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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現におけるクロマチン機能に関する重要な問題の一つは、ヌクレ

オソームの配置決定とそのダイナミクスの機構である。本研究では、転写制御に着目し、出芽酵母ゲノ

ム及びミニ染色体において、ヌクレオソームの配置を規定するシス因子としていくつかのDNAリピー

ト配列を同定した。また、トランス因子としてクロマチンリモデリング Isw2 複合体、ヒストン脱アセ

チル化酵素Rpd3、ヒストンH3バリアントの機能を解析した。 

 

研究成果の概要（英文）：Mechanisms of nucleosome positioning and its dynamics are one of the 

central issues to understand gene expression in eukaryotes.  In this study, we identified several DNA 

repeat sequences acting as cis-elements for nucleosome formation and transcriptional regulation in the 

yeast cells.  Also, we investigated the roles of the chromatin remodeling Isw2 complex, the histone 

deacetylase Rpd3 and histone H3 variants as trans-acting factors for nucleosome positioning as well as  

transcription. 
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１．研究開始当初の背景 

 真核生物において、遺伝情報を担うゲノム

DNA はクロマチンとして細胞核内に収納され

ている。クロマチンの基本構造単位はヌクレオ

ソームであり、それは 147 bpのDNAがヒスト

ン 8 量体に 1.7 回転巻付いた複合体である。ヒ

ストン修飾因子、ヒストンバリアント、クロマ

チンリモデリング複合体、ヒストンシャペロン

などに関する最近の研究から、個々の遺伝子の

発現制御のみならず、エピジェネティクスの機

構においても、クロマチンの構造変化は重要な

役割を担っていることが示された。 

 クロマチンの構造と機能を理解するうえで重

要な問題の一つは、ゲノムにおけるヌクレオソ

ーム配置決定のメカニズムである。ヒストンは

DNAと非特異的に結合するにもかかわらず、ヌ
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クレオソームはゲノム上でランダムには形成さ

れていない。プロモーター領域などにおいて、

特定の位置にヌクレオソームが形成される、い

わゆる「ヌクレオソームポジショニング」は、

これまでにさまざまな真核生物で見られており、

転写制御機構のひとつとして提唱されてきた。 

 最近、出芽酵母やショウジョウバエにおいて

ゲノムワイドでヌクレオソームの配置に関する

報告がなされ、ゲノムにおける約 50%のヌクレ

オソームの位置は DNA 配列依存的に規定され

ることやプロモーターからコード領域にかけて

のヌクレオソーム配置の共通性などが明らかに

された。しかし、マイクロアレイを用いたゲノ

ムワイド解析では、同じ生物種においても解析

結果に差異が見られており、ゲノムにおいてヌ

クレオソームの配置を規定する因子については

未だに不明の点が多く、統一的な概念は確立さ

れていない。    

 

２．研究の目的 

 本研究は、転写制御においてヌクレオソーム

の配置（ヌクレオソームポジショニング）とそ

のダイナミクスを規定する分子機構を解明する

ことを目的としている。具体的には、ヌクレオ

ソーム形成に係わるシス因子としてさまざまな

DNAリピート配列に着目する。また、トランス

因子としてクロマチンリモデリング因子、ヒス

トン修飾酵素、ヒストンバリアントに関して、

出芽酵母ゲノムおよびミニ染色体における in 

vivo でのヌクレオソームポジショニングのダイ

ナミクスのメカニズムを解明することを目的と

する。 

 

３．研究の方法 

(1) 出芽酵母変異株の作製 

 S288C および SK1 を genetic background と
する株を用いて、一段階遺伝子置換、二段階
遺伝子置換法などの分子遺伝学的方法を用
いて変異株を作製した。 

  

(2) クロマチン構造の解析 

 出芽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。MNase による切断部位を間接末端標

識、ヌクレオソームリピートアッセイなどに

より解析した。 

 

(3) その他の方法 

 通常の分子生物学的方法と生化学的方法

を用いて行った。 

 

４．研究成果 

(1) ヌクレオソームの配置を規定するシス因

子（DNA 配列）の同定とその転写制御に及ぼ

す影響 

① ベントDNAによる転写の活性化における

ヌクレオソームポジショニングのダイナミ

クスの役割 

 ヌクレオソーム形成に影響を及ぼすシス

因子について検討するために、転写活性がヌ

クレオソームの形成に依存する出芽酵母

UAS CYC1-lacZ レポータープラスミドを使

用した。A•T 塩基対が連続して並んだトラク

トが 9 bp の周期性で現われるベント DNA 配

列である T12 (108 bp)、T20 (180 bp)、T28 ( 

252 bp)を挿入したレポータープラスミドを

構築した。出芽酵母に導入すると、それらの

lacZ の発現は 51～61 倍と大きく上昇が見ら

れた。ベント DNA による転写の活性化とク

ロマチン構造との関係を明らかにするため

に、酵母細胞におけるクロマチンの構造を解

析した。T12、T20、T28 をプロモーター領域

の TATA box上流に挿入したプラスミドでは、

ベント DNA 配列上で安定なヌクレオソーム

の形成が誘起されて、ヌクレオソームのポジ

ションがプロモーターの上流側へスライド

した。その結果、TATA box が露出されて、転

写活性が上昇すると解釈された。 

 

② 遺伝的疾患に関与するリピート配列によ

るヌクレオソーム形成の促進と阻害 

 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のアッセイ

系を用いて、in vivo でヌクレオソーム形成を

促進または阻害する配列を調べた。その結果、

遺伝的神経筋疾患に関与する CTG や ATTCT

リピートがヌクレオソームの形成を促進し、

CGG リピートはヌクレオソームの形成を阻

害することを見いだした。そこで、出芽酵母

ゲノムにおけるヌクレオソームの形成とそ

の転写に及ぼす影響について調べた。CTG ま

たは ATTCT リピートを PHO5 遺伝子座プロ

モーター領域に挿入すると、転写活性化条件

においても、PHO5 の発現は著しく抑制され

た。一方、CGG リピートを挿入すると、転写

抑制条件において PHO5 の発現の活性化が見

られた。ゲノムのクロマチン構造を調べた結

果、比較的長い ATTCT と CTG リピートはプ

ロモーター領域にヌクレオソームをポジシ

ョニングして転写を抑制すると結論づけら

れた（投稿論文準備中）。 

 

③ テロメアリピート配列によるヌクレオソ

ームポジショニングの不安定化 

 さらに、ヒト及び出芽酵母のテロメアリピ

ート配列のヌクレオソーム形成を出芽酵母

ミニ染色体のアッセイ系で解析した。ヒトと



出芽酵母のテロメアリピートはともに、ヌク

レオソームを不安定化する性質を有するこ

とが示された。染色体末端のテロメアリピー

トのクロマチン構造は、高等真核生物（ヒト

など）と下等真核生物（出芽酵母など）との

間で大きく異なっていることが報告されて

いる。出芽酵母のテロメアリピートではヌク

レオソームは形成されていないのに対して、

ヒトでは密に詰まった間隔でヌクレオソー

ムが形成されている。本研究で明らかにされ

た、in vivo でのヒト及び出芽酵母のテロメア

リピートはヌクレオソーム形成に対して阻

害的に働くという共通の性質は、染色体末端

のテロメアクロマチン構造のダイナミクス

において重要な役割を持ち、それが染色体の

維持や安定性に寄与すると考察された（論文

投稿中）。 

 

④ in vitro 再構成ヌクレオソームの生化学的

解析とその X 線結晶構造解析 

 in vivo で解析したさまざまなリピート配列

について、ヌクレオソームを in vitro で再構成

して、それらの配列の形成するヌクレオソー

ム構造の特徴を生化学的に解析した。その結

果、CTG や ATTCT リピートを中央に含む再

構成ヌクレオソームでは周辺部の DNA の構

造的性質が異なっていることがわかった。こ

の結果は DNA の構造特性に関連して、ヌク

レオソームの構造とその安定性には多様性

があることを示唆している。 

 さらに、X 線結晶構造解析により、

(CTG)15•(CAG)15 を含むヌクレオソームの構

造を 3.5Åで決定し、これまでに決定された

ヒト a-サテライト配列のヌクレオソームの結

晶構造と比較した。その結果、ヒストン 8 量

体に巻き付いた DNA path における差異を明

らかにした（投稿論文準備中）。 

 

 (2) In vivo におけるヌクレオソームの形成

とその配置決定におけるトランス因子の機

能解析 

① ヌクレオソームポジショニングに関与す

るクロマチンリモデリング Isw2 複合体の構

成因子の同定 

 研究代表者らは、従来、a 細胞特異的遺伝

子の転写抑制のメカニズムとして、ヌクレオ

ソームポジショニングを提唱してきた。この

ヌクレオソームポジショニングに関与する

クロマチンリモデリング因子 Isw2 複合体に

着目し、その構成因子（Isw2、Itc1、Dls1 ,Dpb4）

の役割を解析した。各因子の欠損株を用いた

解析から、Isw2 と Itc1 はヌクレオソームポジ

ショニングに必須であるが、Dls1 と Dpb4 は

ポジショニングには関与していないことを

明らかにした（投稿論文準備中）。 

 

② 転写因子 Ume6 における Isw2 複合体及び

ヒストン脱アセチル化酵素 Rpd3 複合体の相

互作用ドメインの解析 

 減数分裂初期遺伝子群の転写は、Ume6 に

よって制御されており、Ume6 はアクチベー

ターとリプレッサーの二つの機能を有する。

Ume6 による転写抑制において、Isw2 によっ

てプロモーター上にポジショニングしたヌ

クレオソームが形成され、そのヒストンが

Rpd3 によって脱アセチル化される。Ume6 の

変異株の解析から、Ume6 における Isw2 複合

体および Rpd3 複合体の相互作用ドメインを

同定した（投稿論文準備中）。 

 

③ 出芽酵母におけるヒト H3 ヒストンバリ

アントの発現とその影響 

 出芽酵母における二つのヒストン H3 遺伝

子座（HHT1、HHT2）の一方に、ヒト H3 バ

リアント（H3.1、H3.2、H3.3）遺伝子を導入

した菌株を構築した。その遺伝子発現に及ぼ

す影響を調べたところ、減数分裂初期遺伝子

HOP1 の誘導発現に対して、各 H3 バリアン

トが異なる効果を与えることが示された。さ

らに、H3.1、H3.2、H3.3 のみを発現する出芽

酵母菌株の遺伝学的解析を行った。その結果、

出芽酵母H3遺伝子をヒトH3バリアント遺伝

子への置換は、出芽酵母染色体の異数性の頻

度を高めるか、もしくは転座を誘発するとい

う興味深い可能性が示唆された。 

 

(3) 総括と今後の展望 

 本研究において、ヌクレオソームポジショ

ニングを規定するシス因子として、いくつか

の DNA 配列を in vivo で同定した。この結果

に基づいて、in vivo でヌクレオソーム形成の

促進または阻害と転写活性との関係を明確

に示した。さらに、in vitro 再構成ヌクレオソ

ームの解析から DNA の構造特性によるヌク

レオソームの多様性が示唆された。 

 従来、ヌクレオソームは進化的に保存され

た均一な基本構造体であると考えられてき

た。しかし、本研究の結果から、ヌクレオソ

ームの構造と安定性には多様性があり、その

要因の一つに DNA の構造特性がある、とい

う新しい概念を考えるに至った。 

 また、クロマチンリモデリング因子やヒス

トン修飾酵素、ヒストンバリアントのヌクレ

オソームポジショニングにおける役割を解

析した。これらのトランス因子は、シス因子

によって特徴づけられるヌクレオソームの



構造的性質と協調して、ゲノムにおけるクロ

マチンダイナミクスを生み出すのではない

かと考えている。 

 クロマチンの構造と機能の制御機構は、真

核生物ゲノムにおける遺伝子の発現と制御

において根幹をなすものであり、エピジェネ

ティクスの機構解明に必須である。また、近

年、クロマチン構造制御の異常がさまざまな

疾患の原因となっていることが報告されて

いる。これらの解明の基盤として、本研究は、

ヌクレオソームの配置決定とそのダイナミ

クスの分子機構に関して重要な知見を提供

している。 
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