 局在率のばらつきは、細胞周期段階の違いを部分

的に反映していると考えられる。S 期の観察結果は、H3K36me2 が PCH の DNA 複

製に関与している可能性を示唆する。最近、H3K36me2 は H3K9me3 と共に複製スト

レス下の複製フォークに蓄積し、複製の再開を促進することが報告された（Gaggioli 

et al., 2023）。PCH 複製においても H3K36me2 は働き、ゲノムの安定性に寄与してい

るのかもしれない。 

 

3.3 補遺 

顕微鏡観察で見出した H3K36me2 の PCH 分布を、ゲノムワイドなシークエンス解析

で補完するため、近畿大学・西原秀典准教授に公共 ChIP-seq データベースを用いた

解析を行っていただいた。解析には、3 種のマウス培養細胞（ES 細胞、B 細胞、膵臓

がん細胞）に由来する H3K36me2 と H3K9me3 の ChIP-seq データセットを用いた

（Barral et al., 2022; Vian et al., 2018; Yuan et al., 2020）。ここでその結果をまとめ

る。 

まずゲノム全体の相関解析を行ったところ、H3K36me2 と H3K9me3 は、ES 細胞で

は高い正の相関を、B 細胞と膵臓がん細胞では負の相関を示した（図 16）。このこと

から、顕微鏡の観察結果はゲノムワイド解析によって補完できることが分かった。 
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図 16 ゲノムワイドな H3K36me2 と H3K9me3 の相関ヒートマップ 

公共 ChIP-seq データを用いた H3K36me2 と H3K9me3 の相関ヒートマップ。マウス

ES 細胞、B 細胞、膵臓がん細胞由来のデータを解析した。各データ名の rep1、rep2

は ChIP-seq の生物学的反復実験回を意味する。セル内の数値はスピアマンの相関係

数で、図下部に示すように数値に応じてセルの色を変えた。 

 

PCH は MajSat リピートから構成される。そこで他のリピート配列（LINE、LTR、

SINE）上のヒストン修飾濃縮率を解析した。H3K9me3 はリピート配列の転写抑制に

働くことが知られており、実際、ES 細胞と B 細胞のいずれにおいても H3K9me3 は

LINE と LTR の転写開始点（TSS）に沈着した（図 17A、B）。一方、H3K36me2 は

ES 細胞では LINE と LTR に濃縮したが、B 細胞ではそのようなピークは検出されな

かった（図 17A、B）。したがって、H3K36me2 が PCH 局在する細胞では、MajSat リ

ピートだけでなく、LINE や LTR などトランスポゾンリピートにも H3K36me2 が蓄

積することが明らかとなった。なお、SINE では ES 細胞と B 細胞の両方で

H3K36me2 のピークが見られた（図 17A、B）。SINE はメチル化を受ける CpG 配列
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を豊富に含む（Varshney et al., 2015）。H3K36me2 は DNA メチル化の確立に寄与す

ることを考えると（Weinberg et al., 2019）、この解析結果は妥当であると考えられ

た。 

 

 
 

図 17 リピート配列上の H3K36me2 および H3K9me3 濃縮率 

ES 細胞（左、H3K36me2 が PCH に局在する細胞）と B 細胞（右、H3K36me2 がユ

ークロマチンに局在する細胞）のリピート配列における H3K36me2（上）と

H3K9me3（下）の濃縮率。図 16 と同じ ChIP-seq データセットから解析した。LINE

は赤、LTR はオレンジ、SINE は青、DNA は緑で表示した。（A）転写開始点（TSS）

から TES（転写終結点）までの濃縮率。（B）TSS±3kb の濃縮率。 
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4 章 H3K36me2 のヘテロクロマチン局在化機構 

 

4.1 ヘテロクロマチンのH3K36me2の責任酵素の同定 

4.1.1 H3K9me3 および DNA メチル化経路の検討 

マウス細胞の PCH に分布するエピジェネティック修飾の多くは、H3K9me3 または

DNA メチル化の下流に位置する。H3K36me2 がこれらの経路によって制御されるか

どうかを調べるため、それぞれの修飾を欠く KO 細胞株を免疫染色した。ここでは

H3K9me3 欠失細胞として、5 つの H3K9me2/3 メチル化酵素（SUV39H1、

SUV39H2、SETDB1、G9a、GLP）がノックアウト（KO）された 5KO iMEF

（Fukuda et al., 2023）を、DNA メチル化欠失細胞として、3 つの DNA メチル化酵素

（DNMT1、DNMT3A、DNMT3B）が無い TKO ES（Tsumura et al., 2006）を用い

た。定量の結果、野生型と比較した H3K36me2 の PCH 局在率は、5KO iMEF でわず

かに減少したものの、TKO ES ではほとんど変化しないことが明らかとなった（図

18A、B）。 

 

 
 

図 18 H3K9me3 または DNA メチル化欠失が H3K36me2 分布に与える影響 

H3K9me2/3 欠失細胞（A）と DNA メチル化欠失細胞（B）の免疫染色画像。

H3K36me2 抗体（緑）と Hoechst33342（赤）で染色した。共焦点顕微鏡像の単一 Z

スライスを示す。右の箱ひげ図は H3K36me2 の PCH 局在率を示す。箱ひげ図の詳細

は図 13 の凡例を参照。スケールバーは 10 µm。 
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4.1.2 H3K36 メチル化関連酵素の核内分布観察 

4.1.1 の結果を受け、H3K9me3 および DNA メチル化に依存しない H3K36me2 の制

御経路を検討することとした。そこで H3K36 メチル化関連ヒストン修飾酵素に着目

し、どの酵素が PCH 上の H3K36me2 を触媒するのかを同定するため、NIH3T3 にト

ランスフェクションした Halo タグ付きタンパク質の局在を観察した（図 19）。10 種

類のメチル化酵素と 5 種類の脱メチル化酵素のうち、NSD2/WHSC1 と

KDM2A/JHDM1A が PCH に局在した。先行研究より KDM2A は HP1 依存的に

PCH に局在することが知られていた（Borgel et al., 2017）。しかし HP1 の PCH 局在

には H3K9me3 が必要である一方（Lachner et al., 2001）、H3K9me3 を欠く 5KO 

iMEF において H3K36me2 は依然として PCH に濃縮されていたことから（図 18A）、

KDM2A は PCH の H3K36me2 を制御する主要因子ではないと考えられた。 

 

 
 

図 19 H3K36 メチル化関連酵素の核内分布観察 

NIH3T3 のライブセルイメージング画像。Halo タグ付き H3K36 メチル化酵素または

脱メチル化酵素をトランスフェクションした翌日、JF646 Halo タグリガンド（緑）と

Hoechst33342（赤）で染色した。共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示す。スケール

バーは 10 µm。 
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4.1.3 NSD2 が PCH の H3K36me2 に与える影響 

4.1.2 の結果より、NSD2 による H3K36me2 制御に着目することとした。なお、以降

は H3K36me2 が PCH に局在する細胞として iMEF を、局在しない細胞として Pmi28

を用い実験を行った。 

過剰発現した Halo-NSD2 は、iMEF では PCH に局在したが、Pmi28 では明瞭な局在

を示さなかった（図 20A、B）。定量解析の結果はこれと一致し、iMEF における

Halo-NSD2 の PCH 局在率は Pmi28 よりも有意に高かった（図 20C）。次に過剰発現

した Halo-NSD2 が H3K36me2 の PCH 局在に及ぼす影響を解析した。その結果、

iMEF での Halo-NSD2 の発現は H3K36me2 の PCH 局在率に影響しなかった（図

20D）。一方、Pmi28 での Halo-NSD2 発現は H3K36me2 の PCH 局在をある程度誘導

したが、そのレベルは iMEF に比べて低かった（図 20D）。 
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図 20 Halo-NSD2 過剰発現が H3K36me2 の PCH 局在に与える影響 

iMEF と Pmi28 に Halo-NSD2 発現ベクターをトランスフェクションし、翌日 JF646 

Halo タグリガンドと Hoechst33342 で処理した。生細胞観察後、細胞を固定し、

H3K36me2 抗体で染色した。（A、B）JF646 Halo タグリガンド（赤）、H3K36me2 抗

体（緑）、Hoechst33342（青）で染色した iMEF（A）と Pmi28（B）の免疫染色画

像。Halo-NSD2 発現（NSD2+）および非発現（NSD2-）細胞核について、共焦点顕

微鏡像の単一 Z スライスを示した。（C、D）生細胞における Halo-NSD2（C）と免疫

染色による H3K36me2 の PCH 局在率（D）。箱ひげ図の詳細は図 13 の凡例を参照。

スケールバーは 10 µm。 

 

PCH の H3K36me2 に対する NSD2 の役割をさらに検討するため、CRISPR/Cas9 シ

ステムを用いて NSD2-KO iMEF を作製した（図 21）。 

 

 
 

図 21 NSD2-KO iMEF のウエスタンブロッティング 

NSD2 抗体と LaminB 抗体を用いたウエスタンブロッティング画像。LaminB はロー

ディングコントロールとした。左端の数値はプロテインラダーマーカーから推定され

るタンパク質サイズ（kDa）を示す。 
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この細胞を用いた定量解析の結果、NSD2 欠損は H3K36me2 の PCH 局在率を低下さ

せた。この低下は、NSD2 欠損細胞に Halo-NSD2 を発現させると回復させることが

できた（図 22A、B）。以上の結果から、NSD2 は PCH の H3K36me2 を触媒するメチ

ル化酵素であると考えられた。 

 

 
 

 
 

図 22 NSD2-KO が H3K36me2 の PCH 局在に与える影響 

NSD2-KO#1 にのみ Halo-NSD2 をトランスフェクションし、翌日 H3K36me2 抗体で

免疫染色した。（A）H3K36me2 抗体（緑）と Hoechst33342（赤）で染色した WT、

NSD2-KO#2、-KO#1（Halo-NSD2 非発現および発現細胞核）の免疫染色画像につい

て、共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示した。(B）（A）で取得した画像から定量し

た H3K36me2 の PCH 局在率。箱ひげ図の詳細については図 13 の凡例を参照。スケ

ールバーは 10 µm。 
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4.2 NSD2 の制御因子の同定 

4.2.1 NSD2 によるポジティブ・フィードバック機構の検討 

4.1.3 において、Halo-NSD2 の過剰発現は、Pmi28 の PCH に低レベルながら H3K36me2

を誘導した（図 20D）。NSD2 の PWWP1 ドメインは、H3K36me2 に結合し、NSD2 を

クロマチン上で安定化させる（Sankaran et al., 2016）。このことから、NSD2 が偶発的

であれ一旦 PCH 上に H3K36me2 を付加すると、以降は NSD2 自身がその H3K36me2

を認識し、PCH 上の同修飾が増幅するポジティブ・フィードバック機構が働く可能性

が考えられた。それを検証するため、PWWP1 ドメインを欠失し、かつ SET ドメイン

にメチル化活性を失活させるアミノ酸置換（Y1092A; Kuo et al., 2011）を導入した Halo-

NSD2 変異体（ΔPWWP1, Y1092A）を作製し、Pmi28 における PCH 局在率を定量し

た。もしフィードバック機構が存在する場合、ΔPWWP1, Y1092A の PCH 局在率は、

Halo-NSD2 全長型（FL）よりも低くなると予想した。反対にフィードバック機構が存

在しない場合は、ΔPWWP1, Y1092A と FL の PCH 局在率は、同程度となると予想し

た。定量の結果、ΔPWWP1, Y1092A は、Halo-NSD2 全長型（FL）より低いが Halo タ

グ単独（Halo）よりは高い PCH 局在率を示した（図 23）。 
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図 23 NSD2 変異体の局在観察 

Halo タグ単独（Halo）、Halo-NSD2 全長型（FL）、Halo-NSD2 変異体（ΔPWWP1, 

Y1092A）を Pmi28 に一過性導入した。翌日、JF646 Halo タグリガンドと

Hoechst33342 で染色し、生細胞観察した。（上）NSD2 のドメイン構造。PWWP1 は

H3K36me2 と結合するドメインである。Y1092A は SET ドメインのメチル化活性を失

活させるアミノ酸置換である。（左下）Halo（緑）と Hoechst33342（赤）の生細胞単

一 Z スライス画像。（右下）生細胞における Halo の PCH 局在率。箱ひげ図の詳細は

図 13 の凡例を参照。スケールバーは 10 µm。 

 

4.2.2 ノックダウンによる NSD2 の上流因子の探索 

4.2.1 より、PCH の H3K36me2 は NSD2 によるポジティブ・フィードバック機構に

よって、部分的に増幅または維持されると考えられた。しかし、Halo-NSD2 変異体

（ΔPWWP1, Y1092A）の PCH 局在率が Halo タグ単独（Halo）より高いことをふま

えると（図 23）、NSD2 が PCH に標的する最初期のメカニズムは依然として不明であ

った。 

そこで、NSD2 を PCH へリクルートする上流因子の探索を試みた。NSD2 相互作用

因子を網羅解析した先行研究を参照し（Huang et al., 2019）、その中から PCH 局在が

既に報告されているタンパク質である SMARCA5、PARP1、ORC2、MKI67、

MECP2、KDM2A、HMGB1 を NSD2 上流因子の候補とした（図 24A）（Malla et al., 

2023; Quenet et al., 2008; Prasanth et al., 2010; Sobecki et al., 2016; Nan et al., 2007; 

Frescas et al., 2008; Pallier et al., 2003）。これらの候補因子を、レンチウイルス

shRNA 発現系を用いて iMEF でノックダウン（KD）し、PCH に H3K36me2 が局在

する細胞数を計測した（図 24B）。ここで KD 効率は RT-qPCR で確認し、NSD2-KD

細胞を本実験系のポジティブコントロールとした。7 種類の候補タンパク質の中で

は、クロマチンリモデリング因子 SMARCA5/SNF2H の KD が、PCH に H3K36me2

が局在する細胞数を最も減少させた。 
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図 24 NSD2 を制御する候補因子のノックダウンスクリーニング 

（A）NSD2 の PCH 局在を制御する因子を探索するストラテジー。先行研究より、

NSD2 と相互作用し、かつ PCH に局在する既知のタンパク質を候補とした。（B）各

候補タンパク質（左端に表記）の KD 後、H3K36me2 が PCH に局在する iMEF 細胞

の割合。NSD2-KD は本実験系のポジティブコントロールとした。KD 効率は RT-

qPCR によって測定し、Scramble shRNA に対する相対発現量として右端に示した。 

 

4.2.3 SMARCA5 が PCH の H3K36me2 と NSD2 に与える影響 

SMARCA5 の機能解析を進めるため、まず、iMEF と Pmi28 に一過性発現させた

Halo-SMARCA5 と H3K36me2 の局在を調べた。Halo-SMARCA5 は iMEF では PCH

に局在したが、Pmi28 ではほとんど局在しなかった（図 25A、B）。また SMARCA5

の過剰発現は、iMEF と Pmi28 いずれにおいても PCH の H3K36me2 レベルには影響

しなかった（図 25C）。 
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図 25 Halo-SMARCA5 過剰発現が H3K36me2 分布に与える影響 

iMEF と Pmi28 に Halo-SMARCA5 発現ベクターをトランスフェクションし、翌日

JF646 Halo タグリガンドと Hoechst33342 で処理した。生細胞観察後、細胞を固定

し、H3K36me2 抗体で染色した。(A) iMEF（上）と Pmi28（下）における Halo-

SMARCA5（緑）と Hoechst33342（赤）の生細胞単一 Z スライス画像。（B、C）生細

胞における Halo-SMARCA5（B）と免疫染色による H3K36me2 の PCH 局在率

（C）。箱ひげ図の詳細は図 13 の凡例を参照。スケールバーは 10 µm。 

 

次に、H3K36me2 と NSD2 の PCH 局在に対する SMARCA5 の影響を調べるため、

SMARCA5-KO iMEFs を樹立した（図 26）。 

 

 
 

図 26 SMARCA5-KO iMEF のウエスタンブロッティング 

SMARCA5 抗体と LaminB 抗体を用いたウエスタンブロッティング画像。LaminB は

ローディングコントロールとした。左端の数値はプロテインラダーマーカーから推定

されるタンパク質サイズ（kDa）を示す。 

 

この細胞を用いた定量解析の結果、SMARCA5 欠損は PCH の H3K36me2 レベルを減

少させ、それは Halo-SMARCA5 の発現によってある程度回復した（図 27A、B）。さ

らに SMARCA5-KO 細胞では、Halo-NSD2 の PCH 局在率が低下したが、それは

SMARCA5-sfGFP 発現によって部分的に補完できた（図 27C）。 
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図 27 SMARCA5-KO が H3K36me2 と NSD2 の PCH 局在に与える影響 

（A、B）SMARCA5-KO#3 に Halo-SMARCA5 をトランスフェクションし、翌日

H3K36me2 抗体で免疫染色した。（A）H3K36me2 抗体（緑）と Hoechst33342（赤）

で染色した WT、SMARCA5-KO#3（Halo-SMARCA5 非発現および発現細胞核）の免

疫染色画像について、共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示した。(B）（A）で取得し

た画像から定量した H3K36me2 の PCH 局在率。（C）WT には Halo-NSD2 のみを、

SMARCA5-KO#3 にはさらに SMARCA5-sfGFP または EGFP をトランスフェクショ

ンし、翌日 JF646 Halo タグリガンドと Hoechst33342 で染色した。生細胞観察で得た

画像から Halo-NSD2 の PCH 局在率を定量した。箱ひげ図の詳細については図 13 の

凡例を参照。スケールバーは 10 µm。 
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4.3 SMARCA5 の制御因子の同定 

4.3.1 ISWI 複合体に着目した SMARCA5 の上流因子の探索 

高等真核生物の SMARCA5 は、異なるアクセサリー因子と共に 5 種類の ISWI クロマ

チンリモデリング複合体を形成する（Bartholomew, 2014）。このうち PCH 局在が報

告されているのは、ACF（BAZ1A）、WICH（BAZ1B）、NoRC（BAZ2A）複合体であ

る。（）内はアクセサリー因子を示す。ISWI 複合体の標的認識はアクセサリー因子に

よることから（Ito et al., 1999; Ribeyre et al., 2016; Strohner et al., 2001）、ISWI 複合

体中の BAZ1A、BAZ1B または BAZ2A が、SMARCA5 を介して NSD2 を PCH へリ

クルートしているのではないかと考えた（図 28）。 

 

 
 

図 28 NSD2 を制御する ISWI 複合体探索の概要図 

NSD2 の PCH 局在を制御する ISWI 複合体を探索するストラテジー。ISWI 複合体の

アクセサリー因子のうち、PCH に局在することが報告されている BAZ1A、BAZ1B、

BAZ2A に着目した。 

 

そこで、iMEF と Pmi28 に Emerald-green fluorescent protein（emGFP）タグ付き

BAZ タンパク質を発現させ、核内分布を観察した。その結果、BAZ1A は両細胞の大

半で核質全域に拡散したが（図 29A）、BAZ1B と BAZ2A は両細胞で PCH に局在した

（図 29B-E）。 
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図 29 BAZ1A、BAZ1B、BAZ2A の核内分布と PCH 局在率 

（Ａ、Ｂ、Ｄ）iMEF（各上部）と Pmi28（各下部）に emGFP-BAZ1A（Ａ）、

emGFP-BAZ1Ｂ（B）、emGFP-BAZ2A（Ｄ）発現ベクター（赤）をトランスフェク

ションし、翌日 Hoechst33342（青）で処理した。生細胞観察後、細胞を固定し、

H3K36me2 抗体（緑）で免疫染色した。共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示した。

（Ｃ、Ｅ）生細胞における emGFP-BAZ1Ｂ（C）と emGFP-BAZ2A（Ｅ）の PCH 局

在率。箱ひげ図の詳細は図 13 の凡例を参照。スケールバーは 10 µm。 
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4.3.2 BAZ1B が PCH の H3K36me2、NSD2、SMARCA5 に与える影響 

4.3.1 の観察結果をふまえ、BAZ1B と BAZ2A に着目することとした。iMEF と

Pmi28 での BAZ1B と BAZ2A の過剰発現は、H3K36me2 の PCH 局在率にほとんど

影響しなかった（図 30A、B）。 

 

 
 

 
 

図 30 emGFP-BAZ1B または emGFP-BAZ2A 過剰発現が H3K36me2 の PCH 局在

に与える影響 

（Ａ）図 29（Ｂ）の一連の観察画像から定量した、emGFP-BAZ1B 非発現または発

現 iMEF、Pmi28 細胞核における H3K36me2 の PCH 局在率。（Ｂ）図 29（D）の一

連の観察画像から定量した、emGFP-BAZ2A 非発現または発現 iMEF、Pmi28 細胞核

における H3K36me2 の PCH 局在率。箱ひげ図の詳細は図 13 の凡例を参照。 
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PCH の H3K36me2 に対する BAZ1B と BAZ2A の役割を明らかにするため、各遺伝子

のシングル KO およびダブル KO 細胞の樹立を試みた結果、BAZ1B-KO iMEF を得た

（図 31）。 

 

 
 

図 31 BAZ1B-KO iMEF のウエスタンブロッティング 

BAZ1B 抗体と LaminB 抗体を用いたウエスタンブロッティング画像。LaminB はロー

ディングコントロールとした。左端の数値はプロテインラダーマーカーから推定され

るタンパク質サイズ（kDa）を示す。 

 

次に、WT および BAZ1B-KO iMEF で BAZ2A の KD を行った。しかし用いた 2 種の

shRNA では KD 効率が低く、またそれによる H3K36me2 の PCH 局在率の変化は確

認できなかった（図 32）。 

 

 
 

図 32 BAZ2A-KD による PCH H3K36me2 変化 

WT（左）または BAZ1B-KO（右）iMEF において、BAZ2A-KD を行い、H3K36me2

の PCH 局在率を定量した。KD 効率は RT-qPCR によって測定し、Scramble shRNA

に対する相対発現量として赤字で示した。箱ひげ図の詳細は図 13 を参照。 



87 

 

 

そこで以降は BAZ1B の機能に注目することとした。定量解析の結果、PCH の

H3K36me2 レベルは BAZ1B-KO 細胞で減少し、それは emGFP-BAZ1B の導入によっ

て部分的に補完できた（図 33A、B）。また Halo-NSD2 と Halo-SMARCA5 の PCH 局

在率は、BAZ1B-KO 細胞で低下した一方、emGFP-BAZ1B 発現によって完全に補完

することができた（図 33C、D）。 
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図 33 BAZ1B-KO が H3K36me2、NSD2、SMARCA5 の PCH 局在に与える影響 

（A、B）BAZ1B-KO#9 にのみ emGFP-BAZ1B をトランスフェクションし、翌日

H3K36me2 抗体で免疫染色した。（A）H3K36me2 抗体（緑）と Hoechst33342（赤）

で染色した WT、BAZ1B-KO#10、-KO#9（emGFP-BAZ1B 非発現および発現細胞

核）の免疫染色画像について、共焦点顕微鏡像の単一 Z スライスを示した。(B）（A）

で取得した画像から定量した H3K36me2 の PCH 局在率。（C、D）WT には Halo-

NSD2（C）または Halo-SMARCA5（D）のみを、BAZ1B-KO#9 にはさらに emGFP-

BAZ1B または EGFP をトランスフェクションし、翌日 JF646 Halo タグリガンドと

Hoechst33342 で染色した。生細胞観察で得た画像から Halo-NSD2（C）と Halo-

SMARCA5（D）の PCH 局在率を定量した。箱ひげ図の詳細については図 13 の凡例

を参照。スケールバーは 10 µm。 

 

4.4 NSD2 とWICH複合体の相互作用の検討 

4.4.1 NSD2 と SMARCA5、BAZ1B の相互作用解析 

以上の結果から、NSD2 は SMARCA5 と BAZ1B によって PCH に動員されることが

示唆された。これと一致して、先行研究のプロテオミクス解析でも（Huang et al., 

2019）、NSD2 は SMARCA、BAZ1B 両方と相互作用し得ることが示されている。そ

こで、NSD2 がこれらのタンパク質と直接結合するかを確認するため、共免疫沈降

（co-IP）を行った。まず emGFP-SMARCA5 または emGFP-BAZ1B を、Halo-NSD2

または Halo タグ単独ベクターと共に HEK293T 細胞にトランスフェクションし、タン

パク質を抽出した。抗 GFP ビーズにより co-IP したタンパク質をウエスタンブロッテ

ィングで検出した。その結果、emGFP-SMARCA5 および emGFP-BAZ1B いずれの沈

降物にも Halo-NSD2 が含まれた（図 34）。 
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図 34 NSD2 と SMARCA5 または BAZ1B の co-IP 

Halo-NSD2 または Halo タグ単独（Halo）ベクターを、emGFP-SMARCA5 または

emGFP-BAZ1B と共に HEK293T 細胞にトランスフェクションした。抽出したタンパ

ク質（input）を抗 GFP ビーズで共免疫沈降（co-IP）し、Halo 抗体または GFP 抗体

でウエスタンブロッティングした。免疫沈降物（IP）は input の 10 倍濃度である。左

右の数字は推定タンパク質サイズ（kDa）。 

 

4.4.2 SMARCA5 と相互作用する NSD2 ドメインの検討 

次に、NSD2 はどのドメインを介して SMARCA5 と結合するかを検討するため、種々

のドメインを欠失した Halo-NSD2 を作製した。作製した変異体は、PWWP1 ドメイ

ンを欠くΔPWWP1、N 末端から PWWP2 ドメインまで欠くΔN、SET ドメインから

C 末端まで欠くΔC の 3 つである。4.4.1 と同様に、emGFP-SMARCA5 を、Halo-

NSD2（全長型; FL、ΔPWWP1、ΔN、ΔC）または Halo タグ単独ベクターと共に
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HEK293T 細胞に導入し、タンパク質を抽出後、抗 GFP ビーズで co-IP した。その結

果、いずれの NSD2 変異体も emGFP-SMARCA5 の沈降物に含まれた（図 35）。 

 

 
 

図 35 NSD2 変異体と SMARCA5 の co-IP 

種々の Halo-NSD2（FL、ΔPWWP1、ΔN、ΔC；上のドメイン構造図）または Halo

タグ単独ベクター（Halo）を、emGFP-SMARCA5 と共に HEK293T 細胞にトランス

フェクションした。抽出したタンパク質（input）を抗 GFP ビーズで co-IP し、Halo

抗体または GFP 抗体でウエスタンブロッティングした（下）。免疫沈降物（IP）は

input の 10 倍濃度である。左右の数字は推定タンパク質サイズ（kDa）。 
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4.5 BAZ1Bのヘテロクロマチン認識機構の検討 

4.5.1 顕微鏡観察による PCH 局在に必要な BAZ1B ドメインの探索 

これまでの結果から、BAZ1B が PCH の H3K36me2 を制御する最上流因子であると

考えられたため、次に BAZ1B の PCH 認識機構を明らかにすることとした。 

まず EGFP タグが付いた BAZ1B 変異体を iMEF に発現させ、その核内分布を観察し

た。その結果、BAZ1B の PCH 局在には、ブロモドメイン（BrD）と隣接した C 末端

領域が必要であることが分かった（図 36）。 

 

 
 

図 36 BAZ1B 変異体の核内分布 

（上）検討した BAZ1B 変異体のドメイン構造。右端にそれぞれの核内分布を表記し

た。明確に PCH 分布する場合は+、分布しない場合は-、PCH 分布するが拡散もする

場合は+/-とした。（下）N 末端側に EGFP タグが付いた BAZ1B 変異体の生細胞観察

画像。画像上の数字は（上）の模式図に示した各変異体に対応する。 
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H3K36me2 の PCH 分布には H3K9me3 も DNA メチル化も不要だったことから（図

18A、B）、BAZ1B は DNA 配列に直接結合している可能性が示唆された。PCH を構

成する MajSat リピートは AT 含量が多い。また AT が豊富な DNA には、AT-hook と

呼ばれるアミノ酸モチーフが結合できることが知られている（Arg-Gly-Arg-Pro; 

Aravind and Landsman, 1998）。ここで BAZ1B の C 末端領域のアミノ酸配列に注目す

ると、脊椎動物での保存性が高い 3 つの AT-hook 様モチーフが存在することが分かっ

た（BrD+AT1-3; 図 37）。さらにこれらの AT-hook 様モチーフのアミノ酸を置換した

BAZ1B 変異体（BrD+AT1-3mut）は、PCH に局在しなかった（図 37）。加えて、3

つ目の AT-hook 様モチーフを欠いた BAZ1B 変異体（AT1-2）は比較的弱い PCH 局

在を示したことから（図 36）、BAZ1B が安定的に PCH に局在するには 3 つの AT-

hook 様モチーフが必要であることが分かった。 

 

 
 

図 37 AT-hook 様モチーフへの変異導入が BAZ1B の核内分布に与える影響 

BAZ1B のドメイン構造と核内分布。BAZ1B 全長型（FL）、ブロモドメイン（BrD）

と 3 つの AT-hook 様モチーフからなる切断型（BrD+AT1-3）、それらのモチーフの変

異型（BrD+AT1-3mut）の模式図を示す。右側には EGFP タグが付いた各変異体の生

細胞観察画像を置いた。下部には 3 つの AT-フック様モチーフの生物種ごとのアミノ

酸配列と AT1-3mut の置換アミノ酸を示した。スケールバーは 10 µm。 
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4.5.2 BAZ1B の AT-hook 様モチーフと DNA の結合アッセイ 

次に、3 つの AT-フック様モチーフを含む BAZ1B ドメインが、AT リッチ DNA に直

接結合するかどうかを生化学的解析により調べた。EGFP-BrD+AT1-3 と EGFP-

BrD+AT1-3mut をそれぞれ HEK293T 細胞で発現させ、抗 GFP マグネティックビー

ズを用いて精製した（図 38）。 

 

 
 

図 38 EGFP-BrD+AT1-3 と EGFP-BrD+AT1-3mut のタンパク質精製 

精製した EGFP タグ付き BAZ1B BrD+AT1-3 および BrD+AT1-3mut の SDS-PAGE

画像。タンパク質は CBB 染色により可視化した。M：タンパク質ラダーマーカー。左

端の数字は推定タンパク質サイズ（kDa）。input：BAZ1B 変異体発現ベクターのトラ

ンスフェクション後、HEK293T 細胞から抽出したタンパク質の上清。Flowthrough：

抗 GFP ナノボディ磁気ビーズ（GFP Trap）と結合しなかった画分。GFP-IP：ビーズ

と結合した画分。BSA：ウシ血清アルブミン。希釈系列から検量線を作成すること

で、GFP-IP タンパク質量を推定した。 
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これらのビーズ付きタンパク質を、AT リッチな MajSat リピート、GC リッチな

EF1α プロモーター、または 601 配列（Lowary and Widom, 1998）の DNA と混合し

た（図 39A-C）。結合しなかった DNA を除去した後、ビーズを洗浄し、結合した

DNA を溶出した（図 40）。 

 

 
 

図 39 BAZ1B との結合アッセイに用いた標的 DNA 配列 

EGFP-BrD+AT1-3 および EGFP-BrD+AT1-3mut との結合アッセイで使用した標的

DNA 配列。（A）MajSat リピート。（B）EF1 プロモーター領域。（C）再構成ヌクレオ

ソームに用いた 601 DNA 配列。アデニンまたはチミンが 3 つ以上連続する場合は赤

で表示した。 
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図 40 BAZ1B と DNA の結合アッセイ概要図 

EGFP-BAZ1B BrD+AT1-3 および EGFP-BrD+AT1-3mut と DNA の結合アッセイの

実験デザイン。抗 GFP ビーズと結合した BAZ1B ドメイン（図 38 で精製）を、

20mM Tris-HCl [pH7.5]バッファー中で裸の DNA またはヌクレオソームと 30 分間イ

ンキュベートした。未結合 DNA またはヌクレオソームを回収した（unbound 

DNA）。50 mM NaCl を含む 20 mM Tris-HCl [pH7.5]バッファーで洗浄後（Wash）、

350 mM NaCl を含む 20 mM Tris-HCl [pH7.5]バッファーにより、結合した DNA ま

たはヌクレオソームを溶出した（bound DNA）。BAZ1B ドメインを含めずに同じ処理

を行った DNA またはヌクレオソームを input とした。 
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溶出 DNA をアガロースゲル電気泳動で検出した結果、MajSat リピートは BrD+AT1-

3 と結合したが、BrD+AT1-3mut とは結合しなかった（図 41）。また EF1α プロモー

ターと BrD+AT1-3 との結合は非常に弱かった。BrD+AT1-3 はヌクレオソームとも

結合したが、その結合親和性は裸の DNA に比べて弱かった。 

 

 
 

図 41 BAZ1B と DNA の結合アッセイ結果 

電気泳動したアガロースゲル画像。ゲル上部に記載した input～bound DNA の詳細は

図 40 の凡例を参照。右端は DNA ラダーマーカーから推定された DNA サイズ

（bp）。 
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4.6 H3K36me2 のヘテロクロマチン分布の規定要因の検討 

4.6.1 PCH の H3K36me2 制御因子の発現量比較 

PCH に H3K36me2 が局在する細胞としない細胞の分子レベルの違いを明らかにする

ため、ウエスタンブロッティングにより NSD2、SMARCA5、BAZ1B のタンパク質発

現量を比較した（図 42）。その結果、H3K36me2 が PCH に局在する NIH3T3 と

iMEF の方が、局在しない細胞（MC12、C2C12、Pmi28）よりも NSD2 と

SMARCA5 を強く発現していた。また iMEF では BAZ1B も高発現だった。一方 ES

は、SMARCA5 を比較的高く、NSD2 と BAZ1B を中程度に発現した。 

 

 
 

図 42 NSD2、SMARCA5、BAZ1B の細胞種間発現量比較 

NSD2 抗体、SMARCA5 抗体、BAZ1B 抗体、LaminB 抗体を用いたウエスタンブロッ

ティング画像。LaminB はローディングコントロールとした。図 13 の定量から、

H3K36me2 が PCH に局在した細胞は赤字で、局在しなかった細胞は青字で示した。

左端の数値はプロテインラダーマーカーから推定されるタンパク質サイズ（kDa）を

示す。 
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4.6.2 PCH の H3K36me2 制御因子の過剰発現 

H3K36me2 がユークロマチンに分布し、かつ NSD2 と BAZ1B の発現量が最も低かっ

た Pmi28 を用いて、NSD2、SMARCA5、BAZ1B または BAZ2A のうち、どのタンパ

ク質を発現させると PCH に H3K36me2 を誘導できるか調べた（図 43）。 

各タンパク質を単独で発現させた場合は、これまでの結果と同様に（図 20D、図

25C、図 30）、NSD2 だけが PCH に H3K36me2 を誘導した。2 種類のタンパク質を

共発現させた場合は、一方を NSD2 にした場合のみ H3K36me2 の PCH 分布を誘導で

きた。これは H3K36me2 増大にはメチル化酵素が必要であるためと考えられた。3 種

類のタンパク質を同時に発現させた場合、BAZ1B（+NSD2、SMARCA5）は PCH の

H3K36me2 レベルをさらに増大させた。 

 

 
 

図 43 制御因子の過剰発現が H3K36me2 の PCH 局在に与える影響 

H3K36me2 の PCH 局在率。Pmi28 に各タンパク質の発現ベクターをトランスフェク

ションした。2 日後に固定し、H3K36me2 抗体、JF646 Halo タグリガンド、

Hoechst33342 で染色した。共焦点顕微鏡の一連の Z スライス画像から H3K36me2 の

PCH 局在率を定量した。3 つのタンパク質を発現させた場合は、各発現ベクターを等

量導入した。1 つまたは 2 つのタンパク質を発現させる場合は、三重発現の場合と同

量の発現ベクターを導入し、EGFP-または Halo-発現ベクターを用いて総 DNA 量を

調整した。箱ひげ図の詳細は図 13 の凡例を参照。なお、p 値は EGFP を基準とし、マ

ン・ホイットニーの U 検定と Hommel 補正を用いて計算した。 
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4.7 小括 

本章では H3K36me2 が PCH に局在する分子メカニズムを解析した。 

4.1.1 より、H3K36me2 は H3K9me3、DNA メチル化、それらと関連するメチル化酵素

には依存せずに PCH に局在することが示唆された。これまでに報告された PCH 上の

エピジェネティック修飾のほとんどが H3K9me3 または DNA メチル化の下流に位置す

ることを考えると（Peters et al., 2003; Ooga et al., 2008; Lange et al., 2013; Jack et al., 

2013）、この結果は予想外であった。これは同時に、H3K36me2 を PCH に誘導する因

子は、DNA や RNA あるいはヒストンバリアントなど、他の PCH 成分を標的としてい

る可能性を示唆した。 

4.1.2 では、H3K36 メチル化関連酵素の核内分布を網羅的に観察し、メチル化酵素 NSD2

と脱メチル化酵素 KDM2A が PCH に局在することを見出した。ほ乳類には十数種類の

H3K36 メチル化関連酵素が保存されているにも関わらず、2 つのみが PCH に局在した

ことは、ほ乳類の H3K36 メチル化制御は高度に細分化されており、かつ PCH におい

てはこれら 2 つの酵素が重要な役割を果たすことを意味する。先行研究より、KDM2A

は HP1、ひいては H3K9me3 依存的に PCH に局在することが明らかとなっていたため

（Borgel et al., 2017）、4.1.1 の結果をふまえ、本研究では KDM2A の機能解析は行わ

なかった。メチル化酵素と脱メチル化酵素で分子的な制御経路が違うらしいことは、ヒ

ストン修飾状態をより精密に調節することに寄与しているのかもしれない。 

4.1.3 より、PCH の H3K36me2 は NSD2 が触媒していることが明らかとなった。一方

で、NSD2 を過剰発現した時、PCH の H3K36me2 レベルは iMEF ではほとんど変化し

なかったが（これは iMEF の H3K36me2 が既に飽和している可能性も示唆する）、Pmi28

では、わずかではあるものの有意に上昇した。NSD2 は H3K36me2 と結合可能な PWWP

ドメインを有することをふまえると（Sankaran et al., 2016）、強制的あるいは偶発的な

NSD2 発現によって PCH に一度 H3K36me2 が導入されると、ポジティブ・フィード

バックによってその局在が維持される可能性が考えられた。そこで 4.2.1 では、Halo-

NSD2 変異体を使ってその可能性を検討し、結果的に、NSD2 によるポジティブ・フィ

ードバック機構は存在することが示唆された。しかし、NSD2 過剰発現による PCH 

H3K36me2 誘導効果は有意だが低いこと、Halo-NSD2 変異体は Halo タグ単独よりは

PCH に局在することを鑑みると、ポジティブ・フィードバックの影響は限定的であり、

NSD2 を PCH にリクルートする因子が存在すると結論した。 

このことから、4.2.2 では KD スクリーニングを、4.2.3 では KO と過剰発現実験を組

み合わせることにより、SMARCA5 を NSD2 の制御に関わる因子として同定した。し

かし SMARCA5 の過剰発現は、H3K36me2 を PCH にほとんど誘導せず、また、

SMARCA5-KO iMEF に外部から SMARCA5 を導入したレスキュー実験の効果は限定
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的であった。これらのことから、SMARCA5 は PCH への NSD2 リクルートに必要だが

十分ではないことが示唆された。ISWI 複合体の標的認識は ATPase 因子である

SMARCA5 ではなく、アクセサリー因子によって担われる（Ito et al., 1999; Ribeyre et 

al., 2016; Strohner et al., 2001; Li et al., 2006; Tallant et al., 2015）。したがって NSD2

の PCH 局在は SMARCA5 単独ではなく ISWI 複合体によって制御されると考えられ

た。 

そこで 4.3.1 と 4.3.2 では、ISWI 複合体のアクセサリー因子に着目した解析を行い、そ

の結果として、BAZ1B が NSD2、SMARCA5、H3K36me2 の PCH 局在を制御するこ

とを明らかにした。BAZ1B と同様に PCH 局在を示した BAZ2A については KO 細胞

を作製できなかったため、代替実験として KD を行った。しかし BAZ2A を発現低下さ

せても PCH H3K36me2 レベルは変化せず、少なくとも iMEF 細胞において BAZ2A が

BAZ1B と重複して機能することは確認できなかった。また BAZ1A は、先行研究では

PCH 局在が報告されていたものの（Collins et al., 2002）、本研究ではその再現性は得ら

れなかった。BAZ1A は多様なドメインから構成されるため、分子や細胞の状態によっ

て認識する標的が切り替わる可能性がある。 

4.4.1 では、SMARCA5、BAZ1B が NSD2 と直接結合することを co-IP によって明らか

にした。これは、WICH 複合体が NSD2 の PCH 局在を制御する可能性を補強した。次

いで 4.4.2 で SMARCA5 との結合に要する NSD2 ドメインを検討した結果、NSD2 は

複数のドメインを介して SMARCA5 と相互作用することが示唆された。今後は NSD2

だけでなく SMARCA5 のドメイン解析も行うことで、両者の結合様式を詳説できる。

その際は、タンパク質複合体の構造予測が可能な Alphafold2（Jumper et al., 2021）を

活用できるかもしれない。 

4.5.1 の顕微鏡観察と 4.5.2 の生化学的解析では、BAZ1B の PCH 認識メカニズムを検

討した。その結果、BAZ1B は C 末端領域の AT-hook 様モチーフを介して AT 含量の

多い DNA に直接結合することを明らかにした。なお、生化学的な BAZ1B と DNA の

結合アッセイでは、ブロモドメイン（BrD）を含む C 末端領域を用いたが、BrD が PCH

結合に必須であるかどうかは不明である。なぜなら本来 BrD はアセチル化ヒストンを

認識するドメインであるが、PCH のアセチル化レベルは低いためである。顕微鏡観察

では BrD がない変異体もある程度は PCH に局在したことから、この場合 BrD は標的

認識ドメインとしてではなく、AT-hook 様モチーフを構造的に安定化させるリンカー

として働いた可能性が高い。BrD の役割を明らかにするためには、他のリンカーと交換

した変異体を用いた検討が必要である。また AT-hook 様モチーフは単に DNA に結合

するだけでなく、GC 配列よりも AT 配列に強い親和性を示すという点において、典型

的な AT-hook とよく似た性質を持つ。AT-hook のアミノ酸配列にはある程度のバリエ

ーションがあることは既に報告があり（Aravind and Landsman, 1998; Filarsky et al., 
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2015）、本研究が見出した AT-hook 様モチーフはその一例であると考えられる。 

本章のここまでの結果から、H3K36me2 が PCH に局在する分子メカニズムは次のよう

にまとめられる。まず BAZ1B が AT-hook 様モチーフによって AT リッチな DNA と結

合し、その後 SMARCA5 を介して NSD2 がリクルートされることで PCH に H3K36me2

が局在する。 

4.6.1 と 4.6.2 では、これまでに明らかとなった分子機構をふまえ、H3K36me2 が PCH

に分布するか否かは何によって規定されるのかを検討した。Pmi28 に対する過剰発現

実験の結果、H3K36me2 の PCH 局在は、NSD2、SMARCA5、BAZ1B または BAZ2A

の協調した高発現に依存することが示唆された。この過剰発現による H3K36me2 PCH

の誘導効果は、細胞種ごとの内在性タンパク質の発現量と関連すると思われる。Pmi28

は内在性 NSD2 と BAZ1B の発現量がかなり低いため、NSD2 と BAZ1B（または BAZ2A）

の共発現は PCH の H3K36me2 レベルを大きく上昇させた。一方 Pmi28 の SMARCA5

発現量はそれほど低くないため、NSD2 と SMARCA5 の共発現の効果は限定的だった。

また 3.1.1 において ES の H3K36me2 の PCH 局在率が iMEF や NIH3T3 より低かっ

たのは、ES の NSD2 と BAZ1B の発現量が低いことで説明できると思われる。 

 

  



102 

 

5 章 ヘテロクロマチンのH3K36me2 の生理的意義 

 

5.1 H3K36me2 がMajSat 転写に与える影響の検討 

5.1.1 標的特異的な H3K36me2 誘導による MajSat 転写量変化 

MajSat は一般的に転写抑制状態にあるが、細胞周期あるいは細胞ストレス依存的に転

写され得る（Smurova and Wulf, 2018）。PCH 上の H3K36me2 が MajSat 転写に及ぼ

す影響を調べるため、dCas9-Halo（dCas9-Halo-empty）または NSD2 を連結した

dCas9-Halo（dCas9-Halo-NSD2）と共に、MajSat を標的する gRNA を安定発現した

Pmi28 を作製した。免疫染色から、dCas9-Halo-NSD2 は PCH H3K36me2 を誘導可

能なことを確認した（図 44A）。RT-qPCR によって MajSat 転写量を定量したとこ

ろ、dCas9-Halo-NSD2 発現細胞では dCas9-Halo 発現細胞よりも MajSat を高発現し

た（図 44B）。 

 

 
 

図 44 dCas9-Halo-NSD2 による H3K36me2 の PCH 局在率と MajSat 転写量の変化  

（A）MajSat を標的する gRNA と共に、dCas9-Halo-empty（左上）または dCas9-

Halo-NSD2（左下）を安定発現する Pmi28 を固定し、JF646 Halo タグリガンド

（赤）、H3K36me2 抗体（緑）、Hoechst33342（青）で染色した。共焦点顕微鏡像の単

一 Z スライスから、各細胞における H3K36me2 の PCH 局在率を定量した（右）。こ

こでの箱ひげ図の詳細は図 13 の凡例を参照。（Ｂ）（Ａ）の各細胞から RNA を抽出

し、RT-qPCR によって MajSat 転写量を定量した。ここで、各点は 3 回の生物学的反

復実験の値を示し、それらの平均値は箱ひげ図の上辺として、標準偏差はエラーバー

として描画した。p 値は Student の t 検定により算出した。スケールバーは 10 µm。 
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5.1.2 H3K36me2 制御因子 KO 細胞での MajSat 転写量比較 

5.1.1 の結果をさらに検討するため、4 章で作製した NSD2、SMARCA5、BAZ1B-KO

細胞で MajSat と MinSat の転写量を定量した（図 45）。野生型と比較して、NSD2-

KO iMEF において MajSat 転写は低下し、MinSat 転写は変化しなかった。これは

5.1.1 の結果と矛盾しない。一方、SMARCA5 および BAZ1B-KO iMEF では、MajSat

転写が増大し、MinSat 転写にも有意な増減が見られた。 

 

 
 

図 45 PCH H3K36me2 制御因子 KO 細胞における MajSat と MinSat 転写量  

野生型（WT）および NSD2、SMARCA5、BAZ1B-KO iMEF 細胞から RNA を抽出

し、RT-qPCR によって MajSat（左）と MinSat（右）の転写量を定量した。箱ひげ図

の詳細は図 44B の凡例を参照。p 値は WT を基準とし、マン・ホイットニーの U 検定

と Hommel 補正を用いて計算した。 
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5.2 マウス生体におけるH3K36me2の核内分布観察 

5.2.1 マウス成熟組織の H3K36me2 の核内分布観察 

PCH の H3K36me2 の生理的意義を調べる一環として、H3K36me2 がマウス生体の

PCH にも局在し得るかどうかを調べた。4.6.1 および 4.6.2 より、H3K36me2 の PCH

分布には制御因子の高発現が関わることが示唆されたため、NSD2、SMARCA5、

BAZ1B、BAZ2A のうち少なくとも 2 つのタンパク質を高発現するマウス組織を公共

データベースで探索した（Palasca et al., 2018）。該当した脾臓、肺、精巣、肝臓、脳

を成体マウスから摘出し、組織切片を免疫染色したが、いずれの組織においても

H3K36me2 は PCH に分布しなかった（図 46）。 

 

 
 

図 46 マウス生体組織の H3K36me2 分布 

マウス脾臓（上）と肺（下）の免疫染色画像。それぞれの組織切片を H3K36me2 抗体

（赤）、H3K9me3 抗体（緑）および Hoechst33342（青）で染色した。共焦点顕微鏡

画像の単一 Z スライスを示す。左に Merge の低倍率図（スケールバーは 50 µm）を示

し、その画像上の四角で囲んだ領域の拡大図（スケールバーは 10 µm）を右に示す。 
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5.2.2 マウス 13.5 日胚の H3K36me2 の核内分布観察 

次に、発生段階がより早期のマウス 13.5 日胚を免疫染色した。しかしながら、どの組

織、部位においても H3K36me2 の PCH 局在は確認できなかった（図 47）。 

 

 
 

図 47 マウス 13.5 日胚の H3K36me2 分布 

マウス 13.5 日胚の免疫染色画像。胚切片を H3K36me2 抗体（赤）、H3K9me3 抗体

（緑）および Hoechst33342（青）で染色した。CSU-W1 共焦点顕微鏡画像の単一 Z

スライスを示す。胚全体の画像を上に示す（スケールバーは 500 µm）。脳橋（#1）、軟

骨原基（#2）、胃（#3）の拡大図（スケールバーは 50 µm）を左に、その拡大図上の

四角で囲んだ領域の拡大画像（スケールバーは 10 µm）を右に示す。 
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5.3 小括 

本章では PCH に局在する H3K36me2 の生理的意義を検討した。 

5.1.1 と 5.1.2 では、H3K36me2 が MajSat 転写に及ぼす影響を調べた。dCas9-Halo-

NSD2 によって PCH 特異的に H3K36me2 を誘導した Pmi28 では MajSat 転写は増大

し、NSD2-KO によって PCH H3K36me2 が低下した iMEF では MajSat 転写は減少

した。このことから、PCH 上の H3K36me2 は MajSat 転写の活性化に寄与することが

示唆された。しかし、SMARCA5 および BAZ1B-KO iMEF では、NSD2-KO と同様に

PCH H3K36me2 が低下するにも関わらず、MajSat 転写は増大し、MinSat 転写にも有

意な変化が見られた。クロマチンリモデリング因子は広範な遺伝子発現制御に関わる

ことを考慮すると、それらの KO 細胞を用いた実験系よりも、dCas9 実験系で得られ

た結果の方が、より直接的に H3K36me2 の機能を評価できると思われる。なお、先行

研究においても MajSat 転写に対する H3K36me2 の効果は統一的見解に至っていな

い。マウスとヒト細胞で H3K36 脱メチル化酵素 KDM2A を欠損させると、MajSat の

H3K36me2 レベルと転写量が増大する（Frescas et al., 2008）。これは 5.1.1 の結果と

一致する。一方、H3K36 メチル化酵素 Set2 を欠損した酵母では、PCH を構成する

dh リピートで H3K36me2 レベルが低下し、転写量が増大する（Suzuki et al., 2016）。

また H3.3K36M を導入したショウジョウバエでも同様に、PCH の H3K36me2 レベル

が低下し、転写量は増大する（Chaouch et al., 2021）。これらは H3K36me2 が PCH

転写の抑制に働くことを示唆しており、5.1.2 の SMARCA5 および BAZ1B-KO iMEF

の結果と一致する。この場合の H3K36me2 の機能は種によって異なる可能性もある

が、いずれにせよ、今後の研究の進展に期待される。 

5.2.1 では免疫染色したマウス組織（脾臓、肺、精巣、肝臓、脳）を観察したが、

H3K36me2 が PCH に分布する組織は見つからなかった。4.6.1 および 4.6.2 より、培

養細胞の PCH H3K36me2 は制御因子の発現量に依存していたものの、組織ではその

関係は必ずしも当てはまらないと考えられる。例えば NSD2 と SMARCA5 が高発現だ

ったとしても、BAZ1B や BAZ2A 以外の ISWI 複合体アクセサリー因子の発現が強い

と、H3K36me2 は PCH に導入されない可能性がある。すなわち、制御因子自体の発

現量だけでなく、その他の相互作用因子も含めた発現バランスによっても H3K36me2

分布は左右されると思われる。なお、脾臓、肺、精巣、肝臓、脳以外は観察していな

いため、H3K36me2 が PCH に分布する組織が存在する可能性は残されている。 

5.2.2 ではマウス 13.5 日胚を免疫染色し観察した。組織免染時のアプローチとは異な

り、PCH H3K36me2 の制御因子の発現量によらず、胚全体をくまなく観察したが、

H3K36me2 の PCH 局在は見つからなかった。 
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5.4 補遺 

3.1.1 から、ES は PCH に H3K36me2 が分布する細胞であった。そこで、ES 細胞の

由来となるマウス着床前胚は PCH H3K36me2 を呈するのではないかと考え、近畿大

学・山縣一夫教授、壽系和真さん（山縣研・学士課程学生）、米澤直央さん（同・修士

課程学生）に着床前胚の免疫染色と観察を行っていただいた。ここでその結果をまと

める。 

受精卵から 2 細胞期にかけては、PCH は核小体前駆ボディ（nucleolus-precursor-

body; NPB）の周囲にリング状に分布し、その後、胚盤胞期までにクロモセンターを

形成することが知られている（Aguirre-Lavin et al., 2012）。受精卵の父方および母方

の前核では H3K36me2 は PCH に分布しなかったが、2 細胞期と 4 細胞期では

H3K36me2 は部分的に NPB 周辺の PCH とクロモセンターに集積した（図 48A）。こ

れはラインプロファイル解析からも明らかだった（図 48B）。 
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図 48 マウス着床前胚の各ステージにおける H3K36me2 分布 

マウス着床前胚の H3K36me2 免疫染色画像。各発生段階の胚を固定し、H3K36me2

抗体（赤）、H3K9me3 抗体（緑）、Hoechst33342（青）で染色した。CSU-W1 SoRa

共焦点顕微鏡画像の単一 Z スライスを示す。（A）左には低倍率の Merge 画像を示

し、その画像上の四角で囲んだ領域の拡大図を右に示す。PN は前核、TE は栄養外胚

葉、ICM は内部細胞塊を意味する。（B）母方前核と 2 細胞期核の免疫染色画像。右の

ラインプロファイルは、Merge 画像の黄線に沿った H3K36me2 と DNA の蛍光輝度を

示す。スケールバーは 10 µm。 
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また個々の核について共局在解析すると、他のステージと比較して、2 細胞期と 4 細

胞期の H3K36me2 は DNA と高い相関を示した（図 49）。 

 

 
 

図 49 マウス着床前胚の DNA と H3K36me2 または H3K9me3 のピアソン相関 

各発生段階の DNA と H3K36me2（A）または H3K9me3（B）のピアソン相関係数。

n は定量した核の数を示す。p 値は 4 細胞期胚を基準とした Mann-Whitney U 検定と

Hommel 補正により算出した。箱ひげ図の詳細については、図 13 の凡例を参照。 
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さらに発生が進んだ桑実胚期と胚盤胞期では、ほとんどの細胞で H3K36me2 はユーク

ロマチンに分布したが、ES の起源となる胚盤胞期内部細胞塊では、少数の細胞で

H3K36me2 が PCH に局在した（図 48A）。これらの結果は、H3K36me2 が生体の限

られた発生段階で PCH に集積され得ることを示唆する。哺乳類の着床前胚発生過程

では、ヘテロクロマチンは転写されながら動的に再編成される。今回見出した

H3K36me2 の PCH 局在は、これらの過程に関与する可能性がある。 

ただし、NSD2-KO マウスは初期胚で発生停止することなく出生に至ること（Nimura 

et al., 2009）、RNA-seq データベース DBTMEE（http://dbtmee.hgc.jp/; Park et al., 

2015）を用いた解析から、PCH H3K36me2 制御因子の発現量は、2-4 細胞期で特段

高くないことを考慮すると（図 50）、この時期の PCH H3K36me2 は別の分子経路で

制御される可能性がある。 

 

 
 

図 50 マウス生殖細胞および着床前胚における PCH H3K36me2 制御因子の発現量 

RNA-seq データベース DBTMEE（Park et al., 2015）を用いて、各発生段階における

BAZ1B、BAZ2A、NSD2、SMARCA5 の発現量を解析した。 

 

  

http://dbtmee.hgc.jp/
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6 章 考察と展望 

 

PCH ヒストン修飾の新たな制御経路 

本研究では、共焦点顕微鏡で観察可能な PCH 局在ヒストン修飾として、新たに

H3K36me2 を発見した。そして H3K36me2 の PCH 局在化メカニズムとして、

BAZ1B―SMARCA5―NSD2 経路を明らかにした。この経路は、これまで報告された

PCH 上のヒストン修飾を制御する経路と異なり（Peters et al., 2003; Ooga et al., 2008; 

Lange et al., 2013; Jack et al., 2013）、H3K9me3 および DNA メチル化を標的（＝経路

の出発点）としない。本経路の標的は PCH に豊富に含まれる AT-DNA であり、

BAZ1B の AT-hook 様モチーフが DNA を直接認識することで、SMARCA5、NSD2、

そして H3K36me2 が PCH に誘導される。 

ヒストン修飾酵素とクロマチンリモデリング複合体の相互作用は、これまでのとこ

ろ、ヒストン脱アセチル化酵素 HDAC―NuRD 複合体を除けば（Allen et al., 2013）、

ほとんど報告がない。その点においても、NSD2-ISWI 複合体の直接結合と機能を明ら

かにした本研究の新規性は高い。なお、NSD2 インタラクトームを解析した論文によ

れば（Huang et al., 2019）、NSD2 は CHD 複合体のコアサブユニットである CHD4

や、ATPase ドメインをもつ ATRX とも相互作用し得る。これは、NSD2 が様々なク

ロマチンリモデリング因子と共役し、転写や複製といったクロマチン・コンテクスト

に応じた機能を発揮することを示唆する。 

本研究では BAZ1B だけでなく、BAZ1A、BAZ2A の機能性も検討した。BAZ1A は

BAZ1B とよく似たドメイン構造を持ち、培養系では NIH3T3 で（Collins et al., 

2002）、組織では精子形成過程の Diplotene 期で PCH に局在する（Dowdle et al., 

2013）。しかし、本研究ではいずれの培養細胞でも BAZ1A の PCH 局在を確認できな

かった。一方、BAZ2A は PCH に局在し、Pmi28 で過剰発現させると BAZ1B と同様

に PCH H3K36me2 を誘導できた。これは、典型的な AT-hook モチーフを持つ

BAZ2A が（Chen et al., 2021; Filarsky et al., 2015）、BAZ1B と機能重複することを示

唆する。予想に反し、iMEF で BAZ2A を KD しても PCH H3K36me2 レベルは低下し

なかったが、BAZ1B-KO iMEF の PCH H3K36me2 が極めて低レベルであることを考

えると、iMEF では BAZ1B が優位に機能しているのかもしれない。本研究の過剰発現

実験が示すように、PCH H3K36me2 は ISWI 複合体構成因子の発現量比に依存するこ

と、BAZ1B・BAZ2A は AT-hook 様モチーフ・AT-hook モチーフだけでなく複数のド

メインを有するため、標的クロマチンに対する親和性は変わり得ることは、両因子の

機能重複性が細胞種・組織によって異なる可能性を示唆する。最近、マウス ES 細胞

のヒストンメチル化酵素 DOT1L は SMARCA5 依存的に PCH に局在し、H3K79me3

を付加することが報告された（Malla et al., 2023）。この時の SMARCA5 の相互作用因
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子は不明であるが、本研究をふまえると、BAZ1B または BAZ2A である可能性があ

る。そうであるならば AT-DNA を標的とする本経路は、様々なヒストン修飾酵素を

PCH にリクルートするかもしれない。その全容解明は今後の研究に期待される。 

 

AT リッチゲノム領域に分布する H3K36me2 

ヘテロクロマチンの本来の定義は、「密度が高いクロマチン領域」である。一方で本研

究が明らかとした BAZ1B―SMARCA5―NSD2 経路は、AT-DNA を標的とした。こ

れは、H3K36me2 が局在するヘテロクロマチンの実態は、「AT が豊富なクロマチン」

であることを示唆する。実際、このことは本研究の二つの実験結果から支持される。

一つは免疫染色像で、H3K36me2 は H3K9me3（高密度クロマチンに分布するヒスト

ン修飾）よりも Hoechst33342（AT-DNA の染色試薬）とより似たパターンを示し

た。二つ目は ChIP-seq 解析で、ES 細胞の H3K36me2 は LINE 配列（AT-DNA が豊

富に含まれる）に強く集積した。ただし本研究では H3K36me2 とクロマチン密度の関

係は検討していない。AT リッチ領域のクロマチン密度は概して高いため、

H3K36me2 分布にとってクロマチンの高密度状態が必要である可能性は依然として残

されており、その点は今後検討しなければならない。いずれにしても AT リッチ領域

の H3K36me2 に関する報告はこれまでなく、本研究はその分子メカニズムとして

BAZ1B―SMARCA5―NSD2 経路を初めて提案した。加えて、その機能的意義として

MajSat 転写制御との関連を示した。今後の研究は、AT リッチゲノム上の H3K36me2

が持つ生理的な意義の解明をめざす必要がある。 

 

PCH の DNA 複製に H3K36me2 が寄与する可能性 

mintbody を用いたライブセルイメージングから、H3K36me2 はヘテロクロマチンが

複製される S 期後期に強く PCH 分布することが分かった。これは以前報告された

BAZ1B および SMARCA5（すなわち WICH 複合体）の細胞周期動態とよく似てお

り、このとき WICH 複合体は複製前後のクロマチン凝縮制御に関わることが示唆され

ている（Collins et al., 2002; Bozhenok et al., 2002; Poot et al., 2004）。さらに、複製ス

トレス下の複製フォークには、WICH 複合体に加え（Ribeyre et al., 2016）、

H3K36me2 も動員される（Gaggioli et al., 2023）。本研究の BAZ1B-DNA 結合アッセ

イにおいて、BAZ1B の AT-hook 様モチーフがヌクレオソームよりも裸の DNA に強

い親和性を示したことは、BAZ1B が開裂し裸の状態にある複製フォーク DNA に結合

可能なことを支持する。NSD2 の細胞周期動態はよく分かっていないが、これらをふ

まえると、生理的条件下において BAZ1B―SMARCA5―NSD2 経路は S 期に働く可能

性が高い。PCH 複製における H3K36me2 の理解を深めるためには、今後は

H3K36me2-mintbody、蛍光タグ付き ISWI 複合体、NSD2 および PCNA を組み合わ
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せた生細胞観察に加え、bromodeoxyuridine (BrdU)や 5-ethynyl-2’-deoxyuridine 

(EdU)ラベルを用いた新生 DNA 解析が必要となるだろう。 

ところで、少なくとも本研究結果からは、H3K36me2 がヘテロクロマチンあるいはユ

ークロマチンに分布することの違いを、細胞種や細胞の分化段階によって説明するこ

とはできなかった。しかし興味深いことに、H3K36me2 が PCH に局在する 3 つの細

胞種（NIH3T3、iMEF、ES）は、細胞増殖速度が速いという点で共通している。

H3K36me2 が PCH の DNA 複製に関わるならば、それは細胞の増殖速度とも関係し

ているかもしれない。 

 

着床前胚のクロマチン制御に H3K36me2 が関与する可能性 

本研究では PCH H3K36me2 の生理学的意義を明らかにするため、マウスの成熟組

織、13.5 日胚、着床前胚を観察した。結果として、着床前胚の各ステージのうち、2

細胞期、4 細胞期、胚盤胞期の内部細胞塊（ICM）において、H3K36me2 が PCH 局

在する核を見つけた。ICM で PCH H3K36me2 を呈する核はごく一部だったものの、

これは ES 細胞の PCH H3K36me2 が、培養細胞系だから生じるのではなく、in vivo

の分布状態を反映していることを意味する。 

マウス 2 細胞期には、接合体ゲノムの活性化（Zygotic Genome Activation; ZGA）の

ほか、MajSat（Probst et al., 2010）、rRNA（Yu et al., 2021）、レトロトランスポゾン

LINE（Jachowicz et al., 2017）および MERVL（Sakashita et al., 2023）からも一過的

かつ発生に必須な転写が起こる。同時期には PCH がリング状から球状（すなわちク

ロモセンター）へ形態的に再編成されるが、その形態変化は MajSat の転写によって促

進される（Casanova et al., 2013）。先行研究から、ほ乳類細胞では H3K36me2 が

MajSat 転写を活性化することが示唆されており（Frescas et al., 2008）、本研究でもそ

れを支持する結果を得た。これらのことから、2 細胞期の PCH に強く分布する

H3K36me2 は MajSat 転写を促進し、その結果、クロマチン再編成が起こる可能性が

考えられる。なお、ブタ 2 細胞期胚でもリング状 PCH への H3K36me2 局在は観察さ

れている（Diao et al., 2014）。したがって、着床前胚 PCH の H3K36me2 の機能は種

間で保存されており、その重要性が示唆される。 

「H3K36me2 は BAZ1B―SMARCA5―NSD2 経路によって、DNA メチル化・

H3K9me3 非依存的に PCH 局在できる」という本研究の提案は、「生殖細胞あるいは

接合体において、H3K36me2/3 は他のエピジェネティック修飾分布を制御する」こと

を示した先行研究とよく整合する。マウスの卵形成（Yano et al., 2022）および精子形

成（Shirane et al., 2020）過程で起こる DNA メチル化の確立は、H3K36me2/3 を足場

に要し、それは受精後の接合体エピゲノムに受け継がれる（Xu et al., 2019）。PCH 上

の DNA メチル化も H3K36me2/3 依存的に制御されるかもしれない。また
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H3K36me2/3 は H3K27me3 と拮抗的に分布し、H3K27me3 の偏った蓄積をふせいで

いる。実際、SETD2 欠失によって H3K36me3 が低下した卵細胞では H3K27me3 が異

常沈着し、発生が停止する（Xu et al., 2019）。この拮抗分布はブタとウシの着床前胚

でも保存されていることから、初期胚発生における重要性が示唆される（Cao et al., 

2015; Lu et al., 2021）。H3K9me3 が失われたゲノム領域には H3K27me3 が侵入する

ことから（Fukuda et al., 2023）、H3K36me2 の一過的な PCH 蓄積は、接合体で

H3K9me3 の分布が確立する前に、H3K27me3 が PCH へ侵入することをふせぐ役割

を持つ可能性がある。胚発生における PCH H3K36me2 の意義の理解が今後の課題で

ある。 

 

ヒストン修飾の多面性―H3K36me2 を例として 

H3K36 メチル化は、やや奇妙なヒストン修飾である。最も機能解析が進む

H3K36me3 は、転写中の遺伝子ボディにあって、そこで生じる異所的転写を抑制する

（Carrozza et al., 2005; Neri et al., 2017）。ペリセントロメア上の H3K36me2 は、酵母

とハエでは転写抑制に（Suzuki et al., 2016; Chaouch et al., 2021）、哺乳類では転写活

性化に働く（Frescas et al., 2008）。さらに H3K36me2 は、遺伝子間領域にも見出され

る（Weinberg et al., 2019）。あるヒストン修飾は、ヘテロクロマチンかユークロマチ

ンのどちらかにのみ分布し、前者では転写の抑制に、後者では転写の活性化に寄与す

る―H3K36 メチル化は、分布という観点でも、機能という観点でも、そのような通説

に当てはまらない「多面性」を備えているらしい。 

本研究の重要性の一つは、哺乳類細胞のクロモセンター（蛍光顕微鏡で観察可能なヘ

テロクロマチン・クラスター）に H3K36me2 が集積することを発見し、本修飾が比較

的マクロな解像度においても「分布的多面性」を持つことを示した点にある。今後は

顕微鏡観察によって、H3K36me2 の動態と機能の理解が深まるだろう。本研究のもう

一つの、そしてより重要な点は、H3K36me2 のヘテロクロマチン分布が達成される分

子機構を解明したことである。哺乳類には多様な H3K36 メチル化酵素が保存されて

おり、それぞれ異なるゲノム領域を支配する（Huang et al., 2018）。これは他のヒスト

ン修飾でも同様である。しかし各酵素が特定の領域に動員される仕組みはほとんど明

らかになっていない。ゆえに本研究成果は、H3K36 メチル化、ひいてはヒストン修飾

研究に対し大きなインパクトを与える。 

翻って今後は、ユークロマチン型 H3K36me2 にも目を向ける必要がある。ユークロマ

チン、具体的には遺伝子領域・遺伝子間領域の H3K36me2 を制御する分子経路は何

か。ヘテロクロマチン、ユークロマチンの H3K36me2 は互いにどのような関係にある

のか。相互に影響し合うのか、独立しているのか。加えて、H3K36me2 の「機能的多

面性」の理解も肝要である。例えば転写に着目した時、ヘテロクロマチンあるいはユ
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ークロマチンに分布する H3K36me2 に機能的ちがいはあるのか。両クロマチンでは、

H3K36me2 をとり巻くクロマチン環境は、明らかに異なる。他のエピジェネティック

修飾や生体分子とのクロストークを通じて、H3K36me2 はどのような機能を発揮する

のか。これらを明らかにして初めて、H3K36 メチル化の分布的・機能的多面性を包括

的に議論することが可能となるだろう。 
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