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研究成果の概要（和文）：個々の遺伝子は厳密に決められた量のRNAを転写する。転写の量的調節に関与するク
ロマチン構造を明らかにする目的で、転写量の異なる３つのプロモーターから発現するCYP19遺伝子をモデルに
SEVENS法でクロマチン構造を解析した。その結果、転写量の多いプロモーター領域ほどヌクレオソームの局所的
密度が小さいopenクロマチンであった。さらに、SEVENS法で分画したクロマチンから得られたDNAを次世代シー
ケンサーで解読し、転写量とヌクレオソーム密度の関係をゲノムワイドに検証した。

研究成果の概要（英文）：A controlled amount of RNA is transcribed from an individual gene. To 
elucidate contribution of chromatin structure to this quantitative control, the CYP19 gene, which 
harbors three promoters with a different activity, was chosen as a model gene. The SEVENS assay 
revealed that local density of nucleosomes in the promoter regions was inversely correlated to 
transcriptional activity of each promoter of the CYP19 gene. Such correlation was confirmed by a 
whole genome analysis in which DNA recovered from the SEVENS fractions was sequenced using next 
generation sequencing technology.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 遺伝子の転写調節機構を理解することは、
生体内で起こる現象全ての本質に迫る研究
課題と考えられる。生体内の DNA はヌクレオ
ソームなどのタンパク質成分と結合してク
ロマチンを構成しており、近年の転写研究で
は、遺伝子プロモーター領域でのクロマチン
の構造変換による転写調節機構が注目を集
めている。 
 クロマチン構造を解析するには、従来
DNase I などのヌクレアーゼが用いられ、こ
の酵素により DNA が切断されると、クロマチ
ン構造は open であると判別された。また、
比較的最近開発された FAIRE 法では、ホルマ
リンで架橋したクロマチンをフェノールで
抽出した際に水層に回収される DNA を、タン
パク質成分の結合が乏しい領域、つまり open
領域として判別した。どちらにしろ、これら
の方法は open クロマチンの観察に特化した
ものであり、そうでない領域は closed と間
接的に解釈されてきた。 
 2010 年に、我々はショ糖密度勾配遠心を用
いた新たなクロマチン構造の解析法を開発
した（Ishihara et al. Nucleic Acids Res. 
38, e124）。「SEVENS 法」と名付けたこの方法
では、ヌクレオソームの局所的密度（言い換
えると混み合い具合）の違いでクロマチンを
分画することができ、open クロマチンと
closed クロマチンがそれぞれ回収される。し
たがって、クロマチンの open-closed 間の構
造変換を理解する上で、SEVENS 法は有効な手
段と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 多様な転写量を示すモデル遺伝子を
SEVENS 法で解析して、転写量の違いを
生ずるクロマチンの構造的基盤を理解
する。 

 
(2) SEVENS 法で分画されるクロマチンに含
まれる DNA を次世代シーケンサーでゲ
ノムワイドに解析をして、前項(1)のモ
デル遺伝子で観察された転写量とクロ
マチン構造の相互関係の普遍性を検証
する。 

 
(3) SEVENS 法でのクロマチン分画の信頼性
を、FISH 法などの細胞学的アプローチ
で確認する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) エストロゲン合成酵素アロマターゼを
コードする CYP19 遺伝子は、複数のプロ
モーター（上流から Ia、Ib、Ic と呼ば
れる）から転写されることが知られる。
その転写量はプロモーター毎に異なっ
ており、転写量を決めるクロマチン構造

を解析する上で適当なモデルになると
考えられた。そこで、CYP19 遺伝子が発
現するヒト肝細胞由来 HepG2 細胞とヒ
ト卵巣顆粒膜細胞由来 KGN 細胞を用い
て、各プロモーター領域のヌクレオソー
ムの局所的密度を SEVENS 法で解析した。
なお、解析データは、open クロマチン
が集まる上部フラクションと closed ク
ロマチンが集まる下部フラクションの
比（Up/Lo）で表し、特に上部フラクシ
ョンに集まる領域を EUS (enrichment 
in upper fractions of the SEVENS 
assay)と名付けた。また、ヒストン H3 
pan 抗体での ChIP 法をあわせて行い、
ヌクレオソームの結合量も解析した。 

 
(2) HepG2 細胞のクロマチンを、SEVENS 法で
上部フラクションから下部フラクショ
ンにかけて６つに分画した。そして、全
ゲノムにおけるヌクレオソームの局所
的密度を明らかにするため、各フラクシ
ョンから精製された DNA を次世代シー
ケンサーで解析した(SEVENS-Seq 法)。
また、HepG2 細胞から mRNA を抽出して
cDNA に逆転写後、次世代シーケンサー
で解読した(RNA-Seq 法)。そして、全遺
伝子プロモーター領域のクロマチン構
造と転写量の関係を、バイオインフォマ
ティクスの手法を用いて解析した。 

 
(3) SEVENS法で分画したopenクロマチンと
closedクロマチンから抽出したDNAを、
LM-PCR法で増幅してFISH法に用いるプ
ローブを作製した。そして、HepG2 細胞
に対して FISH 法を実施し、それぞれの
クロマチンの核内分布を観察した。ここ
で行った LM-PCR 法には、GC 含量による
増幅バイアスが生じにくいアダプター
を新たにデザインして用いた。 

 
４．研究成果 
 
 HepG2 細胞での CYP19 遺伝子は、Ib と Ic
プロモーターから転写され、Ia プロモーター
からは転写されない。そして、RT-qPCR 法の
解析では、Ib 転写産物が Ic 転写産物より 10
倍多いことが分かった。SEVENS 法でヌクレオ
ソームの局所的密度を解析すると、次図のよ
うに Ibと Icプロモーター領域が EUSとして
観察された（図中の EUS-1 と EUS-4）。一方、
Iaプロモーター領域にはEUSは観察されなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 



重要なこととして、EUS-1 が EUS-4 に比べて
上部フラクションにより濃縮しているので、
転写量の大きい Ib プロモーターは、Ic プロ
モーターに比べてヌクレオソーム密度が小
さいと解釈された。一方、次図に示したよう
に、ヌクレオソームの結合量は、Ib と Ic プ
ロモーター領域で減少していた。その減少度
合いは前者の方が大きく、EUS のピークと逆
相関していた。つまり、ヌクレオソーム密度
の低下は結合しているヌクレオソーム量が
減少したためと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 KGN細胞ではIcプロモーターからのみ転写 
が起こることが知られる。この細胞を SEVENS
法で解析すると、次図のように Ic プロモー
ター領域のみに EUS が観察され（図中の
EUS-6）、Ia と Ib プロモーター領域はむしろ
下部フラクションに濃縮するヌクレオソー
ムの高密度状態であることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そして、ChIP 法の解析では、次図のように
Ic プロモーター領域でのヌクレオソーム結
合量が減少していた。したがって、HepG2 細
胞と同様に、KGN 細胞の Ic プロモーターでの
EUS は、ヌクレオソームがその領域から除か
れたことにより生じたと解釈された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の CYP19 遺伝子に関する研究成果は、
2015 年に米国の科学専門誌に掲載された
(Kotomura et al., PLoS One 10, e0128282)。
なお、これらの解析では、プロモーター以外
の領域で多くの EUS を観察した。エンハンサ
ーなどの転写調節に関与する領域と考えら

れるため、現在、その詳細について解析を継
続している。興味深いことに、一部の EUS で
は、ヌクレオソーム結合量が減少する領域と
一致しなかった（例えば KGN 細胞の EUS-2）。
このような領域でのヌクレオソームの密度
低下がどのような機構で生ずるのか、さらな
る解析を行っている。 
 上述したCYP19遺伝子で明らかにされたク
ロマチン構造と転写量の関係が、全遺伝子の
プロモーター領域に普遍的に見られること
を検証するため、SEVENS-Seq 法と RNA-Seq 法
による HepG2 細胞の解析結果を比較した。そ
の結果、RNA の存在が確認されたほとんど全
ての遺伝子のプロモーター領域が、ヌクレオ
ソームの局所的密度が小さいEUSとして観察
された。ただし、遺伝子によってプロモータ
ーEUS の範囲は一様でなく、転写開始点との
位置関係も異なっていた。現在、この多様な
EUS のパターンと転写量との関係を明らかに
するためにバイオインフォマティクス解析
を行っており、その解析を待って論文として
発表する予定である。 
 近年、核内ドメインの空間的制御が、クロ
マチンの構造変換に関与することが指摘さ
れている。そこで、SEVENS 法で分画された
open クロマチンと closed クロマチンより抽
出した DNA をプローブに、FISH 法により両ク
ロマチンの核内分布を明らかにした。このデ
ータも併せて論文に加えることを計画して
いる。 
 なお、FISH 法のプローブにはマイクログラ
ムオーダーの多量な DNA が必要とされるが、
SEVENS法で回収されるクロマチンからのDNA
量では十分でなかった。そこで、DNA 断片の
両端にアダプター（PCR プライマー配列をコ
ードするオリゴヌクレオチド）を結合させて
増幅させる LM-PCR 法で、十分量の DNA を得
ることを計画した。従来の Y字型アダプター
を利用した方法では、基質 DNA の GC 含量に
よって増幅効率が大きく異なることが知ら
れる。そこで、プライマー配列を背中合わせ
に並べたアダプター(BB アダプターと名付け
た)を新規にデザインして、LM-PCR 法に応用
した。その結果、GC 含量による影響が大きく
軽減されて、FISH 法のプローブ作製に有効で
あることが分かった。この成果は、2017 年に
方法論に特化した専門誌に掲載された
(Ishihara et al., Anal. Biochem. 531, 
37-44)。 
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