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研究成果の概要（和文）：ヒトをはじめとする真核生物において、遺伝情報であるDNAはクロマチンと呼ばれる
構造を形成して細胞核内に収納されている。機能の異なる細胞が作り出され個体が形成されるためには、使われ
る遺伝子と使われない遺伝子の選別が必要である。クロマチンは、主要構成因子であるヒストンタンパク質が、
アセチル化やメチル化などの化学修飾を受けることで構造を変化させ、遺伝子発現を制御している。本研究で
は、ヒストンの化学修飾を解析する新たな手法の確立を行なった。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotes, DNA is packaged into chromatin structure and stored in the 
cell nucleus. Gene expression regulated by chromatin structure enables to generate different cell 
types. Histone proteins, major components of chromatin, undergo post translational modifications 
such as acetylation and methylation, which are crucial for chromatin structure and function. To 
analyze histone modifications, specific antibodies are essential. However, it is not easy to produce
 the antibodies and it is often rate limiting for researches. In this study, we established a new 
method to analyze chemical modification of histones without the need of producing specific 
antibodies.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は遺伝子発現制御機構に関して、新たな手法の開発を行なった萌芽研究である。遺伝子発現の異常は多く
の疾患の原因となっている。そのため、その制御機構の解明が重要だと考えられている。本研究はゲノムDNAが
形成しているクロマチン構造に着目して、クロマチン構造を介した遺伝子発現制御機構の研究に関する新たな手
法の開発を行なった。この手法により、これまでに解析ができなかった事象の解析が可能となり、新たな知見が
得られる。このことにより、遺伝子発現制御機構の解明に貢献し、疾患の制御にも繋がる次のアイデアの創出が
期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
同じ遺伝情報をもつ細胞が多様な機能を獲得している機構として、エピジェネティックな遺伝
子発現制御に注目が集まっている。エピジェネティックな遺伝子発現制御は、DNA のメチル化、
ヒストンの翻訳後修飾、クロマチン構造などにより DNA 配列に依存せずに転写を制御する機構
である。ヒストンの翻訳後修飾は、数多く同定されているが、その中には転写不活性型のヘテロ
クロマチン、転写活性型のユークロマチンクロマチンおよび DNA 損傷修復に密接に関わるもの
がある。また、発生や分化において特異的にみられる翻訳後修飾も明らかになっている。このよ
うに、ヒストンの翻訳後修飾が生命現象と深く関わっているが、その解析は未だ十分ではない。
現在の解析手法では、ヒストンの翻訳後修飾を識別するために、特異性の高い抗体の作製が不可
欠である。この抗体の作製に費用と時間がかかってしまい、最も悪い場合には目的とする抗体を
作製することができずに研究を断念することがある。さらに、ヒストンテール領域ではなくヌク
レオソーム構造の内側に存在する修飾は抗体により認識されないため、現在の方法では解析が
できない。この問題を解決するためには、ヒストン修飾を特異的に認識する抗体に頼らない新し
い解析系を確立することが必要であると考え、申請者は本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、in vivo 実験系と in vitro 実験系の利点を組み合わせた「半 vivo 半 vitro 実験
系」を確立し、ヒストンの翻訳後修飾によるクロマチンの動態を解析することである。ヒストン
の翻訳後修飾はクロマチン構造を介したエピジェネティックな遺伝子発現制御機構に深く関わ
っているが、その全容の解明は進んでいない。これは、翻訳後修飾を受けたヒストンを解析する
には、修飾型ヒストンに特異性の高い抗体に頼るしかなく、抗体の作製が律速となっているため
である。そこで、本研究では、化学的に修飾を導入したリコンビナントヒストンとセミインタク
ト細胞を組み合わせた「半 vivo 半 vitro 実験系」を立ち上げ、修飾を認識するヒストン抗体に頼
らずに翻訳後修飾を受けたヒストンのダイナミクスの解析を行い、ヒストンの翻訳後修飾とエ
ピジェネティックスの関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
培養細胞を固定せずに界面活性剤により処理したセミインタクト細胞は、細胞膜と核膜に孔が
あいている細胞である。細胞内にあるタンパク質を含む可溶性物質は、セミインタクト細胞を作
製する際に除かれる。しかし、クロマチンは不溶
性であるためセミインタクト細胞の核内に留ま
る。そのため、外からタンパク質を加えてセミイ
ンタクト細胞のクロマチンと反応させることが
可能である。本研究では、エピトープタグを付加
したヒストンを大腸菌内で発現させ、精製を行な
った。そして、精製したヒストンを用いてヒスト
ン複合体を試験管内再構成した。得られたヒスト
ン複合体をセミインタクト細胞のクロマチンと
反応させて取り込ませることにより、ヒストンの
ダイナミクスの解析を行なった（図 1）。 
これまでに、大腸菌内で特殊なコドンを用いてア
セチル化やメチル化されたアミノ酸を翻訳時に
取り込ませる方法、精製したヒストンと化学合成
した修飾されたペプチドを用いてネイティブケ
ミカルライゲーションにより化学修飾されたヒ
ストンを調製する方法が開発されている。これら
の方法とセミインタクト細胞を用いたヒストン
ダイナミクスを解析する方法を組み合わせるこ
とにより、翻訳後修飾を受けたヒストンのダイナ
ミクスの解析を行うことが可能である。 
 
４．研究成果 
本研究では、HeLa 細胞を用いてセミインタクト細胞を調製した。これまでに主要型ヒストン、
ヒストン亜種および変異体の計 15種類のヒストンをエピトープタグ（HA、FLAG、V5 タグ）融合
タンパク質として精製を行い、それぞれを機能的な複合体（H2A-H2B および H3-H4 複合体）とし
て試験管内において再構成した。再構成したヒストン複合体を、セミインタクト細胞に加え、セ
ミインタクト細胞のクロマチンに取り込ませ、そのダイナミクスを解析した。 
最初に免疫染色法により H3.1-H4 複合体および H3.3-H4 複合体の取り込みの解析を行なった結



果、細胞内で観察されている複製依存的な H3.1-H4 複合体のクロマチンに取り込みと複製非依
存的な H3.3-H4 複合体クロマチンに取り込みが本実験系において再現されることが分かった（図
2）。さらに、どの領域に取り込まれたかを DNA 配列レベルで解析するために、セミインタクト細
胞のクロマチンに取り込ませたヒストン複合体を含むクロマチン断片をクロマチン免疫沈降法
により回収することに成功した。 
さらに、主要型 H2A、H2A バリアントである H2A.Z および H2A.X も H2B との複合体として精製を
行い、セミインタクト細胞のクロマチンに取り込ませた。その結果、H2A および H2A.X は DNA 複
製依存的および非依存的にクロマチンに取り込まれることが明らかとなった。一方で、H2A.Z は
DNA 複製非依存的にクロマチンへ取り込まれることが分かった。 
以上のことから、セミインタクト細胞とエピトープタグを付加したヒストン複合体を用いるこ
とで、特異的な抗体を用いないで、目的のヒストンのダイナミクスを解析する実験系の確立に成
功した。 
今後は、翻訳後修飾のはいったヒストン複合体を試験管内再構成し、そのダイナミクスを本実験
系により明らかにする予定である。本研究の成果により、これまでに不可能であった離れた位置
に存在する二つ以上の修飾をもつヒストンの解析やヌクレオソーム構造の内側に位置するアミ
ノ酸が化学修飾されているヒストンの解析が可能となった。 
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