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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒストンを修飾したヌクレオソームを試験管内で再構成して人工細胞膜
を用いたリポソームに封入することによりクロマチンを細胞内に導入するための技術開発と、再構成した試料を
DNA仲介反応系で評価することを研究目的とした。その結果、長鎖ヌクレオソームをリポソームに封入するため
の再構成条件を見いだした。また、ヒストンH2BのN末端テイルをアセチル化すると再構成ヌクレオソームが局所
的に不安定化することを明らかにした。さらに、細胞サイズのリポソームに遺伝子転写カセットを封入すること
でリポソーム内での転写・翻訳反応を再現性よく観察する実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop techniques to reconstitute nucleosomes 
with designed histone modifications in vitro, encapsulate them into artificial cell membrane-based 
liposomes to introduce chromatin into cells, and evaluated them in DNA-mediated reactions in vitro. 
As a result, we found the reconstitution conditions to encapsulate long nucleosomes into a liposome.
 We also found that acetylation of the N-terminal tail of histone H2B locally destabilizes the 
reconstituted nucleosome. Furthermore, by encapsulating gene transcription cassettes in cell-sized 
liposomes, we established an experimental system to observe transcription and translation reactions 
in liposomes with good reproducibility.

研究分野：生化学

キーワード： アセチル化　エピゲノム　クロマチン　ヌクレオソーム　リポソーム　細胞膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、細胞サイズの人工リポソームにおいて遺伝子の転写反応とタンパク質の翻訳反応を分割してそ
の産物量を継時的に測定する試験管内反応系が確立できた。これにより、従来技術の無細胞転写・翻訳系では解
析することが困難だったセントラルドグマの反応素過程ごとの制御分子機構を数学的に記述するための方法論の
確立に道筋がついた点に学術的な意義がある。また、長鎖のヌクレオソームを人工膜リポソームに封入する技術
が確立できた点も細胞へのエピゲノム断片の導入技術開発に向けて学術的な意義があったと考えられる。

※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 
エピゲノムを細胞内に導入する技術としては哺乳細胞の人工染色体技術が知られており、ゲノ
ムの改変に大きな役割を果たしている。しかしこれらの人工染色体はDT40細胞などの相同組み
換えを介して目的遺伝子を導入するため、調製する染色体のエピジェネティクス情報を外部か
ら自由に操作することができず、リジンアセチル化修飾などのエピジェネティクス修飾情報が
ゲノム制御に果たす生理的役割を定量的に理解することは困難である。また、遺伝子を細胞内
に導入して細胞の形質を転換する従来技術としてプラスミドやウイルスベクターを用いる方
法が知られているが、導入できる遺伝子長がおおむね100 kb以下に限定される。通常の形質転
換技術よりも長鎖の人工DNA断片を細胞に導入するためには、長鎖DNAをヌクレオソーム化する
ことを介してDNA分子を凝縮させる技術と、その長鎖ヌクレオソームを人工細胞膜に封入する
ことを介して細胞内に導入するための技術の開発が必要と考えられる状況にあった。研究代表
者は研究開始時点においてエピジェネティクス修飾を含むヌクレオソームを試験管内再構成
する技術開発に関してリジンアセチル化（文献1）、リジンモノメチル化（文献2）、DNAのCpG
メチル化（文献3）を含む修飾ヌクレオソームをミリグラム規模で調製する技術を確立していた。
そのため、エピジェネティクス修飾情報を含む長鎖ヌクレオソームを人工細胞膜に封入できれ
ば個々のエピジェネティクス修飾が果たす役割を定量的に理解でき、エピジェネティクス修飾
を導入したヌクレオソームの再構成を通してエピゲノムを改変する技術開発につながること
が考えられた。また、古典的な人工細胞膜作製法によるDNA封入は自己組織的な手法であるため、
長鎖DNAの封入や封入濃度の制御が困難な問題点があった。さらに従来技術では溶液量が多く
必要なことから、修飾ヌクレオソームに代表される希少サンプルの人工細胞膜への封入が難し
い。研究分担者は、研究開始時点においてガラスキャピラリ中に約10 µLの試料を入れ、ジェッ
ト水流によりシャボン玉のように人工細胞膜内にサンプルを封入する人工細胞膜作製(ジェッ
ト法)を開発していた(文献4)。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景を踏まえて、本研究では種々のDNAやヒストンのリジン残基をアセチル化した
ヌクレオソームを研究材料としてそれらを人工細胞膜内に封入し、DNAからのRNAの転写反応や
タンパク質の翻訳反応に与える影響を解析することを研究目的とした。また、エピジェネティ
クス修飾情報を含む長鎖ヌクレオソームを人工細胞膜に封入することで長鎖ヌクレオソーム
を細胞に導入する技術を開発することを目指した。さらにこれらの技術的な試行を通して、先
行技術では実現が難しかった長鎖ヌクレオソーム凝縮体の再構成とその細胞内導入技術の確
立のどこにボトルネックがあるのかを検討することを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1):長鎖ヌクレオソームの試験管内再構成とその評価 

人工細胞膜封入の試験管内再構成を進めるためのモデルDNAとして、遺伝子の転写・翻訳カセッ

トを含むDNA、ヌクレオソームを形成しやすいことが知られているWidom 601 DNA配列の12回直

列反復配列から成るDNA、および93 kbと177 kbの環状プラスミドDNAを用いた。精製したDNAに

ついて、非ヌクレオソーム化の状態、環状、または直鎖の状態においてヌクレオソームの試験

管内再構成を検討した。ヌクレオソームに導入する後成修飾は、真核生物の遺伝子の転写活性

化で中心的な役割を果たすことが知られているヒストンのアセチル化のうち、ヒストンH4のN

末端テイルの4箇所のリジン残基（K5/K8/K12/K16）のアセチル化、または2箇所のリジン残基

（K12/K16）のアセチル化をモデル系とした。また、再構成系においてアセチル化を受けたヌク

レオソームからの各ヒストンサブユニットの脱離の度合いを包括的に評価するため、ヒストン

H3のN末端テイルの2箇所のリジン残基（K14/K18）のアセチル化、またはヒストンH2BのN末端テ

イルの4箇所のリジン残基（K12/K15/K20/K23）のアセチル化を導入したヌクレオソームもそれ

ぞれ個別に再構成し、無修飾のヌクレオソームと比較するための評価系に加えた。 
 
(2):DNA と長鎖ヌクレオソームの人工細胞膜封入とその評価 

研究項目(1)で調製したDNAまたは無修飾または後成修飾入りの長鎖ヌクレオソームの試料を

人工細胞膜に封入するための技術を検討した。研究分担者が開発済みのマイクロデバイスによ

る人工細胞膜の作製法の応用により、長鎖ヌクレオソームの1分子の効率的な封入について、人

工細胞膜形成時の水流速度や脂質組成を変えることで効率的な封入条件を検討した。また、研

究代表者が作製した無細胞転写/翻訳システムにおける転写/翻訳反応を継時的にモニターで

きる系を細胞サイズリポソームに封入し、リポソーム内で転写・翻訳反応を観察した。特にリ

ポソームの電荷の違いがリポソーム内へ封入されるプラスミドDNA量、リポソーム内における

転写反応量や翻訳反応量のどこに影響を及ぼすかを検討した。 
 
 



４．研究成果 

(1):長鎖ヌクレオソームの試験管内再構成とその評価（リポソームへの封入実験） 
93 kbp および 177 kbp の環状プラスミド DNA を用いてヌクレオソームの再構成を試みた。ヌク
レオソームの再構成を検討するために各 5 µg以上の DNA を調製した（図 1左）。このうち、177 
kbp の DNA を用いて H2A, H2B, H3, H4 の各 2 分子から成るヒストン八量体と混合し、ヌクレオ
ソームの試験管内再構成を行った。再構成の方法は、塩濃度が高い緩衝液（2 M NaCl溶液）に
透析をしながら塩濃度が低い緩衝液（0 M NaCl溶液）を徐々に添加することで全体の塩濃度を
下げていき、最終的に塩が入っていない緩衝液で透析した（図 1中央）。ヌクレオソームの再構
成はリンカーヒストンの 1種である H1.4 の添加の有無でそれぞれ検討した。研究代表者が調製
したヌクレオソームを研究分担者がマイクロデバイスによるリポソーム形成法を用いてリポソ
ームへの長鎖ヌクレオソームの封入検討実験を行なった。その結果、ヌクレオソームと考えられ
る粒子を封入していることが確認できた（図 1右）。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1 長鎖ヌクレオソームの試験管内再構成と人工細胞膜内への封入検討 

左: 再構成に用いた長鎖 DNA の電気泳動像 

中央: 透析法による長鎖ヌクレオソームの試験管内再構成 

右: 人工細胞膜内への長鎖ヌクレオソームの封入実験 

 

(2):長鎖ヌクレオソームの試験管内再構成とその評価（修飾導入後の安定性評価） 

本研究の実施過程において、個々のヌクレオソームコア粒子にヒストンの化学修飾を導入した

長鎖ヌクレオソームを再構成・利用する段階でヌクレオソーム化の効率やその安定性に影響が

出る可能性が浮上した。そこで、ヌクレオソーム化されないリンカーDNA を両端に含む 180 bp

のモノヌクレオソームについて、ヒストンの H2B, H3, H4 のそれぞれの N末端テイルにリジン

アセチル化を導入したヌクレオソームと無修飾のヌクレオソームを個別に再構成してそれらの

熱安定性を評価した。その結果、ヒストン H3 テイルやヒストン H4 テイルにリジンのアセチル化

を導入したヌクレオソームでは、無修飾のヌクレオソームと比べて、ヌクレオソームが 2段階で

解離する温度ピークがどちらもほとんど影響を受けないことが判明した。それに対して、ヒスト

ン H2Bテイルにリジンのアセチル化を導入したヌクレオソームでは、ヌクレオソームからの H2A-

H2B 二量体が解離する温度ピークのみが約 2℃低下することがわかった（図 2）。これらの結果か

ら、再構成したモノヌクレオソームは H3 テイルまたは H4 テイルのリジンアセチル化の導入に 

対してその物理化学的な安定性を維持するが、H2Bテイルのアセチル化はヌクレオソーム内に局

所的な熱不安定性を引き起こし、これが細胞内において特定の遺伝子の転写を活性化する駆動

力となっている可能性が示唆された。 

 

 
図 2 ヌクレオソームのヒストンテイルのアセチル化が熱安定性に及ぼす影響 

左: ヒストン H2B テイルにリジンアセチル化を導入したヌクレオソーム 

中央: ヒストン H3 テイルにリジンアセチル化を導入したヌクレオソーム 

右: ヒストン H4 テイルにリジンアセチル化を導入したヌクレオソーム 

各グラフにおいて黒色のデータは無修飾のヌクレオソームのデータを示し、色つきのデータは各ヒストンテイルがリジ

ンアセチル化を受けたヌクレオソームのデータを示す。ヌクレオソームから H2A-H2B二量体が解離する温度ピークと H3-

H4 四量体が解離する温度ピークのうち、H2B テイルをアセチル化したヌクレオソームにおいて H2A-H2B 二量体の解離が

選択的に促進されることを示している。 
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(3): DNAと長鎖ヌクレオソームの人工細胞膜封入とその評価 

リポソーム内に蛍光で遺伝子転写/タンパク質翻訳反応をモニターできる無細胞転写/翻訳シス

テムを細胞サイズリポソーム内に封入し、顕微鏡にて両者の反応を継時的に同時観察した。その

結果、リポソームの電荷の違いや封入したプラスミド DNA に関わらず、リポソーム形成後 30 分

で遺伝子転写による蛍光シグナルが最大になった。タンパク質翻訳による蛍光シグナルは、リポ

ソーム形成後から約 60 分経過した時点から観察され始めた。また、リポソームの電荷によって

転写反応量が異なることを明らかにした。この転写反応量の違いが、そのまま翻訳反応量の違い

に影響することがわかった。 

 

 

 
 
図 3 リポソーム内における遺伝子転写/タンパク質翻訳反応の継時的観察 

左: 転写/翻訳反応の継時グラフ 

右: リポソームの顕微鏡像 
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