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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
遺伝子発現の調節は、「転写」、「翻訳」および「翻訳後」の段階で調節されています。
Transcriptomeは「転写」段階の変化を検出することが可能です。
Translatomeは「翻訳」段階までの調節を反映した変化を検出することが出来ます。
「翻訳後」は「代謝調節」の変化を反映していますが、代謝全体を網羅的に解析する方法はまだ確立されていません。
一方で、Translatome解析の網羅性はほぼ担保されており、RNA代謝の変化から「代謝調節」を類推することも可能なので、遺伝子の発現調節の全体像を検討するには現時点で最適な手法であると言えます。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
HaCaT細胞（150平方センチ）にレーザー照射を0分,30分,60分に設定した光源と共にアルミホイルでくるみ、合計 4h 培養後.細胞をを集め、375µLのLow-salt buffer (LSB）（0.1M NaCl、3mM MgCl2、20mM Tris-HCl [pH 7.6]、1mM DTT）で懸濁しました。

次に、100 µLのLysis buffer（LSB ：0.2 M sucrose、1.2％Triton N-101）、15 µLの5 M NaCl、および50 µLの10mg /mL heparin-Naを加え、混和後、30,000×gで5分間遠心分離し、細胞質を得ました。

得られた細胞質をLSB : 0.5-1.5 M sucroseの密度勾配遠心法により(RPS 55ST, Hitachi)47,000 rpm、70 分間 4°Cで分離 し、254nmの吸光度をモニターしながら分画し、mRNAあたり3個以上のリボソームが結合しているmRNAを含む画分から、RNAを抽出し、全RNAのDNAマイクロアレイ解析Clariom™ S Assay, Human (Thermo Fisher Scientific, Inc.)をフィルジェン株式会社に委託しました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
DNAマイクロアレイ解析では、まずサンプルRNAをcDNAに変換し、その際に蛍光ラベル化を行いました。

ラベル化したcDNAは、相補的な配列を保持するプローブに結合するため、蛍光強度を比較することで、遺伝子発現の差を調べることができます。

今回のDNAマイクロアレイ解析では、600万を超えるプローブが用いられています。
転写産物だけでなく、非コード転写産物やエクソン間のスプライス接合部にもプローブがデザインされており、次世代型超高密度マイクロアレイと呼ばれています。
解析ソフトはこれらのデータに対応できるTranscriptome Analysis Console ソフトウェアを使用しました。このソフトを用いることで、選択的スプライシングを解析しました。









Scatter plots of translatome with vs without laser irradiation
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
横軸をLaser照射細胞、縦軸を未照射の細胞中の転写物としてDNA microarrayで得た強度をScatterプロットしたものを示しました。

図の左下から右上の斜め下半分にはLaser照射によりRibosomeへの結合が増加した遺伝子、上半分には減少した遺伝子がプロットされています。

30分間の照射に比べて60分間で遺伝子発現の増減の幅が増加していることが判ります。


Scatter plots of translatome with vs without laser irradiation
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
先ほどのスライドから遺伝子発現がLaser照射により２倍以上及び2分の1以下になったものを示しました。


Gene Accession Gene Symbol  Gene Description Chromosome
2Up NM 030622 CYP2S1 cytochrome P450, family 2, subfamily S, polypeptide 1 chr19
2Up NM 007350 PHLDA1 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 chr12
2Up NM_ 001300844 FOSL1 FOS-like antigen 1 chr11
2Up NM 005328 HAS2 hyaluronan synthase 2 chr8
2Up NM 001202 BMP4 bone morphogenetic protein 4 chr14
2Up NM 001143818 SERPINB2 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 chr18
2Up NM 001394 DUSP4 dual specificity phosphatase 4 chr8
2Up NM 001946 DUSP6 dual specificity phosphatase 6 chr12
2Up NM_001162893 KIAA0040 KIAA0040 chr1
2Up NM 000576 IL1B interleukin 1 beta chr2

000584 CXCLS8 chemokine (C-X-C motif) ligand 8 chr4
152367 MAB21L3 mab-21-like 3 (C. elegans) chr1
014810 CEP350 centrosomal protein 350kDa chr1
circ 0000013 |ENO1 Memczak2013 ANTISENSE, coding, INTERNAL, UTR3 best transcript NM 001428 |chr1

Gene Accession

Gene Symbol

Gene Description

Chromosome

2Up NM 001030287 ATF3 activating transcription factor 3 chr1
2Up NM 005178 BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3 chr19
2Up NM 001202 BMP4 bone morphogenetic protein 4 chr14
2Up NM 030622 CYP2S1 cytochrome P450, family 2, subfamily S, polypeptide 1 chr19
2Up NM 001300844 FOSL1 FOS-like antigen 1 chr11
2Up NM_001162893 KIAA0040 KIAA0040 chr1
2Up NM 014181 LGALSL lectin, galactoside-binding-like chr2
2Up NM 001202233 NR4A1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 chr12
2Up NM 001143818 SERPINB2 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 chr18
2Up NM 001257180 SLC20A2 solute carrier family 20 (phosphate transporter), member 2 chr8
2Up NM 001278503 STT3A STT3A, subunit of the oligosaccharyltransferase complex (catalytic) chr11
2Up NM 001024847 TGFBR2 transforming growth factor beta receptor || chr3
014452 TNFRSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 chr6
000031 ALAD aminolevulinate dehydratase chr9
014810 CEP350 centrosomal protein 350kDa chr1
001098525 CKAP2 cytoskeleton associated protein 2 chr13
001079520 DACT1 dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 1 chr14
001308019 EXPH5 exophilin 5 chr11
152367 MAB21L3 mab-21-like 3 (C. elegans) chr1
024320 PRR15L proline rich 15-like chr17
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
先ほどの結果を折れ線グラフで示しました。
遺伝子発現のの調節はLaser照射の時間にほぼ比例していることが判ります。

ATF3　ストレス誘発性転写因子
BCL3　癌原遺伝子
CYP2S1　発がん性物質を代謝
FOSL1　細胞増殖、分化、および形質転換の調節因子
KIAA0040  
LGALSL　ガレクチン関連タンパク質  
NR4A1 転写因子,アポトーシス誘導 
SERPINB2 プラスミノーゲン活性化阻害剤
SLC20A2 無機リン酸トランスポーター
STT3A  転移酵素
TGFBR2細胞増殖、細胞周期停止、創傷治癒、免疫抑制、および腫瘍形成に関連する遺伝子の転写を調節
TNFRSF21　、腫瘍壊死因子受容体のシグナル伝達を仲介,アポトーシスを誘導
BMP4 心臓の発達と脂質生成を調節
CXCL8　炎症反応の主要なメディエーター, 強力な血管新生因子
DUSP4 細胞増殖と分化に関連, MAPK/ERK、SAPK/JNK、p38を不活化,核に局在
DUSP6細胞増殖と分化に関連, MAPK/ERK、SAPK/JNK、p38を不活化,細胞質に局在
HAS2 創傷治癒、炎症性
IL1B　炎症反応の重要なメディエーター、細胞増殖、分化、およびアポトーシスを含む様々な細胞活動に関与
PHLDA1　インスリン様成長因子-1の抗アポトーシス作用
ALAD　ヘム生合成経路の酵素→鉛によって阻害→鉛中毒および急性肝性ポルフィリン症
CEP350　セントロソームで微小管を固定するタンパク質
CKAP2  細胞分裂調節,細胞骨格関連タンパク質
DACT1  シグナル伝達→mRNAの枯渇は、脊索および頭部構造の喪失をもたらす
EXPH5　エクソソーム分泌と細胞内小胞輸送に関与→ケラチンフィラメントの欠陥
MAB21L3  
PRR15L  
ENO1 解答系酵素,腫瘍抑制剤
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
負に調節を受けた遺伝子を示しました。
DACT1 	dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 1 
CEP350 	centrosomal protein 350kDa 
MAB21L3 	mab-21-like 3 (C. elegans) 
ENO1 	Memczak2013 ANTISENSE, coding, INTERNAL, UTR3 best transcript NM_001428 
CKAP2 	cytoskeleton associated protein 2 
CEP350 	centrosomal protein 350kDa 
ALAD 	aminolevulinate dehydratase 
MAB21L3 	mab-21-like 3 (C. elegans) 
PRR15L 	proline rich 15-like 
EXPH5 	exophilin 5 



Time Depended Up Regulation
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
正の調節を受けた遺伝子を示しました。
左側のパネルには照射の時間依存性が直線的なもの、右側には30分の照射の方が強く調節された遺伝子を示しました。

ATF3 	activating transcription factor 3 
BCL3 	B-cell CLL/lymphoma 3 
BMP4 	bone morphogenetic protein 4 
CXCL8 	chemokine (C-X-C motif) ligand 8 
CYP2S1 	cytochrome P450, family 2, subfamily S, polypeptide 1 
DUSP4 	dual specificity phosphatase 4 
DUSP6 	dual specificity phosphatase 6 
FOSL1 	FOS-like antigen 1 
HAS2 	hyaluronan synthase 2 
IL1B 	interleukin 1 beta 
KIAA0040 	KIAA0040 
LGALSL 	lectin, galactoside-binding-like 
NR4A1 	nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 
PHLDA1 	pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 
SERPINB2 	serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2 
SLC20A2 	solute carrier family 20 (phosphate transporter), member 2 
STT3A 	STT3A, subunit of the oligosaccharyltransferase complex (catalytic) 
TGFBR2 	transforming growth factor beta receptor II 
TNFRSF21 	tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 



s_Activation_of_NLRP3_Inflammasome_by_SARS-CoV-2_WP4876_110321
Hs_Allograft_Rejection_WP2328 106557
Hs_Aryl_Hydrocarbon_Receptor_Pathway_WP2873_106304
Hs_Blood_Clotting_Cascade_WP272_107136
Hs_BMP_Signaling_Pathway_in_Eyelid_Development_WP3927_106309
Hs_Cells_and_Molecules_involved_in_local_acute_inflammatory_response_WP4493 102660
Hs_Corticotropin-releasing_hormone_signaling_pathway WP2355 108254
Hs_COVID-19_AOP_WP4891_110309 WiKi Pathways @ 30min
Hs_Cytokines_and_Inflammatory_Response_WP530 96982
Hs_Development_and_heterogeneity_of the_ILC_family_WP3893 106386
Hs_Differentiation_of_white_and_brown_adipocyte_WP2895_ 87889
Hs_EBV_LMP1_signaling_WP262_106391
Hs_FBXL10_enhancement_of MAP-ERK_signaling_in_diffuse_large_B-cell_lymphoma_WP4553_ 103606
Hs_FGFR3_signalling_in_chondrocyte_proliferation_and_terminal_differentiation_WP4767_110277
Hs_Gastrin_Signaling_Pathway_WP4659_107967
Hs_GDNF-RET_signalling_axis_WP4830_109223
Hs_Hair_Follicle_Development-_Cytodifferentiation_(Part_3_of 3) _WP2840_110704
Hs_IL1_and_megakaryocytes_in_obesity WP2865_106600
Hs_LTF_danger_signal_response_pathway_WP4478 103756
Hs_Lung_fibrosis_ WP3624 110182
Hs_Mammary_gland_development_pathway_- Puberty_(Stage_2_of 4) WP2814_102407
Hs_MAPK_Signaling_Pathway WP382_ 110569
Hs_Monoamine_Transport_WP727_107191
Hs_Nanomaterial-induced_Inflammasome_Activation_WP3890_110231
Hs_Nonalcoholic_fatty_liver_disease_WP4396_98945
Hs_Oligodendrocyte_Specification_and_differentiation(including_remyelination), leading_to_Myelin_Components_for_CNS_WP4304_107559
Hs_Overview_of_nanoparticle_effects_WP3287_110681
Hs_Pathogenesis_of SARS-CoV-2_Mediated_by_nsp9-nsp10_Complex_WP4884 110229
Hs_Photodynamic_therapy-induced_NF-kB_survival_signaling_ WP3617_106541
Hs_Platelet-mediated_interactions_with_vascular_and_circulating_cells_WP4462_102079
Hs_Regulation_of_toll-like_receptor_signaling_pathway_WP1449 106494
Hs_Resistin_as_a_regulator_of_inflammation_WP4481_ 102529
Hs_Senescence_and_Autophagy_in_Cancer_WP615_ 108116
Hs_Serotonin_Transporter_Activity_WP1455_106692
Hs_Signal_transduction_through_ IL1IR_WP4496 102693
Hs_Spinal_Cord_Injury_WP2431 106712
Hs_Sudden_Infant_Death_Syndrome_(SIDS)_Susceptibility_Pathways_WP706_106830
Hs_TLR4_Signaling_and_Tolerance_WP3851_105835
Hs_Toll-like_Receptor_Signaling_Pathway_WP75_105842
Hs_Unfolded_protein_response_WP4925_ 110553


プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Microarray Data Analysis Tool Ver3.2を用いて、今回得られた結果から。P＞0.05のWiKiPathwaysを抽出し示しました。

主に、炎症反応と免疫反応に関わるPathwaysが示されています。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
60分照射では主に、細胞の増殖と分化に関わるPathwaysが示されています。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
定常状態のHaCaT細胞（ガラス基底ディッシュ ｘ 2枚）をアルミホイルで作成した筒中に配置し、 WizLaserの光源（＜0.5 mW）を、30分および60照射し、。 その後、細胞をPBSで洗浄し、4% パラホルムアルデヒドを含むPBSで固定、 PBSで洗浄後0.1%TritonX-100を含むPBSで浸透洗浄、さらにPBSで洗浄した。 一次抗体として抗ラットバニロイドレセプターサブタイプ１ウサギポリクローナル抗体またはAlexa Fluoro 488または594共役第2抗体を使用し、488nmまたは594nm光で同時に励起した。 Doxoは、594nmの光によって励起された。 Fluoview FV1000 IX81（オリンパス）共焦点顕微鏡（X60油性対物レンズ、×5倍）で画像を撮影した。 

免疫組織染色
�



No irradiation 30 min irradiation 60 min irradiation

200 pum 200 pum

500 um 500 um

MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
HaCaT細胞への30分間あるいは60分間照射(0.5 mW x 60 sec x 60 =1800mJ=1.8J)により、照射なしに比し、照射開始から60分後においてミトコンドリアの活性酸素の増加傾向が確認されました。


.

HaCaT
anti-TRPV-1 x500, Alexa Fluor™ 594 anti-rabbit x200 Omin Irradiation 60min



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
HaCaT細胞への60分間照射(0.5 mW x 60 sec x 60 =1800mJ=1.8J)により、照射なしに比し、照射開始から24時間後においてanti-TRPV-1交差性の顕在化が確認されました。



.

HaCaT
anti-TRIPV1-P x500, Alexa Fluor™ 594 anti-rabbit x200 Omin Irradiation 60min



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
同様にHaCaT細胞への60分間照射(0.5 mW x 60 sec x 60 =1800mJ=1.8J)により、照射なしに比し、照射開始から24時間後においてTRIPV-1のリン酸化体抗体との交差性の顕在化が確認されました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
ストレス応答、炎症、細胞増殖及びアポトーシス等への関与する遺伝子について発現調節がみられた
TRPV1およびTRIPV1-Pの増加傾向→温度感受性チャネルの活性化→血管拡張,血流増加
（42℃を超える熱刺激で活性化の誤認？）
防御反応
炎症反応を引き起こして、修復しようとした。（レーザーを照射しただけ）

レーザーの照射は、創傷治癒を促進することが出来る
レーザーを照射することで細胞に直接ダメージを与えることなく、炎症反応を引き起こし、その結果創傷治癒を促進することが出来る。

今回の健康機器は細胞障害が起きていないのにも関わらず、レーザーの照射によって炎症反応を引き起こして、細胞増殖を促進しようとしていることが分かった。

今後の研究で

細胞障害を引き起こすことなく、時間と照射出力に注意すれば人体に有用であると考える。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
免疫学的解析の結果からLaser655照射による細胞内伝達の流れの仮説を模式的に示した。
今回解析したMnk1はEIF4Eをリン酸化し、その転写を活性化させる。EIF4Eによる翻訳が開始されるためには、まずEIF4Eを不活性型に保っている4EBP1から遊離する必要があり、この反応はｍTORC1による4EBP1のリン酸化に依存している。

Laser照射により遺伝子発現の調節を受けた遺伝子の発現調節機構は殆どの遺伝子に共通して、カルシウムの流入に始まるcAMPをセカンドメッセンジャーとする転写因子群（ATF3、CERBCP等）によって調節されることが知られています。
今回得られた結果と考え合わせるとLaser655nmの照射はTRIPV-1を介して、Ca2+の細胞質への流入増加、cAMP合成の誘導ついでcAMPに依存する転写因子により転写が誘導されたと考えられます。
更に、Laser照射により遺伝子発現の調節を受けた遺伝子の遺伝子座位を調べたところ、Chromosome上の極度に限定された分布を示したことから、Laser655nmの照射により特定のChromosome位置のエピジェネティックな性質を変化させる仕組みも存在すると予想されます。

このうち、カルシウムの流入に始まるcAMPをセカンドメッセンジャーとする転写因子群（ATF3、CERBCP等）の誘導は様々な波長のLaser照射で観察されています。
Laser655nmの照射により特定のChromosome位置のエピジェネティックな性質を変化させる仕組みを昭買いするために、今後はTRIPV-1の集束に関わる細胞骨格因子を明らかにすべきと考えています。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
ご清聴、有難うございました。
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