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研究成果の概要（和文）：真核生物ゲノムの基盤構造であるヌクレオソームは、遺伝子の転写、DNAの複製・修
復の過程で動的に変化している。本研究は、非ヒストン性タンパク質HMGBによるヌクレオソーム動態変化を明ら
かにすることを目的とする。本研究で開発した部位特異的化学切断法による解析から、出芽酵母のリボソームタ
ンパク質遺伝子の転写活性化において、転写因子Rap1とHmo1が協奏的にヌクレオソーム配置を決定するモデルを
考案した。一方では、次世代シーケンサーを用いて、出芽ゲノムにおけるヌクレオソーム地図を高解像度で作成
した。また、in vivoでのDNA配列によるヌクレオソーム形成を評価した。

研究成果の概要（英文）：The nucleosome is the fundamental unit of eukaryotic chromatin, and its 
structure dynamically changes during gene transcription, DNA replication and repair processes. The 
aim of this research is to clarify the mechanism of nucleosome dynamics by uncovering the interplay 
between nucleosomes and non-histone proteins. In the present study, we developed a novel method to 
analyze and nucleosome positions, and DNA binding sites of a non-histone protein Hmo1 (yeast HMG 
homolog) in the yeast genome. We suggested a model in which Rap1 recruits Hmo1 to deplete 
nucleosomes at the promoter region during transcriptional activation. Furthermore, we established a 
genome-wide mapping method of nucleosome positions using next-generation sequencing. These 
techniques are also useful for examining the effects of DNA sequences on nucleosome formation in 
vivo.

研究分野： 分子生物学、生化学、分子遺伝学

キーワード： ヌクレオソーム　ヒストン　HMGBタンパク質　クロマチン動態制御　ゲノム機能発現　出芽酵母　ケミ
カルマッピング　タンパク質-DNA相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クロマチンの基盤ユニットであるヌクレオソームは、DNAの塩基配列変化を伴わない遺伝子発現制御機構である
エピジェネティクスのプラットフォームである。本研究において、細胞内でのヌクレオソームと非ヒストンタン
パク質のDNA結合部位の新規解析法を確立し、遺伝子の転写制御におけるヌクレオソームと非ヒストンタンパク
質の動態変化を明らかにした。本研究で確立したクロマチン構造の新規解析法はエピジェネティック制御機構の
解明と、その破綻による疾患研究の新機軸の開拓へ繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 真核生物では、長大なゲノム DNA はヌクレオームの連鎖として折りたたまれ、クロマチンと
して細胞核内に収納されている。その一方で、クロマチンの高次構造は動的に変化して、遺伝子
の転写、DNA 修復、細胞周期におけるゲノムの複製と染色体の凝縮などの調節に重要な役割を
果たしている。このようなクロマチンの構造変化は、クロマチンリモデリング因子、ヒストンの
翻訳後修飾のほか、非ヒストン性クロマチン構造タンパク質によって制御されている 1)。 
 細胞核内に比較的多量に存在する非ヒストン性タンパク質として、HMGB（High-Mobility-
Group Box）がある。HMGB は酵母からヒトまで広く保存され、クロマチンの構築とリモデリ
ング、エピジェネティクス、敗血症・感染症の抑制や炎症メディエーターなどの多彩な機能を有
することが報告されている 2)。出芽酵母において HMGB タンパク質ホモログは７種類同定され
ているが 3)、そのうち Hmo1、Nhp6A、Nhp6B は塩基配列非特異的 DNA 結合タンパク質とし
て、遺伝子の転写制御、クロマチンリモデリング因子との相互作用、リンカーヒストンとしての
機能などが報告されている 3)。しかし、ヌクレソームに対する HMGB タンパク質の作用機構に
ついては未だによくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、遺伝子の転写における各ヒストン分子と HMGB との協奏的相互作用によるクロマ
チン・染色体の動態を明らかにすることを目的とする。出芽酵母ゲノムにおいて、ヌクレオソー
ムを構成するヒストン H2A、H2B、H3、H4 ならびに HMGB タンパク質ホモログの各分子の
DNA 結合部位を同定する。その結果に基づき，ヌクレオソーム配置の動的変化における HMGB
タンパク質の機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究の特色は，従来，研究代表者が確立したクロマチン構造解析技術を基盤として 4-7)，出
芽酵母において分子遺伝学・分子生物学的手法と化学的アプローチを組み合わせた方法 8, 9)にあ
る。部位特異的化学切断法とマイクロコッカルヌクレアーゼ（MNase）によるクロマチン構造の
パラレルマッピングは，研究代表者らの確立した独創的な解析手法である。 
(1) 出芽酵母変異株の作製 
 本研究では，ヌクレオソームを構成するヒストン H2A、H2B、H3、H4 ならびに出芽酵母
HMGB ホモログ Hmo1 を解析対象タンパク質とした。これらの野生型遺伝子は全て出芽酵母プ
ラスミド pRS306 にクローニングした。次に，出芽酵母ヌクレオソームならびにヒト HMGB-
DNA 複合体の結晶構造を参照して，各タンパク質分子において DNA に近接するアミノ酸残基
を選び，それらの残基を Cys に変異した遺伝子を作製した。二段階遺伝子置換法を用いて，各
解析対象タンパク質の遺伝子座に Cys 変異を導入した出芽酵母株を）構築した。 
(2) 部位特異的化学切断と MNase によるパラレルマッピング 
 Cys 変異株から単離した細胞核を試料として，導入した Cys残基に N-(1,10-phenanthrolin-5-yl) 
iodoacetamide を連結して OHラジカルを局所的に発生させて DNA を切断した。一方では，単離
核を MNase で消化し，リンカーDNA 部位で切断されたクロマチン DNA断片を調製した。 
(3) ヌクレオソーム配置と HMGB タンパク質の DNA 結合部位の同定 
 得られた DNA断片をサンプルとして，アガロースゲル電気泳動・サザンブロットと間接末端
標識法によって，ゲノムにおける個々の遺伝子座のヌクレオソームの配置，解析対象タンパク質
の DNA 結合部位を検出した。一方では，部位特異的化学切断または MNase 消化により得られ
た，50〜250 bp の DNA断片をライブラリ化し，次世代シーケンサー（NGS）によりゲノムワイ
ドで解析した。 
 
４．研究成果 
（1）出芽酵母リボソームタンパク質遺伝子（RPG）における Hmo1 の結合とヌクレオソーム動
態 
 Hmo1 はリボソームタンパク質遺伝子群（RPGs）の転写制御に関与するという報告 10)を参考
にして、出芽酵母ゲノムの RPS5 と RPS11B 座を解析した。ヒストン H4-S47C を介した化学
切断と MNase切断部位のマッピングから、RPS5 と RPS11B座のプロモーター領域から遺伝子
の転写領域（gene body）において-2 から+4 ヌクレオソームの配置を決定した（転写開始点近
傍に位置するヌクレオソームを+1 ヌクレオソームと定義する）。-1 と+1 ヌクレオソームの間の
プロモーター領域において、RPS5 では約 500 bp、RPS11B では約 320 bp のヌクレオソームフ
リー領域が同定された。Hmo1 はヌクレオソームフリー領域内の複数の部位に結合することが
示された。 
 飢餓条件下では RPGs の転写が約 20%に低下する。そこで、飢餓条件（胞子形成培地）で転
写抑制状態における Hmo1 の結合とヌクレオソームの配置を調べた。飢餓条件では、RPS5、
RPS11B 座において、-1 ヌクレオソーム〜-3 ヌクレオソームの位置はほとんど変化していなか



ったが、+1 ヌクレオソーム〜+4 のヌクレオソームの並びが約 90 bp 上流側にシフトした。一
方、栄養増殖条件に比較して、飢餓条件では Hmo1 の結合は著しく低下することがわかった。 
 RPGs の転写制御に Rap1 と Fhl1-Sfp1-Ifh1 などの転写因子が関与している。さらに、Hmo1
の結合と転写との関係を明らかにするために、RPS11B のプロモータ−領域の Rap1 結合部位ま
たは Fhl1 結合部位を破壊した出芽酵母株を作製した。Rap1 結合部位を破壊した株では、+1 と
+2ヌクレオソームの位置が上流に移動し、Hmo1の結合が大きく減少した。この結果は、RPS11B
のプロモーターに Rap1 が結合できなくなると、Hmo1 がリクルートされなくなることを示唆
している。その結果、ヌクレオソームフリー領域が狭くなり、+1 ヌクレオソームの位置が変化
すると考察した。一方、Fhl1 の結合部位を破壊した株では、ヌクレオソームの配置は野生株と
Rap1結合部位の変異株におけるパターンを重ねたものとほぼ一致し、Hmo1の結合が減少した。
すなわち、Fhl1 が結合しないとヌクレオソーム配置の動態変化は不完全であることが推察され
る。 
 以上の結果から、RPG の転写活性化機構において、Rap1 がプロモーター領域上流に結合す
ると Hmo1 がリクルートされてヌクレオソームフリー領域が形成され、転写が活性化されると
いうモデルを考案した。 
 
（2）高解像度ケミカルマッピングによるヌクレオソーム配置のゲノムワイド解析 
 ヌクレオソームはヒストン 8 量体の周りを 145-147 bp の DNA が 1.7回転巻き付いた複合体
である。出芽酵母ゲノムにおいてヌクレオソームを構成する 4 種類のヒストンの DNA 結合部位
を特異的に化学切断する新規の方法（Chem-seq）を確立し（島根大学・加藤太陽博士との共同
研究）、以下の成果を得た。 
 ① ヌクレオソームのゲノムワイドでの新規マップ法の開発：NGS 解析によって、出芽酵母の
細胞核内のヌクレオソーム DNA における H2A、H2B、H2C による特異的な切断部位を決定し
た。ヒストン H2A と H2B によるケミカルマップは報告例がなく、塩基対レベルの高分解能で
ヌクレオソームにおける H2A-H2B 二量体の動態を解析する新規の Chem-seq 法を確立するこ
とに成功した。 
 ② ヌクレオソーム動態の解明：出芽酵母の 5,542 遺伝子における H2A による切断部位とそ
の強度の解析から、転写に関連した特殊なヌクレオソーム構造の存在が示唆された。また、出芽
酵母ゲノムの全ヌクレオソームにおける H2B の切断部位のパターンは、少なくとも 3 種類の多
様なヌクレオソーム構造が存在する可能性を示している。 
 以上の結果は、in vivo でのヌクレオソームの構造と動態に関して、塩基対レベルの高分解能
での解析を可能にした。また、本研究により得られたヌクレオソームマップは、従来の MNase
や ChIP-seq、H4-S47C と H3-Q85C によるマップとともに、遺伝子の転写、DNA の修復、組
換え、複製の研究者の新たなリソースとして高い価値があるものと考える。この方法を Hmo1
の部位特異的化学切断法と組み合わせて、Hmo1 とヒストンとのインタープレイの機能動態の
解析へと研究を展開している。 
 
（3）DNA の塩基配列に依存したヌクレオソーム形成の評価 
 本研究で確立した部位特異的化学切断法を用いて、in vivo における DNA 配列とヌクレオソ
ーム形成との関係を調べた。着目したトリヌクレオチド反復配列（TRS）はマイクロサテライト
のメンバーであり、多くの真核生物ゲノムに大量かつ非ランダムに分布している。TRS 配列は
全部で 10 種類あるが、ゲノムにおける TRS の長さはさまざまであり、いくつかの TRS 配列の
伸長は遺伝性神経疾患に関係している。TRS のゲノム内での偏った分布の原因や動的な性質に
ついては、未だによくわかっていない。 
 本研究では、ポジショニングしたヌクレオソームから構成される出芽酵母ミニ染色体を用い
て、全 10 種類の TRS をヌクレオソームの中央に挿入し、ヒストン H4-S47C 部位特異的化学切
断により TRS のヌクレオソーム形成への影響を検討した。その結果、(AAT)12と(ACT)12は強い
ヌクレオソーム促進配列、(AGG)12と(CCG)12はヌクレオソーム排除配列として作用することが
示された。また、局所的なヒストン結合親和性スコア解析から、(AGG)12 を除く TRS のヌクレ
オソーム形成は主にヒストンオクタマーに対する親和性によって決定されると結論づけられた。
これらの知見は、ゲノムにおける TRS のヌクレオソーム形成能力を理解するためのフレームワ
ークとなるものと考えられる。 
 さらに、ケミカルマッピングを基盤として、DNA 配列によるヌクレオソーム配置の予測法の
確立と、ヌクレオソーム配置に対するヒストンと DNA との局所的親和性の寄与を含めた新規モ
デルの構築を島根大・加藤太陽博士との共同研究で進めている。 
 
（4）研究の総括と今後の展望 
 本研究において、出芽酵母細胞核を試料としてヌクレオソームを構成するコアヒストン 4 種
類と HMGB タンパク質ホモログである Hmo1 の部位特異的化学切断法を確立した。従来法で
あるリンカーDNA 部位を優先的に切断する MNase 法と組み合わせて、出芽酵母ゲノムにおけ
る RPGs におけるヌクレオソーム配置と Hmo1 の結合部位を同定し、転写因子との協奏的な相
互作用によりヌクレオソームフリー領域が形成されると考えられた。現在、解析途中にある
HMGB ホモログの Nhp6 はクロマチンリモデリング因子 FACT の相互作用因子であり、FACT



を含めて遺伝子の転写活性化におけるヌクレオソーム動態変化の解明へと研究を展開する。 
 一方では、ヒストンの部位特異的化学切断法はヌクレオソーム形成と DNA 配列との解析に有
効であることを実証するとともに、出芽酵母ゲノムにおけるヌクレオソームの新規の高解像度
マッピング法である Chem-seq 法を確立した。今後、Chem-seq 法と MNase-seq とを組み合わ
せたゲノムワイドでのヌクレオソームのパラレルマッピングと、ゲル電気泳動による個々の遺
伝子座の解析を駆使することによって、出芽酵母ゲノムでのヌクレオソームの機能動態の分子
機構の理解がさらに進むことが期待できる。また、HMG などの非ヒストンタンパク質によるヌ
クレオソーム動態変化の解析は、エピジェネティック制御機構の解明とその破綻による疾患の
分子機構の研究に対する新機軸の開拓に繋がることが期待される。 
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