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研究成果の概要： Arsインスレーターの作用機構を解明するために、Arsインスレーターにおけ
るDNA立体構造、クロマチン構造（ヌクレオソーム形成能）、インスレーター活性に必要なコア
領域を解析したところ、それらには相関がみられた。したがって、Arsインスレーター中央部分
における特殊なＤＮＡ立体構造がヌクレオソームの形成を阻害し、それによって生じる開かれた
クロマチン構造がArsインスレーターの活性に重要であることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

インスレーターは、隣接する染色体環境の
影響を遮断し、その領域に挟まれた染色体
DNA の転写調節の独立性を保証する DNA 配列
のことである。インスレーターは、エンハン
サーとプロモーターの間に挿入されたとき
にエンハンサーの効果を遮断する活性（エン
ハンサー遮断効果）と、インスレーターで挟
まれた導入遺伝子を挿入された染色体領域
の環境から保護する活性（位置効果の抑制）
の２つの活性により定義される。当研究室で
は、バフンウニのアリルスルファターゼ
（HpArs）遺伝子の発現調節機構の研究の過

程で、この遺伝子の転写開始点から上流約２
kb の位置にインスレーター領域（Arsインス
レーター）を同定した。また、Ars インスレ
ーターは種を越えて機能することが明らか
となっており、遺伝子導入技術への応用が注
目されているが、その作用機構については不
明な点が多い。 
 

２．研究の目的 

本研究では、Ars インスレーターの作用機
構の解明を目的とし、Ars インスレーターの
DNA 立体構造やクロマチン形成能について解
析を行った。 
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 Ars インスレーターのエンハンサー遮断活
性には方向依存性がある。また、我々がこの
DNA 断片を扱う経験上、Ars インスレーター
を含むプラスミド DNAがインスレーターの方
向に依存した様々な挙動を示すことが分か
っている。例えば、Ars インスレーターがク
ローニングベクターに一方向にのみ挿入さ
れる場合があるという点などである。また、
DNA ポリメラーゼによる DNA 合成が、インス
レーター内において方向依存的に停止する
ことを示唆する証拠を得ていた。我々は、こ
れらの挙動が DNAの立体構造の影響であると
考え、Ars インスレーターの DNA 立体構造を
解析することにした。 
 また、インスレーターに共通する特徴とし
て、ヌクレアーゼ高感受性部位の存在が挙げ
られる。Ars インスレーター内においても、
単離核を用いた実験によりヌクレアーゼ高
感受性部位の存在が示されている。そこで、
Ars インスレーター内にヌクレオソームを形
成しにくい領域が存在すると考え、クロマチ
ン再構成系を用いたヌクレオソームのポジ
ショニングの解析をすることにした。 
 

３．研究の方法 
 Ars インスレーターが形成する DNA の立体
構造を解析するために、Ars インスレーター
を含むプラスミド DNA を用意し、クロロキン
（インターカレーター）を用いた二次元アガ
ロースゲル電気泳動により、超らせん依存的
な立体構造を形成しうるかどうか確認した。
直鎖状 DNA および超らせん DNA を用いて、ジ
エチルピロカーボネート（DEPC）などの塩基
修飾剤を用いたケミカルプローブ法により、
その DNA 構造中で B型 DNA とは異なる部分を
検出し、構造の詳細を明らかにした。 
 Ars インスレーターの DNA 立体構造が、DNA
合成に及ぼす影響について研究するために、
DNA ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反
応を行い、DNA ポリメラーゼが停止しやすい
部位を正確にマッピングした。 
 Ars インスレーターのクロマチン形成能を
解析するために、リコンビナントヒストンタ
ンパク質を作製し、Arsインスレーター上に
クロマチンを再構成させた。この再構成クロ
マチンにおけるヌクレアーゼ感受性を調べ
ることにより、ヌクレオソームのポジショニ
ングについて検討した。 
 
４．研究成果 

Arsインスレーターが形成するDNAの立体構
造を解析するために、Arsインスレーターを含
むプラスミドDNAを二次元アガロースゲル電
気泳動により解析し、超らせん依存的な立体
構造が形成されないことを確認した。また、
直鎖状DNAおよび超らせんDNAを用いて、ジエ
チルピロカーボネート（DEPC・塩基修飾剤）

を用いたケミカルプローブ法によりDNA構造
を解析したところ、Arsインスレーター中に
DEPC高感受性部位が検出された（図1）。 

 

 
図1：ArsインスレーターのDEPC感受性 

Arsインスレーターを含むプラスミドを直鎖

状または環状でDEPC処理し、その修飾部位を

プライマー伸長法により検出した。 

 
さらに、Arsインスレーターを鋳型としたプ

ライマー伸長反応を行ったところ、DNAポリメ
ラーゼによる合成反応が停止しやすい部位が
検出された。 
 Arsインスレーターのクロマチン構造形成
能を解析するために、リコンビナントウニヒ
ストンを作製してin vitroクロマチン再構成
系を確立した（図2） 

この再構成クロマチンを用いてArsインス
レーターのヌクレアーゼ感受性を調べたとこ
ろ、Arsインスレーターの中央部分から下流側
領域においてマイクロコッカルヌクレアーゼ
に対する高い感受性が検出された。また、Ars
インスレーターの上流側領域においてヌクレ
オソームのポジショニングによりヌクレアー
ゼによる切断から保護される領域が検出され
た（図3）。 
 



 

図2：クロマチン再構成形の確立 

リコンビナントウニヒストンタンパク質を調

製し、塩透析法によりArsインスレーターまた

はLv-rDNA断片（ポジティブコントロール）上

にヌクレオソームを再構成した。(A)バンドシ

フトによる再構成の確認。(B)マイクロコッカ

ルヌクレアーゼ処理による再構成の確認。 

 
 

 
図3：ヌクレオソームポジショニングの解析 

ArsインスレーターDNA断片または再構成クロ

マチンをマイクロコッカルヌクレアーゼ処理

し、その切断部位をプライマー伸長法により

検出した。 

 

Arsインスレーターの活性中心領域を検索
するために、Arsインスレーターの欠失変異体
を作製し、エンハンサーとプロモーターの間
に挿入したレポーター遺伝子を構築した。こ
れを用いてArsインスレーター欠失変異体の
インスレーター活性を測定したところ、Ars
インスレーターの中央部付近にインスレータ
ー活性に重要なコア領域が存在することが示
唆された（図4）。 

 

図4：Arsインスレーター活性コア領域の解析 

Arsインスレーターの欠失変異体を作成し、ル

シフェラーゼを用いたレポーター解析により

、そのインスレーター活性を測定した。 

 

以上の結果を総合的に解析すると、Ars イ
ンスレーターの DEPC 高感受性部位・DNA ポリ
メラーゼによる合成反応が停止しやすい部
位・クロマチン構造によりヌクレアーゼ感受
性を示す部位・Ars インスレーター活性に重
要なコア領域には相関がみられた。したがっ
て、Ars インスレーター中央部分の DNA 立体
構造がヌクレオソームのポジショニングを
排除しており、その結果として生じた開かれ
たクロマチン構造が、Ars インスレーターの
活性に重要であることが示唆された。 
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