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研究成果の概要：真核生物のゲノム DNA はヒストンと結合し、ヌクレオソーム、クロマチン

として核内に収納されている。遺伝子発現におけるクロマチンの機能を明らかにすることを目

的として、まず、ヒト由来 His6タグ付ヒストン H3 バリアントを酵母で発現させ、それを含む

酵母ミニ染色体を容易に精製する系を構築した。さらに、ゲノム遺伝子座におけるヌクレオソ

ーム配置のダイナミックな変化が、転写制御に本質的な機能を有することを示した。 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトをはじめとする真核生物において、ゲ
ノム DNA はヒストンと結合してヌクレオソ
ームを形成し、クロマチンとして細胞核内に
収納されている。クロマチンの基本単位であ
るヌクレオソームが 1974 年に発見されて以
来、電子顕微鏡、X 線結晶構造解析法などに
よって、ヌクレオソームの構造研究が行われ
てきた。1997 年に、in vitroで再構成したヌク
レオソームコア粒子の結晶構造が 2.8Åの分
解能で解明され、さらに、2005年にはヌクレ
オソーム 4量体の結晶構造が明らかになった。

このように、近年、ヌクレオソーム構造の原
子レベルでの理解が急速に進んでいる。しか
しながら、in vivoではヌクレオソームは静的
な構造体ではなく、転写の活性化や抑制に伴
いダイナミックに変化するが、ヌクレオソー
ムのダイナミズムとその機構については、ま
だほとんどわかっていない。 

 一方、ヒストンは DNA と非特異的に結合
するにもかかわらず、ゲノム上でヌクレオソ
ームはランダムには形成されていない。プロ
モーターなどの領域では、正確な位置にヌク
レオソームが形成されて（ヌクレオソームポ
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ジショニング）、遺伝子の発現制御に関与す
ることが報告されている。クロマチンの機能
を解明するためには、転写制御因子を含む転
写活性または抑制クロマチンドメイン、遺伝
子発現と密接に相関する修飾ヒストンやヒ
ストンバリアントを含んだクロマチン複合
体などの構造が解明されなければならない。
しかしながら、in vitro再構成ヌクレオソーム
の実験系では、これらの問題にアプローチす
ることは難しく、クロマチンの構造と機能の
研究には、in vitroと in vivoとの間で大きなギ
ャップが存在する。遺伝子の発現を制御する、
機能的なクロマチンドメインの形成メカニ
ズムと動態を解明することは、真核生物の遺
伝子発現制御機構を理解するために必須の
問題である。 

 

 

２．研究の目的 

 遺伝子の発現と制御におけるクロマチンの
機能を解明するために、転写制御因子を含む
転写活性または抑制クロマチンドメインの
分子構築と動態を明らかにすることを目的
として、次の２つを具体的な目標とする。 

(1) 機能的クロマチンドメインを保持した出
芽酵母ミニ染色体の構造−機能解析および
in vitroアッセイ系の構築 

(2) 出芽酵母ゲノム遺伝子座における転写制
御クロマチンドメインの分子構築と動態の
in vivoでの解明 

 上の二つの研究を展開することによって、in 
vitroと in vivoとを繋ぐクロマチン研究を確立
することを目指す。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 出芽酵母の菌株とプラスミド 

 HHF1（酵母ヒストン H4の遺伝子）遺伝子

とその 5’上流領域を、酵母ゲノムを鋳型とし

て PCRで増幅した。ゲノムから発現させるた

めに、酵母の integration vectorを用いて、HHF1

の ORF ( open reading frame ) と 5’上流領域と

の間に His6をコードする DNA 断片を導入し

たプラスミドを構築した。そのプラスミドを

用いて、二段階遺伝子置換法により、出芽酵

母ゲノムの HHF1 遺伝子座に導入して、

His6-H4 を発現する株を作製した。 

酵母の integration vector を用いて、HHT1

または HHT2（酵母ヒストン H3の遺伝子座）
の 5’-UTRと 3’-UTRとの間に、N末端にHis6G

タグを付けたヒト由来 H3 バリアントの遺伝
子をクローニングした。構築したプラスミド
を用いて、二段階遺伝子置換法によって、出
芽酵母ゲノムの HHT1または HHT2の遺伝子
座にヒトの His6-H3 バリアント遺伝子を挿入
した菌株を作製した。 

PHO5 におけるヌクレオソームの機能を解
明するために，二段階遺伝子置換法を用いて， 
PHO5 遺伝子座のプロモーター領域の—133
（site 1）、—218（site 2）、—334（site 3）に、
A34、(CG)n、(CTG)n を挿入した菌株を構築し
た。 

CYC1のUAS領域を欠失したプロモーター
と lacZ 遺伝子を融合したプラスミド
（∆UAS-CYC1-lacZ）を用いて，そのプロモー
ター領域の TATA box 上流にさまざまな
insertsを挿入したプラスミドを構築した。 

 

(2) PHO5遺伝子発現の解析 

 PHO5 の mRNA は，常法に従って調製し，

ノーザンブロット分析により解析した。また，

PHO5 の遺伝子産物である抑制性酸性ホスフ

ァターゼ（rAPase）の活性は， p-nitrophenyl 

phosphate を基質として，常法に従って定量し

た。 

 

(3) クロマチン構造の解析 

 酵母細胞から核を単離し，micrococcal 

nuclease（MNase）によりクロマチンを限定消

化した。32
P または IR-Dye800 で標識したプ

ライマーを用いる多サイクル伸長法によっ

て，MNase による切断部位を解析した。一方

では、間接末端標識、ヌクレオソームリピー

トアッセイによってクロマチン構造を解析

した。 

 プロモーター領域における制限酵素のア

クセッシビリティーを解析するために、細胞

核を制限酵素により消化し、サザンブロット

を行った。PHO5 遺伝子上流断片をプローブ

として、制限酵素による切断を検出した。 

 

(4) in vivo UV フットプリント 

 254 nmのUVを出芽酵母細胞に照射した後，

それらからゲノム DNA を調製した。

IR-Dye800 で標識したプライマーを用いる多

サイクル伸長法によって，UV-photoproducts

の位置を解析した。 

 

 

４．研究成果 

(1) 機能的クロマチンドメインを保持した出
芽酵母ミニクロモソームの構造−機能解析お
よび in vitroアッセイ系の構築 

 本研究では、出芽酵母の細胞からミニ染色
体を単離・精製する系を確立することを目的
とした。 

 His6 タグを付けたヒトのヒストン H3 バリ
アント（H3.1、H3.2、H3.3）または酵母 H4

を発現する出芽酵母の菌株を作製した。これ
らの一倍体と二倍体細胞から核を調製し、
SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動、ウエ



スタンブロットの後、His6 抗体を用いて解析
した。その結果、いずれの His6タグ付 H3 バ
リアントならびに H4 が、酵母細胞において
発現していることが示された。 

 次に、構築した菌株に、酵母ミニ染色体
TALS を形質転換により導入した。それらの
菌株から spheroplast lysateを調製し、Sephacryl 
S-300 クロマトグラフィーによって、ミニ染
色体が含まれる画分を得た。その画分を
Ni-Sepharose に吸着させて、5mM imidazole 

buffer で溶出した後、500mM imidazole buffer

で溶出した。His6 タグ付 H3 バリアントの発
現株から調製した TALS ミニ染色体は、いず
れも Ni-Sepharose に特異的に結合した。一方、
野生株（WT）から調製した TALS では、
Ni-Sepharose への特異的結合は見られなかっ
た。したがって、ヒトの H3.1、H3.2、H3.3

は、酵母細胞内で TALS ミニ染色体のヌクレ
オソームに取り込まれていることが示され
た。精製したミニ染色体を試料として、原子
間力顕微鏡による解析を行っている。 

 

(2)出芽酵母ゲノム遺伝子座における転写制
御クロマチンドメインの分子構築と動態の in 

vivoでの解明 

①誘導性遺伝子 PHO5の転写制御におけるヌ

クレオソームの機能 

 PHO5 遺伝子は、高リン酸塩濃度条件下

(High-Pi、転写抑制条件) では、プロモーター

上にヌクレオソームがポジショニングし、低

リン酸塩濃度条件下（Low-Pi、転写活性化条

件）ではヌクレオソオームが喪失することが

知られている。PHO5 の転写制御におけるヌ

クレオソームの機能を明らかにする目的で、

ヌクレオソーム形成を阻害または排除する

DNA配列を用いて、転写制御とクロマチンの

構造変化との関係を解析した。 

ゲノム PHO5 遺伝子座の—133（TATA box

上流、site 1）、—218（Pho4結合部位 UAS2 下
流、site 2）または—334 （Pho4 結合部位 UAS1

下流、site 3）に、ヌクレオソーム破壊配列で
ある A34、A34GGTACCA34（以下 2×A34）、(CG)7、
またはヌクレオソーム形成促進である
(CTG)12 を挿入した菌株を構築した。これら
の菌株において PHO5の遺伝子産物である抑
制性酸性ホスファターゼ（rAPase）の活性を
調べたところ、A34、2xA34または(CG)7を site 

2 に挿入すると、High-Pi で PHO5の発現が 6

から 11倍に活性化された。一方では、(CTG)12、
2×(CTG)12を site 2または site 3に挿入すると、
Low-Pi において PHO5の発現が抑制された。 
このような遺伝子発現の変化が転写レベ

ルでの制御によるものであるかどうかを明
らかにするために、酵母細胞から全 RNA を
調製して、ノーザンブロット分析により
PHO5の mRNAを定量した。転写抑制条件で

ある High-Pi において、site 2 に A34、2×A34

または(CG)7 を挿入した菌株では、PHO5 の
mRNAが検出されて、その量は 3—9 倍に増加
することがわかった。一方、転写活性化条件
である Low-Pi において、(CTG)12または 2×
(CTG)12を挿入した菌株では、PHO5の mRNA

が著しく減少しており、特に、site 3に挿入し
た菌株では mRNAは検出されず、転写活性化
条件であるにもかかわらず、強く抑制されて
いることがわかった。この結果は rAPase の測
定結果とよく一致しており、ヌクレオソーム
形成または促進配列の挿入によって、PHO5

の発現が転写レベルで変化していることが
明らかになった。 

次に、挿入配列による PHO5の転写の活性
化または抑制が、プロモーター領域のクロマ
チン構造の変化によるものであるかどうか
を明らかにするために、制限酵素のアクセッ
シビリティーアッセイによって解析した。ヌ
クレオソームの中に位置する制限酵素認識
部位は、制限酵素による切断を受けにくくな
ることが知られている。挿入配列によって
mRNA 量が大きく変化した、site 2 に (CG)7
を挿入した菌株について、PHO5 プロモータ
ー領域の—273 に位置する ClaI 部位のアクセ
ッシビリティーについて検討した。予想され
たように、コントロールの KpnI 株（no insert）
におけるClaIによる切断は、High-Piで 18%、
Low-Pi で 50%であり、転写抑制と活性化状態
との間で、ヌクレオソームの形成が異なるこ
とがわかる。一方、(CG)7を挿入した株では、
High-Pi において ClaI による切断は 58%と高
くなり、Low-Pi では 90%が切断された。した
がって、(CG)7 の挿入は、プロモーター領域
からヌクレオソームを排除することが示さ
れた。 

 以上の結果は、プロモーター領域における
ヌクレオソームの形成と排除が、PHO5 の転
写制御において本質的な役割を担っている
ことを示している。 

 

②減数分裂初期遺伝子の転写抑制における

クロマチンドメインの解析 

 出芽酵母の減数分裂初期遺伝子群（IME2, 

HOP1 など）において、Ume6 は標的遺伝子
のプロモーター領域にある URS1 に結合して
Rpd3 ヒストン脱アセチル化酵素複合体と
Isw2 クロマチンリモデリング複合体をリク
ルートすることによって転写を抑制する。こ
れまでに我々は、HOP1 の転写抑制には、
Ume6 複合体による TBP（TATA-box binding 

protein)の結合阻害が重要な機構であること
を報告した (M. Shimizu et al., Nucleic Acids 

Res. 2003)。本研究では、HOP1プロモーター
と lacZとを融合したHOP1-lacZプラスミドを
用いた。このプラスミドを、ume6∆、ヒスト
ン脱アセチル化酵素 rpd3∆、クロマチンリモ



デリング因子 isw2∆変異株に導入し、転写と
クロマチンとの関係を解析した。 

 まず、転写が抑制されているとき、HOP1

プロモーター上にヌクレオソームがポジシ
ョニングしていること、さらに、このポジシ
ョニングには Isw2 が必須であることが示さ
れた。転写抑制におけるヌクレオソームポジ
ショニングの役割を明らかにするために、
HOP1プロモーターの URS1（Ume6 の結合部
位）と TATA ボックスとの間に、アクチベー
ターHap1 の結合部位である UAS1 を導入し
たプラスミド（HOP1-UAS1-lacZ）を構築し、
野生株（WT）および一連の変異株における
転写活性、ヌクレオソームの配置、Hap1の結
合を解析した。WT と rpd3∆株では、
HOP1-UAS1-lacZ の発現は抑制されているが、
isw2∆と ume6∆株では転写の脱抑制が見られ
た。このとき、WT と rpd3∆株ではヌクレオ
ソームはポジショニングしているが、isw2∆

と ume6∆株ではポジショニングは喪失した。
さらに、WT 株ではアクチベーターHap1はほ
とんど結合できないが、isw2∆株では Hap1の
結合が検出された。 

 以上の結果から、Isw2 によるヌクレオソー
ムポジショニングはプロモーター領域のア
クセッシビリティーを制限して、HOP1 の転
写抑制に重要な役割を果たしている、と結論
される。この結果は、ヌクレオソームポジシ
ョニングと転写に関する我々の最近の結果
（Morohashi et al., Eukaryotic Cell 2006）とよ
く一致する。 

 次に、TBP の人為的リクルートによる転写
の解除とヌクレオソームポジショニングと
の関係について解析した。Hap1 の DNA結合
ドメイン（Zinc-cluster, ZC と略）と TBP とを
融合した ZC-TBP を発現する株に、HOP1 プ
ロモーターのTATA box上流にZCの結合部位
である UAS1 を有する HOP1-UAS1-lacZプラ
スミドを導入した。ヌクレオソームの位置と
ZC-TBP の結合との関係を、isw2∆、rpd3∆、
ume6∆欠損株を用いて解析した。TBP を人為
的にリクルートすると（ZC-TBP 株）、ヌクレ
オソームのポジショニングが不安定化し、
ZC-TBP の結合が in vivo UV フットプリント
によって検出された。isw2∆または ume6∆欠
損株において ZC-TBP を発現させると、転写
抑制は完全に解除された。このとき、ヌクレ
オソームポジショニングは消失して、ZC-TBP
の結合が増大した。一方、上で述べたように、
Hap1 を発現している株では UAS1 への Hap1

の結合は検出されず、転写は抑制されたまま
であったが、isw2∆欠損株では Hap1の結合が
検出され、転写抑制が解除された。 

 以上の結果は、ZC 単独ではヌクレオソー
ム内にある UAS1 に結合できないが、ZC-TBP
は UAS1 と TATA box に結合してヌクレオソ
ームを不安定化すると考えられる。 

 

③in vivoにおけるプロモーター領域でのヌク
レオソーム配置の改変による転写の活性化 

 in vivoにおけるヌクレオソームの形成また
は排除と転写との関係を系統的に調べるた
め に 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と し て
∆UAS-CYC1-lacZ を使用した。このレポータ
ープラスミドは、UAS（上流活性化配列，ア
クチベーターの結合部位）を欠失しているた
め、酵母細胞内では、通常、低レベルの基本
転写しか起こらないが、ヌクレオソームの喪
失によって転写の活性化が起こることが報
告されている。このプロモーターの—178の位
置に、ヌクレオソーム形成を阻害する 

(CGG)12、A34、(CG)7, 8、ヌクレオソーム形成
を促進する(CTG)12，およびヌクレオソーム形
成に影響を与えない(GAA)12 を挿入した。こ
れらのプラスミドを出芽酵母に形質転換し、
レポーター遺伝子の発現を解析した。insert

を挿入していないベクターからの発現と同
じように、 (GAA)12、(CTG)12 を挿入したレ
ポーター遺伝子の発現は極めて低かった。一
方、ヌクレオソーム形成を阻害する配列であ
る(CGG)12、A34、(CG)7, 8を挿入すると、その
発現は約 15—39 倍に増大した。また、スーパ
ーコイルを擬態した人工ベントDNA配列も、
レポーター遺伝子の発現を 51倍から 63倍に
増大することがわかった。 

 さらに、こられのプラスミドにおけるプロ
モーター近傍のクロマチン構造を解析した
結果、上で述べた転写の活性化は、挿入配列
の DNA の構造的性質によってプロモーター
上のヌクレオソームの配置が改変されたた
めに，転写活性が増大したと結論づけられた。 
 

(3) 総括と今後の展望 

 本研究の結果を以下にまとめる。 

①ヒト由来のヒストン H3 バリアントを出芽
酵母で発現する株を作製し、クロマチンと遺
伝子発現における機能を解析するための実
験系を構築した。 

②His6 タグ付ヒストンを取り込んだミニ染色
体を Ni-Sepharose で容易に精製できることを
示した。 

③in vivoでの PHO5 や HOP1 の転写制御に、
プロモーター領域近傍のヌクレオソームの
配置の変化が重要な役割を持つことを示し
た。 

④ヒストン脱アセチル化酵素 Rpd3 はヌクレ
オソームポジショニングには関与しないが、
転写抑制には必要であることが明らかにな
った。 

⑤Ume6 による転写抑制において、クロマチ
ンリモデリング複合体 Isw2 が、ヌクレオソー
ムポジショニングと転写抑制に必要である
ことが示された。 

⑥レポータープラスミドを用いて、DNA構造



によるクロマチンの改変が転写を活性化す
ることを明確に示した。 

 クロマチンを介した転写制御については、
国内外で活発に研究されており、本研究の成
果は、真核生物の遺伝子発現制御におけるク
ロマチンの機能を理解するうえで重要な知
見を提供している。 

 今後、本研究で構築した系をさまざまな遺
伝子を含むミニ染色体の精製に適用可能で
ある。転写制御因子、ヒストン修飾酵素やク
ロマチンリモデリング因子を含めて、クロマ
チンの機能制御の分子メカニズムの解明に
おいて、in vivoと in vitroを繋ぐ実験系として
利用されることが期待できる。 
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