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研究成果の概要（和文）：マイクロサテライトは数塩基対を単位とする単純反復配列であり、ヒトゲノムの約3%
をも占めている。本研究は、マイクロサテライトのクロマチン構造の特徴と動態を明らかにすることを目的とす
る。本研究では、トリプレットリピートと疾患に関連するリピート配列に着目し、ヌクレオソームの形成と遺伝
子発現に及ぼす影響を明らかにした。さらに、バイオインフォマティクス解析から、これらのリピート配列の
DNAの構造特性によってヌクレオソーム形成の促進または阻害が起こることを示した。本研究で得られた知見
は、ゲノムにおけるマイクロサテライトの生物学的意義を理解するうえで重要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Microsatellites are simple repeated DNA sequences that occupy about 3% of 
the human genome.  The purpose of this study is to elucidate the structural and dynamic features of 
the chromatin in microsatellite DNA sequences.  We focused on the triplet-repeat and disease-related
 repeat sequences, and systematically examined their effects on nucleosome formation and gene 
expression.  Furthermore, we predicted nucleosome formation on these repeat sequences by a 
bioinformatics analysis.  We identified the structural properties of repeated sequences that promote
 or inhibit nucleosome formation.   These results provide new insights into the biological 
implications of microsatellites within chromosomes.

研究分野：分子生物学、生化学
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母
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物ゲノムクロマチンの基本単位で
あるヌクレオソームは、145-147 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。ゲノム上でヌクレオソームはランダ
ムには形成されておらず、出芽酵母やショウ
ジョウバエにおいて、ゲノムにおける約 50%
のヌクレオソームの位置は規定されている
ことが報告された。このように、特定の位置
にヌクレオソームが形成される「ヌクレオソ
ームポジショニング」は、ゲノム機能を制御
する重要な機構のひとつとして考えられて
いる。ゲノムにおけるヌクレオソームポジシ
ョンの解析には、従来、micrococcal nuclease 
(MNase)が広く用いられてきた。しかし、
MNaseには塩基配列に対する優先性があり、
MNase によるヌクレオソームマッピングに
おける結果にはバイアスが存在することが
指摘されている。したがって、より正確にヌ
クレオソームの位置と挙動を解析する方法
の開発が望まれている。 
 マイクロサテライトは数塩基対を単位と
する単純リピート配列であり、進化の過程で
ゲノム中に増幅して広がったと考えられて
いる。ヒトゲノムの構成を見ると、マイクロ
サテライトはゲノム全体の約 3%を占めてい
るが、そのゲノム機能については不明である。
興味深いことには、ヒトゲノムにおけるリピ
ート配列の存在頻度は単に塩基配列の出現
確率で説明できるものではなく、リピート配
列の種類によって大きく異なっているが、各
種リピート配列の存在頻度の要因について
もよくわかっていない。 
 また、1990 年以降、いくつかのマイクロ
サテライトの伸長と不安定化によって引き
起こされる遺伝的疾患が明らかになり、約 30
種類にもおよぶリピート病が知られている。
多くの疾患はトリプレットリピートの伸長
が原因であるが、 (CCTG)n、 (ATTCT)n、 
(C4GC4GCG)n に起因する疾患も見いだされ
ている。リピート伸長のメカニズムとして、
DNA 複製、修復、組換えやクロマチン関連
因子の関与が提唱されているが、未だに明ら
かではない。リピート配列のクロマチン構造
の特徴と動態を解明することは、ゲノムにお
けるマイクロサテライトの存在頻度と分布
や疾患に関連するリピート配列の伸長の分
子機構を解明するうえで急務かつ必須であ
ると考えられるが、リピート配列の性質上、
実験的な難しさもあり、in vivoでのクロマチ
ンの解析はほとんどなされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究において、ヒトゲノムに存在するマ
イクロサテライト配列におけるヌクレオソ
ームの形成を評価し、その安定性とクロマチ
ン動態を明らかにすることを目的として、具
体的には以下の研究目標を設定した。 
 
(1) マイクロサテライト配列におけるクロマ

チンの構造的特徴の解明：ヒトゲノムに高頻
度または低頻度で存在する、さまざまなマイ
クロサテライトにおけるヌクレオソームの
形成と動態について、出芽酵母ミニ染色体と
ゲノムにおいて in vivoで評価する。一方で、
in vitroおよび in silicoでの解析も行い、ヌ
クレオソームの多様性と安定性に関して統
合的に理解する。 
 
(2) 遺伝的疾患に関与するリピート配列の伸
長機構におけるヌクレオソームの役割： 
(ATTCT)n、(CTG)n、(C4GC4GCG)n、(CCTG)n

の各リピートは、それぞれ髄小脳変性症 10
型（SCA10）、筋硬直性ジストロフィー1 型
（DM1）、進行性ミオクローヌスてんかん
(EPM1)と筋強直性ジストロフィー2 型 
(DM2)の発症に関与していることが報告され
ている。これらのリピート配列のヌクレオソ
ーム形成を解析し、リピート伸長とクロマチ
ン構造との関係を考察する。 
 
(3) 出芽酵母ゲノムにおけるヌクレオソーム
ポジションの解析法の開発： MNaseによる
マッピングの短所を克服し、より正確かつ詳
細な解析を行うために、ヒストンH4の S47C
残基特異的 DNA 化学切断法と MNase によ
る限定消化を併用した新規のヌクレオソー
ムポジションの解析法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) In vivoにおけるヌクレオソームポジショ
ンの解析：マイクロサテライト配列の  in 
vivo でのヌクレオソームの形成の評価には、
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
を用いた。S47C変異（Ser47を Cysに置換）
したヒストン H4のみを発現する出芽酵母の
isogenic株（H4 S47C株）を構築した（長浜
バイオ大学・向由起夫博士との共同研究）。
出芽酵母ミニ染色体を導入した H4 S47C株
の単離核に対して、H4 の S47C 部位特異的
化学切断法または MNase による限定消化を
適用した。化学切断部位と MNase による切
断部位は、間接的末端標識法とプライマー伸
長法によって検出した。 
 
(2) バイオインフォマティクスによる解析：
継続時間を加味した隠れマルコフモデル
（dHMM）に基づくヌクレオソーム形成予測
プログラムを用いて、出芽酵母ミニ染色体に
おけるマイクロサテライト配列でのヌクレ
オソームの配置について in silico解析を行っ
た（島根大学・加藤太陽博士との共同研究）。 
 
(3) In vitro 再構成ヌクレオソームの生化学
的解析：マイクロサテライト配列を含むDNA
配列と精製ヒストン 8量体から、in vitroで
ヌクレオソームを再構成し、生化学的な解析
を行った（早稲田大学・胡桃坂仁志博士、明
星大学・香川亘博士との共同研究）。 



 
４．研究成果 
(1) パラレルマッピング法による in vivo で
のヌクレオソームポジションの解析法の開
発 
 H4 S47C 株から単離した核に対して、
MNaseによる限定消化とH4 S47C部位特異
的化学切断の条件を確立した。MNase によ
ってリンカーDNA 部位が切断されるが、化
学切断法では H4の S47C残基と連結した化
学試薬に配位結合させた Cu+から局所的に発
生させた OHラジカルによって、ヌクレオソ
ーム中央の DNA 部位が切断される。これら
の切断部位を間接末端標識法とプライマー
伸長法によって検出し、パラレルマッピング
法と名付けた。この方法を TRP1ARS1 ミニ
染色体のクロマチン構造の解析によって検
証した。TRP1ARS1 は、出芽酵母Ⅳ番染色
体 DNA の 461,740〜463,192 の領域を環状
化したプラスミドであり、細胞内でヌクレオ
ソームを形成してミニ染色体となる。本研究
で確立したパラレルマッピング法によって
TRP1ARS1 ミニ染色体ならびにゲノム
TRP1 遺伝子座におけるヌクレオソームのポ
ジションとヌクレオソーム除去領域の広さ
が、従来の MNase 法のみに比べて、より正
確に決定できた。さらに、ヌクレオソームの
位置に依存して、個々のヌクレオソームは構
造的な特徴が異なることを明らかにした。し
たがって、本法は、次世代シーケンサーを利
用したゲノムワイドなヌクレオソームマッ
ピング法を相補する方法として期待される。 
 
(2) マイクロサテライト配列のヌクレオソー
ム形成の評価 
①トリプレットリピート配列 
 マイクロサテライトのうちトリヌクレオ
チドリピート配列に着目し、全 10 種類のト
リヌクレオチドの 12 回リピート配列 (36 
bp)を作製し、TRP1ARS1または TALSに導
入した。TRP1ARS1 の系では、ヌクレオソ
ームの占有率の低いHSRB（ヌクレアーゼ高
感受性領域）に挿入することによって、挿入
配列のヌクレオソーム形成の促進能を評価
した。一方、TALS の系では、ポジショニン
グしたヌクレオソーム IV の中央部位の配列
を置換することによってヌクレオソーム形
成の阻害能を評価した。 
 各トリプレットリピート配列を含む
TRP1ARS1またはTALSをH4 S47C株に導
入した。H4 の S47C 部位特異的化学切断法
によってヌクレオソーム中央の DNA 部位を
間接末端標識によって検出した。各リピート
配列における切断部位のバンド強度は、形成
されたヌクレオソーム占有率の指標となる。
その結果、TRP1ARS1 の系では、 (AAT)12

または(ACT)12を挿入すると、HSRB に新た
なヌクレオソームの形成が促進された。また、
TALS の系では、ヌクレオソーム形成に対す
るトリプレットリピート配列の効果は以下

の 4つに分類された：①ヌクレオソーム占有
率を増大させる配列：(ACT)12と(AAT)12、② 
同程度の占有率の配列：(GTT)12、(GAA)12、
(ACC)12、③  占有率を低下させる配列：
(CTG)12、(CGT)12、④ヌクレオソーム形成を
阻害する配列：(AGG) 12、(CCG)12。 
 さらに、ヌクレオソームリンカーの長さの
分布に考慮した隠れマルコフモデル（dHMM）
によって、各トリヌクレオチドリピートを含
む TRP1ARS1または TALSミニ染色体にお
けるヌクレオソームの形成を予測した。 
(AGG)12以外の 9種類のリピートについては
予測結果と in vivo での結果とは矛盾しなか
った。この事実は、DNA 配列の特性によっ
て、in vivoでもヌクレオソームが形成される
ことを示唆する。一方、予測と異なる結果と
なった(AGG)12は、そのリピート配列の B型
DNA 構造の特性のみでは説明できないと考
えられ、in vivoでのヌクレオソーム形成にお
いて他の要因が関与していることが推察さ
れた。現在、in vitro 再構成ヌクレオソーム
の生化学的解析を進めており、in vivo、in 
silico での結果と合わせて統合的に考察して
いる。 
 
② 疾患に関連するリピート配列 
 遺 伝的疾患に関与する (ATTCT)n、 
(C4GC4GCG)n、(CCTG)n のヌクレオソーム
形成を出芽酵母ミニ染色体の系で解析した。 
 TRP1ARS1 のヌクレオソーム占有率の低
いHSRBに、(ATTCT)n (n=11, 22, 35, 74)を
挿入すると、ヌクレオソーム除去領域が消失
し、新たなヌクレオソームの形成が惹起され
た。  
  (C4GC4GCG)3、(CCTG)9を出芽酵母ミニ
染色体 TALSのヌクレオソーム IVの中央部
位に挿入した。H4 S47C株において、これら
のリピートのヌクレオソーム形成を部位特
異的化学切断法で解析した。その結果、
(CCTG)9はヌクレオソーム IV に取り込まれ
るが、(C4GC4GCG)3の挿入はその形成を強く
阻害することが明らかになった。さらに、継
続時間を加味した隠れマルコフモデルに基
づくヌクレオソーム配置予測を行ったとこ
ろ、(C4GC4GCG)3の挿入によってヌクレオソ
ーム占有率とヒストン 8量体に対する親和性
の著しい低下が予測され、in vivoでの結果と
良く一致した。これらの結果から、
(C4GC4GCG)リピート配列は、その DNA 構
造の性質によってヌクレオソーム形成を阻
害していると考えられる。 
 
(3) プロモーター領域におけるリピート配列
が転写に及ぼす影響 
 リピート配列のヌクレオソーム形成特性
が遺伝子の発現に及ぼす影響を明らかにす
るために、出芽酵母の CYC1コアプロモータ
ーと lacZ 遺伝子を融合したレポーターアッ
セイ系を適用した。トリプレットリピートの
(CGG)12、テロメアリピート(TTAGGG)6、



(CG)8または(A)34配列をコアプロモーター上
流に挿入すると、lacZレポーター遺伝子の発
現は 10〜20 倍に増大した。これらのプロモ
ーター領域ではヌクレオソームの形成が阻
害され、ヌクレオソーム除去領域が創出され
ていた。一方、トリプレットリピートの
(CTG)12、 (GAA)12 とテロメアリピート の
塩基配列異性体(TGTAGG)6 はヌクレオソー
ムに取り込まれ、レポーター遺伝子の発現に
影響は見られなかった。以上の結果から、リ
ピート配列の DNA の構造特性によるヌクレ
オソーム除去領域の形成は、コアプロモータ
ーからの転写の活性化に大きく寄与するこ
とが明らかになった。 
 
 本研究によって、全 10 種類のトリプレッ
トリピートと、疾患に関連するリピート配列
のヌクレオソーム形成に及ぼす影響を系統
的に評価した。ヌクレオソーム形成に対して
促進的に作用する配列と阻害的に作用する
配列を明らかにした。さらに、ヌクレオソー
ム形成に対する作用と遺伝子発現に及ぼす
影響についても明らかにした。これらの知見
は、マイクロサテライトのクロマチン動態を
理解するうえで重要であると考える。 
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