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研究成果の概要（和文）：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。クロマチンは構造を変化させることで使われる遺伝子と使われない遺伝子に分ける機能す
る。クロマチンの構造を変化させる因子として、クロマチンの主要構成因子であるヒストンの多様性がある。ヒ
ストンにはアミノ酸配列が似ている亜種（バリアント）が存在し、取り込まれることによりクロマチンの構造と
機能を特徴付ける。しかし、各ヒストンバリアントがどのようにクロマチンの特定の領域に取り込まれるかは明
らかとなっていない。本研究では、クロマチンの構造がヒストンの取り込みを制御していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotes, DNA is stored in the cell nucleus by forming a structure 
called chromatin. Chromatin regulates gene expression, which enables to produce cells with different
 functions, by changing its structure. A factor that alters the structure of chromatin is the 
diversity of histones, which are major components of chromatin. The structure and function of 
chromatin correlate with incorporated histone subtypes (histone variant), which has a similar amino 
acid sequence to the canonical histone. However, it is not clear how each histone variant is 
deposited to a specific region of chromatin. In this study, we  found that the structure of 
chromatin regulates histone incorporations.

研究分野： 生化学

キーワード： クロマチン　ヒストン　エピジェネティクス

  １版

令和

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する重要な因子であるヒストンバリアントが、どのようにしてゲノムDNA中に
取り込まれるかを明らかにした。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とその構成因子であるヒ
ストンバリアントに着目して、クロマチン構造を介した遺伝子発現制御機構の研究を行なった。本研究の成果
は、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。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真核生物のゲノム DNA は、クロマチン構造を形成して核内に収納されている。クロマチンは

一様な構造を形成しているのではなく、多様な構造を形成することで機能している。さらに、ク
ロマチンは、その構造を発生、細胞周期、外部刺激などにともないダイナミックに変換する。こ
のクロマチンのダイナミクスは、DNA 配列によらない遺伝子発現機構であるエピジェネティク
スの根幹となっている。実際に、クロマチンには転写が活発に行われている状態（ユークロマチ
ン）と抑制されている状態（ヘテロクロマチン）が存在する。これらに加え、セントロメアやテ
ロメア領域などの特定の機能を担っているクロマチン領域も存在する。このようにクロマチン
のダイナミクスは細胞の機能発現において重要である。これらクロマチン構造の違いは、相互作
用因子の違いに起因する。実際に、クロマチンの基本単位であるヌクレオソームを構成するヒス
トンタンパク質（H2A、H2B、H3 および H4）は翻訳後修飾を受けるが、その種類はクロマチ
ンの状態により異なる。さらに、ヒストンバリアントと呼ばれる主要型のヒストンと相同性が高
いヒストンがクロマチン中へ取り込まれることにより、クロマチンの状態が変化する。これらの
ことより、クロマチンの主要構成因子であるヒストンのダイナミクスの解析が、クロマチンの構
造と機能の解析に必要であると考えられた。基本的には同じタンパク質であるオールド・ヒスト
ンと新規合成ヒストンを識別できる状態のクロマチンを調製することが不可欠となる。しかし、
これまでに有用な実験系は存在しなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、クロマチンのダイナミクスの解析を通してエピジェネティクス機構を解明す

ることである。特に、本研究では複製と転写におけるクロマチンのダイナミクスに焦点を絞る。
DNA 複製において、複製フォークの進行に伴いヌクレオソームは壊れ、崩壊したヌクレオソー
ムの再形成および新規に合成されたヒストン（新規合成ヒストン）の取り込みが行われる。この
ときに鋳型となるクロマチン上に取り込まれていたヒストン（オールド・ヒストン）は、エピジ
ェネティクな情報を翻訳後修飾もしくはヒストンバリアントそれ自身として持っている。これ
らのエピジェネティクな情報が新規合成ヒストンにも受け継がれ、細胞分裂を経ても失われな
いことは、細胞の恒常性維持にとって必須なことである。さらに、転写のオン・オフは、ヒスト
ン修飾やヒストンバリアントがエピジェネティクなマークとなり形成されるクロマチン構造に
よって制御されている。そこで、本研究では複製および転写におけるヒストンの動態を解析する
ことでクロマチンのダイナミクスを理解し、エピジェネティクス機構の解明につなげる。 
 
３．研究の方法 
研究代表者が確立した透過性細胞とリコンビナントタンパク質を組み合わせた以下に示す

RhIP アッセイを用いて、クロマチンのダイナミクスを解析した（図 1A）。RhIP アッセイでは、
リコンビナントタンパク質として発現させ、精製したヒストンタンパク質を用いる。この時に N
末端もしくは C 末端にエピトープタグ（HA、FLAG もしくは V5）を付加させておく。精製し
たヒストンと複合体を形成するヒストン（H3 の場合は H4、H2A の場合は H2B）は、エピトー
プタグを付加せずにリコンビナントタンパク質として精製を行う。これらのヒストンタンパク
質を用いて、試験管内にお
いてヒストン複合体（H3-
H4 もしくは H2A-H2B）
を再構成する。次に培養細
胞を非イオン界面活性剤
により処理し、細胞膜に孔
をあけた透過性細胞を調
製する。この透過性細胞
に、ヒストン複合体を細胞
抽出液とともに添加する
ことで、ヒストン複合体を
透過性細胞のクロマチン
中に取り込ませる。このと
き、外から加えるヒストン
複合体はエピトープタグ
が付加されているため、市
販の抗エピトープタグ抗
体を用いて、検出もしくは



回収することが可能である。さらに、エピトープタグにより内在性のヒストンと区別することが
でき、内在性がオールド・ヒストン、外から加えたエピトープタグ融合ヒストン複合体が新規合
成ヒストンとなる。本実験系の有効性を確認した実験を以下に示す。細胞内において H3.1-H4
は DNA 複製依存的にクロマチンに取り込まれ、H3.3-H4 は複製非依存的にクロマチンに取り
込まれるという異なるダイナミクスを示す。そこで、本実験系において、このダイナミクスの違
いが再現されるかどうかを検証した。まず、H3.1 および H3.3 の C 末端にそれぞれ 3HA と
3FLAG を融合させたタンパク質の精製を行い、試験管内において H4 との複合体を再構成した
（図 1B）。この複合体を細胞抽出液と混ぜ、HeLa 細胞より作製した透過性細胞に加えた。この
とき、DNA 複製をモニターするために、各種ヌクレオチドと Cy3-dUTP を加えた。反応後、HA
および FLAG に対する抗体を用いた免疫染色法によって H3.1-3HA および H3.3-3FLAG を検
出した（図 1C）。その結果、H3.1-3HA は、Cy3-dUTP のシグナルと重なるパターンを示し、
H3.3-3FLAG は Cy3-dUTP のシグナルと関係なく検出された。このことより、外から加えた
H3.1-3HA-H4 複合体は DNA 複製依存的に、H3.3-3FLAG-H4 複合体は DNA 複製非依存的に
クロマチンに取り込まれ、内在性のヒストンと同じダイナミクスを示すことが分かった。この結
果より、本実験系の有効性が確認された。 
 
４．研究成果 
4 種類のヒストンタンパク質(H2A、H2B、H3、

H4)は H2A-H2B 複合体および H3-H4 複合体を
形成している。ヒストン H2A には相同性の高い
ノンアレリックなバリアントが存在し、各 H2A
バリアントはクロマチンに取り込まれること
で、クロマチンの構造と機能に多様性をもたら
すことが知られている。本研究では、主要型の
H2A とそのバリアントである H2A.Z および
H2A.X のダイナミクスを解析した。そのために、
これらの H2A を H2B との複合体として精製し
た。まず、大腸菌を用いてリコンビナントタンパ
ク質として H2A、H2A.Z、H2A.X および H2B
を発現させ、それぞれアフィニティークロマト
グラフィーにより精製を行なった。その後、等モ
ルずつ各 H2A と H2B を変性状態下で混合し、
透析により変性剤を除去することで複合体を試
験管内再構成した（図 2）。後の実験で細胞に存
在する内在性のヒストンと区別するために、エ
ピトープタグを付加させた。次に、これらを透過性細胞に加え、クロマチンに取り込ませた。そ
して、どのゲノム領域に取り込まれているかを ChIP-seq 法により解析した。その結果、これら
の H2A-H2B 複合体は細胞周期に関係なく凝集どの低いユークロマチンに取り込まれることが
明らかとなった。さらに凝集度の高いヘテロクロマチンは DNA 複製に共役した機構でのみヒス
トンの取り込みが起こることを見出した。また H2A-H2B と H2A.X-H2B 複合体は複製依存的
および非依存的どちらでもクロマチンへ取り込まれ、これらはクロマチンへの取り込みにおい
ては区別されていないことが分かった。一方で H2A.Z は複製依存的にクロマチンに取り込まれ
ることなく、複製非依存的にのみユークロマチンに取り込まれることが明らかとなった。さらに
変異体を用いた解析を行い複製依存的なヒストンのクロマチンへの取り込みに必要なアミノ酸
の同定にも成功した。その結果、DNA 複製に共役してヒストンが取り込まれるために必要な結
合タンパクの認識配列が主要型 H2A と H2A.X には存在するが、H2A.Z には存在しないことが
分かった。以上の結果から、クロマチン構造とヒストン配列の組み合わせにより、ヒストンの取
り込みが制御され、クロマチンの構造と機能の多様性がうまれていることが明らかとなった。 
さらに、H2A.Z はユークロマチン領域の中でも転写開始点周辺のクロマチンに特異的に取り込

まれることが分かった。このことは、クロマチンに取り込まれる H2A.Z-H2B 複合体に結合する
因子群の中に、転写開始点を認識する因子が含まれることを示している。現在までに、転写開始
点を規定している因子は不明であるが、H2A.Z が転写開始点近傍に取り込まれる本実験系を用
いることにより、明らかにできることが期待される。 
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