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β-catenin は Wnt シグナルの亢進により核へ移行し、下流の遺伝子の転写を亢進させる。核

内では、DNA と直接結合せず、TCF4 などの DNA に直接結合する転写因子と複合体を形成すること

で転写制御を行う。 

本研究では、クロマチン免疫沈降法(ChIP)とタイリングアレイ解析(chip)を組み合わせた

ChIP-on-chip 法により、β-catenin および TCF4 の結合領域の同定を試みた。特に、転写複合体

を理解するために、DNAに直接結合していないβ-cateninに対してChip-on-chipを行うことで、

そのタンパク質複合体が結合する DNA 断片の同定を行うことを目的とした。 

 β-catenin は Wnt シグナルなどによって細胞膜より核へ移行し、下流遺伝子の転写を活性化

する。本研究では、恒常的にβ-catenin が核に集積している低密度培養の大腸癌細胞株 SW480

を用いて ChIP を行うことにした。 

 β-catenin が核に集積している条件で、ホルムアルデヒド架橋によるβ-catenin の ChIP を行

ったが、効率よく DNA を回収できなかった。この原因はβ-catenin が DNA に直接結合していな

いためと考え、タンパク質間を架橋する化合物を用いてβ-catenin と DNA に結合する分子を共

有結合させ、その複合体で ChIP を行うことにした。今回検討した 5 種類の架橋剤の中では

DSP(Dithiobis［succinimidylpropionate］)で架橋した後にホルムアルデヒドで固定する方法が

最も効率よく目的の DNA 断片を回収させた。また細胞質や細胞膜下にも DNA と相互作用していな

いβ-catenin が存在することから、全細胞分画を用いて ChIP を行うと、DNA と相互作用してい

ないβ-catenin も回収してしまい、ChIP 効率の低下につながることが予想された。そこで、核

分画試料を用いることで、β-catenin の ChIP 効率の向上を試みた。その結果、分画後に架橋を

行うことにより、分画せずにChIPをおこなった結果と比較してCCND1プロモーター領域が約4 倍

濃縮された。この結果は細胞内局在の変化がみられる分子に対して ChIP を行う際に、よい手法

になる可能性がある。 

 この ChIP 試料を用いて ChIP-on-chip 解析を行った。β-catenin 及び TCF4 に関して一部のゲ

ノム配列が搭載された ENCODE アレイで結合領域を同定すると、ChIP で回収された DNA 断片の中

で ENCODE アレイによって決定された配列 13 箇所のうち、定量的 PCR で再現性が確認できたのが

10 領域(77%)と、高い相関が得られた。同定されたβ-catenin あるいは TCF4 の候補 DNA 結合領

域に共通の結合配列を見いだすために、TRANSFAC®を用いたコンセンサス配列の有無を調べた結

果、TCF/LEF1 サイトが最も濃縮されており、本手法での ChIP-on-chip の結果が妥当であること

を強く支持した。 

また、転写開始点上流 7.5 kb から下流 2.5 kb の配列が搭載されたプロモーターアレイを用い

た解析では、β-catenin の結合領域として、880 領域が同定された。これらの領域は、プロモー

ターアレイ全般のバックグラウンド 22%に対して、56%の TCF/LEF1 結合配列の濃縮が見られた。

プロモーターアレイで検出された 7 番染色体に含まれる領域について定量的 PCR で濃縮率を求



めると、26 領域中 23 領域(88%)で 2 倍以上の濃縮が認められた。さらに、近傍にβ-catenin の

結合領域が存在する遺伝子について、SW480 にβ-catenin に対する siRNA を用いて発現を抑制し

た際の遺伝子発現解析を行った。その結果、61 遺伝子が選び出され、TCF4/LEF1 のコンセンサス

配列の濃縮率は 79 %(48/61)であった。β-catenin の ChIP-on-chip と siβ-catenin の発現アレ

イを比較することによって、すでに知られているβ-catenin の下流遺伝子(MYC、SP5、MSX1)を検

出することができ、さらに既報にない遺伝子(TNFRSF19、RASL11B)も検出できた。 

本研究の目的は、クロマチン免疫沈降法とマイクロアレイ解析を組み合わせ、転写複合体であ

るβ-catenin および TCF4 が結合する DNA 配列を同定することにあった。これまでに、DNA に直

接結合しないタンパク質と DNA の相互作用を解析した例は少ない。その原因は一般的なクロマチ

ン免疫沈降で用いられるホルムアルデヒドによる固定では、複合体を形成するタンパク質間の架

橋が十分でないことが考えられる。本研究では DSP によって複合体を形成する 2 つのタンパク

質を架橋した後にクロマチン免疫沈降を行うことで、安定した結果が得られることを明らかにし

た。本研究が提供した複合体に適したクロマチン免疫沈降の技術は、転写複合体の組み合わせの

変化によって複雑になっている転写のメカニズムを明らかにする上で、重要な技術である。 

このように本研究は、転写複合体の ChIP 手法の確立および、ChIP-on-chip と発現アレイを組

み合わせた網羅的な手法によって、β-catenin が直接制御する遺伝子群の候補を明らかにした。

この内容は 1 月 30 日の口頭発表および質疑応答を行い、審査員一同は本研究が博士論文とし

て十分独創的であると判断した。 

よって本論文は博士(工学)の学位請求論文として合格と認められる。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


