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緒緒  言言  

 
当研究室では、これまで独自のゲノミクス法、または他のグループが開発した手法を改良した方法を分裂酵母

モデルに適用し、ゲノムの 3 次元構造（3D ゲノム構造）を解析してきた［1～5］。これらの研究を通して、大小

サイズの異なる様々なクロマチンドメイン構造体が多重構造を形成しており、その特異的な構造が染色体動態、

転写制御、DNA 修復などの生命現象に関与していることを明らかにした［6～8］。更に最近では、ヒト老化細胞

の 3D ゲノム構造と遺伝子の転写制御に焦点を当てて研究を進めてきた［9，10］。 
細胞老化は、テロメア短小化、DNA 損傷、がん遺伝子（発がん性 Ras）の過剰発現や、がん化学療法などによ

る様々な細胞ストレスによって引き起こされる非常に安定した細胞周期停止状態として定義される。この細胞老

化現象は、細胞の異常な増殖を防ぐことを通じて、極めて重要ながん抑制メカニズムとして機能している。      
従って、細胞老化に主要な役割を担う p53 や Rb などをコードする遺伝子の多くは、がん抑制遺伝子として認識

されている。いったん細胞老化が誘導されると、p53 標的遺伝子や老化関連分泌表現型（Senescence-Associated 
Secretory Phenotype：SASP）因子をコードする遺伝子（SASP 遺伝子）などのゲノム上に分布する多くの遺伝

子の転写が活性化される。これらの細胞老化に関与する遺伝子は、総称して老化遺伝子と呼ばれる。また、ゲノ

ム広範に分布する老化遺伝子の活性化に加えて、老化細胞では、ゲノム上に散在するヘテロクマチン領域の凝集

やセントロメア周辺のサテライト DNA 領域の膨張など、3D ゲノム構造の再編成が起こることが知られている。

しかし現時点では、老化細胞に形成される 3D ゲノム構造の詳細やその形成機構、および老化細胞に特異的な   
3D ゲノム構造と老化遺伝子の転写活性化の関連性は、殆ど理解されていない。 
この重要かつ未解明な問題を解決する足掛かりとして、本研究は、in situ Hi-C と RNA-seq ゲノミクス法を用

いて老化細胞の 3D ゲノム構造と転写プロファイルを決定することと同時に、質量分析法により細胞核に含まれ

るタンパク質組成を決定することを目的に遂行された。 
 

方方  法法  

 
11．．IInn  ssiittuu  HHii--CC  法法をを用用いいたた老老化化細細胞胞にに形形成成さされれるる 33DD ゲゲノノムム構構造造のの決決定定  
ヒト肺組織由来の線維芽細胞（IMR-90）で発がん性 Ras（H-RasV12）を過剰発現させ、がん遺伝子誘発性老

化（Oncogene-Induced Senescence：OIS）を誘導した。OIS 誘導後の細胞を回収し、in situ Hi-C 実験を行っ

た。この in situ Hi-C 法では、パラホルムアルデヒドを用いてゲノム構造を固定した後、3C（Chromosome 
Conformation Capture）実験を行う。3C 法は、制限酵素処理と DNA リガーゼ処理を組み合わせたものである。

この in situ Hi-C 実験により得られたサンプルを遺伝子病制御研究所のイルミナ NextSeq2000 次世代シークエ

ンサーで処理し、その配列情報を本学のスーパーコンピューターで解析した。それと並行して RNA-seq 実験を

行い、老化細胞の転写プロファイルを決定した。 
加えて、得られた in situ Hi-C データから遺伝子のプロモーター領域とエンハンサー領域間の相互作用を検出

するアルゴリズムの作成に着手した。様々な条件を検討したところ、図 1 に示した条件で遺伝子のプロモーター
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領域とエンハンサー領域間の相互作用を推定できることが明らかとなった。 
 

 
 

図 1．遺伝子領域とエンハンサー間の相互作用を推定するアルゴリズムの開発 
in situ Hi-C データに基づいて、遺伝子のプロモーターとエンハンサー領域間の相互

作用を検出するため、5 つの条件を設定し有意な相互作用を抽出した。 
 
22．．老老化化細細胞胞のの 33DD ゲゲノノムム構構造造形形成成にに関関与与すするるタタンンパパクク質質組組成成のの網網羅羅的的理理解解  
質量分析においては、実験材料の均質性が重要であるため、細胞老化を効率よく誘導できる系を構築した。    

その第一段階として、IMR-90 細胞にヒトのテロメラーゼ遺伝子であるTERTを安定発現する細胞株を確立した。

次に、がん遺伝子である活性型 RAF1 とエストロゲンレセプターの融合遺伝子を発現誘導できる細胞株を作成し

た。この細胞株を用いた実験で、タモキシフェンの添加により、おおよそ 72 時間で全ての細胞が細胞老化の表

現型を示すことが確認できた。 
また本研究では、Stable isotope labeling using amino acids in cell culture（SILAC）と呼ばれる、質量分析

の弱点である定量性を補うプロテオミクスの手法を用いた。この手法では、異なる安定同位体の質量差分、同じ

タンパク質の質量分析のピーク位置がシフトして現れるため分子数レベルでの比較定量が可能となる。具体的に

は、老化細胞と増殖細胞を質量数の異なる安定同位体のアミノ酸（リジンとアルギニン）で標識し、両細胞を    
1：1 で混合する。次いで、細胞核を生化学的に単離した後、質量分析を用いて細胞核に含まれる全タンパク質を

定量する。結果的に、老化細胞と増殖細胞のプロテオーム変化を比較することができた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． IInn  ssiittuu  HHii--CC 法法をを用用いいたた老老化化細細胞胞にに形形成成さされれるる 33DD ゲゲノノムム構構造造のの決決定定  
In situ Hi-C 実験により、老化細胞の 3D ゲノム構造情報を獲得できた。その結果を見てみると、コントロー

ルの増殖細胞では見られない、ストライプ状の相互作用パターンが検出できた（図 2a の上段パネルを参照）。こ

の結果から、従来顕微鏡下で観察されてきた老化細胞特異的なヘテロクロマチンの凝集（Senescence-Associated 
Heterochromatic Foci：SAHF）が、in situ Hi-C ゲノミクス法でも検出できること、更にはこの凝集がどの染色
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体領域で起きているかを詳細かつ網羅的に明らかにすることができた。更に、得られたデータの解像度を検討し

てみたところ、10 kb という非常に高解像度で 3D ゲノム構造情報を獲得できていることが確認できた（図 2a の

中段と下段パネルを参照）。更には、新規に開発した遺伝子のプロモーター領域とエンハンサー間の相互作用を推

定するアルゴリズム（図 1 参照）をこの高解像度データに適用し、増殖細胞と老化細胞における遺伝子のプロモ

ーター領域とエンハンサー間の相互作用を網羅的に推定した。 
 

 

 

図 2．老化細胞における遺伝子とエンハンサー領域間の相互作用の検出 
a） IMR-90 増殖細胞（左）と OIS 細胞（右）を用いた in situ Hi-C 実験の結果。

ここでは、4 番染色体の結果を示す。上段に、191 Mb 領域内の相互作用スコ

アを示す。中段に、6 Mb 領域を、下段に 1 Mb 領域の結果を示す。 
b） 図 1 に示したアルゴリズムを用いて、遺伝子のプロモーターとエンハンサー

領域間の有意な相互作用を推定した。上段の in situ Hi-C マップ上にある  

三角印は推定された有意な相互作用を示す。その下に、遺伝子のプロモーター

とエンハンサー領域のゲノム上の位置を示す。一番下に、推定された相互作用

をループ表記法で示す。 
 
加えて、RNA-seq 実験の結果から、p53 標的遺伝子や SASP 遺伝子などの老化遺伝子が、増殖細胞に比べて老

化細胞で転写活性化されていることが確認できた。続いて、この結果と、in situ Hi-C 実験由来の遺伝子領域間

の相互作用マップを比較したところ、遺伝子のプロモーター領域とその近傍に位置するエンハンサー領域間の相

互作用が、転写レベルと相関していることが明らかになった。特に、プロモーターと相互作用するエンハンサー

の数（組み合わせ）が多いほど、転写レベルが上昇する傾向にあった。 
これらの結果は、エンハンサーが単独で相互作用する遺伝子の活性化に関与するよりも、複数のエンハンサー

が標的遺伝子と相互作用することにより、効率的に転写を活性化できることを示唆している。この現象を説明す

る現時点での仮説としては、これらのエンハンサー領域に、共通の転写因子が結合し、液相分離を介して遺伝子
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のプロモーター領域と複数のエンハンサーが凝集する分子機構を考えている。結果的に、転写因子や RNA ポリ

メラーゼなどの転写関連の因子を液滴に濃縮することにより、転写効率を促進するのではないかと考えており、

今後この仮説を検証したい。 
 

22．．老老化化細細胞胞のの 33DD ゲゲノノムム構構造造形形成成にに関関与与すするるタタンンパパクク質質組組成成のの網網羅羅的的理理解解  
単離した核タンパク質の質量分析により、2,746 種類のタンパク質について、細胞老化に伴う核内のプロテオ

ーム変化を測定することができた。2,746 種類のタンパク質のうち、218 種類のタンパク質は、細胞老化に伴い

核内で有意に増加し、246 種類のタンパク質は有意に減少することを見出した（図 3a）。この結果から増加した

タンパク質群を Factors Significantly Increased with oncogene-induced Senescence（FSISs）とし、減少した

タンパク質群を Factors Significantly Decreased with oncogene-induced Senescence（FSDSs）とした。実際に、

FSISs の一つ FSIS1 に特異的な抗体を用いて細胞老化誘導前後の細胞を免疫染色することで、FSIS1 が細胞老

化誘導後に強く核内への局在を示すことを確認できた（図 3b）。今後は、FSISs と FSDSs が細胞老化に伴い    
3D ゲノム構造にどのように作用するのかを検証していきたい。 

 

 
 

図 3．細胞老化に伴う核タンパク質組成変化 
a） 細胞老化誘導 0、2、8 日後の 2,746 タンパク質の変化。細胞老化の  

誘導に伴い核内で増加したタンパク質を緑で、減少したタンパク質を

赤で示した。 
b） 細胞老化誘導前と細胞老化誘導4日後の細胞におけるFSIS1の局在を

免疫染色により確認した。スケールバー：20μm。 
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