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研究成果の概要（和文）： 

真核生物のゲノムはヒストンに結合してクロマチンを形成し、さらに細胞核に収納されている。

このようなクロマチン・細胞核の構造が、エピジェネティック制御の基盤となっている。ゲノ

ムは安定に維持される必要があり、ここにもエピジェネティック制御が関与しているが、その

詳細は知られていない。本研究では、INO80 クロマチンリモデリング複合体やヒストンアセチ

ル化複合体が、ゲノム安定性維持において、進化的に保存された重要な機能を有することを示

した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In eukaryotic cells, the genome forms chromatin together with histones, and chromatin 
is packed into the nucleus in a highly organized manner. These chromatin and nuclear 
organizations are fundamentals of epigenetic regulation. The maintenance of genome 
stability is a subject of epigenetic regulation; however, molecular mechanisms involved 
in the genome stability are largely unknown yet. In this project, we showed that INO80 
chromatin remodeling complex and histone acetylation complexes play important and 
evolutionarily conserved roles in the maintenance of the genome stability.  
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１． 研究開始当初の背景 
真核生物において、ヌクレオソームを基本単
位とするクロマチンの構造変化が、遺伝子発

現のエピジェネティック制御の分子基盤と
なっている。クロマチン構造を変換する分子
機構として、ATP 依存的クロマチンリモデリ
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ング(ADCR)複合体によるヌクレオソームの
破壊・移動・変形と、ヒストンアセチル化
(HAT)複合体などによるヒストンの化学修飾
がある。これらの複合体の特徴として、その
多 く が ア ク チ ン 関 連 タ ン パ ク 質
(actin-related protein; 以下 Arp と略称)
を複合体中に含んでいることが挙げられる。 

Arp は、アクチンに進化的・構造的に関連
性を有する一群のタンパク質であり、アクチ
ンと共にアクチンファミリーを形成する。
Arp のサブファミリーとして Arp1～Arp10 が
存在するが、これらの Arp は、当初、細胞質
で機能すると考えられていた。しかし我々は
Arp4, 5, 6, 7, 8, 9 が細胞核に局在して機
能していることを世界で初めて明らかにし
た（PNAS, 1994; Mol Biol Cell, 1995）。
その後の解析で、これらの Arp が ADCR 複合
体や HAT複合体の構成因子として存在するこ
とも示し、転写や修復のゲノム機能における
アクチンファミリーの重要性を明らかにし
た（Mol Biol Cell, 1999; Nucl Acids Res, 
2002, 2004, 2007）。さらに、Arp5, Arp8 の
ChIP-chip（クロマチン免疫沈降とマイクロ
アレイの組合せ）解析などにより、これらを
構成因子とする INO80 ADCR 複合体が停止し
た DNA 複製フォークの進行再開に必要である
ことを、世界に先駆けて Current Biology 誌
の Article として報告した。DNA 複製におけ
る複製フォークの進行はヌクレオソームに
よって妨げられるため、これまでも複製フォ
ークの進行に伴ってクロマチン構造を変換
する機構の存在が予想されていたが、その詳
細は不明であった。我々のこの発見は、DNA
複製におけるエピジェネティック制御の機
構の一つを始めて明らかにしたものである。
さらに、我々のこれまでの解析から、複製フ
ォークの進行には INO80 複合体以外のクロマ
チン構造変換複合体が関与していることを
示唆する結果も得られている。特に、INO80
複合体や DNA ポリメラーゼと遺伝的相互作用
を示す NuA4 HAT 複合体を第一候補と考えて
いる。 
複製フォークの停止は、ゲノム不安定化の大
きな要因となる。停止した複製フォークでは
DNA 二重鎖切断(DSB)が起こりやすく、この
DSB が適切に修復されないと、染色体欠失・
転座などを介して細胞ガン化を引き起こす。
興味深いことに、我々は INO80 複合体が DSB
修復にも関与することを示している。FRA16D
などの染色体脆弱部位とよばれる領域では
複製フォークの停止による不安定化が起こ
ると予想されており、実際にこの領域での染
色体切断がガン細胞で高頻度に観察される。
また、停止した複製フォークが巻き戻される
とトリプレットリピート配列がヘアピン構
造を形成し、これによりリピートの伸長がお
こる。このようなトリプレットリピートの伸

長は、トリプレットリピート病と総称される
疾病の発症を引き起こす。例えば、CAG や CGG
リピートの伸長は、それぞれハンチントン病
や脆弱 X 症候群を発症させる。染色体切断を
伴うガンやトリプレットリピートの伸長が
特定の組織で観察されるなど、ゲノム不安定
化が時期特異的・組織特異的に観察されるこ
とから、ゲノム安定性を制御するエピジェネ
ティクス機構の存在が予想されていたが、こ
れまでその実体は明らかにされていなかっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、出芽酵母およびヒト培養細
胞を用いて以下を達成することを目的とし
た。 
(1)INO80 複合体と協調して複製フォーク進
行・ゲノム安定化維持に関与する複合体の同
定を行う。特に、DNA 複製と INO80 複合体機
能への遺伝学的関連性が見出された NuA4 HAT
複合体を第一の候補として解析する。 
(2)INO80 や NuA4 複合体などによるクロマチ
ンの構造変換が、ゲノムの安定性維持にどの
ように寄与しているかを解明する。特に、DNA
複製フォークの停止により染色体切断が起
こると予想される FRA16D などのヒト染色体
脆弱部位の配列や、疾病の原因となるトリプ
レットリピート配列に注目して解析を行な
う。 
(3)ヒト染色体脆弱部位配列やトリプレット
リピート配列の近傍に INO80 複合体を人工的
に結合させ、これによりゲノム安定性を改善
する実験系を構築する。これはゲノム安定性
維持におけるエピジェネティック制御を評
価・応用する上での新規実験系になると共に、
将来の人工的なエピジェネティック制御に
よるゲノム安定性向上へのモデル系となる。 
 
 
３．研究の方法 
目的達成のため、それぞれ以下の実験を実施
した。 
(1)INO80 複合体と協調して複製フォーク進
行に関与する複合体の同定：クロマチン免疫
沈降法(Chromatin immunoprecipitation; 
ChIP)とマイクロアレイチップ(chip)法を組
み合わせた ChIP-chip 解析により、停止させ
た複製フォークへの NuA4 HAT 複合体などの
結合を解析する。さらに、遺伝学的解析や複
製フォーク進行の解析などを行ない、複製フ
ォーク進行における INO80 や NuA4 複合体の
機能を明らかにする。 
(2)ゲノム安定性維持における INO80 および
NuA4 複合体の機能解析：ヒト由来の染色体脆
弱部位の配列やトリプレットリピートを挿
入した酵母人工染色体を用いて、ゲノム安定



 

 

性維持におけるこれらの複合体の機能を解
析する。また、既に作成したヒト INO80 複合
体ノックアウト細胞を用いた解析によって
も、これらの複合体機能を明らかにする。 
(3)クロマチン構造変換複合体による人工的
なゲノム安定性向上：上記の酵母人工染色体
を用いた実験系を利用し、ヒト染色体脆弱部
位の配列やトリプレットリピートの近傍に
INO80 や NuA4 複合体を人工的に結合させる。
この人工的なクロマチン構造変換によるゲ
ノム安定性の向上を検証する。 
 
 
４．研究成果 
我々は、研究分担者である太田と共に、出芽
酵母を用いた ChIP-chip 解析によって、ヒド
ロキシウレア(HU)存在下で停止させた複製
フォークに INO80複合体が結合することを示
した。転写制御においては、クロマチンリモ
デリング複合体と HAT複合体との機能協調が
多く報告されているが、複製フォークの進行
についても、我々の解析によって INO80 複合
体と NuA4 HAT 複合体が協調的に機能してい
る可能性が示されている。そこで、NuA4 HAT
複合体の構成因子である Arp4 変異株を用い
ることで、NuA4 HAT 複合体も、複製フォーク
の進行に関与する可能性を示した。 

以上の結果に基づいて、さらにヒト染色体
の安定性を出芽酵母で解析することを目指
した。出芽酵母を用いた実験は、遺伝学解析
や遺伝子操作が容易であるほか、細胞周期が
短いため、短時間で高感度にゲノムの不安定
化を検出することができる。ヒト染色体脆弱
部位の配列やトリプレットリピートを含む
酵 母 人 工 染 色 体 (Yeast Artificial 
Chromosome; YAC を、出芽酵母の野生株ある
いは INO80 複合体機能破壊株に導入し、YAC
に導入した配列の不安定化を解析した。この
YAC は、不安定化領域での切断によりマーカ
ーが失われる構造となっており、この特徴を
利用してこの人工染色体の不安定性を高感
度に評価することが可能である。ガン細胞で
高頻度に切断・転座が観察される FRA16D 領
域を挿入した YAC などを用いた。さらに、デ
グロンタグシステムを利用して、INO80 複合
体の機能に必須な構成因子である Ino80 や
Arp8 を温度処理により特異的かつ急速に分
解誘導する酵母株を作成し、解析に用いた。
これにより、特定の細胞周期で INO80 複合体
機能を破壊することも可能となった。このシ
ステムと上記の YAC を組み合わせることによ
り、INO80 複合体の存在が、出芽酵母に導入
したヒト染色体の安定性維持に関与するこ
とを示した。 

これまで INO80複合体の機能解析のほとん
どは出芽酵母で行われており、ヒトなどの脊
椎動物細胞における INO80 複合体の機能解析

はまだ例が少ない。この理由の一つとして、
INO80 複合体の機能を欠損した細胞株が存在
しなかったことが挙げられる。我々は、ヒト
INO80 複合体の機能に必須な構成因子である
Arp5 および Arp8 の発現をテトラサイクリン
存在下でノックアウトできる細胞株をヒト
Nalm6 細胞を用いて樹立した。このノックア
ウト細胞における複製フォークの進行を、
DNA ポリメラーゼ阻害剤アフィディコリンへ
の感受性や BrdU のゲノムへの取り込みなど
を指標に解析した。その結果、このノックア
ウト細胞株において、複製フォークの進行異
常に基づくゲノム不安定化が起こっている
可能性が示された。さらに、分裂期染色体の
異常も観察された。 

出芽酵母の実験系を用いて、INO80 を過剰
発現することで、YAC への INO80 結合の促進
を図ったところ、YAC の安定性の増加が観察
された。 

これらの結果は、クロマチンリモデリング
複合体や HAT 複合体が、ゲノム安定性維持に
おいて、進化的に保存された普遍的な機能を
有することを示唆している。この知見は、が
ん治療や再生医療において、ゲノム安定性は
大きな課題であり、このような分野に広く応
用が可能であると考えられる。 
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