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第1章	 序論 
	  

	 近年、形態学的に同一に思われる細胞でもそれぞれ多様な個性を持っていることが明

らかになってきた。個々の細胞の持つ情報を解析するためにごく少量の RNAから PCR

を行う手段などが開発されているが、簡易的に表現型を見る場合、それぞれの細胞の蛍

光融合タンパク質を追う方法が有効である。特に蛍光顕微鏡を用いたタイムラプス実験

による１細胞の追跡はタンパク質の時空間的定量化に最適なツールである。現在までに、

我々は出芽酵母をモデル生物に用い、エピジェネティックな発現制御に関わるヘテロク

ロマチン領域が、個々の細胞間で変動し、近傍の遺伝子の発現状態を制御していること

を見出した。上記、ヘテロクロマチン領域の変動が母細胞から娘細胞へと世代を超えて

行く過程でどのような規則性があり、どのような遺伝子が制御に関わっているかを明ら

かにするためには、継時的なタンパク質発現状態の定量、細胞集団すべてにおける母娘

関係の明確化、そしてこれらのデータを統合した樹形図の作成を行う必要があった。し

かし、大量の画像データからデータ解析を行うためには膨大な時間を必要とする。本研

究では自動で解析できるソフトウェアを開発することによって、解決を試みた。 

	 一方、本研究室では酵母のエピジェネティクス研究から得られた知見をヒトの疾患、

特に白内障に応用できるのではないかと考え、研究を行っている。白内障は眼球内の水

晶体が白く濁ることで視力の低下を引き起こす疾患であり、世界の失明原因の第一位で

ある。病因として老化や糖尿病、紫外線といった様々な因子があるが、中でも糖尿病に

よる白内障（糖尿病性白内障）は若年でも発症しうるリスクを持つ。濁った水晶体を摘

出することでしか完治できず、予防薬で症状を低減することが望ましい。しかし、既存

の予防薬はその有効性が十分に検証されておらず、新たな創薬アプローチが望まれてい

た。ここで私は新規予防薬の開発を目的として、当研究室のメインテーマである「エピ

ジェネティクス」に着目した解析を行った。さらに、上記ソフトウェア開発で学んだ知

見を生かし、R言語を用いた DNAマイクロアレイ解析から白内障原因候補因子を探索

した結果をまとめる。 

	 本論文は２部構成であり、第 1章では酵母の自動解析ソフトウェア開発について、第

2章では糖白内障の予防薬探索について述べている。また、詳細な背景については各章

の緒言に記した。  
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第 2章	 出芽酵母におけるタイムラプス画像 

追跡の自動化 
 

2.1 緒言 

	 DNA 配列に依存しない、エピジェネティックな遺伝子の発現状態変化は、個々の細

胞が多様性を生み出す上で重要な機構の１つであり、癌をはじめとする様々な後天性疾

患との関係も報告され注目を集めている 1-3。エピジェネティックな発現制御は個々の細

胞間で異なるが、現在までのエピジェネティクス分野の研究成果のほとんどは、発現状

態の異なる細胞集団での解析結果である。しかし、混ざりの状態での解析では、個々の

細胞の持つ特性を明らかに出来ないため、分子レベルでのメカニズム解明においては、

未だ、不明な点が多い。そこで、我々は出芽酵母をモデル生物に用い、独自の手法を開

発し、１細胞でのエピジェネティックな発現状態変化を追跡するシステムを確立し、多

くの集団の中で、異なる挙動を示す少数派の集団がいることを見出した 4。１細胞を用

いて解析することは、細胞集団に埋もれて検出出来なかった、少数派の表現型も解析が

可能であり、現在までの解析では見落としていた、生物における重要な機能を見出すこ

とも期待出来る。 

	 我々以外にも様々な生物種で新たな１細胞解析手法が開発され、細胞集団の中に少数

派ではあるが異なる発現制御を受けている細胞が存在し、少数派の表現型が細胞集団で

の重要な機能を担っていることが明らかになってきた 5-7。このように、現在は１細胞を

対象として解析し、細胞集団に埋もれて検出されなかった少数派の持つ生物における重

要な機能を解明することが求められている。 

	 我々が開発した一細胞追跡システムは、エピジェネティックな発現制御機構に重要

なヘテロクロマチン領域の近傍に蛍光タンパク質をコードする EGFP 遺伝子を導入し、

ヘテロクロマチン領域が広がることで EGFP 遺伝子の発現が弱まり、蛍光顕微鏡を用

いて継時的に蛍光を定量することで、エピジェネティックな発現状態の変化を一細胞レ

ベルで解析することを可能とした 4。 

	 蛍光顕微鏡を用いたタイムラプス実験は、長時間に渡り追跡し続ける必要があり、多

量の蛍光画像データを取得していくため、人の手で解析するには膨大な時間と労力が必

要となる。具体的な作業は、フレームごとの細胞の対応付け、親子の関連付け、蛍光画

像と明視野画像の対応付けなどの単純作業の繰り返しであるため、自動化することによ

って大幅に時間を削減することが可能となる。実際に、自動的に細胞追跡を分析する多

くの方法が開発されてきた 8,9。Liらは様々な運動モデルを持つカルマンフィルタにより

構成される追尾フィルターであるIMM（Interacting Multiple Models）を用いることで細

胞の追跡を可能とした 10。また、Winterらは、系統情報を用いて追跡の精度を自動的に
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改善した 7,11。近年では、machine learningを用いて同じシステムで複数の細胞種に対応

できるソフトウェアも開発されてきた 12,13。 

	 動物細胞だけでなく、より密なコロニーを形成しセグメンテーションや追跡に支障を

きたす酵母や大腸菌でも多くの研究が行われてきた 14-17。しかし、その多くはセグメン

テーションのアルゴリズムの改良に偏重しており、系統樹の作成が出来なかったり、蛍

光タンパク質の発現を伴っていなかったりといった問題点があった 

	 本研究は、外周エッジの強調と watershed法による蛍光マーカーに依存しないセグメ

ンテーション、面積や周囲長、重心の差を用いたトラッキング、細胞間エッジを用いた

親子の関連付けによって酵母のタイムラプス解析を試みた。これらの結果は、本ソフト

ウェアはそれぞれのステップで精度よく解析を行うことができ、蛍光タンパク質の発現

と紐付いた系統樹の作成に成功した。 
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2.2	 試薬と機器  

	 本章の研究に用いた試薬と機器を以下に示す。試薬に関してはここに示した以外のも

のはナカライテスク株式会社の特級あるいは分子生物学用の試薬を用いた。 

 

Table 2-1 試薬と器具 

BactoTM Yeast Extract  (No.212750)  BD 

BactoTM Peptone  (No.211677) BD 

BactoTM Tryptone  (No.211705) BD 

DifcoTM Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids  

(No.291940) 

BD 

分光光度計 (V-630BIO) 日本分光 
カナマイシン硫酸塩(No.113-00343) Wako 

Agarose S  (No.312-01193) 和光純薬株式会社 

制限酵素 タカラバイオ株式会社 

Primer ニッポンイージーティー 

2 x Gflex PCR Buffer タカラバイオ株式会社 

Tks Gflex DNA Polymerase タカラバイオ株式会社 

Expand HighFidelityPLUS PCR System, dNTPack 

(No.04-743-733-001) 

Roche 

Emerald Amp MAX PCR Master Mix タカラバイオ株式会社 

滅菌フィルター（MILLEX-GS）(No.SS-05SZ) ADVANTEC 

シリンジ テルモ株式会社 

キュベット Bio-Rad 

遠心分離機（FB-4000）  KURABO 

冷却遠心分離機（centrifuge 5417R）  eppendorf 

遠心分離機（centrifuge 5418）  eppendorf 

高速冷却遠心機 (6200) KUBOTA 

クリーンベンチ (MCV-710ATS) 三洋電機株式会社 

クリーンベンチ (MCV-B161S) 三洋電機株式会社 

高圧蒸気滅菌器 (MLS-3020) 三洋電機株式会社 

高圧蒸気滅菌器 (MLS-2420) 三洋電機株式会社 

乾燥機 (MOV-212(U)) 三洋電機株式会社 

分光光度計（UV-1200）  島津製作所 

振とう培養器（TB-C-50R）  高崎科学機械株式会社 

振とう培養器（TC-C-200R）  高崎科学機械株式会社 
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インキュベーター (CI-310) ADVANTEC 

インキュベーター (MIR-553) 三洋電機株式会社 

インキュベーター (CI-450SM) Iuchi 

ドライバスインキュベーター (FG-01N) FastGene 

ドライバスインキュベーター (MD-02N110) Major science 

ブロックインキュベーター (BI-516) ASTEC 

シェーカー（EYELA） 東京理科機械株式会社 

シェーカー (DOUBLE SHAKER NR-3) TAITEC 

マイクロチューブローテーター (MTR-103) Iuchi 

サーマルサイクラー (PC320) ASTEC 

ハンディー UV ランプ フナコシ 

UV トランスイルミネーター (UVT-2126) ASTEC 

アガロースゲル電気泳動装置 ADVANCE 

ゲル撮影装置 ASTEC 

pH メーター 東亜 DKK株式会社 

蒸留水製造装置 (RFD210TA) ADVANTEC 

超純水製造装置 日本ミリポア株式会社 

ボルテックスミキサー M&S 機械株式会社 

上皿天秤 (AV2102C) Ohaus 

微量天秤 (R1800) カールツァイス株式会社 

ハイエンド電動倒立顕微鏡 Axio Observer.Z1 カールツァイス株式会社 

LED光源	 Colibri カールツァイス株式会社 

AxioCam MRm カールツァイス株式会社 

EMCCDカメラ CascadeⅡ NIPPON ROPER 

メタルハライドランプ HXP OSRAM 

Cell Asic ONIX 

Y2 Microfluidic Plate ONIX 

Hoechst33342 Calbiochem 

塩化ナトリウム (No.191-01665) 和光純薬株式会社 

塩化カリウム (No.163-03545)  和光純薬株式会社 

塩化マグネシウム (No.135-00165) 和光純薬株式会社 

-80°Cstockチューブ 1.2 ml  (No.430487) CORNING 

D (+)-Glucose  (No.041-00595) 和光純薬株式会社 

Agar  (No.010-15815) 和光純薬株式会社 

One STEP Ladder 100  NIPPON GENE 
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(0.1~2kbp)  (No.313-05241) 

塩化カルシウム (No.031-00435) 和光純薬株式会社 

EDTA  (No.15111-45) ナカライテスク株式会社 

水酸化ナトリウム (No.198-13765) 和光純薬株式会社 

酢酸ナトリウム (No.31137-25) ナカライテスク株式会社 

酢酸 (No.017-00251) 和光純薬株式会社 

BigDye terminator v3.1 Cycle sequencing Kit  

(No.4336917) 

Applied Biosystem 

エタノール (No.057-00456) 和光純薬株式会社 

塩酸(No.080-01066) SIGMA-ALDRICH 

Tris  (No.204-07885) 和光純薬株式会社 

リン酸水素二ナトリウム (No.31726-05) ナカライテスク株式会社 

リン酸二水素カリウム (No.164-04315) 和光純薬株式会社 

ソルビトール (No.198-03755) 和光純薬株式会社 

L-ヒスチジン塩酸塩-水和物 (No.084-00702)	  和光純薬株式会社 

L-ロイシン (No.124-00852) 和光純薬株式会社 

L-リジン-塩酸塩 (No.121-01462) 和光純薬株式会社 

L-トリプトファン (No.204-03382) 和光純薬株式会社 

L-メチオニン (No.21719-02) ナカライテスク株式会社 

アデニン硫酸塩･二水和物 (No.100195) 和光純薬株式会社 

ウラシル (No.212-00062) 和光純薬株式会社 

Ethidium Bromide(No.315-90051) 和光純薬株式会社 

Ligation-Convenience Kit (No.319-05961) タカラバイオ株式会社 

ONPG (No.142-04691) 和光純薬株式会社 

Na2HPO4・12H2O (No.196-02835) 和光純薬株式会社 

Hi-Di formamide (No.4311320) Applied Biosystems 

KOH (No.163-03545) 和光純薬株式会社 

DMSO (No.043-07216) 和光純薬株式会社 

PEG4000 (No.162-09115) 和光純薬株式会社 

SDS (No.196-08675) 和光純薬株式会社 

酢酸リチウムニ水和物(No.126-01532) 和光純薬株式会社 
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2.3	 実験方法  

2.3.1	 滅菌操作  

2.3.1.1  オートクレーブ処理 

	 作成した培地、培養に用いた試験管、三角フラスコ、バッフルフラスコ、シリコン栓

はオートクレーブ処理したものを使用した。オートクレーブ処理は 121 °C、20分行っ

た。 

 

2.3.1.2  加熱滅菌 

	 本研究で使用した白金耳は、使用時にエメラル部分が赤くなるまで加熱し、これを滅

菌操作とした。 

 

2.3.1.3  DNase free、RNase free 滅菌 

	 本研究で DNA や RNA 操作に用いたピペットチップ、サンプルチューブ、爪楊枝は

オートクレーブ処理したものを使用した。オートクレーブ処理は 121 °C、20分行い、

乾燥機内で完全に水蒸気を取り除いたものを使用した。 

 

2.3.1.4  フィルター滅菌 

	 本研究で用いたアンピシリン、 SDS などのオートクレーブ処理が不可能なものは滅

菌フィルターを用い滅菌処理を行った。 
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2.3.2  培地組成  

本研究で用いた培地の組成を以下に示す。 

YMD培地 

	 0.67 % Yeast Nitrogen Base (without amino acids)、2 % Bacto-Agar (プレート作製時) を

蒸留水で混合し、121°C 20分でオートクレーブ後、20 % グルコースを 2 % になるよ

うに加えた。 

 

Casamido acid培地 

	 0.67  % Yeast Nitrogen Base (without amino acids)、2 % casamido acid、2 % Bacto-Agar 

(プレート作製時) を蒸留水で混合し、121 °C 20分でオートクレーブ後、20 % グルコー

スを 2 % になるように加えた。 

   

YPD培地 

	 1 % Yeast Extract、2 % Peptone、2 % Bacto-Agar (プレート作製時) を蒸留水で混合し、

121°C 20分でオートクレーブ後、20 % グルコースを 2 % になるように加えた。 

 

YPD 培地＋ G418 

	 冷めている YPD 培地に最終濃度 0.2 mg / mlとなるように G418 を加えた。 

 

Amino Acid Mixes（100×）  

	 以下の組成で混合した後フィルター滅菌した。0.3 % Adenine、0.2 % Histidine、0.4 % 

Leucine、0.4 % Lysine、0.3 % Tryptophan、0.2 % Uracil。同様に Tryptophan の無いもの、

Uracil の無いもの、 Tryptophan と Leucine が無く Methionine があるもの、Leucine が

無く 、Lysine と Uracil のないもの、Adenine と Leucine のみのもの、Adenine のみの

Amino Acid Mixes（100×）も作成した。 

 

Amino Acid Mixes（100×）Casamido acid 培地用 

	 以下の組成で混合した後フィルター滅菌した。0.3 % Adenine、0.2 % Histidine、0.4 % 

Leucine、0.4 % Lysine、0.3 % Tryptophan、0.2 % Uracil。同様に Tryptophan の無いもの、

Uracil の無いもの、 Tryptophan と Leucine が無く Methionine があるもの、Leucine が

無く 、Lysine と Uracil のないもの、Adenine と Leucine のみのもの、Adenine のみの

Amino Acid Mixes（100×）も作成した。 

 

YMD 培地＋ Amino Acid Mixes 

	 冷めている YMD 培地に最終濃度（1×）になるように Amino Acid Mixes（100×）の

溶液を加えた。 
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2.3.3  菌株の保存  

	 本研究で用いた酵母の短期保存はプレートを用いて行った。滅菌爪楊枝を用いてプレ

ートに植菌し、37 °Cで 2日培養したプレートを低温（4 °C）で保管した。酵母がプラ

スミドを持つ場合、 YMD 培地に酵母に対応するアミノ酸を塗り培養した。 

 

	 本研究で用いた酵母の長期保存はグリセロールストック法を用いて行った。酵母を

30 °C, 220 rpmで 1日培養した培養液 750 ml を 60 % グリセロール 250 µl 入ったスク

リューキャップ付きチューブに加え、混合後、－80 °Cで保存した。培養液はすべて YPD 

を用いた。 

 

2.3.4	 酵母・プライマー一覧  
 
酵母株 遺伝型 
FUY1679 MATa ADE2 lys2 his3 leu2 trp1 ura3 HMR(t-RNA bound delete) 

trp1-1::HTB1-2mCherry::TRP1 HMR-leftHTB1_ECFP 

HMR-left-HTB1-ECFP HML-right-HTB1EYFP HMR-right-tDNA 
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2.3.5  タイムラプス  

 

	 液体 YPD で前培養した後、OD600 = 0.00025~0.0005になるように濃度調整した菌体 1 

mL をエッペンに用意した。アルコールで vacuum のフタ (ゴム部分) を拭き、使うレ

ーンの保存液をすべて取り除き、YPD ( 150〜200 mL ) を 1~8 に壁面を洗い流すように

入れた（保存液が足りなければ次回以降のレーンへ加え補う）。ONIXと専用 PCの電源

を入れ、vacuumを開始した。専用 PCでONIX FG を起動し、以下の操作を行った：「yeast」

→「Y4」→ Create Protocol で Flow 2 以下、Duration 1 minで 1~6 →「CreateProtocol」

→「Run」。Load Cells (8専用プログラム) で同様に以下の操作を行った： Flow 2、Duration 

60 sec。Vacuumを消し 1~8の液をすべて取り除き、1~6 に培地 (通常 YPD )、8に菌体

をそれぞれ 150~200 mL 入れ、7 には何も入れない。再び vacuumを点け、以下の操作

を行う：Load Cells Flow 2、Durartion 120 sec。vacuum OFFにし 8の菌体を取り除き、8

に培地を入れて vacuum を入れる。上の概略図( V1〜V8 が記載されたもの )で Flow 2

で V1,V2 から 1つ、V3~V6 から 1つ、V8 をクリックして流す ( 5分程度)。自分が用

いるサンプルと光源の GFP or CFPが一致しているか確認する。Definite Focus (音 2回), 

Power Supply (音 0 回), 顕微鏡 (音 1 回), COLIBRI (音 1 回), PC の順で電源を入れ、

AxioVision を起動する。レンズに油が差してなければ差し、タイムラプスできそうな

酵母を探すが、なければ菌体を入れるところからやり直す。Flow2 で V1-8 の流路を洗

った後、最後に 7,8 の液をすべて取り除く。｢Multidimensional Acquisition｣→｢マルチプ

ルタイムラプス｣→｢Load｣→使うプログラムを選択する。テンプレートごとのチャンネ

ルから明視野の｢露出の計算｣をし最適な露出時間を、｢固定｣にチェックを入れ、必要な

サイクル数を設定する。ピントを合わせ、Difinite Focus を ONにしたら、Create Protocol 
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で Flow 2 , Durationはタイムラプス時間に合わせて設定し｢Run｣を押す。その後タイム

ラプスをスタートした。 

 

画像解析 

	 ｢ギャラリー表示｣→｢チャンネルタイムラプス｣から調べたい画像の蛍光画像と Phase 

を選択し、｢選択を抽出｣した。各蛍光画像で画像補正後、｢測定｣→｢手動計測｣→｢測定

のロード｣→｢Densime max｣を選択し、｢測定開始｣。｢円｣で細胞番号順に蛍光点を囲い

｢OK｣を選択する。｢計測｣から｢表の作成｣を選択し、｢パラメータ｣の｢モード｣から

｢Table｣を選択し｢スタート｣。データを保存し Excel で開いた。それぞれの蛍光の輝度

からノーマライズの輝度を引き、最高輝度の値で割った。GFP/m-cherry のように、そ

れぞれ最高輝度で割った値同士で割った。得られた数値をその蛍光輝度とした。 

 

機能 

・撮影時 

＜Z-stuck＞ 

	 Z で切りたいテンプレートを選択し、｢Z スタック｣にチェックを入れた。｢Z｣からモ

ードを中央にし、ピントを合わせ｢中央｣。枚数を決め｢最適間隔｣を選択した。｢セクシ

ョン毎に全てのチャンネル取得｣、｢現在のフォーカス位置から Z-スタック｣にチェック

を入れた。このとき、テンプレートに複数のチャンネルが存在し、その内１つだけ

Z-stuck をする場合｢チャンネル｣から｢機能拡張パラメータ｣で、Z が必要なチャンネル

以外のチャンネルの｢Z スタックモード｣を｢中心面-コピー｣もしくは｢中心面-黒｣に設定

した。 

 

＜多点＞ 

	 それぞれのテンプレートに対し、｢ポジションリスト｣にチェックを入れた。｢XY｣か

ら｢Use ‘Definite Focus’ at each position｣にチェックを入れ、｢リスト取得｣を選択した。タ

イムラプスする細胞を中心に合わせ、ピントも合わせた。上の青、緑、赤、黄のボック

スいずれかを押せば、XYが記憶される。以上を多点で追跡する細胞全てに対して行っ

た。 

 

＜画像サイズの変更＞ 

	 ｢カメラ｣から｢AxioCamMR3｣を選び、｢フレーム｣→｢カメラモード｣で通常｢1388×1040 

standard mono｣になっているが、これを落とすことで、1/4 , 1/9 , 1/16 , 1/25になる。｢ツ
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ール｣→｢オプション｣→｢画像取得｣で、｢画像取得の設定｣を｢8bitに変換｣で 1/2になる。 

	 また、｢多次元画像取得｣で｢オートセーブ｣にチェックし、保存形式を｢Carl Zeiss Vision 

Image｣を｢Taggeg Image File｣に変更し、｢長時間タイムラプスモード｣にチェックを入れ

ると、撮影ごとに画像を保存するので処理溜まりがなくなる。｢Carl Zeiss Vision Image｣

では、タイムラプス終了後にすべての画像をファイル化した。また多点では、それぞれ

のポジションに対してフォルダが作成されるため、処理溜まりは生じないが、｢Z-stuck｣

をすると Zの枚数倍データ量が膨らむ。 

 

画像処理 

＜全焦点画像の作成＞ 

	 ｢画像処理｣→｢拡張フォーカス｣→｢サブセット｣で、Zで切ったチャンネルのみにチェ

ックを入れた。すべて、もしくは必要な範囲の Zスタック、必要な範囲のタイムラプス

にチェックし｢OK｣、｢手法｣を｢ウェーブレット｣にし、｢OK｣を選択した。 

 

＜画像分割＞ 

	 ｢画像処理｣→｢その他の処理｣→｢イメージサブセットの作成｣を選択した。｢チャンネ

ル｣に必要なチャンネル、｢Z ポジション｣に必要な Z、｢タイムポイント｣に必要な T を

入力、｢OK｣を選択した。 

 

＜画像連結 (異なる T)＞ 

	 ｢画像処理｣→｢タイムラプス処理｣→｢タイムラプス連結｣を選択した。｢Input1｣に最初

にデータを、｢Input2｣に次のデータを選択し、｢OK｣を選択した。 

 

＜画像連結 (同じ T)＞ 

	 ｢画像処理｣→｢タイムラプス処理｣→｢Time Stitching｣を選択した。｢Input1｣、｢Input2｣

をそれぞれ選択した。Z-stuck があるデータを連結させる場合、｢copy｣は Zに合わせて

複製、｢projection｣は 1枚に、｢plane｣はそのまま連結させた。 

 

＜チャンネルの追加＞ 

	 ｢画像処理｣→｢その他の処理｣→｢チャンネル追加｣を選択した。｢入力 1｣と｢入力 2｣に、

それぞれのファイルを選択し、｢OK｣を選択した。 
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2.4	 結果・考察  

2.4.1  手動による解析  

	 使用した細胞株は三番染色体の HMR 領域左側に ECFP、HMLの右側に EGFPを挿入

した。ヒストンタンパク質である HTB1と融合したこれらは発現しても核内に止まるこ

とができる。HMRと HML領域では Sirタンパク質によって遺伝子発現が負に制御され

ており、Eサイレンサーもしくは Iサイレンサーによって境界が形成されている。以前

の研究において、世代ごとにサイレシングのゆらぎによって遺伝子発現が切り替わるこ

とを報告しており、本研究では系統樹上でタンパク質発現の変動を観察できるツールと

して用いた（Fig. 2-1a）。また、mCherryは酵母の核の位置を補正するため挿入している。 

	 40 min毎に撮影した蛍光画像に対応する明視野画像をそれぞれ抽出し、全細胞の挙動

を追跡した。それぞれの細胞には生まれた順で１から番号を割り振った（Fig. 2-1b）。

異なるフレームでも同一の細胞には同じ番号が割り振られるが、フレームの前後で細胞

の位置は微妙に移動する。フレーム間の細胞の対応付けが必要となり、4 min毎の明視

野画像を見比べ 40 min 後に細胞の移動先を見つけなければならない。この作業はフレ

ーム数と追跡細胞数が増えるに従って、急激に作業量が増え、手動による解析を著しく

困難にする最も大きな原因である。我々はこのステップに 10時間以上の作業を要した。

フレーム毎に細胞に番号を付けた後、それぞれの細胞の親子の関連付けを行った。細胞

同士が密集しているとどの細胞が母細胞なのか判定することが難しい。実際、幾つかの

親子は 40 min毎の明視野画像では判別がつかなかったため、4 min毎の明視野画像を見

比べ判定した。この作業も解析を困難にする原因のひとつである。細胞番号とそれに対

応する親子関係を明らかにした後、それぞれのフレームで生まれた娘細胞と生んだ母細

胞の蛍光を測定した。このとき、蛍光値は細胞内の最大の輝度が示されている（Fig. 2-1c）。

すべての細胞を測定し終えたら、Excelに蛍光値等を記入した（Fig. 2-1d）。また、特定

のフレームで細胞分裂が発生した場合、対応する母、娘細胞の flag列に１を記入し、娘

細胞の parent列に母の細胞番号を記入した。Excelファイルはフレームごとに番号を振

り発現量解析ソフトで読み取らせ、樹形図を完成させた。 
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Fig. 2-1 Manual analysis procedure. (a) Schematic representation of loci for 

gfp-fusion proteins. mCherry was inserted for nuclear position correction. (b) 

Time-lapse image of cells used for analysis (every 80 min). Bright field images and 

fluorescent images were taken every 4 and 40 min, respectively. (c) Frame of 

manual cell tracking. All cells were assigned a unique number, and cells in each 

frame were associated. (d) An example of an Excel file for data aggregation. The 

daughter cell, its mother cell, and the fluorescence value of each frame was entered 

into Excel. 
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2.4.2 外周エッジ強調と Watershed法を用いた細胞領域の分割と追跡  

	 先述の分析を完了するにはほぼ 1日かかるため、ソフトウェアベースのコンピュータ

ー支援分析システムを開発して、分析に必要な時間を短縮した。ソフトウェアベースの

システムでは、細胞の周辺境界を用いて、4分ごとにキャプチャされた各明視野画像フ

レームで細胞領域抽出を実行した。しかし、被写界深度および照明に関連する顕微鏡の

問題により、細胞の周辺境界がしばしば弱く検出されたため、エッジの強調と補間を適

用して、各明るい領域の弱い境界を強調し、細胞領域を抽出した（Fig. 2-2a）。ここで、

細胞のセグメンテーションには流域画像セグメンテーションアルゴリズム（watershed

法）を使用した（Fig. 2-2b）18。この方法では、画像のエッジ強度を地形と見なし、地

形の各集水域で水流プロセスをシミュレートして、その流域を検出する。細胞抽出では、

このアルゴリズムによって検出された各集水域と流域は、細胞領域とその境界に対応し

た。作業は約 2分程度の時間を要し、結果、ほぼ全ての細胞の領域がミスなく分割され

た(99.8 %)。 

	 各フレームのセルは、フレーム間の一貫性を無視して独立して抽出した。2つの連続
するフレームの同一のセルを関連付けるため、以下の手法を用いた。 C0と Ckはそれ
ぞれ現在のフレームのターゲットセルと次のフレームの k番目の候補セルを示す。追跡
プロセスでは、評価値 Fkを使用して、セル C0とその候補 Ckの一致度を推定した。 pk、

lk、akをそれぞれ（輪郭から求めた）重心、円周長、セル Cxの面積とする（x = 0、k）。

この幾何学的情報を使用して、Fkは次のように定義された。 
 

Fk = Wp |p0 - pk| + Wl |l0 - lk| + Wa |a0 - ak|                  (2) 

 

	 ここで、Wp, Wl, Waは評価値に対する重み係数で、実験により、Wp, Wl, Wa = 20 : 1 : 2

と決定した。Fkは、現在のフレームの p0を中心とする次のフレームの特定の近傍にあ

る各候補セル Ckに対して評価された（Fig. 2-2c）。 C0の対応するセルを識別する最も

簡単な戦略は、Fkがすべての候補の中で最も低い Ckを見つけることであったが、この
戦略はターゲットセルの識別に矛盾を生じ、対応エラーの増加につながる。これを克服

するためにアニーリングテクニックを導入した。この手法では、最小 Fkが所定のしき
い値よりも小さい各ターゲットセルについて次のフレームの対応するセルが決定され、

その後、しきい値が所定のステップサイズで徐々に増加し残りのセルを特定する。 
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Fig. 2-2 Cell region extraction and association of cells between frames. (a) Left 

panel, outer peripheral edge of cells in a raw image; Middle panel, after edge 

enhancement and interpolation to enhance outer peripheral edges; Right panel, result 

of cell region extraction after the watershed algorithm was applied to the middle 

panel. Each cell is shown in a different color. (b) Watershed segmentation algorithm 

used in cell region extraction (a). Left panel, edge intensity of an image regarded as 

topological terrain; middle panel, simulation of a water-filling process for each 

catchment; right panel, position where waters in two different catchments meet is 

detected as a watershed (shown in red), which gives the boundary between the 

catchments. (c) Association of an identical cell between two successive frames. C0 

and C1 -Ck represent the target cell in the current frame and its candidates in the next 

frame, respectively. Fk denotes the evaluation value for the candidate cell Ck. The 

cell Ck whose Fk is the minimum is fundamentally associated with the target cell C0, 
in the next frame. 
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2.4.3 セル間のエッジ強度を用いた親娘分析  

	 細胞の中には、連続するフレームに娘細胞が出現するものもある。追跡システムを使

用してこれらの細胞を母細胞に割り当てることはできない。これに対応するために、形

態分析を用いて母細胞の娘を特定した。Fig. 2-3aに示すように、娘細胞と母細胞の境界

は親細胞の境界よりも弱い。この特性に基づいて、これらの細胞の近くに位置する娘候

補と母候補の間の境界の強度を評価することにより、娘細胞を母細胞に割り当てた。境

界強度を安定的に評価するために、対象となる各娘がその面積が規定のしきい値を超え

るように成長した後に、娘と母の関連付けを実行した。最初に、標的娘細胞 D0とその

母候補 Mkとの間の境界強度を評価するために、D0と Mkとの間の境界領域 Rkと定義し

た（Fig. 2-3b）。次に、娘と親細胞のラベル番号を含む（背景領域や他の親細胞のラベ

ル番号を含まない）3×3画素を抽出した（Fig. 2-3c）。抽出した領域と同位置にある明視

野画像の輝度値の中央値を求め、エッジの強さとした。対応付けには親細胞候補数が一

つの娘細胞を対応付けさせ、これによって親細胞候補数が 1つになる娘細胞も対応付け

させた。上記操作を繰り返しても 2つ以上の親細胞候補を有する娘細胞に対しては、細

胞間エッジの強さが基準値以下で最も弱い親子を対応付けさせ、確定しなかった娘細胞

は閾値を上げて再度対応付けさせた。この手法は同時に複数の娘細胞を生まない酵母の

性質に上手く適合し、その結果、親子の関連付けで 92.7 %の精度を達成した。 
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Fig. 2-3 (A) Raw image including a daughter-mother pair. Note that the 

boundaries between the daughter and mother cells in the white box are very weak. 

(B) Boundary region Rk (shaded region) between the daughter cell D0 and its mother 

candidate Mk defined by using the 3×3 mask shown in (C). (C) Center pixel X in the 

3×3 mask included in or excluded out of the boundary region Rk. Bottom left panel, 

center pixel X included in Rk, whose 3×3 vicinity includes pixels belonging to D0,  

Mk, or boundaries; Bottom right panel, center pixel X excluded out of Rk, whose 3×3 

vicinity includes at least a pixel other than the one in D0, Mk, and boundaries. 
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2.4.4 自動解析システムで起こりうるミスとその対策  

	 ここまでの作業が自動的に行われるが、発生する幾つかのミスは手動で直す必要があ

る。例えば、細胞分割において、2つの細胞を 1つと見做す、反対に 1つの細胞を 2つ

と見做すことがある（Fig. 2-4a）。これらのミスは、細胞自体が大きく変形しする、もし

くは細胞核の発光によって周囲長を読み取れなかった場合に発生した。誤った分割が起

きたときは領域の結合、分割を修正することができる。この修正は抜けた領域を線で塗

りつぶす、または結合した領域を線で切り離すなどマウス操作で直感的に行える。次に

前後関係の特定において、細胞が大きく移動するなどして元の細胞を特定できない場合

が存在した（Fig. 2-4b upper）。各フレームの各細胞は固有の情報（座標軸、周囲長、面

積、前フレームでの対応する細胞番号、母娘の関係にある細胞番号等）を持っており、

本システムでは画面上の細胞をクリックすることでこれを閲覧できる。Fig. 2-4bのよう

な前後関係の特定ミスであれば、情報を手動で書き換えることで修正を可能にした（Fig. 

2-4b bottom）。 

  Fig. 2-4cはエラーの伝播を示している。今回の解析に用いた画像では 51フレーム目

に母娘関係のエラー（Cell#1の子孫であるにも関わらず、Cell#2の子孫であると判定さ

れた）が起きた。ミスが修正されない場合、エラーは一つの細胞にとどまらず、85 フ

レーム目にて別の細胞にも伝播した。修正ステップにおけるエラーの許容は別のエラー

を発生させるため、必ずこのステップで修正する必要がある。 

	 最後に蛍光画像を読み込み、明視野画像と対応づけることで蛍光値を細胞の情報に組

み込んだ。その結果、手動入力と同様に Excelファイルとして結果が算出され、樹形図

が完成した（Fig. 2-5）。末枝では両者で色が違う円があるが、これは手動では目測で生

まれた順から 50 個番号を振っているが、自動解析システムでは細胞サイズが一定値以

上になったものから順に番号が振られるためである。選んでいる細胞の違いであり、本

質的な違いはない。細胞領域 i の発現量は以下の式で算出した（4）。ECFP を用いた際

の蛍光輝度を Yi、背景の蛍光強度を Ybg、輝度の最大値を Ymax（ユーザー指定）とした。

また、mCherryを用いた際の蛍光輝度を Ci、背景の蛍光強度を Cbg、輝度の最大値を Cmax

（ユーザー指定）とした。 

 

  Fi = ((Yi - Ybg) /Ymax)/((Ci - Cbg) /Cmax)                    (4) 

 

樹状図の円は、特定のフレームの 1つの細胞であり、2種類の蛍光を円の左右に濃淡を

つけて表示した。 また、あらかじめ表示する規定の数を超えた細胞、または死細胞は

灰色である。 すべての作業は樹状図の出力までで完了するが、ここまでに手作業では



 20 

15時間以上を費やした（400分間で 50個のセルを追跡した場合）。一方、この研究で開

発されたシステムは、修正作業を含めても 50分で終了した（Fig. 2-6）。 このように本

研究では、追跡方法と親娘の識別に異なる方法を使用することにより、最小限の人的努

力で高精度の分析を迅速に実行することに成功した。フレーム間で大きく移動した細胞

が誤って処理されるという問題や親細胞の認識ミスが改善されると、より便利な分析サ

ポートシステムになりえるだろう。 



 21 

  

Fig. 2-4 Examples of errors in the software system. (a) Error in cell region 

extraction and its manual correction. Top panel, error in the cell extraction step, 

where the cell in the red circle fragments; Bottom panel, manual error correction 

using the painting tool. (b) Error in cell association between frames due to large 

motion. Top left panel, the target cell for cell association; Top right panel, without 

manual correction. The corresponding cell is not identified in the next frame; Bottom 

right panel, manual correction that associates the target cell with the one in the red 

circle in the next frame. (c) Error propagation between frames. Red cells represent 

the progenies of cell #2. A daughter-mother association error in the 51-st frame 

propagates to successive frames, which produces erroneous identifications of the 

progenies shown in the ellipse in the 81-st frame. Manual correction of the error once 

in the 51-st frame prevents all successive errors, leading to correct identifications in 

the 51-st frame. 
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Fig. 2-5 Dendrogram generation. Top panel, the dendrogram obtained after full 

manual analysis; Bottom panel, the dendrogram obtained using the software with 

manual error correction. Circles on the vertical lines indicate identical cells in 

different frames, and branching indicates cell division. The ECFP signal is shown in 

green, the EYFP signal is shown in yellow. Cells that were no longer tracked or dead 

are shown in gray circles. The daughter-mother relationships of cells that divided 

from those in the first frame are set manually and shown as a blue circle to 

distinguish them from those identified using the analysis method in Fig. 1-4. 
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Fig. 2-6 Manual and automatic analysis times. Each step is displayed in a gray 

column and arranged in the order of analysis.  
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第 3章	 エピジェネティックな視点に 

着目した糖尿病白内障予防薬の開発 
 

3.1  緒言  

	 ほとんどの白内障は加齢に関連しており、ほぼ 100 %の人が 80歳までに白内障を発

症する 19。糖尿病も白内障の主な原因であり、糖尿病患者は白内障を早期かつ 5倍の頻

度で発症する 20。糖尿病の世界的な発生率が増加し続けるにつれて、糖尿病性白内障の

発生率が増加し、早期発症の視覚障害の主要な原因になるだろう。白内障の唯一の治療

法は、水晶体の外科的除去と眼内レンズの交換である。しかし、このアプローチはいく

つかの副作用を伴い、医療設備の不十分な地域では利用できない。したがって、必要な

レンズ交換までの時間を延長することが臨床的に望ましいものの、現在、糖尿病性白内

障に対する薬理学的アプローチは知られていない 21。 

	 ポリオールの蓄積および水晶体上皮細胞（LEC）アポトーシスによる細胞内浸透圧の

増加は、糖尿病性白内障の主な原因である。高い細胞内浸透圧は、細胞の膨張とそれに

続く水晶体皮質の分解を増加させることで水晶体の濁度を促進する 22,23。これは、アル

ドース還元酵素阻害剤を使用してポリオールの蓄積を阻害することで予防できる 24。一

方、LECアポトーシスを誘導するための過酸化水素の添加は、皮質白内障と水晶体皮

質の究極の崩壊も引き起こす 25。過去の研究では、ポリオールの蓄積が LECアポトー

シスを増加させることも実証されており、これらの要因が相互に関連していることが示

唆されている 8。糖尿病性白内障の形成に寄与する細胞内の変化が報告されているが

22-24,26、これらの事象の詳細な分子メカニズムは十分に理解されていない。白内障形成

の分子事象を解明することは、糖尿病性白内障形成の予防または遅延させるために重要

である。 

 	 エピジェネティクスとして知られている DNA配列に依存しない遺伝子発現調節メ

カニズムは、多様な生理学的および病理学的現象を調節するため、エピジェネティック

な調節因子は多くの疾患プロセスの実行可能な治療標的である 27。エピジェネティック

な修飾は、DNAメチル化と翻訳後ヒストン修飾によって部分的に調節されており、ど

ちらも遺伝子転写を抑制または促進することができる 28。加齢性白内障では、抗酸化酵

素 Gstm3プロモーター領域の高メチル化による転写抑制が確認されており、白内障の

形成に寄与する可能性があるだろう 29。糖尿病性白内障では、抗酸化阻害剤 Keap1はプ

ロモーター領域の低メチル化により転写的に活性化される 30。他にも、Cryaa、Ercc6、
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および Ogg1のメチル化率も白内障で変化することが知られている 31-33。また、メチル

化だけでなくアセチル化による翻訳後ヒストン修飾も、白内障の形成に関連している可

能性がある。一般に、ヒストンアセチルトランスフェラーゼはヒストンのアセチル化に

よりクロマチン構造を緩和し、近傍遺伝子の発現を増加させる。 HATは、GNATファ

ミリの Pcafと Gcn5、MISTファミリの Tip60と Moz、p300 / Cbpファミリの p300と Cbp

など、機能的役割と構造的特徴に従って分類できる 34。いくつかの先行研究は、ヒスト

ンのアセチル化と他のタイプの白内障形成との関係を調査していた。例えば、 UV曝

露は白内障の既知のリスクであり、LECにおける UV-B照射はヒストン脱アセチル化を

誘発する 32。Rongらはウサギのレンズを HAT阻害剤のアナカルド酸で処理すると、レ

ンズの表面に白濁が形成されることが報告された 35。さらに、アナカルジン酸とヒスト

ン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤トリコスタチン A（TSA）を共添加した場合、こ

の濁度は形成されなかった。ラットの Tgf-β誘発白内障も水晶体表面の混濁を引き起こ

し、TSAによって同様に阻害される 36,37。これらの報告は、エピジェネティックな修飾

が白内障の形成に関与しており、修飾を防ぐことで白内障の形成が抑制されることを示

唆する。しかし、糖尿病性白内障におけるエピジェネティックな修飾の役割は不明であ

った。 

	 本研究では、ラット糖尿病様白内障における HATおよび HDAC阻害剤の予防効果を

評価するために、ガラクトース含有培地でのインキュベーションにより ex vivoのレン

ズ混濁を誘導した。次に、HDAC / HAT阻害剤がこのモデルの水晶体混濁に影響するか

どうかを評価した。さらに、ラットレンズのマイクロアレイ分析 ± HAT / HDAC阻害

剤を使用して、ガラクトース誘発性白内障形成に寄与する標的遺伝子 Plk3を特定した。

これらの結果は、Plk3を介した糖化白内障の HAT調節の新しいメカニズムを提示した。 
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3.2	 試薬と機器  

	 本章の研究に用いた試薬と機器を以下に示す。試薬に関してはここに示した以外のも

のはナカライテスク株式会社の特級あるいは分子生物学用の試薬を用いた。 

 

Table 3-1 試薬と器具 

Primer SIGMA-ALDRICH 

研究実験用はさみ 反剪刀 両尖 (HSB 545-09) 三商 

超精密ピンセット (No.DU5-45) DUMONT 

スプリング剪刀 (No.15003-08) Fine Science Tools 

12well plate (MS-8012R) 住友ベークライト 

100mm×15mm dish Fisherbrand 

φ40×13.5mmシャーレ アズワン 

パラフィン 1号（4565） SFJ 

マイジェクター (ss-10M2913) テルモ株式会社 

滅菌フィルター（MILLEX-GS）（No.SS-05SZ） ADVANTEC 

シリンジ テルモ株式会社 

キュベット Bio-Rad 

遠心分離機（FB-4000）  KURABO 

冷却遠心分離機（centrifuge 5417R）  eppendorf 

遠心分離機（centrifuge 5418）  eppendorf 

高速冷却遠心機 （6200） KUBOTA 

クリーンベンチ （MCV-710ATS） 三洋電機株式会社 

クリーンベンチ （MCV-B161S） 三洋電機株式会社 

クリーンベンチ （PCV-1303ARG3) 日立 

高圧蒸気滅菌器 （MLS-3020） 三洋電機株式会社 

高圧蒸気滅菌器 （MLS-2420） 三洋電機株式会社 

乾燥機 （MOV-212（U）） 三洋電機株式会社 

分光光度計（UV-1200）  島津製作所 

実体顕微鏡 (SZX12) OLYMPUS 

照明用光源 (LG-PS2) OLYMPUS 

顕微鏡デジタルカメラ (DP12) OLYMPUS 

クリオスタット（LEICA CM3050S） LEICA 
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炭酸ガス培養器（BNA-111） タパイエスペック 

ドライバスインキュベーター（FG-01N） FastGene 

ドライバスインキュベーター（MD-02N110） Major science 

ブロックインキュベーター（BI-516） ASTEC 

マイクロチューブローテーター（MTR-103） Iuchi 

サーマルサイクラー（PC320） ASTEC 

Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Fisher Scientific 

アガロースゲル電気泳動装置 ADVANCE 

ゲル撮影装置 ASTEC 

pH メーター 東亜 DKK株式会社 

蒸留水製造装置 （RFD210TA） ADVANTEC 

超純水製造装置 日本ミリポア株式会社 

ボルテックスミキサー M&S 機械株式会社 

上皿天秤 （AV2102C） Ohaus 

微量天秤 （R1800） カールツァイス株式会社 

プレートリーダー (infinite F500) TECAN 

Realtime PCR (7300 Real time PCR System) Applied Biosystem 

Realtime PCR (StepOne Real time PCR System) Applied Biosystem 

Power SYBR Green Master Mix Applied Biosystem 

Qubit® RNA HS Assay kit Life technologies 

ケタラール (1119400A2038) 第一三共 

キシラジン (セラクタール®2 %注射液) バイエル薬品 

One STEP Ladder 100（0.1~2kbp）（No.313-05241） NIPPON GENE 

塩化カルシウム （No.031-00435） 和光純薬株式会社 

EDTA （No.15111-45） ナカライテスク株式会社 

水酸化ナトリウム（No.198-13765） 和光純薬株式会社 

酢酸ナトリウム（No.31137-25） ナカライテスク株式会社 

酢酸（No.017-00251） 和光純薬株式会社 

エタノール（No.057-00456） 和光純薬株式会社 

マイヤーヘマトキシリン (No.3000-2) 武藤化学 

ピュア・エオシン (32042) 武藤化学 

ホルマリン (No.2110-1) 武藤化学 
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グータルアルデヒド (079-00533) 和光純薬株式会社 

組織脱水溶液 (200-13877) 和光純薬株式会社 

組織用迅速固定液（KY-500） クラボウ 

PFA (162-16065) 和光純薬株式会社 

Entellan (1.07961.0100) Merck 

Tris（No.204-07885） 和光純薬株式会社 

PBS (045-29795) 和光純薬株式会社 

M199 (M4530) Sigma 

BSA (11BSASG100) MP Biomedicals, LLC 

Penicillin-Streptomycin (15140-122) Thermo Fisher Scientific 

TRIZOL (15596026) Thermo Fisher Scientific 

Ethidium Bromide（No.315-90051） 和光純薬株式会社 

DMSO（No.043-07216） 和光純薬株式会社 

SDS（No.196-08675） 和光純薬株式会社 

SDS（No.196-08676） 和光純薬株式会社 

Curcumin (ab120618) abcam 

HAT inhibitor Ⅱ (ab144556) abcam 

CTK7A (382115-10MG) EMD Millipore 

Epigenetic Multiple Ligand (sc-221591) santa cruz 

Garcinol (ab141503) abcam 

Anacardic Acid (ab120892) abcam 

MG149 (s7476) selleck chemical 

CTPB (19570) cayman chemical 

C646 (SML0002-5MG) sigma 

NU9056 (sc-397052) santa cruz 

CPTH2 (12086) cayman chemical 

Butyrolactone 3（ab141255） abcam 

gallic acid (g7384) sigma 

(-)-Epigallocatechin gallate (059-05411) 和光純薬株式会社 

EML425 (1675821-32-5) Tocris 

L002 (17778) cayman chemical 

ISOX DUAL (PZ0331-5MG) sigma 
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Plumbagin (p7262) sigma 

TH1834 (2339) axon medchem 

SPV106 (SML0154-5MG) sigma 

Windorphen (SML0899) sigma 

Chetomin (14437) cayman chemical 

Remodelin (17346) cayman chemical 

Embelin (ab141061) abcam 

Ischemin (4695) Tocris 

CBP30 (14469) cayman chemical 

KG501 (70485-250MG) sigma 

ガラクトース(G750-1KG) sigma 
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3.3	 実験方法  

3.3.1	 滅菌操作  

	 本研究では、菌体や DNA、RNA 等の混入を防ぐため、必要に応じて次のように各

種滅菌操作を行った。 

 

3.3.1.1	 オートクレーブ処理 

	 実験に用いる水や一部の溶液はオートクレーブ処理したものを使用した。オートクレ

ーブ処理は 121ºC、20 min行った。 

  

3.3.1.2	 DNase free、RNase free 滅菌 

	 本研究で DNA や RNA 操作に用いたピペットチップ、サンプルチューブ、爪楊枝は

オートクレーブ処理したものを使用した。オートクレーブ処理は 121 ºC、20 min行い、

乾燥機内で完全に水蒸気を取り除いたものを使用した。 

 

3.3.1.3	 フィルター滅菌 

	 オートクレーブ処理が不可能なものは滅菌フィルターを用い滅菌処理を行った。 

 

3.3.1.4	 UV滅菌 

	 クリーンベンチ内で扱うピペットチップやピペットマンなどは、クリーンベンチに付

属する UVランプ下に静置することで滅菌処理を行った。 
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3.3.2	 ラット・プライマーの一覧  

3.3.2.1	 使用するラット 

	 本研究で用いた全てのラットは三共ラボサービス株式会社から購入した SDラットの

オスである。福井大学ライフサイエンス支援センター生物資源部門の動物棟に搬入後、

1週間飼育し、環境に順応させてから実験に用いた。 

 

3.3.2.2	 プライマーリスト 

	 本研究で用いたプライマーを以下に示した。 

 

Table 3-2 プライマーリスト 

プライマー名 サイズ 塩基配列 

3362-NF-κB-F 24 TCTTCGACTACGCGGTTACGGGAG 

3363-NF-κB-R 24 CATCATCCACCTTCATGCTCAGCT 

3364-Bcl-2-F 20 GGGATGCCTTTGTGGAACTA 

3365-Bcl-2-R 20 CTCACTTGTGGCCCAGGTAT 

3366-TGF-β3-F 23 AATCTGCCCACGAGAGGCACCGC 

3367-TGF-β3-R 23 CATGTCATACCTTTCAGCCCAAT 

3368-IGFBP-F 20 ACACCGAGTCTGGCTTCACT 

3369-IGFBP-R 20 GAACACTGTGTCAGGCAGGA 

3370-IGF-1-F 20 CCGCTGAAGCCTACAAAGTC 

3371-IGF-1-R 20 GGGAGGCTCCTCCTACATTC 

3372-AOP2-F 21 CCAGAGTTTGCCAAGAGGAC  

3373-AOP2-R 20 TCCAATCAACTGCTGCTGTC 

3374-LEDGF-F 20 GGGGTTACGTCAACCTCTGA 

3375-LEDGF-R 20 TTGGCCTTTTAGCATGTTCC 

3376-Beta actin-F 22 TGTAACCAACTGGGACGATATG 

3377-Beta actin-R 20 ATTAGAGAAGGGCGTGCTGA 

3393-nfkb-F 20 AGCCCTGAAAGGCCATCATA 

3394-nfkb-R 20 ACCTTGGGATGCGTTTTTTG 

3395-bcl2-F 24 AGAATGCAAAGCACATCCAATAAA 

3396-bcl2-R 19 CGGCCCGAAAGAGAGAAAA 

3397-tgfb3-F 22 TCAGAGATGCTGGACTCAAAGG 
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3398-tgfb3-R 19 GGCCCGAGGGAATACATGA 

3399-igfbp-F 22 GACATGCGCTGTACAGAGCTTT 

3400-igfbp-R 21 GGCAGGCAGAATGTCTCAAGA 

3401-igf1-F 20 CACGTCACCGCAAGATCCTT 

3402-igf1-R 20 GGCAGGTGTTCCGATGTTTT 

3403-aop2-F 20 CGTTATACGCCCCAGCCTTA 

3404-aop2-R 18 AGTGCTGGGCGAGCAGTT 

3405-ledgf-F 21 CCACCCAAAAAGCAGCTTAAA 

3406-ledgf-R 24 TCTGGTTCTTTTCTTGGCTTCTCT 

3407-actb-F 19 TTCAACACCCCAGCCATGT 

3408-actb-R 22 CAGAGGCATACAGGGACAACAC 

3411-HDAC1-F 20 TCCTCTGACAAACGCATTGC 

3412-HDAC1-R 22 TCCTTCTCCCTCCTCATCAGAA 

3413-HDAC2-F 20 TTGTTTCCAAGCCCGACTGT 

3414-HDAC2-R 21 GGGTCTCTGCCACTGAAATCA 

3415-HDAC3-F 23 GGAGACCATGACAATGACAAGGA 

3416-HDAC3-R 18 GGACACGGCATCCATGCT 

3417-HDAC4-F 20 TGCCTTGGTGCTCTCTCTGA 

3418-HDAC4-R 18 TCCCGTTGCTGCTTCACA 

3419-HDAC5-F 19 GAGAGGCAGGCCCTTCAGT 

3420-HDAC5-R 23 ATGGAGGATGTGCTCATGAACTT 

3421-HDAC6-F 19 TTCTGAGGCCCCACACAGA 

3422-HDAC6-R 20 CCACCCCATCCAAGGTACAG 

3423-HDAC7-F 19 TCGCCTGCTTCCTCAGATG 

3424-HDAC7-R 21 AGCAGCTCAGAATGGCTCTCA 

3425-HDAC8-F 24 CGATTGGAAGTAGGAGATGGAGAT 

3426-HDAC8-R 21 GGGTAGCGAATGCCCACTATT 

3427-HDAC9-F 19 GGGCATGCTGCAGACAATT 

3428-HDAC9-R 20 GGCCACTCCATCTGAGGAAA 

3429-HDAC10-F 19 CGTTTGGAGCCACGCTTAG 

3430-HDAC10-R 18 CCCGCCCGATAGTCAGAA 

3431-HDAC11-F 24 TGCCAAAGTCACCAGTTGTCTAAA 
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3432-HDAC11-R 24 GGTGTGGAGCTGCATTAGTACTGT 

3433-GAPDH-F 23 CACTGAGCATCTCCCTCACAATT 

3434-GAPDH-R 17 CCAGGCCCCTCCTGTTG 

3590-TXNIP-F 18 TGACCGTGCAGCCTGTGA 

3591-TXNIP-R 20 CGCTCCCACGGTTAGTCAAC 

3595-AKR1B1-F 22 TGTGCCAAACACAAGGATTACC 

3596-AKR1B1-R 20 GGATTCGTCCACCACAGCTT 

3602-FOXO1-F 20 CCAGGAGAAGCTCCCAAGTG 

3603-FOXO-R 20 GTCACAGTCCAAGCGCTCAA 

3604-NEFH-F 22 TTATCGTAGCCGAACGTGATGT 

3605-NEFH-R 22 GGCAGTTTTTAGTCACGCGTTT 

3606-TGFB1-F 16 CCAGCCGCGGGACTCT 

3607-TGFB1-R 20 TTCCGTTTCACCAGCTCCAT 

3612-EGR1-F 19 AAGACACCCCCCCATGAAC 

3613-EGR1-R 18 GGCGATCGCAGGACTCAA 

3614-TAGLN-F 23 TGGAGTGGATTGTAATGCAGTGT 

3615-TAGLN-R 15 CCAGGCGCCCACGAT 

3616-GAPDH-F 21 ACTCTACCCACGGCAAGTTCA 

3617-GAPDH-R 21 ATGACCAGCTTCCCATTCTCA 

3618-GAPDH-1-F 24 GGTGTGAACCACGAGAAATATGAC 

3619-GAPDH-1-R 19 TGGTGCAGGATGCATTGCT 

3620-GAPDH-2-F 19 CGTATCGGACGCCTGGTTA 

3621-GAPDH-2-R 22 GATGGCAACAATGTCCACTTTG 

3622-GAPDH-3-F 19 CAGGGTGGTGGACCTCATG 

3623-GAPDH-3-R 19 TGGGTGGTCCAGGGTTTCT 

3624-ACTB-1-F 21 TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC 

3625-ACTB-1-R 20 GTGGACAGTGAGGCCAGGAT 

3626-ACTB-2-F 20 CTGGCCTCACTGTCCACCTT 

3627-ACTB-2-R 22 CGGACTCATCGTACTCCTGCTT 

3628-ACTB-3-F 20 TAGCCATCCAGGCTGTGTTG 

3629-ACTB-3-R 21 TCCATCACAATGCCAGTGGTA 

3630-RPS18-F 23 GAGATACGCTCATGTGGTGTTGA 
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3631-RPS18-R 18 AGCTCCCCAGCCCTCTTG 

3632-GUSb-F 19 TGAGCTGTTGCCCCATTTC 

3633-GUSb-R 16 CCCCTCCCCCCACATG 

3634-B2m-F 18 GCGTGGGAGGAGCATCAG 

3635-B2m-R 20 TGTGCTGTAGGCCCAACAGA 

3645-PTGR1-F 23 CTGATGGGAATGGACTGAGAAAG 

3646-PTGR1-R 23 CCAAAGACAGTGGTAGCTTGTCA 

3647-NQO1-F 21 CTGGCTTGCTTTCAGTTTTCG 

3648-NQO1-R 19 GCGAGCCTCCTCCTTTTCC 

3649-LCN2-F 19 GCAGTGGCCTGATGGTTCA 

3650-LCN2-R 21 TCTGGCAACAGGAAAGATGGA 

3651-RCAN1-F 19 CGCGTTCTGATTCCCACAT 

3652-RCAN1-R 20 TGACCAGCCACTTGCACAGT 

3653-PLK3-F 21 CCTCACCCTTCTCTCGGAGAT 

3654-PLK3-R 23 TCCATAAATAATGCCCCCTAGCT 

3655-MT1F-F 19 GTGGGCTGCTCCAAATGTG 

3656-MT1F-R 17 TTGCCCGAGGCACCTTT 

3663-GAPDH-F 22 TGGCCTCCAAGGAGTAAGAAAC 

3664-GAPDH-R 24 GGCCTCTCTCTTGCTCTCAGTATC 

4005-NR4A1-F 20 CGTGCCTTTAAGCCCATAGC 

4006-NR4A1-R 26 TCTGGAATGAGGAGATACATCAGTCT 

4007-GSTM2-F 20 TTCGCCTGTTCCTGGAGTAT 

4008-GSTM2-R 20 TTGCTCTGGGTGATCTTGTG 

4009-SLC7A11-F 21 CCTGGCATTTGGACGCTACAT 

4010-SLC7A11-R 22 TCAGAATTGCTGTGAGCTTGCA 

4011-S1PR3-F 20 CCTGGGCGCATCCACATGCA 

4012-S1PR3-R 20 GCAGGGCACCCAGCGAGAAG 

4015-SLC7A11-F 21 TGCTGGCTTTTGTTCGAGTCT 

4016-SLC7A11-R 19 GCAGTAGCTCCAGGGCGTA 

4017-ATF3-F 21 CACCTTTGCCATCGGATGTCC 

4018-ATF3-R 18 CTTTCCCGCCGCCTCCTT 

4019-NR4A1-F 19 GCGGCTTTGGTGACTGGAT 
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4020-NR4A1-R 22 GGCCATGTCGATCAGTGATGAG 

4021-SLC25A23-F 19 TGTGGCCAGATTGCCAGTT 

4022-SLC25A23-R 17 GCTTGGGCCTGCATTCG 

4069-GSTM2-F 20 TTCGCCTGTTCCTGGAGTAT 

4070-GSTM2-R 20 CCATAGCCTGGTTCTCCAAA 

4071-GSTA1-F 20 AGTTGGGAGCTGAGTGGAGA 

4072-GSTA1-R 20 TTTGGTGGCGATGTAGTTGA 

4073-ARID5B-F 18 CTGCTCGCCCCATAAAGC 

4074-ARID5B-R 18 TTTTTCCCGGCGATCACA 

4075-EFNA1-F 20 CCGCTGCTGACCGCCACATC 

4076-EFNA1-R 20 TGGTAGATAGGTTTGGAGAT 

4077-LIF-F 21 CATGACGGATTTCCCACCTTT 

4078-LIF-R 21 GCAGCCCAACTTCTTCCTTTG 

4079-MARCKSL1-F 19 GGGCTGGTGGGTGATCTCT 

4080-MARCKSL1-R 22 GTCCAGATGGTGACCTCACAAG 

4081-MCART1L-F 14 TCGCCCCCCCCAAA 

4082-MCART1L-R 26 TGAGCTGAGAAAAAATGAATATCACA 

4083-RGD1565033-F 23 CCCGAAAAGGAAGCAGGTATATT 

4084-RGD1565033-R 20 GGAGCTGCCGTCTCTTATGG 

4085-RSAD2-F 21 GCTGGCTGAGAATAGCATTGG 

4086-RSAD2-R 18 ACCCGTGGCTGTCCCTTT 

4087-SLC20A1-F 22 CCGTCAGCAACCAGATCAACTC 

4088-SLC20A1-R 21 CCCATGCAGTCTCCCACCTTG 

4089-SLC24A2-F 20 CCGAGGAAGATGATGACCAG 

4090-SLC24A2-R 20 TCCAGAGAGGGAACACGATG 

4091-CAR14-F 20 CTCAGAAGCCTCAGGGACTG 

4092-CAR14-R 20 TTGTGAGCGAGCCATTGTAG 

4093-RGD1561694-F 20 CGCCGAGTTCTCGAAGAAAT 

4094-RGD1561694-R 21 TCGACTTTTCCTTGGCAGACA 

4101-RGD1565033-F 22 CCATAAGCCGTGTCCAGAATTT 

4102-RGD1565033-R 21 GGTAGATGTGGCCCATCACAA 

4105-LIF-F 20 CTGCTCATTCTGCACTGGAA 
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4106-LIF-R 20 TCTGATCCCAGGTGATGTTG 

4107-LIF-F 22 CAGTGCCAATGCCCTCTTTATT 

4108-LIF-R 19 CCACGTTGTTGGGAAATGG 

4109-MCART1L-F 25 GGGTGCTATCCCTATTACATGAAGA 

4110-MCART1L-R 22 CATCCAAAAGGCATGTGTCTCA 

4161-EFNA1-F 23 GCACCCAAACCTATCTACCATCA 

4162-EFNA1-R 21 TGCCATTGACAGTCACCTTCA 

4167-NQM1F 20 ATTGGCTGCTTCAAAGTTGG 

4168-NQM1R 20 TATCCATGGCGTTCTCGATT 

4222-GSTA1-F 22 TGGGAAGGACATGAAGGAGAGA 

4223-GSTA1-R 20 CAGATCCGCCACTCCTTCTG 
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3.3.3	 水晶体の培養操作  

3.3.3.1	 ラット水晶体の摘出 

 

	 ラットを CO2 ガスで殺害後、キムタオルを敷いた台の上に乗せた。次に、眼球周り

の皮膚を左右に引っ張り、眼窩から飛び出させた。鋏を眼窩に潜りこませ、視神経を切

断して眼球を摘出した後、PBSを入れた 35 mm dishに眼球を入れ、ラットの死骸死体

は専用のゴミ袋に入れ −20 度の冷蔵庫で保管した。顕微鏡を覗き込みながら、ピンセ

ットで赤道部のひだをつまみながら固定し、視神経乳頭にハサミで切れ込みを入れた①。

網膜（オレンジ色）を切らないように、赤道部に切れ込みをいれて強膜（白色）のみを

剥がした②。ハサミの腹を水晶体に当てながらピンセットで網膜を引っ張り、網膜と水

晶体を繋ぐ虹彩を切った③。鈎付きピンセットで水晶体をすくい上げるように網膜から

引き離す④。最後に、PBSからコントロール（0 mM）培地に移し、培養まで保管した。 

 

3.3.3.2	 ラット水晶体の培養 

	 M199培地 48 mlに 10 %BSA 500 µl、ペニシリン&ストレプトマイシン 100 µl、20 %

ガラクトース溶液 1.35 mlを加え、これをガラクトース培地とした。コントロール培地

はガラクトース溶液ではなく滅菌水を等量加えた。阻害剤を添加する際は 50 mlストッ

クから使用分（4日なら 5 ml）分注し、DMSO濃度が 0.8 %になるように調整した。培

養時にはクリーンベンチ内で、適切な培地を 12 well plateに 2 ml、washのためのコント

ロール培地を 35 mm dishに適量いれた。摘出した水晶体をコントロール培地で洗浄し、

12 well plate に移した。インキュベーター（37 °C 、5 % CO2）で４日間培養し、培地交

換は 2日に 1度、水晶体を plateから取り出さずに行った。 
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3.3.4	 RNA実験  

3.3.4.1	 TRIZOLでの RNA抽出 

	 摘出した水晶体試料に 1 mlの TRIZOLを入れ、ホモジナイズした後、5 min室温で静

置した。200 µlのクロロホルムを入れてボルテックスし、12,000 g 15 min 4 °Cで遠心し

た。水層を回収し、等量のイソプロピルアルコールを加えてボルテックスし、10 min

室温で静置した。12,000 g 10 min 4 °Cで遠心し上清を除去、75 % EtOHを加え、ボルテ

ックスした。最後に、7,5000 g 5 min 4 °Cで遠心後、乾燥させ RNase free液に溶かした。 

 

3.3.4.2	 Qubitによる RNA濃度測定 

	 スタンダート用に２本、サンプル 1つにつき１本ずつ専用のチューブを用意した。

HS Bufferとして HS Reagentを 200 : 1で混ぜ合わせ、スタンダード用に 190 µl、サンプ

ル用に 199 µlずつ分注した。HS Standard #1と HS Standard #２をスタンダード用に 10 µl

入れ、200 µlにした。それぞれのサンプルを 1 µl（水晶体 RNAなら 1/10希釈で適量）

ずつサンプル用に入れ、200 µlにした Standard #1→Standard #２の順で Qubitに読み込ま

せ、検量線を作成した。最後にサンプルを読み込ませ、濃度を測定した。 

 

3.3.4.3	 RNAからの DNAの分解（DNase 処理） 

	 RNA サンプルから DNA を除去する為に、DNase 処理を行った。DNase 処理には 

Deoxyribonuclease （RT Grade） for Heat Stop （NIPPONGENE code No. 312-05951） を

用いた。Total RNA 2 µLに 10 x DNase (RT Grade) buffer II 1µL、Deoxyribonuclease (RT 

grede) 1 µL、DEPC’d water 1 µLを加え全量を 10 µLにした。37 ºC、15 min インキュベ

ート後、1 µL の Stop solution を加え 70 ºC、10 min インキュベートした。 

 

3.3.4.4	 逆転写（cDNA サンプルの調整） 

	 RNA の逆転写には、High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（ABI part No. 

4368814）を用いた。2 x RT master mixとして 10 x RT buffer 2 µL、25 x dNTPs 0.8 µL、

10 x RT Random Primers 2 µL、MultiScribeTM Reverse transcriptase 1 µL、DEPC’d water 4.2 

µLを混合し全量を 10 µLにした。先の 10 µLの DNase 処理済み RNAサンプルを加え、

25 °C 10 min、37 °C 120 min、95 °C 5 min、4 °C unlimitedとインキュベートした。 
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3.3.4.5	 リアルタイム PCRによる RNA発現の解析 

	 RNA 発現の解析には、リアルタイム PCR 法を利用した。反応試薬には Applied 

Biosystem の Power SYBR Green Master Mix を用い、Step One Real Time PCR System を

利用して解析を行った。2.3.4.4で調整した cDNAを 2倍希釈し、Total cDNA 5 µL、5 µM 

each primer set 3.6 µL、2 x reaction buffer 10 µL、滅菌水 1.4 µLの Total 20 µLに混合した。

RTPCR装置によって 95 °C 10 minインキュベートした後、95 °C 15 min、60 °C 1 minの

サイクルを 40回繰り返す。最後にソフトを用いて発現量の解析を行った。 

 

3.3.4.6	 DNAマイクロアレイ 

	 試薬は GeneChip® WT PLUS Reagent Kit (Affymetrix)、アレイは GeneChip® Rat Gene 

2.0 STArray (Affymetrix, Cat.No.902124) を使用した。 

 

RNAサンプル調製：TRIZOLで RNAを抽出し、サンプルを 3/200 ng/mL、Poly-A RNA

コントロールを 100 ng/mL に希釈し、それぞれ 3 mL と 2 mL 混合し、これを Total 

RNA/Poly-A RNA Control Mixtureとした。 

 

一本鎖 cDNA 合成： First-Strand Buffer 4 mL、First Strand Enzyme 1 mL を混合し

First-Strand Master Mixを作成、Total RNA/Poly-A RNA Control Mixture 5 mLと混ぜて 10 

mLにして、42 °C、2 h反応させた。 

 

二本鎖 cDNA合成：次に、Second-Strand Buffer 18mL、Second Strand Enzyme 2 mLを混

ぜて Second-Strand Master Mixとし、さらに先ほどのサンプル（10 mL） にこの 20 mL

を加え、16 °C 1 h、65 °C 10 min 反応させた。 

 

ラベル化された cRNA合成：IVT Buffer 24 mL、IVT Enzyme 6 mLを混ぜて IVT Master 

Mixとし、先ほどのサンプル（30 mL）にこの 30 mLを加え、40 °C 16 h反応させた。 

 

aRNA精製：Purification beadsを各サンプルに 100 mLを加え、ピペッティングし、各サ

ンプルをU底プレートに移し 10 min静置した。プレートをマグネットスタンドに移し、

10 min静置し、マグネットビーズを吸い上げないように上清を注意深く吸って捨てた。

80 % EtOH 200 mL加え、30s静置しマグネットビーズを吸い上げないように EtOHを注

意深く吸って捨てる、この作業を 3回繰り返した。5 min静置して乾かしたらマグネッ

トスタンドからプレートを取り外し、それぞれのサンプルに Nuclease free water（65 °C）
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27 mLを加え 1 min 静置した。10回ピペッティング後、マグネットスタンドに移し 5 min

静置し、上清をチューブに移したら cRNAの濃度および純度を測定した。 

 

Second cycle cDNAの合成：cRNAが 625 mgになるように Nuclease free waterで希釈し、

70 °C 5 min、25 °C 5 min 反応させ、氷上に移した。2nd cycle ss-tDNA buffer 8 mL、2nd 

cycle ss-cDNA Enzyme 4 mLをMuster Mixとして混合し、各サンプルに 12 mLずつ分注、

25 °C 10 min、42 °C 90 min、70 °C 10 min 反応させた。 

 

RNaseHによる分解：RNaseHをそれぞれのサンプルに 4 mL加え、37 °C 45 min、95 °C 5 

min 反応させた後、Nuclease free waterをそれぞれのサンプルに 11 mL加えた。 

 

2nd cycle single strand cDNAの精製：Purification beadsを各サンプルに 100 mLを加え、

ピペッティングし、各サンプルを U底プレートに移した。100 % EtOH 150 mLを加え、

ピペッティングし、20 min静置した。プレートをマグネットスタンドに移し、5 min 静

置、マグネットビーズを吸い上げないように上清を注意深く吸って捨てた。次に、80 % 

EtOH 200 mL加え、30 s静置し、マグネットビーズを吸い上げないように EtOHを注意

深く吸って捨てる工程を 3回繰り返した。5 min静置して乾燥させた後、マグネットス

タンドからプレートを取り外し、それぞれのサンプルに Nuclease free water（65 °C）30 mL

を加え 1 min静置した。10回ピペッティングして完全に混ざったら、マグネットスタン

ドに移し 5 min静置しビーズを取り除いた。最後に上清をチューブに移し、cDNAの濃

度および純度を測定した。 

 

ラベル化された cDNAの断片化：cDNAを 176 ng/mLになるよう希釈し、31.2 mL(5.5 mg)

分注した。Nuclease free water 10 mL、10 × cDNA Fragmention Buffer 4.8 mL、UDG 10 U/mL 

1 mL、APE 1000 U/mL 1mLを混合し Muster Mixを調製、それぞれのサンプルに加え、

37 °C 60 min、93 °C 2 min 反応させた。チューブにサンプルを 45 mL移し、Muster Mix(５

× TDT Buffer 12 mL、DNA Labeling Reagent 5 mM 1 mL、TDT 30 U/mL 2 mL)と混合、37 °C 

60 min、70 °C 10 min 反応させた。最後に上清をチューブに移し、cDNAの濃度および

純度を測定した。 

 

ハイブリダイゼーション：Fragmented and Labeled ssDNA 13.3 mL、Control Oligonucleotide 

B2 (3 nM) 2.5 mL、20 × Hybridization Controls 7.5 mL、2 × Hybridization Mix 75 mL、DMSO 

10.5 mL、Nuclease - free Water 13.5 mLを混合した Hybridization Master Mix 109 mLを前
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ステップで調整した Fragmented and Labeled ssDNA 41 mLと混合、99 °C 5 min、45 °C 5 

min 反応させた。アレイの右上の Septaにピペットチップを入れ、もう片方の Septaに

この溶液を 130 mL入れる。ピペットチップを取り除き、Tough - spotsで両方の Septa

を塞ぎ、ハイブリダイゼーションオーブンにトレイをいれた後、45 °C 16 h 60 rpm でイ

ンキュベートした。データを取得後、解析した。 
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3.3.4.7	 マイクロアレイ解析 

	 R version 3.5.3を用いてマイクロアレイ解析を行った。用いた自作関数は頭文字に$を

つけて文中に表記している。最初に、解析対象のマイクロアレイの CEL ファイルを一

つのフォルダにまとめた後、RStudioを開き、自作関数を読み込んだ。次に、$read.CEL

によって CELファイルからシグナル値データを抽出、$hosei.IDにてコントロール補正

と cut offまでを行った。$MA、$box.violin、$h.cluster、$pcaでデータの形と特徴を確認

し、$pvalで有意に変動した遺伝子を抽出した。 

 

下記は実験に用いた主な自作関数を表す。 

# CELファイルデータ読み込み(RMA法のみ)#### 

read.CEL <- function(){ 

  #引数なし 

  #作業ディレクトリ内の CELファイルを読み込む 

  #作業ディレクトリ内は CEL ファイルのみにしておく 

  #出力## 

  # 生データを出力 

  library(oligo) 

  cel <- list.celfiles() #CELファイルリスト作成 

  cel2 <- read.celfiles(cel) #CEL ファイル読み込み 

  eset <- rma(cel2) #RMA法による前処理 

  dat <- exprs(eset) #シグナル値データの抽出 

  return(as.data.frame(dat)) 

} 

 

# 生データ処理#### 

hosei.ID <- function(raw, ID, cutoff, ctrl = 0){ 

  # この関数は生データをコントロール補正するまでの処理を行う。 

  # この関数は tidyverseパッケージに依存している。 

  # なければ install.packages("tidyverse") を実行する。 

  # 引数の説明#### 

  # raw: 生データ(log未変換の場合は log2に自動的に変換する) のデータフレーム。 

  # ID: Probe ID と遺伝子名の対応表。1列目に遺伝子名を設定しておく。 

  # cutoff: すべてのサンプルで cutoff値以下の遺伝子を除く。 
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  # ctrl: コントロールサンプルの列番号。デフォルトは 0でコントロール補正を行わな

い。 

  # コントロール補正を行う場合はコントロールサンプルの列番号を入力。 

  # 出力変数について#### 

  # 行名に遺伝子名、列名にサンプル名。 

  # コントロール補正後の遺伝子発現データを出力する。 

  # ただし、コントロールに用いたサンプルは除かれる。 

  library(tidyverse)   

  if(!is.data.frame(raw)) raw <- as.data.frame(raw) 

  if(max(raw) > 100) raw <- log2(raw)  #log 値に変換されていない場合は log2 に変換 

  raw <- raw  %> %  

    mutate(genes = ID[rownames(.),1])  %> %   #遺伝子名を最後の列に追加する。 

    dplyr::filter(!is.na(.$genes) | (.$genes != "---"))  %> %  #遺伝子名がついていないプ

ローブ ID を除去 

    group_by(genes)  %> %    #重複する遺伝子名をまとめる。 

    summarise_all(mean)  %> %  #重複する遺伝子はその平均値をシグナル値とする。 

    dplyr::filter(apply(.[-1], 1, max) > cutoff)  %> %   #シグナル値が cutoff 値以下の遺

伝子を除去 

    as.data.frame()  %> % # tibble 型からデータフレームへの変換 

    column_to_rownames("genes")  #行名を遺伝子名に変更。 

   

  if(ctrl == 0) { 

    return(raw) 

  }else if(ctrl != 0) { 

    if(!is.character(ctrl)) data <- raw[,-ctrl] - raw[,ctrl]  # コントロール補正を行う。 

    else if(is.character(ctrl))  data <- raw[,!(colnames(raw)  %in % ctrl)] - raw[,ctrl] 

    return(data) 

  } 

} 

 

#ボックスプロット + ヴァイオリンプロット#### 

box.violin <- function(data, type = 1, Font = "Arial", Font.size = 15){ 

  # ボックスプロットと、ヴァイオリンプロットを重ね合わせる関数。 
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  # tidyverse(ggplot2)に依存している。 

  # インストールしていない場合は install.packages("tidyverse")を実行する。 

  # 引数の説明#### 

  # data: シグナル値データフレーム。 

  # type プロットの種類選択。1: デフォルト 2: 論文推奨 

  library(tidyverse) 

   

  # データフレームではない場合、データフレームに変換。 

  if(!is.data.frame(data)) data <- as.data.frame(data) 

   

  # サンプル名の並び順の保存 

  sample.names <- colnames(data) 

   

  #行列データを縦長のデータに変換。 

  data <- data  %> % rownames_to_column("Gene.Names")  %> % 

    gather(-1, key = "Samples", value = "Expression") 

   

  # サンプルの並び順がプロットに反映されるように設定。 

  data <- transform(data, Samples = factor(Samples, levels = sample.names)) 

   

  #プロット。type 1 は色付き、2は白黒。 

  if(type == 1){ 

    data  %> % ggplot(aes(x = Samples, y = Expression, fill = Samples)) + #データと色設

定。 

      geom_violin(alpha = 0.5) +  #ヴァイオリンプロット(透明度 0.5) 

      geom_boxplot(alpha = 0.5, outlier.alpha = 0) +  #ボックスプロットを重ね書き(透

明度 0.5)。 

      guides(fill = "none") + # レジェンドの削除 

      labs(y = "Expressions") +#y軸ラベルの設定。 

      theme(axis.title.x = element_text(size=Font.size),   # フォントの指定。 

            axis.title.y = element_text(size=Font.size),  

            axis.text.x = element_text(size=Font.size, colour = 1, angle = 45, hjust = 1),  

            axis.text.y = element_text(size=Font.size, colour = 1)) 
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  } else if(type == 2){ 

    data  %> %  

      ggplot(aes(x = Samples, y = Expression, fill = gray(0.4))) +  #データと色設定。 

      geom_violin(alpha = 0.5) + #ヴァイオリンプロット(透明度 0.5) 

      geom_boxplot(alpha = 0.5, outlier.alpha = 0) + #ボックスプロットを重ね書き(透明

度 0.5)。 

      scale_fill_grey() + #白黒に設定。 

      theme_classic() +  #グリッドの削除 

      theme(axis.title.x = element_text(size=Font.size, family = Font),   # フォントの指定。 

            axis.title.y = element_text(size=Font.size, family = Font),  

            axis.text.x = element_text(size=Font.size, colour = 1, family = Font, angle = 45, 

hjust = 1),  

            axis.text.y = element_text(size=Font.size, colour = 1, family = Font)) + 

      guides(fill = "none")+  #レジェンドの削除 

      labs(y = "Expressions") #y軸ラベルの設定 

  } 

} 

 

#MAプロット#### 

MA <- function(data, x, y, color = FALSE,  

               xlim = NA, ylim = NA, siz = 1, 

               smooth = FALSE){ 

  # MA plot を作成する関数。 

  # tidyverse(ggplot2)に依存している。 

  # インストールしていない場合は install.packages("tidyverse")を実行する。 

  # 引数の説明#### 

  # data: log値変換されたシグナル値データフレーム。 

  # x: 対象 (分子) 

  # y: コントロール (分母) 

  # color: TRUE と入力すると転写量変化に応じてドットに色が付けられる。 

  # xlim: c(min, max)で指定する。x軸の最小値、最大値の指定。 

  # ylim: c(min, max)で指定する。y軸の最小値、最大値の指定。 

  library(tidyverse) 
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  # 入力したデータがデータフレーム型ではない場合、データフレームに変換する。 

  if(!is.data.frame(data)) data <- as.data.frame(data) 

  if(max(data) > 100) data <- log2(data) 

  MA <- data.frame(M = data[,x] - data[,y],  # M: 変化量、A: 平均値をデータフレームに

格納 

                   A = (data[,x] + data[,y]) / 2) 

   

  # xlim, ylim の設定。xlim と ylim の指定がある場合、そのまま使用。 

  # 指定がない場合、データの最小値、最大値を x軸、y軸の範囲とする。 

  if(is.na(xlim[1]) & is.na(ylim[1])) { 

    xlim = c(min(MA[,2]), max(MA[,2])) 

    ylim = c(min(MA[,1]), max(MA[,1])) 

  }else if(is.na(xlim[1])){ 

    xlim = c(min(MA[,2]), max(MA[,2])) 

  }else if(is.na(ylim[1])){ 

    ylim = c(min(MA[,1]), max(MA[,1])) 

  } 

  if(is.numeric(x)) x <- colnames(data)[x] 

  if(is.numeric(y)) y <- colnames(data)[y] 

  # 引数 color が TRUE の場合、ドットに色をつける。 

  if(color){   

    p <- MA  %> % ggplot(aes(x = A, y = M, colour = round(M, 0))) +  #プロットに用い

るパラメータ設定 

      geom_point(size = siz) +  #ドットプロットの作図 

      labs(title = paste("MA plot of", x, "vs", y))+#グラフタイトル 

      xlim(xlim) + ylim(ylim) +  # x軸、y軸の設定 

      scale_color_continuous(name = "M") #レジェンドのタイトル設定。 

  } else {  #color = FALSE の場合、ドットの色はすべて黒。 

    p <- MA  %> % ggplot(aes(x = A, y = M)) +   #プロットに用いるパラメータ設定 

      geom_point(size = siz) +   #ドットプロットの作図 

      labs(title = paste("MA plot of", x, "vs", y))+#グラフタイトル 

      xlim(xlim) + ylim(ylim) #x軸、y軸設定。 
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  } 

  if(smooth) p <- p + geom_smooth(method = loess) 

  print(p) 

} 

 

#階層クラスタリング#### 

h.cluster <- function(data, output = FALSE){ 

  # この関数はサンプルの ward 法による階層クラスタリングを行う。 

  # 引数の説明#### 

  # data: コントロール補正したデータ 

  # 出力の説明#### 

  # data: ward 法によるクラスター順に並べ替えたデータ 

  # 階層クラスター結果をプロットする。 

  par(mfrow = c(1,1)) 

  d <- dist(t(data)) #サンプル間の距離の計算 

  h_D <- hclust(d, "ward.D") #ward法によるクラスタリング 

  plot(h_D, hang = -1, #縦線の下端を揃える 

       xlab = "", ylab = "", axes = F, sub = "", main ="")  #各軸を削除 

  if(output){ 

    data <- data[,h_D$order]  #クラスター結果順に並べ替えを実行。 

    return(data) 

  } 

} 

 

#相関行列ヒートマップ#### 

heat.cor <- function(data, color = bluered(256), output = TRUE, zero = F){ 

  # この関数は相関行列のヒートマップを作図する。 

  # この関数は gplots と RcmdrMisc に依存している。 

  # install.packages("gplots")や install.packages("RcmdrMisc")でインストール 

  # 引数の説明 #### 

  # data: 転写量データ 

  # color: ヒートマップのカラースケール (bluered, redblue, greenred 等様々) 

  # output: 相関行列の出力の有無 
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  # zero: 相関係数 0 未満を 0 として扱う場合は T(TRUE) を入力する。 

  # 転写量に応じてウォード法によりクラスタリングした並び順で出力。 

  library(gplots) 

  library(RcmdrMisc) 

  d <- dist(t(data)) 

  h.out <- hclust(d, method = "ward.D") 

  data <- data[,h.out$order] 

  out <- RcmdrMisc::rcorr.adjust(data) 

  out2 <- out$R$r 

  if(zero) { 

    TF <- out$R$r < 0 

    out2[TF] <- 0 

  } 

  par(oma = c(3, 1, 1, 3)) 

  heatmap.2(as.matrix(out2),dendrogram = "none", col = color, 

            Rowv = FALSE, Colv = FALSE, 

            denscol=NULL, trace = "none", density.info = "none") 

  par(oma = c(1, 1, 1, 1)) 

  if(output) return(out) 

} 

 

# p_value, q_value検定 #### 

pval <- function(data){ 

  # 各サンプルの遺伝子転写量が有意かどうかを判断する。 

  # この関数はパッケージ "qvalue" に依存している。 

  # "qvalue" をインストールしていない場合、以下の 2行を実行する。 

  # source("https://bioconductor.org/biocLite.R") 

  # biocLite("qvalue") 

  # p_value < 0.05 もしくは q_value < 0.05 を有意とする。 

  # p_valueのみの判断では多重検定問題がはらむ。 

  # 従って、q_value が 0.05以下の遺伝子をそのサンプル内で有意に変動した遺伝子と

みなすことが出来る。 

  # q_value の算出方法は Storey (ST) 法を用いている。詳しくは調べること。 
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  # 引数の説明#### 

  # data: コントロール補正後のデータフレーム。 

  # 出力の説明#### 

  # pvalue と qvalue を出力する。 

  # データフレームの左半分に pvalue、右半分に qvalueを格納している。 

  library(qvalue) 

  d <- scale(data) #データの正規化 

  pq <- as.data.frame(2 * pt(abs(d), nrow(d) -1, lower.tail = F)) # p_value の算出 

  n <- ncol(pq) #列数 (サンプル数) 

  for(i in 1:n){ #サンプル数の分だけ繰り返し 

    nor_p <-  pq[,i] #p_value の格納 

    qobj <- qvalue(p = nor_p) #q value の算出(ST法) 

    qvalues <- qobj$qvalues #q value の格納 

    summary(qobj)   # FDR のサマライズ  

    pq[,(ncol(pq)+1)] <- qvalues  # q value 列を追加 

  } 

  colnames(pq)[1:n] <- paste(colnames(d), "_p", sep = "") # サンプル名に "_p" を追加 

  colnames(pq)[(n+1):(2*n)] <- paste(colnames(d), "_q", sep = "") # サンプル名に "_q" を

追加 

  return(pq) 

} 

# 主成分分析 #### 

PCA <- function(data){ 

  # 主成分分析を行い、その結果をプロットする関数。 

  # tidyverse(ggplot2)に依存している。 

  # インストールしていない場合は install.packages("tidyverse")を実行する。 

  # 引数の説明#### 

  # data: コントロール補正後のデータフレーム。 

  # プロット: 横軸 主成分 1、縦軸 主成分 2、ラベルでサンプルの位置を表示。ラベ

ルの中央がサンプルの位置。 

  library(tidyverse) 

  pc <- prcomp(t(data))  #主成分分析 
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  as.data.frame(pc$x)  %> % ggplot(aes(x = PC1, y = PC2)) +  #プロットするデータの指

定 

    geom_label(aes(label = rownames(pc$x))) +  #プロットをラベルで行う。 

    xlim((min(pc$x[,1])- 10), (max(pc$x[,1]) + 10)) +  # x軸の指定 

    ylim((min(pc$x[,2])- 10), (max(pc$x[,2]) + 10)) +  # y軸の指定 

    labs(title = "PCA")  #グラフタイトル 

} 
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3.3.5	 組織切片の作製  

3.3.5.1	 凍結切片の作製 

	 パラフィン 1号を 2枚用意し、それぞれに OCTコンパウンドを適量入れた。パラフ

ィン内に水晶体を入れてピンセットでかき混ぜることで共洗いした。もう 1枚に水晶体

を移し、赤道面が垂直になるよう配置し、ドライアイス上で凍らせ、−80 °Cで保存し

た（以降、試料と表示）。凍結後、クリオスタット内に試料とディスクを入れ十分に冷

やした。粗動ボタンをゼロポジションに戻し、刃とカバーを取り付けたら OCTコンパ

ウンドで試料とディスクを固定し、固まったらクリオスタットにセットした。ハンドル

を回して試料と刃を接近させ、微動ボタンとハンドルを使いながら、試料を削った。水

晶体が露出した段階から、その切片をスライドガラスに貼り付けていくが、切片は丸ま

っているので細筆２本で延ばし、筆の腰で押さえつけることで台座に固定した。素早く

スライドガラスで挟み込み、スライドガラス 1枚あたり 10切片貼り付けたらクリオス

タット内で冷やした。最後に–80 °Cで保存した。 

 

3.3.5.2	 ヘマトキシリン - エオシン（HE）染色 

	 スライドガラス上の試料をドライヤーで 30 - 60 min乾かし、4 % PFA溶液に浸けて

10	 min静置した。流水で 3 min洗浄し、水気を落としたらマイヤーヘマトキシリン液

に浸けて 5 min静置した。キムワイプ上で溶液を落とし、再び流水で 3 min洗浄した。

その後、1/5 エオシン液（in EtOH）に 5 min、組織脱水溶液に 3 minを 4回、キシレン

に 3 minを 3回、それぞれ浸けた。カバーガラスに 1 mlチップで Entellan大粒 4滴垂ら

し、スライドガラスの裏面を拭いた後、空気が入らないようにカバーガラスに被せた。

O/Nで静置したのち、常温で保存した。 

3.3.5.3	 パラフィン切片の作製 

	 25 %グータルアルデヒドと 10 %中性緩衝ホルマリンを 1：9の割合で混合したものを

FG液とした。FG液に水晶体を浸けて 4°C 1h静置し、FG液を交換して 4 °C O/Nで静

置した。さらに、1日置きに FG液を交換しながら２日間 4 °Cで保存し、10 %中性緩衝

ホルマリン液で置換した。新組織科学研究所へ輸送し、切片を作製してもらった。 
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3.3.6	 ラット個体での実験  

3.3.6.1	 ラットへの麻酔 

	 ラット 100 g当たりケタラール 100 µl、キシラジン 25 µlを混合した麻酔を調整した。

あらかじめ、マイジェクターに必要量分の麻酔を取っておき、ラットの首元を人差し指

と中指でつまみ、首が動かないようにホールドした（暴れた際は、反対の手で下半身を

鷲掴みして左右に数回ゆらすとおとなしくなる）。薬指と小指で腹部の皮膚を押し付け

るように引っ張りながら、足の付け根あたりに対して麻酔を垂直に刺した。刺さった時

点で針を寝かせ、腹部の中心に向かって最後まで刺しこんで麻酔を注入し、素早く針を

抜いた。 

 

3.3.6.2	 前房内注射 

	 マイクロシリンジと 33 G 2重針、パラフィルム、キムタオルを用意した。最初に、

ラットに麻酔をかけ眠らせた。パラフィルム上に注入したい薬剤を 200 µl垂らし、マイ

クロシリンジに針をつけ、針先がパラフィルムに触れないように、薬剤を吸引した。指

先で叩くようにして薬剤をパラフィルム上に排出することで共洗いを行った。最後に必

要量吸引し、キムタオルを敷いた実体顕微鏡下にラットを配置した。眼球周りの皮膚を

引っ張りながら、眼球を露出させ、片手でその状態をホールドしつつ、顕微鏡を覗きな

がら注射針で角膜に押し付けるように穴を開けた。水晶体に針先を当てないように針を

房水内部まで押し込み、薬剤を注入した。 
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3.4	 結果・考察  

3.4.1	 in vitro系の条件検討  

3.4.1.1	 iphone6sでの撮影 

	 水晶体培養を行っている論文の多くは、使用した顕微鏡を記載しているが、詳細な撮

影方法に言及しているものはなかった。そこで、カメラの種類や周りの明るさを変えて

条件検討を行った。方法として、実体顕微鏡の接眼レンズに iphone6sのカメラを密着さ

せて撮影した（Fig. 3-1）。このとき、水晶体はガラクトース 0 mMと 30 mMの培地でそ

れぞれ 4日間培養したものを比較している。その結果、明室での撮影では水晶体が周り

の風景を写してしまったが、暗室にして露光を少なくすることでこれを改善出来た。し

かし、一番下の図であっても 0 mMと 30 mMのはっきりとした違いを映し出すことが

出来なかったため、これの改善を目指す。 

 

Fig. 3-1 Lens photography with iphone6s. 
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3.4.1.2	 DP73での撮影 

	 iphone6sのカメラ（120万画素）では解像度が低く、また接眼レンズに固定したまま

撮影することも難しかった。そこで顕微鏡用デジタルカメラ DP73（1728万画素）を用

いることでこれを改善することを試みる。方法として DP73を取り付け、部屋を暗室に

する。40 mm dish内に PBS 7 mlと水晶体を入れ上から、100 mm dishを逆さまにして被

せる。照明用光源をのせ、倍率を 20倍に、露光時間を 100 msに、ISO感度を 200/24°

にして撮影した。iphone6sのときと同じく 4日間培養した水晶体を撮影しているが、両

者の違いがはっきりと見て取れる（Fig. 3-2）。また、光源を水晶体に近づけたため、余

分な光が写り込まなかった。よって、以降の実験ではこの条件で撮影を行なっていく。 

  

0mM 30mM 

Fig. 3-2 Lens photography with microscope camera. 
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3.4.1.3	 切片の条件検討 

	 レンズ全体を顕微鏡で写しただけでは、内部での変化を捉えることができない。切片

像でこれを観察するため、その条件検討を行った。切片の作成方法に大きく分けて 2つ

の方法がある。最初に比較的操作が少なく短期間で作成できる凍結切片を試した。OCT

コンパウンドで固定し、クリオスタットを用いて切片に、最後に HE染色で細胞質と核

を染め、顕微鏡で観察した（Fig. 3-3 left）。しかし、水晶体が固すぎるためか、スライ

スする段階で組織がボロボロに崩壊した。そこで、組織の形態を維持しやすいパラフィ

ン切片を次に試した。ここでは組織を Formalin - Glutaraldehyde液で固定し、パラフィ

ンブロックの作製と薄切作業、HE染色は新組織科学研究所に依頼した。その結果、組

織を崩壊させずに切片を作製することができた（Fig. 3-3 right）。この図では上皮部分＋

皮質、皮質深層、核で色が変わっていることが確認できる（黒い棒線はアーティファク

ト）。 

  

Fig. 3-3 Lens slice. 
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3.4.2	 HAT阻害剤は糖白内障予防効果を有する  

	 最初にヒストンアセチル化が糖尿病白内障に関与するか明らかにするため、HDAC阻

害剤の添加が白濁の形成に与える影響を調べた。この実験では糖尿病白内障モデルとし

てラット水晶体をガラクトース含有培地で培養した（Fig. 3-4a）。ガラクトースは細胞内

でガラクチトール、つまり糖アルコールへと変換され、ソルビトールの蓄積と同様の結

果をもたらす。ガラクトース白内障モデルは短期間に白内障を引き起こすことが出来る

ため、阻害剤スクリニーングに向いている。ガラクトース 30 mM含有培地で４日間水

晶体を培養すると、ガラクトース培地のみの右眼では環状の白濁が形成されていたが、

TSAを添加した左眼ではより白濁が増加した（Fig. 3-4b）。この白濁はレンズ中心方向

に向け増強し、全体の不透明性を増加させた。ヒストンアセチル化と白濁との関係が示

唆された為、次に HAT阻害剤の添加実験を行った。阻害剤は様々な HATを阻害する

26種類の薬剤それぞれを試した（Table 3-3）。その結果、HAT阻害剤を添加した左眼で

は、26種類中 16試薬で白濁が低減した（Fig. 3-5）。Embelinや ECGCでは僅かに白濁

が残っているが、コントロールの右眼と比較して明らかに白濁部が減少しているため予

防効果ありと判断している。また、興味深いことに、TH1834（TIP60 inh）、Embelin（PCAF 

inh）、CPTH2（GCN5 inh）、C646（p300 inh）などの specificな阻害剤であってもそれぞ

れ同程度の予防効果が見られた。一方、ターゲットが同じであっても効果の見られない

HAT阻害剤も存在し、特に Chetomin（p300 HIF1a inh）では白濁が悪化した（Fig. 3-6）。

さらに、白濁が形成された皮質部の様子を観察するため、切片を作成しヘマトキシリ

ン・エオシン染色ののち顕微鏡観察を行った。コントロールの右眼では赤道部の上皮に

多数の空胞が見られ、皮質は大きく崩壊していた。一方、最初に p300阻害剤の代表と

して C646阻害剤を添加した左眼では組織の崩壊はほとんど見られず、わずかな空胞が

見られただけで、正常なレンズ組織を維持していた（Fig. 3-4c）。 
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Fig. 3-4 HAT inhibition alleviates galactose-induced cataract formation. (a) 

Diagram of ex vivo experiment. The inhibitor was added to the left lens (with the 

right lens serving as a Ctrl) and incubated for 4 days in medium containing 30 mM 

galactose. (b) Representative photomicrograph of lenses on Day 4 after addition of 

0.8 mM TSA or vehicle. (c) Representative histological photographs of lenses at 

40 mM C646 (Day 4). Lenses tissue sections cut in the direction of the broken line 

were stained with hematoxylin-eosin. Only the right lens (Ctrl group) shows large 

vacuoles, indicated by arrows. 
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Fig. 3-5 HAT inhibitor with preventive effect. A photomicrograph of day 4 after 

addition of HAT inhibitors. A small picture on the bottom right shows the right lens of 

the control.  

 

Fig. 3-6 HAT inhibitor with no preventive effect. A photomicrograph of day 4 after 

addition of HAT inhibitors. A small picture on the bottom right shows the right lens of 

the control.  
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Table 3-3 HAT inhibitor list 

 
Name Target 

place of 
Concentraion Prevent effect Source 

urchase 
CTK7A p300/PCAF EMDMillipo問 (USA) 100μM (20) 

Garcinol p300/PCAF Abcam(UK) 2μM (20，21) 

Anacardic Acid p300/PCAF Abcam(UK) 20μM (20，21) 

MGI49 TlP60/MOZ Selleck Chemicals (USA) 50μM (22) 

C646 p300 Sigma Aldrich (USA) 40μM (20，21) 

CPTH2 GCN5 Cayman Chemical (USA) 80μM (23) 

gallic acid HAT Sigma Aldrich (USA) 100μM (24) 

(-)-Epigallocatechin g剖late(ECGC) HAT Wako (Japan) 50μM (20，21) 

EML425 p300lCBP Tocris (UK) 200μM (20) 

ISOXDUAL CBP/BRD4 Sigma Aldrich (USA) 20μM (25) 

Plumbagin p300 Sigma Aldrich (USA) 2μM (20，21) 

THI834 TlP60 
Axon Medchem 

(Netherlands) 
50μM (20) 

windo叩hen HAT Sigma Aldrich (USA) 40μM (26) 

Remodelin NATIO Cayman Chemical (USA) 40μM (27) 

Embelin PCAF Abcam(UK) 40μM (20) 

CBP30 p300 Cayman Chemical (USA) 5μM (20) 

Curcumin p300lCBP Abcam(UK) 40μM (20，21) 

2，6-bis( (e)-3 -bromo-4-hydrox ybenzy lidene) 
p300 Abcam(UK) 40μM (28) 

cyclohex印刷ATinhibitor II) 

Epigenetic Multiple Ligand p300lCBP Santa Cruz (USA) 50μM (29) 

NU9056 TlP60 Santa Cruz (USA) 100μM (30) 

Butyrolactone 3 (MB-3 ) GCN5 Abcam(UK) 200μM (20，21) 

L002 p300lCBP Cayman Chemical (USA) 10μM (20) 

SPV 106 p300lCBP Sigma Aldrich (USA) 50μM (31) 

Chetomin HIFla!p300 complex Cayman Chemical(USA) 50n肘1 (21 ) 

Ischemin p300lCBP Tocris (UK) 100μM (20，21) 

KG50 1 (Naphthol AS-E phosphate) p300lCBP Sigma-Aldrich (USA) 50μM (21) 
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3.4.3	 HAT阻害剤は水晶体混濁度を減弱させる  

	 白濁の進行を定量的に評価するため、水晶体写真からレンズ全体の輝度の平均値を算

出して混濁度を算出した（1）。nは輝度値 0 ~ 255、Pnは輝度値 nの全ピクセル数を示す。 

                       

𝑂𝑝𝑎𝑐𝑖𝑡𝑦 = 𝐾 ∙ 𝑃!

!

!!!

𝑃!

!

!!!

                                                     (1) 

 

加重平均であるため、この混濁度の値は皮質部の様な極端な白濁によって大きく増加す

る。HAT阻害剤には C646、HDAC阻害剤には TSAを用い、阻害剤を加えてから Day 1 

~ 4の各点を計測した。その結果、Day 1 ~ 4にかけてコントロールでは混濁度の変化が

見られないが、ガラクトースでは時間依存的な増加が観察された（Fig. 3-7a）。一方、

HAT, HDACどちらの阻害剤でも Day 1ではガラクトースと薬剤処理の間に大きな差は

見られなかった。しかし、Day 2 ~ 4ではガラクトースと TSAでは時間依存的に混濁度

が増加していくのに対し、C646では Day 1と同程度の混濁しか見られなかった。次に

レンズの輝度分布の変化を観察する為、Day 4の時点のレンズのヒストグラムを算出し

た（Fig. 3-7b）。ここでは先の混濁度と異なり、レンズ全体の透明性（最もピクセル数

が多い輝度帯）が一峰性の山として図示されている。こちらでも Fig. 3-7aと同等に Ctrl, 

C646, Gal, TSAの順に透明度が高いことが示され、C646の白内障予防効果と TSAの白

濁促進効果が示された。さらに、C646の濃度依存性を調べるために、より薄い濃度で

予防効果を確かめた。すると、10 µMから 40 µMの範囲で段階的に混濁度が減少するこ

とが確認できた（Fig. 3-7c）。これらの結果は白内障の症状がヒストンアセチル化によっ

て左右されることを示し、アセチル化レベルの回復は白内障を減弱させることを示唆し

た。 
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Fig. 3-7 Effects of HAT/HDAC inhibition on lens opacity. (a) Changes in lens 

opacity over time. Opacity, which is a weighted average of lens brightness values, 

is sensitive to the effects of strong white turbidity in the cortex. C646 and TSA are 

added to galactose medium. All lenses on each date were removed from different 

animals (n = 3, only galactose is n = 9). Galactose-containing medium was used as 

the Ctrl (right lens). (b) A histogram of luminance values is shown to visualize the 

opacity of the entire lens. The same lens as Day 4 of Fig. 2a was used. (c) 

Concentration-dependent decreases in opacity with C646 treatment. The weighted 

average values of the left lens (inhibitor condition) to the right lens (galactose-only 

condition) of the same rat were subtracted. The right picture shows the effect of 

the C646 HAT inhibitor by concentration. The inset is the Ctrl (right) lens. Data 

are expressed as mean ± SD.  
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3.4.4	 Plk3は HAT/HDACによって制御される  

	 HAT及び HDACが白濁の形成に影響を及ぼしている可能性が示唆されたが、どの遺

伝子に作用しているか不明なままだった。そこで、HAT, HDACによって制御される白

内障の原因因子を検出する為、マイクロアレイを用いた網羅的な探索を行った。最初に、

ガラクトースと比較して Ctrl、HAT阻害剤（C646 40 µM）で有意に減少した遺伝子群

と、HDAC阻害剤（TSA 0.8 µM）で有意に増加した遺伝子群でベン図を作成した（Fig. 

3-8）。C646と Ctrlで共通する遺伝子は 72個あったが、TSAと Ctrlでは 5個、TSAと

C646では 3個しかなかった。また、C646と Ctrlで有意に減少し、TSAで有意に増加し

た遺伝子は Plk3と Loc100362769の 2つだけであった。次に、これらの遺伝子と同じよ

うな機能を持った遺伝子群が糖白内障で働いていないか調べるため、DAVID 

（https://david.ncifcrf.gov）を用いたアノテーション解析を行った。Tableではコントロ

ールと比較してガラクトースで増加した遺伝子群（251個）を DAVIDにアップロード

し、エンリッチメントスコアの高いクラスター上位３つを抽出した（Table 3-4）。この

リストの上位 1,3にはアポトーシスや p53 , FoxO経路に関与する termが見られ、Plk3

とそれに関与する遺伝子が含まれていた（Table 3-5）。これらのことから、ガラクトー

ス白内障下では Plk3の発現増加と、HAT阻害剤による Plk3の減少が示唆された。 

	 マイクロアレイの結果を確かめるため、リアルタイム PCRで Plk3の発現量を定量的

に測定した（Fig. 3-9a）。Day 1から Day 3の間、コントロールは Plk3の値がほとんど

変化しなかったが、Day 4のみ 1.5倍程度増加した。ガラクトースではコントロールと

比較して Day 1の時点で 2倍以上の差が見られ、その後も時間依存的に増加し、Day 4

では 20倍以上になった。一方で、C646では Day 1でガラクトースとほぼ同じ値だが、

Day 2以降の Plk3発現量は徐々に減少し、Day 4で半分以下に落ち込んだ。また、予防

効果の見られた他の HAT阻害剤では Plk3が減少しないものもあったが、Tip60阻害剤

である TH1834の添加でも C646と同程度まで Plk3を減少させた（data not shown）。ま

た、TSAも有意な差ではないが各時点でガラクトースよりも発現量が高かった。ここ

で用いたガラクトース、コントロールサンプルの混濁度をそれぞれ測定し、Plk3の発現

量と比較すると、両者の間には単調増加の関係が見られた（Fig. 3-9b）。相関係数も 0.7

と高く、Plk3が発現するにつれてレンズ混濁度が高くなっていることが明らかになった。

さらに、Plk3の増加が ex vivo特有の現象ではないことを実証するため、in vivo実験を

行った（Fig. 3-9c）。その結果、50%ガラクトース餌を 1週間与えられたラットは ex vivo

と同様の白内障を形成し（Fig. 3-9d）、Plk3発現の増加も見られた（Fig. 3-9e）。これ

らの結果は、Plk3が HAT, HDACによって発現を制御される因子であり、バイオマーカ

ーのように白内障の症状と相関して変動することを示している。 
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Fig. 3-8 Identification of epigenetically regulated cataract-causing factors by 

microarray. Venn diagram of fluctuated genes in microarray analysis. Left panel: 

Genes significantly reduced in C646 and ctrl and significantly increased in TSA 

compared to galactose (P <0.05). Right panel: Genes significantly increased in C646 

and ctrl and significantly reduced in TSA compared to galactose (P <0.05). 
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Gene ontology analysis of 210 genes significantly increased as compared to the 

control. The top three enrichment scores were shown.  

 

Table 3-4. Annotation Cluster list 

Table 3-5. Annotation Cluster  
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Fig. 3-9 Plk3 expression correlates with cataract severity. (a) Plk3 mRNA 

expression over time was measured using real-time qRT-PCR (n = 3/group, 

galactose only n = 9). C646 and TSA are added to galactose medium. Data are 

expressed as mean ± SEM. *P < 0.05 versus galactose only. (b) The horizontal axis 

plots the logarithmic value of Plk3 expression level, and the vertical axis plots the 

degree of lens opacity. Each point used galactose and control from Days 1–4. Rs and 

P value is cultured Spearman’s rank correlation. mRNA levels were normalized to 

Gapdh expression. (c) Diagram of the in vivo experiment. (d) Photomicrograph of 

the eye above, and of the lens removed below. (e) mRNA expression in vivo was 

measured using real-time qRT-PCR (n = 4). 
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3.4.5	 Plk3、Atmは白内障原因遺伝子のひとつである  

	 Plk3が白内障の原因因子であるか調べるために、HATと同様に Plk3阻害剤の添加実

験を行った。Plk3阻害剤である GW843682Xを添加すると完全ではないものの白濁が減

少した（Fig. 3-10a left）。ここで、Plk3は DNA損傷応答因子 Atmによって活性化され

ることが知られている。Atm阻害剤である KU55933を添加してみると、HAT阻害剤と

同様に予防効果が現れた（Fig. 3-10a right）。白濁を定量的に測定すると、どちらの阻

害剤も C646程度に白濁を大きく減少させていることがわかる（Fig. 3-10b）。 

 

  

Fig. 3-10 Plk3 and Atm inhibition alleviate galactose-induced cataract 

formation. (a) Representative photomicrographs of Day 4 after inhibitor addition 

(Plk3 inhibitor GW843682X 1 µM, Atm inhibitor KU55933 10 µM). GW843682X 
and KU55933 are added to galactose medium. (b) Comparison of lens turbidity 

between inhibitors. The values of the left lens (inhibitor condition) to the right lens 

(galactose-only condition) from the same rat were subtracted. Data are expressed as 

mean ± SD. mRNA levels were normalized to Gapdh expression. 
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3.4.6	 マイクロアレイによる白内障原因遺伝子探索  

	 HAT、Plk3、および Atm阻害剤間の関係を調査するために、再びマイクロアレイを

実行した。 TSA以外のサンプルでは、ガラクトースと比較して合計 1201遺伝子が 2

倍以上増加し、多くの遺伝子の増加傾向と減少傾向は阻害剤間で一致した（Fig. 1-11 a）。

クラスター分析と PCA分析により、C646と GW843682Xの間で高い類似性が確認され

たが、Ctrlは最も遠いクラスターに存在した（Fig. 3-11a, b）。全体的な発現パターンに

有意な傾向はなかったため、次に 3つの阻害剤に共通の変動遺伝子があるかどうかを確

認した。Fig. 2-11aのヒートマップをベン図に置き換えると、12個の遺伝子が Ctrlグル

ープと 3つの阻害剤で共通して変動していた（Fig. 3-11c）。この遺伝子クラスターはリ

アルタイム PCRによって発現を確認し、いずれかのサンプルで発現量の有意な増減を

示す 6つの遺伝子を抽出した（Fig. 3-11d）。その中で Arid5b、Lif、および Rsad2には有

意差があり、これらの遺伝子が HAT、Atm、および Plk3の一般的な下流因子であるこ

とを示唆された。 
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Fig. 3-11 Plk3 and Atm inhibition alleviate galactose-induced cataract 

formation. (a) Representative photomicrographs of Day 4 after inhibitor addition 

(Plk3 inhibitor GW843682X 1 µM, Atm inhibitor KU55933 10 µM). GW843682X 
and KU55933 are added to galactose medium. (b) Comparison of lens turbidity 

between inhibitors. The values of the left lens (inhibitor condition) to the right lens 

(galactose-only condition) from the same rat were subtracted. Data are expressed as 

mean ± SD. mRNA levels were normalized to Gapdh expression. 
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3.5	 考察  

	 糖尿病性白内障では、ソルビトールの蓄積が浸透圧ストレスとアポトーシスを増加さ

せ、水晶体の恒常性を破壊し、最終的に白内障の形成を引き起こす 22,23。しかし、糖尿

病性白内障の詳細な分子メカニズムは十分に理解されていない。本研究では、HAT阻

害がガラクトース誘発糖尿病様白内障形成を軽減し、ヒストンのアセチル化が白内障形

成と相関することを実証した。さらに、マイクロアレイ解析により、Plk3が HATによ

って制御されていることが確認され、その後の機能解析により、Plk3がガラクトース誘

発白内障の形成に寄与することが明らかになった。これらの発見は、エピジェネティッ

クに調節された糖尿病性白内障形成の新しいメカニズムを表す。 

 	 Plk3はセリン/スレオニンキナーゼであり、細胞周期の進行と腫瘍形成に関与する 51。

また、Plk3は Atmによって活性化され、p53の活性化を介してアポトーシスを引き起こ

す 50,51。 Plk3と白内障の直接的な関係を報告した先行研究は存在しないが、マウス

LEGSKOおよび Mip変異体白内障モデルの網羅的な遺伝子発現解析により、WTと比

較して両方のモデルで Plk3発現が増加している 52,53。また、いくつかの報告は、Plk3

が白内障の形成を調節するという仮説を間接的に支持する。例えば、白内障誘発因子

H2O2と UVは両方とも Plk3を活性化する 54,55。 UV誘発白内障はカフェインによって

減弱され、カフェインも Atmを介して Plk3を阻害する 50, 56, 57。さらに、浸透圧ストレ

スも白内障形成の危険因子であり、Plk3を活性化する。Wangらは過剰なソルビトール

によって浸透圧ストレスを受けたヒト角膜上皮細胞では、DNA損傷が発生し、Plk3が

活性化されることを明らかにした 58。糖尿病性白内障では、浸透圧は糖から生成される

ポリオールによって増加し、、Plk3はガラクトース誘発性糖尿病性白内障で増加するこ

とを我々の結果が示している 59（Fig. 3-9）。 

 	 HDACは加齢性白内障および Tgf-β誘発白内障で活性化され、幾つかの白内障モデル

における白濁形成が HDAC阻害によって軽減される 32, 36, 37。しかし、糖尿病またはガ

ラクトース誘発白内障形成における HDAC活性の報告は存在しない。特に、Tgf-β誘発

の白内障は多層化した LECによって引き起こされるため、白内障形成のメカニズムが

根本的に異なる 42。また、糖尿病性網膜症では、ヒストンのアセチル化が増加し、HDAC

の活性化により網膜症の病理が緩和される 61。したがって、糖尿病および糖尿病合併症

では、ヒストンのアセチル化が増加する可能性がある。 

	 腫瘍抑制因子 p53は、p300に結合してアポトーシスを誘導する転写因子である。 p53

の過剰発現は Plk3を上方制御するだけでなく、Plk3プロモーターのヒストンアセチル

化も活性化する 62。ただし、これらの発見は癌細胞での報告であり、水晶体に適用でき



 72 

るかは不明である。したがって、水晶体でこの関係を確認し、p53阻害が Plk3阻害と同

様の機能的効果を持っているかどうかを判断する必要がある。 

	 また、我々は Plk3の下流で制御される因子として Arid5b、Lif、および Rsad2を含む

いくつかの因子を特定した（Fig. 3-11d）。興味深いことに、これら 3つの因子は共通し

て脂質代謝に関与しているが、脂質代謝と白内障の関係についての報告はなかった。例

えば、Arid5bは血管平滑筋細胞の分化と増殖の調節因子 63であり、デメチラーゼ Phf2

と複合体を形成して、転写応答性プロモーターの抑制可能なヒストンメチル化マークの

除去によるシグナルセンシングのエピジェネティックな決定因子として機能する 64。

Phf2過剰発現マウスは脂肪症を発症し、Arid5bノックアウトマウスは高脂肪食による

体重増加と肥満に耐性がある 65, 66。一方、Lifは骨髄性白血病細胞の最終分化を誘導し、

その継続的な成長を阻害する因子である 67。転写調節を通じてトリグリセリドの分解に

関与する酵素であるリポタンパク質リパーゼの活性を低下させるといった作用も持ち

68、Lifの投与は、ラット血清トリグリセリドを用量依存的に増加させる 69。最後に、

Rsad2は広範囲の生物に見られる因子であり、ウイルスの複製を阻害する 70。 ATR-FTIR

分光法を用いた肥満マウスの遺伝子型と表現型の相関分析では、Rsad2が肥満関連疾患

に関連していることが確認されている 71。加えて、Rsad2ノックダウンマウスは、抗ウ

イルス活性を低下させることにより脂肪組織の炎症を促進したが、高脂肪食の摂食によ

る有害な影響は受けない 72。このように、糖尿病関連因子である Arid5b、Lif、Rsad2の

阻害は、上皮細胞の糖依存的なホメオスタシスに関与する可能性がある。水晶体混濁に

おける 3つの因子の役割は更なる検討を必要とするが、本研究は、ATを介した Plk3の

増加が糖尿病性白内障の発症に関与している可能性があることを初めて実証した。  
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第 4章	 総括  
	 2章｜酵母の蛍光タンパク質発現解析から系統樹作成まで含めた統括的な一細胞タイ

ムラプス解析を精度よく自動で行えるようになった。当研究室において、一細胞タイム

ラプス解析は解析者に膨大な負担を強いていたが、これを大きく改善した。現在、本シ

ステムは酵母にしか対応していないが、他の細胞種にも拡張させていくことで、利便性

を向上させていきたい。 

 

	 3章｜ラット糖白内障の発症にヒストンアセチル化が関与しているという新たな知見

が得られた。さらに、エピジェネティックに制御される白内障原因遺伝子 Plk3を発見

し、。ヒストンアセチル化酵素（HAT）阻害剤や Plk3阻害剤の顕著な白濁形成阻止効果

は、これらが新規白内障予防薬になり得る可能性を示した。しかし、ex vivoと in vivo

の相関性は Plk3の発現増加でしか示せていない。HAT、Plk3阻害剤の点眼実験によっ

て生体でも予防効果があるか確認することが今後の課題である。 
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