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略語一覧 

 

ARS : Autonomously Replicating Sequence 

ATAC-Seq : assay for Transposase Accessible Chromatin followed by high-throughput sequencing 

ChIP : chromatin immunoprecipitation 

ChIP-seq : chromatin immunoprecipitation with sequencing 

DNase I : Deoxyribonuclease I 

EDTA : 2-({2-[Bis(carboxymethyl)amino]ethyl}(carboxymethyl)amino)acetic acid 

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HHF1, HHF2 : histone H four 1 gene, histone H four 2 gene 

HHT1, HHT2 : histone H three 1 gene, histone H three 2 gene 

HTA1, HTA2 : histone H twoA 1 gene, histone H twoA 2 gene 

HTB1, HTB2 : histone H twoB 1 gene, histone H twoB 2 gene 

HSR: nuclease hyper-sensitive region 

HSRA, HSRB: nuclease hyper-sensitive region A, nuclease hyper-sensitive region B 

KanMX : kanamycin resitance gene 

MNase : micrococcal nuclease 

MPE : methidiumpropyl-EDTA-Fe(II) 

NFR : nucleosome free-region 

NDR : nucleosome depleted region 

NGS: next-generation sequencing 

OD : optical density 

OP : N-(1,10 phenanthrolin-5-yl)iodoacetamide 

PCR : polymerase chain reaction 

PIPES : 1,4-piperazinediethanesulfonic acid 

PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride 

RICC-seq : ionizing radiation-induced spatially correlated cleavage of DNA with sequencing 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SHL : superhelix location 

TAE : Tris-acetate-EDTA 

TBE : Tris-borate-EDTA 

Tris : 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 
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緒 論 

 

	 DNA における塩基配列の変化を伴わずに遺伝子発現を制御するエピジェネ

ティクスは、生物個体の発生と細胞の分化、生体におけるホメオスタシスにお

いて重要な役割を果たしている。一方、近年、エピジェネティクスの異常・破

綻は、さまざまな疾患（がん、先天性心疾患、自閉症スペクトラム障害など）

の原因となることがわかってきた。エピジェネティクスの分子機構にはクロマ

チンが重要な役割を果たしていると広く受け入れられて、世界中で研究が展開

されている。 

	 真核生物の細胞周期における間期の細胞では、遺伝情報を担うゲノム DNA

はヒストンタンパク質などと会合し凝縮されて、クロマチンとして細胞核内に

収納されている（図 1）。細胞分裂期ではクロマチンはさらに凝縮した染色体と

なる。細胞核の生化学的な解析や間期細胞核からの抽出物の電子顕微鏡観察に

よって 1-3)、クロマチン・染色体の基本単位構造としてヌクレオソームが 1974

年に発見された。 

	 ヌクレオソームは、ヒストン H2A、H2B、H3、H4 各 2 分⼦ずつから構成さ

れるヒストン八量体のまわりに DNA が巻きついた複合体である。ヌクレオソ

ームコア粒⼦の結晶構造は、1984 年に 7Åの分解能で解析され、ヌクレオソー

ムにおける超らせん DNA と各ヒストンの配置が⽰された 4)。1997 年、2.8Åの

分解能で X 線結晶構造によって解析され、ヌクレオソームコア粒⼦の構造は原

⼦レベルで明らかにされた 5)。 

	 図 2に、ヒストン八量体を構成する 4種類のコアヒストン分子とヌクレオソ

ームの構造を示す。4 種類のコアヒストンはいずれも、Lys と Arg 残基に富ん

だ塩基性タンパク質であり、それらの構造は、フレキシブルな N 末端テール、

中央の globular domain、C末端テール、と共通的に捉えられる 5-8)。中央の globular 

domainは、ヒストンフォールドと呼ばれ、3本のaヘリックス（図 2上、a1、

a2、a3）が折りたたまれてダンベル様の構造を形成する（図 2 中）。このヒス

トンフォールドは、H2A-H2B二量体、H3-H4二量体の形成に寄与し、H3-H4二

量体はさらに H3-H4四量体となり、２つの H2A-H2B二量体と会合してヒスト

ン八量体を形成する。ヒストン八量体に 145-147 bpの DNAが 1.65回転巻き付 
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いて、ヌクレオソームが形成される（図 2下）5-7)。一方、特定の立体構造をも

たない、フレキシブルな N末端テールはヌクレオソームから突き出して、さま

ざまな翻訳後修飾を受ける。この翻訳後修飾は、DNAの塩基配列によらない遺

伝子発現制御機構であるエピジェネティクスの分子機構のひとつとして重要

な役割を果たしていると考えられている。また、C末端テールについては、H2A

が他の 3種類に比べて長く、フレキシブルなテールを有している。X線結晶構

造解析の結果から、ヌクレオソーム DNA がヒストン八量体に巻き付く入口と

出口（entry/exit siteと呼ばれる）付近から、H2Aの C末端テールは突き出てい

ると考えられている 5,6,8)。しかし、ヒストンの各テールはフレキシブルな性質

のため、ヒストンテールの構造、DNA との相互作用は X 線結晶構造解析では

明らかになっていない。 

	 ヌクレオソームにおいて、右巻きの B型二重らせん DNAがヒストン八量体

に巻き付き、左巻きの超らせん DNA構造を形成している（図 3）。ヌクレオソ

ームはほぼ二回転対称（pseudo 2-fold symmetry）な構造体であり、その対称軸

は dyad axisと呼ばれる。Dyad axisは、ヒストン八量体に巻き付いた 145-147 bp

の DNAの中央に位置する点を通るので、その dyadの DNA部位を 0として、

ヌクレオソームにおける超らせん DNA の部位は、SHL（SuperHelix Location）

として定義される 4,5)。図 3 に見るように、dyad からヌクレオソーム DNA の

entry/exit sites に向かって、SHL は二重らせんの周期として＋1〜＋7 または−1

〜−7と位置づけられる。ヌクレオソームにおいて、SHL =±0.5、±1.5、±2.5、

±3.5、±4.5、±5.5、±6.5付近で DNAはヒストン八量体と接触している。こ

れに対して、SHL =±1、±2、±3、±4、±5、±6は、ヒストンと接触してい

る側と反対側に位置することになる 5,6)。 

	 ヌクレオソームの発見後、ゲノム DNA 上において形成されるヌクレオソー

ムは特定の位置に形成されるか否か、という点が指摘された 9)。多くの転写制

御因子が特異的な塩基配列を認識して結合することに比べると、ヒストンは非

特異的な DNA 結合タンパク質である。しかしながら、これまでの研究から、

ゲノム DNA において機能的に重要な領域では、特定の位置にヌクレオソーム

が形成されることが多くの研究によって示された 10-19)。図 4に、ヌクレオソー

ムポジショニングの考え方について模式的に示す。ある細胞の集団を対象とし  
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たとき、どの細胞においても、ゲノム DNA上の特定の領域にヌクレオソーム

が形成されることをヌクレオソームがポジショニングしている（またはポジ

ショニングしたヌクレオソームが形成される）という（図 4左）。これに対し

て、細胞ごとに、ゲノム DNA上でのヌクレオソームの位置（配置）が異なる

場合は、ヌクレオソームはポジショニングしていないと判断される（図 4

右）。 

	 ヌクレオソーム内に取り込まれた DNA の配列では、タンパク質制御因子の

結合が阻害されるため、例えば、プロモーター上に形成されたヌクレオソーム

は、遺伝子の転写に対して阻害的に働くと考えられる 10,11)。したがって、塩基

配列特異的に DNAへ結合するタンパク質（特異的 DNA結合因子）によって制

御されるすべての細胞内過程の制御においてヌクレオソームのポジションは

重要である。ヌクレオソームポジショニングは、遺伝子発現制御機構のひとつ

として捉えられており 12-14)、ゲノムにおけるヌクレオソームの正確な位置を明

らかにすることは重要である。 

	 In vivoでのヌクレオソームポジションの決定は、単離した細胞核を試料とし

て、核内クロマチンを micrococcal nuclease（MNase）により限定消化する方法

がよく用いられてきた 15-17)。MNase はヌクレオソーム間のリンカーDNA を優

先的に切断するので、MNaseによる切断パターンからヌクレオソームの配置を

決定することができる。MNase による DNA の切断部位は、放射性同位体 32P

で標識した DNA プローブを用いて間接末端標識で検出する方法が繁用されて

きた 15-18)。また、Shimizuらは、MNaseによる切断断片を鋳型として、32Pで標

識したプライマーを伸長させて、シーケンスゲル電気泳動で解析することによ

って、MNaseによる切断部位を塩基対レベルの分解能で検出する方法を報告し

た 19)。近年、高密度 DNAマイクロアレイまたは次世代シーケンサー（NGS）

の発展により、MNaseによる切断部位をゲノムワイドで解析することが可能と

なり、出芽酵母、分裂酵母、ショウジョウバエ、マウス、ヒトなどさまざまな

生物のゲノムにおけるヌクレオソームの解析が報告された 20-27)。 

	 その一例として、図 5に出芽酵母ゲノムにおいて転写されている遺伝子にお

ける典型的なヌクレオソームの配置パターンを示す。転写開始点（transcription 

start site、TSS）の近傍においてポジショニングしたヌクレオソーム（+1ヌクレ 
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オソームと呼ばれる）が形成され、遺伝子内部に進むにつれてポジショニング

したヌクレオソームの占有率は低下していく 28)。一方、+1 ヌクレオソームか

ら上流のプロモーター領域に向かってヌクレオソーム除去領域（NFR: 

Nucleosome Free-Regionまたは NDR: Nucleosome Depleted-Regionと呼ばれる）

がしばしば見られる。NFR の上流に形成されるヌクレオソームは、−1 ヌクレ

オソームと呼ばれる 10,28)。ヌクレオソームポジショニングのメカニズムには、

塩基配列に依存した DNAの構造的性質、クロマチンリモデリング因子、転写、

クロマチンの高次構造などが提唱されている 18,29,30)。しかし、ゲノムの機能発

現に伴うヌクレオソームポジションの動態とその制御機構については、未だに

不明な点が多い。 

	 一方、MNaseは特定の塩基配列に対して選択性を有し 31,32)、MNaseによるヌ

クレオソーム解析法の短所として指摘されてきた 33)。MNase は、二本鎖 DNA

では 5´-Np↓dTp-3´と 5´-Np↓dAp-3´ 結合を優先的に攻撃し、5´-CATA-3´や 5´-

CTA-3´などの A+T-rich配列を優先的に切断する。一方で、G+C-richな配列は切

断しにくいという性質を有している。MNase以外のヌクレオソーム解析法とし

て、2012 年、Brogaard らはヒストン H4 を介した部位特異的切断法を開発し、

出芽酵⺟ゲノムにおけるヌクレオソームの位置を決定した 34,35)。この方法では、

ヌクレオソーム中央の dyad近傍に接するヒストン H4の Ser47に Cys点変異を

導入し（S47C 変異）、その Cys 残基に N-(1,10 phenanthrolin-5-yl)iodoacetamide

を連結させ、銅イオンをキレートした後、H2O2 を添加するとフェントン反応に

よって発⽣した OH ラジカルがヌクレオソーム中央の DNA を切断する 34,35)。

このほか、DNase I 切断部位の解析（DNase-seq）36)、transposase による網羅的

オープンクロマチン領域解析（ATAC-Seq、Assay for Transposase Accessible 

Chromatin followed by high-throughput sequencing) 37)、 methidiumpropyl-EDTA と

Fe(II)キレート錯体を⽤いたシーケンシング解析 (MPE-seq、methidiumpropyl-

EDTA sequencing) 38)、電離放射線による切断部位の解析（RICC-seq、ionizing 

radiation-induced spatially correlated cleavage of DNA with sequencing）39)、High-

resulution MNase-ChIP-Seq 40) などの⽅法が報告されている。しかしながら、こ

れまでの研究において、in vivoでのヌクレオソームの解析結果には意見の分か

れる報告や曖昧な点を含めて今なお議論の余地がある 30,41-43)。したがって、よ
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り詳細かつ正確にヌクレオソームの位置を決定し、その動態を解析する方法の

確立が強く求められている。 

 さらに、最近、ヒストン⼋量体に 145-147 bp が 1.65 回転巻き付いた、標準的

なヌクレオソームとは異なる多様なヌクレオソーム構造が報告された。それら

は、不安定で脆弱なヌクレオソーム（fragile nucleosome）27,41,44)や、標準的なヒ

スト ン ⼋量 体 とは 異 なる ヒ スト ン 組成 の subnucleosome 38,45) 、 asymmetric 

nucleosome 46,47)、hexasome 48,49)、hemisome 50-52)、overlapping dinucleosomes 53-55)、

ヌクレオソームの前駆体と考えられている prenucleosome 56)、リンカーDNA が

突出した proto-chromatosome 57)などである。これらの多様なヌクレオソームに

関する研究は緒についたところであり、ゲノムにおける多様なヌクレオソーム

の構造、動態と形成機構についてはほとんど分かっていない。 

	 本研究は、in vivoでのヌクレオソームの多様な構造と動態を解明することを

目指して、ヌクレオソームのポジションをより詳細に解析する実験系を開発す

ることを目的とした。従来、ヌクレオソームの解析に用いられてきた MNaseに

よる切断部位と、ヒストン H4 の S47C を介した部位特異的化学切断部位を直

接的に比較解析することによって、ヌクレオソームのポジションをより詳細か

つ正確に決定できる、と著者は考えた。本論文の第 1章では、MNaseマッピン

グに用いる基質と同じ出芽酵母細胞核に対して H4 特異的化学切断を行う条件

を検討した。間接末端標識法とプライマー伸長法により H4 特異的切断部位を

検出するアッセイ系を確立し、MNaseによる切断部位とヒストン H4を介した

特異的切断部位を並行して解析するパラレルマッピング法を提案した。この方

法を出芽酵母ミニ染色体 TRP1ARS1ならびに出芽酵母 TRP1遺伝子座の解析に

適用し、個々のヌクレオソームの構造的性質が異なることを示した 58)。第 2章

では、ヌクレオソームポジションの解析をより詳細に行うための系として、従

来よく用いられてきた出芽酵母ミニ染色体の塩基配列と長さを改変して、高度

にポジショニングした出芽酵母ミニ染色体を構築した 59)。本論文で確立した出

芽酵母ミニ染色体の系とパラレルマッピング法を基盤として、さらに詳細な解

析法への展開について、今後の展望においてまとめた。以下、これらの内容に

ついて述べる。 
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第 1 章 部位特異的化学切断法と MNase 消化を組み合わせたパラレルマッピング

法の開発とそれによる in vivo でのヌクレオソームの解析 

 

 

１．１ 緒言 

 緒論で述べたように、従来、MNase はヌクレオソームのマッピングに繁⽤さ

れてきた 15-19)。ヌクレオソーム間のリンカーDNA 領域は MNase によって優先

的に切断される⼀⽅で、ヒストン⼋量体に巻き付いた DNA 領域は MNase によ

る切断から保護される傾向にある。それゆえ、MNase による切断パターンを、

naked DNA とクロマチン試料との間で⽐較することによってヌクレオソーム

の位置を決定することができる。近年、細胞核内のクロマチンを MNase により

消化し、単離されたモノヌクレオソームサイズの DNA 断⽚が次世代シーケン

サー（NGS）による⼤規模なパラレルシーケンシング（MNase-seq）または⾼密

度 DNA マイクロアレイによって解析され、ゲノム全体にわたるヌクレオソー

ムのポジションが決定された 20-27)。しかし、緒論で述べたように、MNase は、

塩基配列に依存して DNA を切断する 31-33)。すなわち、naked DNA において 

A・T 塩基対の 5´側は優先的に切断される⼀⽅で、G+C に富んだ配列は切断さ

れにくい。また、MNase はエンドヌクレアーゼ活性に加え、切断後の DNA 末

端を消化するエキソヌクレアーゼ活性をも有している。したがって、ヌクレオ

ソームに隣接したリンカーDNA の配列が MNase によって消化されにくいとき、

ヌクレオソームの正確な位置を推論することは難しくなる。その結果として、

MNase 消化により⽣じたモノヌクレオソームサイズの DNA 断⽚には、塩基配

列依存的に消化されるバイアスが存在し、ヌクレオソームポジションと占有率

の判断に影響を与えている可能性が指摘されている 42,58,60)。 

 ⼀⽅では、MNase によって引き起こされる潜在的なバイアスの存在を評価す

るために、in vitro で再構成したクロマチンを基質として解析したところ、

MNase によるヌクレオソームのマッピングにおいて実質的なバイアスはほと

んどないと結論された 61)。したがって、MNase によるバイアスがマッピングの

結果に強く影響するか否かについては、相反する報告が存在する。MNase のマ

ッピングの結果をより正確に解釈するために、クロマチン免疫沈降を組み合わ
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せた MNase titration assay 62)、MPE-seq（メチジウムプロピル EDTA と Fe2+錯体

から⽣じる OH ラジカルで細胞核クロマチンを消化した後、得られた DNA 断

⽚を NGS で解析）38)、MNase/exonuclease III digestion mapping 63)が、最近、報

告されており、これらの⽅法と MNase-seq との併⽤が有効であると議論されて

いる。 

 OH ラジカルは DNA の糖の部分を攻撃するので 64)、MNase と⽐較して DNA

配列の選択性は少ない。Fe2+と H2O2 を⽤いるフェントン反応で発⽣した OH ラ

ジカルは、タンパク質の特異的な DNA 結合部位のフットプリントやヌクレオ

ソーム DNA のらせん周期の解析などに広く使⽤されてきた 65-67)。特定のアミ

ノ酸残基を介した特異的 OH ラジカル切断は、in vitro において、ヒストン H4

の S47C 変異（H4 S47C）68)、ヒストン H2B の T87C 変異 69)、ヒストン H10 の

G101C 変異 70)に適⽤された。これらの⽅法では、鉄イオンの配位試薬をアミノ

酸残基に結合させるため、各ヒストンにおける標的アミノ酸残基は Cys 残基に

置換された。Brogaard らは H4 S47C 変異株を構築し、出芽酵⺟において塩基対

レベルの分解能でヌクレオソーム中央部位を直接的に決定するゲノムワイド

なケミカルマッピング法を開発した 34,35,71)。彼⼥らは H4 S47C 残基が位置する

ヌクレオソームの dyad 周囲で起こる特異的な化学切断から得られた DNA 断

⽚からモノヌクレオソームサイズの DNA 断⽚を精製し、次世代シーケンサー

（NGS）を⽤いてゲノムワイドで出芽酵⺟を解析した 34)。さらに、同様の⽅法

で、分裂酵⺟ 72)とマウスの胚性幹細胞 73)におけるゲノムワイドでのヌクレオ

ソームのケミカルマップを報告した。 

 MNase または OH ラジカルの消化によって得られたモノヌクレオソームサイ

ズ断⽚の NGS 解析は、ヌクレオソーム分布のゲノムワイドでの全体像を得る

ために優れた⽅法である。しかし、MNase または化学切断によってヌクレオソ

ームは必ずしも均⼀に切断されないので、サイズ選択で精製された DNA 断⽚

の集団には偏りがあり、ある領域のヌクレオソーム DNA 断⽚が⽋落する可能

性がある。また、In vivo での局所的なクロマチン構造は、染⾊体上の位置によ

って異なることや DNA の転写、複製、修復、組換えといった⽣物学過程に応

答して多様に変化する。実際に、個々のヌクレオソームの MNase への感受性に

変化があると報告された 27,41-44)。すなわち、あるヌクレオソームは優先的に
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MNase によって消化されるという事実は、ヌクレオソームの構造的性質と安定

性が均⼀ではなく、ゲノムにおいてヌクレオソームの構造は動的に変化してい

るという考えを⽀持する。加えて、NGS 解析では技術的なバイアスがしばしば

存在し、DNA 断⽚の末端修復、アダプターライゲーション、DNA 断⽚のサイ

ズ選択、そして PCR 増幅などの NGS ライブラリー調製の各ステップが、バイ

アスのかかる潜在的な要因であることが指摘されている 74,75)。 

 本章では、in vivo でのヌクレオソームのポジションをより正確にかつ詳細に

決定するために、まず、MNase によるマッピングの基質と同じ細胞核を⽤いて、

ヒストン H4 の S47C 残基を介した部位特異的な化学切断法を確⽴した 58)。出

芽酵⺟ミニ染⾊体 TRP1ARS1 ならびにゲノム TRP1 座におけるヌクレオソーム

のポジションについて、MNase 消化と化学切断法からそれぞれ得られた DNA

断⽚を間接末端標識法またはプライマー伸⻑法で並⾏して解析した。MNase に

よる切断部位からリンカーDNA 部位を、H4 S47C を介した化学切断部位から

ヌクレオソーム dyad を求め、それぞれから決定されるヌクレオソームのポジ

ションを⽐較解析した。以下、本論⽂では、ヌクレオソームポジションを MNase

消化から決定することを MNase マッピングと呼び、H4 S47C を介した OH ラ

ジカルによる切断から決定することをケミカルマッピングと呼ぶ。従来のゲル

電気泳動法を⽤いて、MNase とケミカルのパラレルマッピングにより、MNase

マッピング単独の結果と⽐較して、より正確にヌクレオソームの位置を決定す

ることができた。さらに、ポジショニングした個々のヌクレオソームは構造的

性質が異なることが⽰された。 

 

 

１．２ 実験方法 

１．２．１ 出芽酵母菌株とプラスミド 

 本章で使⽤した出芽酵⺟株のリストを表 1-1 に⽰す 58)。BY4742 を由来とす

る Mat-alpha-YDR007W と Mat-alpha-YBR009C は Open Biosystems より購⼊し

た。Brogaard らが構築した H4 S47C 株（MYA-4902）は ATCC より購⼊した。

MYA-4902 株の TRP1 遺伝⼦を、選択マーカーKanMX（カナマイシン耐性遺伝

⼦カセット）で破壊して MHS3001 を構築した。BY4742 の遺伝的背景を持つ 
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MATaの H4 S47C 株を獲得するために、Mat-alpha-YBR009C と MHS3001 とを

接合させて⼆倍体を作製した後、飢餓条件下で培養し胞⼦形成させた。得ら

れた胞⼦から四分⼦解析 76)により、hhf1::S47C と hhf2::URA3 を有する

MHS3002 株を獲得した。FY23 と FY24 に hhf2::KanMX と hhf1::S47C を導⼊

した MHS3003（MATa）と MHS3004（MATa）を構築した。さらに、

MHS3003 と MHS3004 とを掛け合わせて、四分⼦分析 76)によって同質遺伝系

統（isogenic）な MHS3005（MATa）と MHS3006（MATa）を得た。 

 プラスミド TALS-pBRDRI 77)を EcoRI で消化した後、⾃⼰環状化により

TRP1ARS1- pBRDRI を構築した 58)。TRP1ARS1- pBRDRI から pBR322 部分を除

くために HindIII で消化した。回収した TRP1ARS1 断⽚を連結し、出芽酵⺟細

胞に導⼊した。 

 

 

１．２．２ 出芽酵母細胞核の調製 

 出 芽 酵 ⺟ 細 胞 核 は 過 去 の 報 告 に 従 っ て 以 下 の よ う に 調 製 し た 19,78) 。

TRP1ARS1 プラスミドを導⼊した出芽酵⺟株を SC-Trp 培地（0.67 % yeast 

nitrogen base with amino acids, 2 % glucose, 0.2 % of tryptophan-drop-out mix）1 L

において OD600 =1.0〜1.5 に達するまで培養した。1L の培養液に、アジ化ナト

リウム（NaN3）とフッ化フェニルメチルスルホニル（PMSF）をそれぞれ最終

濃度 0.13 %と 0.5 mM になるように加えた。出芽酵⺟細胞を集菌した後、その

細胞を S-buffer（1.4 M D-sorbitol, 40 mM HEPES, pH 7.5, 0.5 mM MgCl2, 0.13 % 

NaN3, 1 mM PMSF）で１回洗い、遠⼼分離で回収した細胞を S-buffer で再懸濁

した。出芽酵⺟細胞を zymolyase（ナカライテスク）で処理してスフェロプラ

ストにした。スフェロプラストをホモジナイズにより破砕し、⼆段階遠⼼分離

によって単離核を調製した。 

 

 

１．２．３ 単離核におけるクロマチンの化学切断 

 1 L の培養液から得られた単離核を 4 ml の Labeling buffer（1 M D-sorbitol, 50 

mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM 
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spermine）に再懸濁した。0.7 mM N-(1,10 phenanthrolin-5-yl)iodoacetamide（Biotium 

cat #92015）の dimethylsulfoxide 溶液を、終濃度 0.14 mM となるように核懸濁

液に加えた。N-(1,10 phenanthrolin-5-yl)iodoacetamide を Cys 残基に連結させる

ラベリング反応は、暗所で 4 ℃、1 時間、ローター回転させながら⾏った。反

応後、細胞核を 4,000×g で遠⼼し、3 ml の labeling buffer に再懸濁した。細胞

核は labeling buffer で 4 回洗浄し、次に 3 ml の mapping buffer（1 M D-sorbitol, 

2.5 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 0.5 mM spermidine, 0.15 mM 

spermine）で再懸濁した。最終濃度が 10 mM となるように CuCl2 を加え、室温

で 5 分間インキュベートした。4,000×g で 10 分間遠⼼し、3 ml の mapping buffer

で 3 回洗浄した。核を 1.625 ml の mapping buffer で再懸濁し、最終濃度 5.9 mM 

3-メルカプトプロピオン酸となるように加え、室温で 5 分間インキュベートし

た。化学反応は 0.4 M H2O2 を最終濃度 6 mM になるように加えた。反応液の⼀

部（330 µl）を 5 分毎に 2 µl の 0.5 M ネオクプロインと混和して反応を停⽌

し、20 分まで⾏った 58)。核ペレットを 200 µl の mapping buffer に再懸濁した

後、DNA を精製した。ゲノム DNA の化学切断反応の進⾏はアガロースゲル電

気泳動によって解析した。 

 

 

１．２．４ 単離核クロマチンの MNase 消化 

 過去の報告に従って、単離核の MNase 消化を以下のように⾏った 19,77,79-81)。

核ペレットを 2 ml の digestion buffer（10 mM HEPES, pH 7.5, 0.5 mM MgCl2, 0.05 

mM CaCl2, 1 mM PMSF）に懸濁した。核懸濁液を 200 µl ずつ分注し、段階希釈

した MNase（10 から 0.625 units/ml）を加え、37 ℃で 10 分間インキュベートし

た。コントロールとして精製した DNA を 10 倍から 60 倍低い濃度の MNase で

消化した。MNase によるゲノム DNA の消化の程度は、アガロースゲル電気泳

動によって確認した。 

 

 

１．２．５ ケミカルおよび MNase マッピングの検出 

 化学切断による DNA 部位または MNase による切断部位は、間接末端標識法
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またはプライマー伸⻑法によって解析した 19,77,79-81)。TRP1ARS1 における

EcoRV-HindIII 断⽚（ポジション 388 から 619）、NheI-StuI 断⽚（ポジション 830

から 1041）を PCR によって調製した 58)。これらの断⽚を鋳型として、BcaBest 

Labeling kit（TAKARA）と[a-32P]dCTP（6000 Ci/mmol、PerkinElmer NEG513Z）

を⽤いてランダムプライミング法によって間接末端標識法の放射性プローブ

を作製した。 

 プ ラ イ マー 伸 ⻑法 に 使 ⽤し た プラ イ マ ーと し て 以下 を 使⽤ し た 58) 。

NII_top_primer (top strand のポジション 919 to 954)、5'-TTG ATT GTA CAG GAA 

AAT ATA CAT CGC AGG GGG TTG-3'； NII_bot_primer (bottom strand のポジシ

ョン 1,285 to 1,251), 5'-GAG GCT GAT GGT GTT TAT GCA AAG AAA CCA CTG 

TG-3'；NIII_top_primer (top strand のポジション 1,098 to 1,133)、5'-CATACC TCT 

CTC CGT ATC CTC GTA ATC ATT TTC TTG-3'； NIII_bot_primer (bottom strand

のポジション 93 to 59)、5'-TGC CTT TGT GTG CTT AAT CAC GTA TAC TCA CGT 

GC-3'；NIV_top_primer (top strand のポジション 1,338 to 1,372), 5'-TTG ATA ATT 

AGC GTT GCC TCA TCA ATG CGA GAT CC-3'； NIV_bot_primer (bottom strand

のポジション 297 to 260), 5'-ATT TTT ATA TGC TTT TAC AAG ACT TGA AAT 

TTT CCT TG-3'）。[g-32P]ATP（6000 Ci/mmol、PerkinElmer NEG502Z）を⽤いて

T4 ポリヌクレオチドキナーゼによりプライマーの 5´末端をラベルして、プラ

イマー伸⻑法に使⽤した。 

 間接末端標識法とプライマー伸⻑法の結果は、Typhoon FLA 7000 biomolecular 

imager（GE Healthcare UK Ltd）で検出した。 

 

 

１．３ 結果と考察 

１．３．１ モデル生物としての出芽酵母とヒストン遺伝子 

 遺伝学と分⼦⽣物学的⼿法を駆使できる出芽酵⺟は、従前より、真核⽣物の

モデルとして世界中で⽤いられている。出芽酵⺟の実験室株には、⼀倍体の a

細胞とa細胞、⼆倍体の a/a細胞がある。⼀倍体と⼆倍体はそれぞれ独⽴に栄養

増殖する。a/aの⼆倍体細胞は飢餓条件下におかれると、減数分裂を開始して１

つの⼦嚢を形成し、その中に 4 つの⼀倍体の⼦嚢胞⼦が形成される。⼦嚢から
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４つの⼦嚢胞⼦を取り出して、栄養増殖させて解析することができる（四分⼦

分析）76)。本章で構築した⼀倍体株 MHS3002、MHS3005、MHS3006 は、⻑浜

バイオ⼤学・向由起夫博⼠にご協⼒いただき、四分⼦分析によって得られた 58)。 

 出芽酵⺟ゲノムには、４種類のコアヒストンの遺伝⼦がそれぞれ２コピーず

つ存在する。図 1-1 に、出芽酵⺟ゲノムにおける各ヒストンの遺伝⼦座を模式

的に⽰す。ヒストン H2A の遺伝⼦は HTA1 と HTA2、H2B の遺伝⼦は HTB1 と

HTB2、H3 の遺伝⼦は HHT1 と HHT2、H4 の遺伝⼦は HHF1 と HHF2 である。

図 1-1 上に⽰すように、出芽酵⺟の野⽣株（WT 株）では、2 番染⾊体（Chr II）

に HTA1 と HTB2 および HHF1 と HHT1 が、4 番染⾊体（Chr IV）に HTB1 と

HTA1、14 番染⾊体（Chr XIV）に HHT2 と HHF2 が座している。H2A と H2B、

H3 と H4 の遺伝⼦は divergent promoter から転写される。 

 本論⽂において使⽤した出芽酵⺟株のリストを表 1-1 に⽰す。ケミカルマッ

ピングを⾏うために、本研究において、H4 S47C 株の⼀倍体の組を 2 セット構

築した 58)。図 1-2 下に、MHS3001（MATa）と MHS3002（MATa）ならびに

MHS3005（MATa）と MHS3006（MATa）である。いずれも hhf1::S47C 変異を

有するが、MHS3001 と MHS3002 はそれぞれ BY4741 と BY4742 の誘導体であ

り、hhf2 は URA3 に置換されている。MHS3005 と MHS3006 はそれぞれ FY23

と FY24 の誘導体であり、hhf2 は KanMX（カナマイシン耐性遺伝⼦カセット）

で置換されている。これらの H4 S47C 株を⽤いて、以下の実験を⾏った。 

 

 

１．３．２ 出芽酵母の細胞核を基質とする H4 S47C 部位特異的化学切断の反応条

件の確立 

 １．１の緒⾔で述べたように、MNase は塩基配列選択性のエンドヌクレアー

ゼとエキソヌクレアーゼ活性を持つことから 31-33)、ヌクレオソームのマッピン

グではしばしば問題となっている。MNase マッピング法の短所を補うために、

本論⽂において、Brogaard らによって報告された⽅法 34,35)を基盤とし、部位特

異的化学切断法を単離核に適⽤する条件を確⽴した。化学切断法では、出芽酵

⺟のヒストン H4 の 47 番⽬の Ser 残基が Cys 残基に置換された H4 S47C 株を 
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必要とする（表 1-1、図 1-1）。図 1-2 に H4 S47C を介した化学切断法の原理を

⽰す。H4 の２つの S47C 残基（図中に⾚丸で⽰す）は対称的に SHL ±0.5 の

DNA 付近に接しており dyad axis に近傍に位置する 34,35,68)。ラベル試薬 N-(1, 

10-phenanthrolin-5-yl)iodoacetamide を H4 の S47C 残基に共有結合させる。次

に、塩化銅と過酸化⽔素⽔を加えることによって、フェントン反応により OH

ラジカルが局所的に発⽣し、ヌクレオソーム中央付近の DNA が切断される

（図 1-2）34,35)。 

 Brogaard らは、この⽅法を出芽酵⺟のスフェロプラストを溶解した懸濁液

（spheroplast lysate）に対して適⽤した 34,35)。これに対して、著者は、MNase に

よるマッピングと同じ基質である細胞核に対して、この反応を⾏うための条件

を検討した。本研究において確⽴した化学切断反応条件と Brogaard らの反応条

件との⽐較を図 1-3 に⽰す（実験条件の異なる箇所を⾚字で⽰した）58)。両者

を⽐較して⼤きな違いは、著者が確⽴した条件では、細胞核懸濁液に添加する

ラベル試薬 N-(1, 10-phenanthrolin-5-yl)iodoacetamide と塩化銅の濃度はそれぞれ

140 µM と 10 µM であり、Brogaard らの実験条件と⽐較すると、それぞれを 1/10

と 1/15 に減少させることができた。特に、ラベル化試薬は⽐較的⾼価であるの

で、実験経費節約をもたらした。 

 

 

１．３．３ 出芽酵母におけるヌクレオソームのパラレルマッピング法の開発 

 図 1-4 にパラレルマッピングのスキームを⽰す。出芽酵⺟細胞から核を調製

するまでの過程は共通であり、細胞核懸濁液を基質として MNase 消化または

化学切断反応を⾏い、それぞれから DNA を精製する。切断された DNA を間接

末端標識法またはプライマー伸⻑法によって同⼀ゲル上で解析するという⽅

法である。したがって、化学切断によるヌクレオソームの中央（dyad）と MNase

によるリンカーDNA 部位というヌクレオソームの両側⾯が同時に検出できる。 

 H4 S47C を介した部位特異的化学切断法で調製した DNA 断⽚のアガロース

ゲル電気泳動の結果を図 1-4 ⽰す。MNase による切断（lanes 1-4）では、MNase

濃度が⾼くなるにつれてゲノム DNA が切断され、約 160-180 bp の倍数付近に

バンドが観察された。これらのバンドはヌクレオソーム間のリンカーが優先的 
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に切断された結果を⽰しており、このパターンはヌクレオソームラダーと呼ば

れる。 

 ⼀⽅、OH ラジカルによる切断では、反応時間が⻑くなるにつれて、H4 S47C

株においてゲノム DNA が断⽚化された（図 1-4、lanes 5-9）。野⽣株（WT 株）

では、このようなゲノム DNA の切断は検出されず（図 1-4、lanes 10-14）、この

切断反応はヒストン H4 の S47C 残基に依存して引き起こされていることが⽰

された。OH ラジカル消化により⾒られたヌクレオソームラダーが MNase 消化

によるラダーに匹敵するほど明瞭であるという結果は、化学切断反応条件の⾄

適度の⾼さを⽰している。また、本研究の結果は、MNase の代わりに OH ラジ

カル切断がテトラヒメナの⼤核に適⽤された最近の報告 82)とよく対応してい

る。次の項で、間接末端標識法およびプライマー伸⻑法によって、部位特異的

化学切断と MNase による切断部位を検出した結果について述べる。 

 

１．３．４ 間接末端標識法による TRP1ARS1 のパラレルマッピング 

 MNase とケミカルによるパラレルマッピングを評価するため、以前にヌクレ

オソームの位置が詳細に調べられている出芽酵⺟ミニ染⾊体 TRP1ARS1 15,16,83) 

のクロマチン構造を解析した。TRP1ARS1 ミニ染⾊体は出芽酵⺟ IV 番染⾊体

の⼀部（461,740〜463,192）の 1,453 bp の DNA 断⽚を環状して得られたもの

で、TRP1 遺伝⼦と ARS1 を含んでいる。Thoma ら 15)によって、TRP1ARS1 は

7 つのヌクレオソーム（I〜VII）と⼆つのヌクレアーゼ感受性領域（HSRA and 

HSRB、nuclease hyper-sensitive region A and B）がマップされた（図 1-5A）。 

 H4 S47C 株に TRP1ARS1 を導⼊し、単離した核に対して MNase または H4 

S47C を介した化学切断反応によって限定消化した。MNase マッピングではコ

ントロールとして、naked DNA サンプルを MNase で消化した。部位特異的化

学切断のバックグラウンドを検証するため、コントロールとして野⽣株を使⽤

した。MNase による消化または化学切断反応の後、それらの DNA を精製した、

間接末端標識を⾏うために、制限酵素 EcoRV、HindIII、または NheI によって

消化した。図 1-5B に、EcoRV、HindIII または NheI 部位からの間接末端標識に

よるマッピングの結果をまとめた。EcoRV、HindIII または NheI 部位からの間

接末端標識法の raw data を図 1-6A~C に⽰す。MNase によるヌクレオソームの 
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ポジションの解析は、⼀般的には、核を MNase で消化したクロマチン試料と

naked DNA を消化した試料における MNase の切断部位を⽐較することによっ

て決定される。 

 例えば、EcoRV 部位から時計回りのマッピングにおいて、naked DNA で⾒ら

れる MNase の切断部位はクロマチン試料では保護されている。クロマチン試

料における MNase による切断部位はリンカーDNA に相当すると考えられる。

MNase 消化から保護された領域をゲルの下からヌクレオソーム I から IV と帰

属した（図 1-5B、lanes 1、2）。EcoRV 部位からのマッピングで⾒られた MNase

消化から保護される領域、すなわちヌクレオソームに帰属される領域は、

HindIII または NheI 部位からのマッピングにおいても⾸尾⼀貫して検出された

（図 1-5B、lanes 7、8、13、14）。ヌクレアーゼ感受性領域 HSRA と HSRB はそ

れぞれヌクレオソーム I から VII と III から IV の間に観察された。 

 TRP1ARS1 の DNA を鋳型として PCR により DNA サイズマーカー断⽚を作

製した。これらのバンドの泳動距離から検量線を作成し、MNase による切断部

位を決定した（図 1-5C、上向きの⻘⽮印）。これらの切断部位は、過去の報告

とよく⼀致した。また、野⽣株と H4 S47C 株の MNase 消化パターンもよく⼀

致した。これらの結果から、H4 S47C 変異は、ヌクレオソームポジショニング

にはほとんど影響を及ぼさないことが確認された。 

 ⼀⽅、部位特異的ケミカルマッピングに関して、H4 S47C 残基を介して発⽣

した OH ラジカルはヌクレオソーム dyad の近くの DNA を切断する。図 1-5B

に⽰されるように、反応時間 10 分と 20 分の試料において、TRP1ARS1 におけ

るヌクレオソームが検出された（図 1-5B、lanes 3、4、9、10、15、16）。重要な

ことは、化学切断のコントロールとしての野⽣株では、はっきりとしたバンド

は観察されず、全反応時間を通してそれは変化なかった（図 1-5B、lanes 5、6、

11、12、17、18 および図 1-6A〜C）。OH ラジカルの切断部位は、ヌクレオソー

ム I、II、V、VI、VII として MNase 消化から保護された領域の真ん中に観察さ

れた。これに対して、ヌクレオソーム III と IV は MNase の保護領域の中央に

位置せず、HSRB の側に近かった。それぞれのゲルにおける化学切断部位の位

置を算出し、MNase の切断部位とともに、図 1-5C と表 1-2 にまとめた。 
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１．３．５ TRP1ARS1 におけるヌクレオソームポジションの解析によるパラレルマッピ

ングの検証 

 H4 S47C によるケミカルマッピングの信頼性を検証するために、TRP1ARS1

おけるヌクレオソームのポジションについて、MNase とケミカルマッピングと

の結果（図 1-5B）を⽐較した。まず、ケミカルマッピングの切断部位からヌク

レオソームの中⼼点（dyad）を決定した。⼀⽅、MNase マッピングでは、MNase

による切断部位からリンカーDNA を決定し、リンカーDNA 間の保護された領

域の中央部位をヌクレオソームの中⼼点（dyad）として求めた（表 1-2、

TRP1ARS1 minichromosome のカラム参照）。TRP1ARS1 ミニ染⾊体におけるヌ

クレオソーム I と VI の中⼼点（dyad）のポジションは、MNase とケミカルマ

ッピングとの間でよく⼀致した。ヌクレオソーム II、V、VII では、MNase とケ

ミカルマッピングによって決定された中⼼点（dyad）のポジションの差は 20 bp

以内であった。ヌクレオソーム II、V、VII では、MNase から保護された領域が

150 bp 以上とヌクレオソーム DNA の 145-147 bp より⼤きいために、ヌクレオ

ソームが必ずしも保護領域の中央には位置しておらず、むしろ保護領域のどち

らか⼀⽅に寄っている可能性もあり、保護領域の中央部位が中⼼点（dyad）と

ならない可能性がある。すなわち、MNase から保護される領域が 150 bp より

⼤きい場合には、ヌクレオソームのポジションは曖昧になることを⽰している。 

 ヌクレオソーム III と IV の中⼼点（dyad）ポジションについて、表 1-2 に⽰

すように、MNase とケミカルマッピングで決定された位置の差異は、ヌクレオ

ソーム III では 37 bp、IV では 40 bp であった。他のヌクレオソームにおける結

果と⽐較すると、ヌクレオソーム III と IV のポジションに関する MNase とケ

ミカルマッピングとの間の差異は⼤きかった。ヌクレオソーム III と IV がケミ

カルマッピングによって決定したポジションに配置されたとすると、これらの

ヌクレオソームの HSRB 側が MNase 感受性であることになる。事実、ヌクレ

オソーム III の MNase 保護領域は 132 bp しかなく、ヌクレオソームサイズより

⼩さい。これは、ヌクレアーゼ感受性領域に隣接したヌクレオソームは不安定

で、よりダイナミックであることを⽰唆しているかもしれない。あるいは、

MNase とケミカルマッピングで決定されたヌクレオソームの中⼼点（dyad）の

差異は、これらのヌクレオソームが安定にポジショニングしておらず、多重的 
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Mapping
method

samples
TRP1ARS1

minichromosome
Genomic
TRP1  locus

Cleaved sites as
nucleosome center*1

Cleaved sites as
nucleosome center*2

Cleaved sites as
linker DNA*1

Midpoint between
the cleaved sites

Cleaved sites as
linker DNA*2

Midpoint between
the cleaved sites

144
(461,883)

139
(461,878)

302
(462,041)

296
(462,035)

453
(462,192)

455
(462,194)

602
(462,341)

604
(462,343)

725
(462,464)

736
(462,475)

780
(462,519)

790
(462,529)

941
(462,680)

982
(462,721)

1,118
(462,857)

1,154
(462,893)

1,271
(463,010)

1,304
(463,043)

1,379
(463,118)

1,379
(463,118)

1,440
(463,179)

1,453
(463,192)

1,079
(462,818)

1,228
(462,967)

885
(462,624)

*1 The position numbers of bp in the DNA sequence of TRP1ARS1 are shown together with their corresponding coordinates in chromosome
IV, in parentheses.  The cleaved sites were determined from the results of Fig. 2: For Nuc II, III, IV and V, determined as averages of
measurements in the mappings from the EcoRV, Hin dIII and Nhe I sites, for Nuc I, determined as averages of measurements in the mappings
from the EcoRV and Hin dIII sites, for Nuc VI and VII, determined by the mapping from the Nhe I site.   The variations in measurements are
the averages ± 20 bp.
*2 The position numbers of base-pairs in the DNA sequence of TRP1ARS1 are shown together with their corresponding coordinates in
chromosome IV, in parentheses.  The cleaved sites were determined from the results of Fig. 5:  for Nuc I, II and III, determined in the mapping
from the EcoRV site, for Nuc IV to VII, determined in the mapping from the Nhe I site.

HSRB

62
(461,801)

62
(461,801)

376
(462,115)

���������
���	��"%'&$!#( ����������������
58)

622
(462,361)

613
(462,352)

673
(462,412)

534
(462,273)

1,132
(462,871)

1,143
(462,882)

1,308
(463,047)

1,329
(463,068)

850
(462,589)

1,032
(462,771)

1,204
(462,943)

1,337
(463,076)

940
(462,679)

950
(462,689)

Nuc II

Nuc III

225
(461,964)

378
(462,117)

527
(462,266)

677
(462,416)

216
(461,955)

Nuc VII

HSRA

Nuc I

MNase
(MN)

TRP1ARS1
minichromosome

Genomic
TRP1  locus

104
(461,843)

117
(461,856)

Nuc IV

Nuc V

Nuc VI

Chemical
(CHM)

285
(462,024)

284
(462,023)

450
(462,189)

449
(462,188)
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な位置に形成されている（multiple, alternative overlapping nucleosome arrays ま

たは redundant positions と呼ばれる）17,30,84-86)ことが考えられる。この点につい

ては、次の 1.3.5 項の⾼分解能プライマー伸⻑法の結果のところで議論する。 

 次に、ヌクレオソームフリーと考えられている HSRB 領域（MNase 超感受性

領域）の⻑さについて調べた。過去に報告された MNase マッピングの結果によ

れば、HSRB 領域は約 180 bp と帰属された 15)。この結果は、本研究における

MNase マッピングの結果ともよく⼀致している。しかし、ケミカルマッピング

では、ヌクレオソーム III と IV の中⼼点（dyad）はそれぞれ 1,308 と 104 であ

った。標準的なヒストン⼋量体で構成されたヌクレオソームを仮定するとヌク

レオソームフリー領域は 105 bp と決定される。すなわち、MNase 単独のマッ

ピングではヌクレオソームフリー領域のサイズを⼤きく⾒積もってしまう可

能性が潜在的にある。したがって、MNase と化学切断によるパラレルマッピン

グ法は、間接末端標識法によるヌクレオソームマッピングを改良した⽅法であ

ると⾔えよう。 

 

 

１．３．６ ヒストン H4 S47C 株におけるケミカルマッピングの再現性 

 本論⽂で確⽴したケミカルマッピングの再現性をチェックするために、1.3.4

項で⽤いた H4 S47C 株（MHS3002）とは親株の異なる MHS3006 株を⽤いて

TRPARS1 ミニ染⾊体におけるヌクレオソームのケミカルマッピングを⾏った。

MHS3002 と MHS3006 の遺伝的背景は、それぞれ BY4742 株と FY24 株である。

MHS3002 と MHS3006 における TRP1ARS1 ミニ染⾊体のケミカルマッピング

の結果を図 1-7 に⽰す。H4 を介した化学的切断部位は、両者の間でよく⼀致し

た。したがって、H4 S47C 株の構築ならびに化学切断の実験条件は再現性があ

る。 

 

 

１．３．７ 高分解能プライマー伸長法による TRP1ARS1 におけるヌクレオソーム II の

解析 

 間接末端標識での化学切断部位の結果をより詳細に解析するために、間接末 
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端標識で使⽤したものと同⼀の試料に対して、シーケンスゲルを⽤いるプライ

マー伸⻑法で解析した。化学切断法において、OH ラジカルは糖を酸化的に攻

撃しデオキシリボヌクレオチドの除去を引き起こして、DNA 鎖が切断される。

⼀⽅の鎖の塩基配列を有するプライマーを伸⻑させると、他⽅の鎖が鋳型とな

り、その鋳型鎖での切断部位でプライマーの伸⻑が停⽌する。5´末端を 32P で

標識したプライマーの伸⻑産物をシーケンスゲル電気泳動で検出することに

より、塩基対レベルで切断部位を検出できる。 

 まず、ヌクレオソーム II について、MNase と化学切断部位をプライマー伸⻑

法で解析した（図 1-8）。MNase マッピングについて⾒ると、top strand と bottom 

strand の両⽅の結果において、クロマチン試料（図 1-8A，C1、C2）において

1,077 と 1,187 との間の領域（109 bp）は、naked DNA と⽐較して明確に保護さ

れており、ヌクレオソーム II は安定にポジショニングしていることが⽰され

た。明確に保護された領域はヌクレオソームサイズの 145 bp でなく、109 bp 前

後であった。この結果は、このヌクレオソームの中央から離れた周辺領域に対

して MNase が接近可能であることを⽰唆する。したがって、もし MNase 優先

的切断配列がヌクレオソーム周辺領域に取り込まれたならば、ヌクレオソーム

コア内でさえ切断するであろう。この結果は MNase マッピングのさらなる短

所を明らかにした。すなわち、MNase によって保護される領域が 145 bp より

も狭いとき、ヌクレオソームのどちらの端側が MNase に感受性が⾼いのか分

からないので、ヌクレオソーム中央点（dyad）のポジションを決定することは

できない。 

 ヌクレオソーム II の領域において、いくつかの化学切断部位が、両⽅の鎖に

おける MNase 保護領域の中央付近に検出された。その切断パターンは、過去の

報告 34)と⼀致して、top と bottom strands との間で異なっていた。TRP1ARS1 の

塩基配列は、出芽酵⺟ IV 番染⾊体の⼀部と同⼀の配列である。そこで、島根

⼤・医学部・加藤太陽博⼠のご協⼒を得て、Brogaard ら 34)によって報告された

ゲノム遺伝⼦座における化学切断強度と⽐較解析した。間接末端標識法によっ

て決定された切断部位を red asterisk で⽰し、図 1-8A における black bar で⽰し

た領域を ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/)でデンシトメータ的に解析した（図 1-

8B、Primer extension のプロファイル）。Brogarrd らによる解析の raw data 34) か 
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らゲノムにおけるヌクレオソーム II に相当する領域の切断部位を視覚化した

（図 1-8B、Chem-map*1 のプロファイル）。Top strand と bottom strand における

化学切断強度は、Primer extension と Chem-map*1 との間でよく⼀致した。これ 

Brogaard らの解析から、TRP1ARS1 におけるヌクレオソーム II に相当するヌク

レオソームの中⼼点（dyad）は 1,131 に帰属された（orange vertical line）34)。こ

の値は、間接末端標識法で決定された 1,132 の中⼼点（dyad）と極めてよく⼀

致した 58)。したがって、アガロースゲルは DNA 断⽚の分解能は⽐較的低いと

いう事実はあるが、アガロースゲルを⽤いた間接末端標識法によるケミカルと

MNase マッピングは、ヌクレオソームのポジションを決定する有⽤な⽅法であ

ると結論づけられる。 

 

 

１．３．８ 高分解能プライマー伸長法による TRP1ARS1 におけるヌクレオソーム III と

IV の解析 

 １.３.４項と１.３.５項の間接末端標識による解析結果で述べたように、ヌク

レオソーム III と IV では、それらの HSRB 側の 4 分の 1 は MNase に対して⾼

い感受性があるという特徴を⽰した。このことを調べるために、ヌクレオソー

ム III と IV の領域をプライマー伸⻑法によって解析した（図 1-9）。ヌクレオソ

ーム III では、MNasee 消化から明確に保護された領域は、top strand と bottom 

strand でそれぞれ 74 bp と 65 bp であり、ヌクレオソーム II と⽐較して狭かっ

た。⼀⽅、化学切断部位を含む領域は約 75 bp であり、ヌクレオソーム II と⽐

較して広かった。同様に、ヌクレオソーム IV における MNase 保護領域は、top 

strand と bottom strand でそれぞれ 87 bp と 80 bp となった。ヌクレオソーム IV

の化学切断部位も広く⾒られた。したがって、ヌクレオソーム III と IV の MNase

と化学切断部位のパターンはヌクレオソーム II と異なっていた。 

 このヌクレオソーム II と III および IV との違いの説明の⼀つとして、ある

DNA 領域において、ヌクレオソームのポジショニングは安定ではなく、多重的

な位置にヌクレオソームが形成されている、multiple, alternative overlapping 

positions 17,30,84-86)の可能性である。ヌクレオソーム III と IV に隣接した HSRB

領域に、ヌクレオソームが移動可能と考えられるからである。TRP1ARS1 にお 
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ける positions 1-102 は構成的に発現している TRP1 遺伝⼦のプロモーター領域

であり、その転写によって、ヌクレオソーム III と IV のポジションが乱される

可能性がある。 

 この可能性を考察するために、MNase の明確な保護領域が約 110 bp である

というヌクレオソーム II の結果を基にすると、ヌクレオソーム III には MNase

による切断においていくつかのフレームが存在すると解釈することができる。

ヌクレオソーム III における複数のフレームとして、図 1-9 の top strand では

1,227 から 1,346（green bracket）、1,246 から 1,362（purple bracket）、1,264/1,271

から 1,376/1,388（yellow bracket）、bottom strand では 1,224/1,230 から 1,334/1,343

（green bracket）、1,242/1,246 から 1,362（purple bracket）、1,268 から 1,387（yellow 

bracket）｝が帰属される（bottom strand における各フレームも同じ⾊の brackets

で⽰す）。同様に、ヌクレオソーム IV では、図 1-9 の top strand では、45 から

158（green bracket）、55 から 168（purple bracket）、70 から 181（yellow bracket）、

78 から 189（cyan bracket）、bottom strand では 53 から 168（purple bracket）、69

から 178（yellow bracket）、79/87 から 188（cyan bracket）が帰属される（bottom 

strand における各フレームも同じ⾊の brackets で⽰す）。。したがって、

TRP1ARS1 ミニ染⾊体上でヌクレオソーム III と IV は多重的な位置（multiple, 

alternative overlapping positions）17,30,84-86)に形成され、その redundant なポジショ

ニングにより化学切断部位が広い範囲におよんでいる可能性がある。もう１つ

の可能性は、ヌクレオソームフリー領域に隣接してサブヌクレオソームが形成

されることが提唱されているように 45)、ヌクレオソームフリー領域に隣接した

ヌクレオソームが標準的な構造とは異なる可能性である。加えて、多様に変化

したヌクレオソーム構造が転写されている遺伝⼦のプロモーターにおいて動

的に形成されている可能性も考えられる。 

 

 

１．３．９ TRP1ARS1 ミニ染色体とゲノム TRP1 座におけるヌクレオソームポジション

の比較 

 ミニ染⾊体とゲノムにおけるヌクレオソームポジションを⽐較するため、野

⽣型 TRP1 遺伝⼦を有する H4 S47C 株（MYA-4902）における TRP1 遺伝⼦座周
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囲のクロマチン構造を調べた。TRP1ARS1 の DNA 配列は IV 番染⾊体の 461,740 

から 463,192 の間の⼆つの EcoRI の間の配列と⼀致する。この領域を２⽅向か

ら間接末端標識法によって解析した。図 1-10 に⽰すように、１つは EcoRV 部

位から NsiI 部位への⽅向（図 1-10 上、⻘⽮印）であり、もう１つは NheI 部位

から SacI 部位への⽅向（図 1-10 上、⾚⽮印）である。図 1-10 のケミカルと

MNase マッピングは TRP1ARS1 のヌクレオソーム I から VII に対応するヌクレ

オソームが、ゲノム TRP1 座周囲においてポジショニングしていることを明ら

かにした。さらに、ゲノムにおけるこれらのヌクレオソームの中⼼点（dyad）

のポジションは TRP1ARS1 とよく⼀致した（p. 32、表 1-2）。これらの結果は、

DNA の塩基配列が、これらのヌクレオソームのポジショニングの主な決定要

因であるという考え⽅を⽀持する。 

 さらに、島根⼤・医学部・加藤太陽博⼠のご協⼒を得て、過去に報告されて

いるゲノムワイドのケミカルマッピングならびに MNase-seq の結果 87)と本研

究の結果とを⽐較した。まず、本論⽂において間接末端標識法を⽤いて MNase

消化と化学切断によって決定された TRP1ARS1 ミニ染⾊体と TRP1 遺伝⼦座に

おけるヌクレオソームポジションは、過去の MNase-seq によって同定されたヌ

クレオソームマッピングの結果 87)と⼀致した。さらに、ヌクレオソーム I から

III の中⼼点（dyad）について、本研究による間接末端標識法の結果と Brogaard

らによるゲノムワイドのケミカルマップ（Chem-map）34)との間で良い⼀致を⽰

した。これと対照的に、ヌクレオソーム IV と VII の中⼼点（dyad）は Brogaard

らの Chem-map 34)では明確に検出されなかったが、それらのヌクレオソームは、

本研究のゲノム TRP1 遺伝⼦座の間接末端標識法で検出された。TRP1 遺伝⼦

は構成的に発現しているので、TRP1 遺伝⼦のコード領域においてヌクレオソ

ーム IV から VII の構造と配置はダイナミックに変化していると推察される。

この考え⽅と⼀致して、MNase-seq 解析 87)におけるリードを 100 bp から 147 bp

の⻑さに広げると、ヌクレオソーム V から VII のピークは、より不明瞭になっ

た（図 1-11、MNase-seq*3 の 100 bp ext と 147 bp ext）。従って、TRP1 遺伝⼦座

において、転写されているヌクレオソームでは DNA が部分的に解離し、ヒス

トン H4 の S47C 残基の周囲に局所的に発⽣する OH ラジカルの到達範囲を超

えている可能性がある。その結果、Brogaard らによって解析されたモノヌクレ  
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オソームサイズの DNA の分画は、TRP1 領域のヌクレオソームに由来する DNA

断⽚の全てを含んでいない可能性が考えられる。よって、Brogaard らによる報

告された Chem-map 34)では、これらのヌクレオソームは失われやすいことが考

察できる。 

 この可能性を調べるために、Henikoff ら 52) によって報告されたゲノムワイ

ドのケミカルマップのデータ（Chem-site*2）も調べた。図 1-11 に両者の結果を

視覚化した。興味深いことに、Brogaard らによる結果（Chem-site*1）34)と⽐較

して、ヌクレオソーム IV から VII の領域の化学切断部位は Henikoff らによる

結果（Chem-site*2）52)では、より明瞭に検出された（図 1-11）。Chem-site*1 と

Chem-site*2 の化学切断部位のプロファイルにおける差異を理解するために、

これらの解析に使⽤された DNA 断⽚の⻑さを調べた。Brogaard らが使⽤した

DNA 断⽚の⻑さの 98 %は 100-200 bp の範囲であった 34)。⼀⽅、Henikoff らで

解析された DNA 断⽚はより⻑い DNA 断⽚を含めて広く分布しており 52)、彼

らの解析には⻑いリンカーDNA を有するヌクレオソームの断⽚を含まれてい

ると考えられる。したがって、Brogaard ら 34)と Henikoff ら 52)による化学切断

部位のプロファイルにおける差異は、解析に⽤いられた DNA 断⽚の⻑さの分

布における違いによって説明できる。以上をまとめると、NGS 解析に使⽤され

る DNA 断⽚の⻑さは化学切断部位のプロファイルに影響を与えると⾔えよう。

これに関連して、DNA のサイズ選択なしで部分消化した試料を⽤いた間接末

端標識法では、転写されている TRP1 遺伝⼦において、ヌクレオソーム IV から

VII での特異的化学切断を検出できたことを明記したい。間接末端標識法によ

って検出されたヌクレオソーム IV から VII の化学切断のシグナルは、上流の

U1 ヌクレオソームと⽐較して弱かった（図 1-10、lanes 8-10）ことは、上述の

⼀連の解釈と⼀致する。 

 

 

１．４ 結論 

 本章において、著者は、ゲル電気泳動法をベースとして、出芽酵⺟細胞核を

基質とする部位特異的化学切断と MNase 消化によるパラレルマッピング法を

確⽴し、in vivo でのヌクレオソームのポジションと動的性質を解析することに
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成功した 58)。過去の MNase マッピング単独の結果と⽐較して、本研究で確⽴

したパラレルマッピングによってヌクレオソームの配置はより正確に決定さ

れた。本法では、ヌクレオソームの中⼼点（dyad）は化学切断によって決定さ

れる⼀⽅で、MNase のアクセッシビリティーから、ヌクレオソームの構造的性

質と動態を明らかにすることが期待される。実際に、著者は、TRP1ARS1 ミニ

染⾊体とゲノム TRP1 遺伝⼦座において、個々のヌクレオソームの構造と動態

は、ヌクレオソームの位置とその置かれている環境に強く依存することを⽰し

た。本法では、NGS の技術を必要とせず、そのかわりに繁⽤されている、安価

な電気泳動装置を使⽤する。実際に、ゲノム全体のマッピングデータは常に必

要とは限らず、むしろ、ある特異的遺伝⼦座を対象に、多くの変異細胞やさま

ざまな条件下での培養の実験がしばしば必要となる。そのような実験の解析に

対して、本論⽂で確⽴した間接末端標識法によるパラレルマッピングは有⽤な

⽅法となることが⼤いに期待される。 
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第２章 高い安定性で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開発 

 

 

２．１ 緒言 

 緒論で述べたように、エピジェネティクスは発⽣と細胞の分化、⽣物におけ

るホメオスタシスに関与して、エピジェネティクスの異常はがんなどの疾患に

密接に関連している 88)。ヌクレオソームのポジショニングやクロマチンの動態

は遺伝⼦の発現のみならず、エピジェネティックな制御に関与することが広く

受け⼊れられている 12,13,89,90)。ヒストンの翻訳後修飾、クロマチンリモデリン

グ、DNA 構造、転写など複数の要因がゲノムにおけるヌクレオソームポジショ

ニングに関与することが提唱されてきた 11,29,30,91)。事実、DNA のメチル化酵素、

ヒストン修飾酵素、クロマチンリモデリング因⼦のようなエピジェネティック

制御に関与する因⼦を標的とした多くの薬剤が開発されつつあり、現在、がん

治療の臨床試験が⾏われている 92)。 

 加えて、標準的なヌクレオソームとは異なる多様なヌクレオソーム構造が報

告されているが 45-57,93)、ゲノムにおける多様なヌクレオソームの構造、動態と

形成機構についてはほとんど分かっていない。細胞核内におけるヌクレオソー

ムの動態やヌクレオソームポジショニングの分⼦機構を理解することは、クロ

マチン機能とエピジェネティックな制御機構の解明に必須であるが、これらを

研究するための適切な実験系は未だ発展途上にある。ヌクレオソームに対する

薬剤の詳細な反応、多様なヌクレオソームの動態とポジショニングの分⼦機構

を調べるためには、in vivo で安定にポジショニングしたヌクレオソームの系が

必要である。 

 著者は、このようなアッセイ系には出芽酵⺟ミニ染⾊体の実験系 15,16)が有⽤

となるのではないかと考えた。事実、TRP1ARS1 ミニ染⾊体とその誘導体であ

る TALS ミニ染⾊体は、ヌクレオソーム形成に及ぼす DNA 配列の影響、ヌク

レオソームに対する転写因⼦の結合などを調べるために利⽤されてきた
58,77,79,94-99)。著者は、第１章において、部位特異的 OH ラジカルと MNase 消化

を利⽤したパラレルマッピングを確⽴した。著者は、このパラレルマッピング
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法を⽤いて、出芽酵⺟ミニ染⾊体における個々のヌクレオソームではその占有

率と安定性が異なることを⾒出した。本章では、DNA の塩基配列を改変するこ

とによって、出芽酵⺟ミニ染⾊体におけるヌクレオソームポジショニングの安

定性を改善することを⽬的とした。 

 

 

２．２ 実験方法 

２．２．１ 出芽酵母菌株とプラスミド 

 TALS プラスミドは、Roth らによって構築された 16)。⼤腸菌でプラスミドの

構築を⾏うために、TALS プラスミド断⽚をプラスミド pBR322 の HindIII 部位

に挿⼊した TALS-pBR322DRI を⽤いた 77) 。以下のようにして、 superior-

positioning-TALS から命名した、spTALS1~ spTALS4 を構築した 59)。 

 spTALS1-pBR322DRI では、TALS に含まれる pUC19 の DNA 配列部分を取

り除くため、２つの EcoRI 部位間の 358 bp 領域を、STE6 の上流配列を含む 378 

bp 断⽚（-457 から-83、翻訳開始の塩基対を+1 と定義）によって置換すること

によって構築した。 

 spTALS2-pBR322DRI は、spTALS1-pBR322DRI を鋳型とし、5'末端に STE6 プ

ロモーター領域の配列を-83 から-66 まで伸ばしたプライマーを⽤いるインバ

ース PCR 法によって構築した。 

 spTALS3-pBR322DRI では、TRP1 プロモーターの領域を広げるために、

spTALS1 における STE6 の-391〜-457 を、TRP1 の-104 から-170 に置き換えた。 

 spTALS4-pBR322DRI では、spTALS1-pBR322DRI を鋳型とし、5'末端に STE6

プロモーター領域の配列を-83 から-66 まで伸ばしたプライマーを⽤いるイン

バース PCR 法によって構築した。 

 構築した全てのプラスミドは塩基配列決定によって、それらの構築を確かめ

た。spTALS1~ spTALS4 の塩基配列は、DDBJ（DNA Data Bank of Japan）に登録

した。Accession numbers は、spTALS1、spTALS2、spTALS3、spTALS4 につい

て、それぞれ LC424430、LC424431、LC424432、LC424433 である。 

 pBR322DRI の DNA 断 ⽚ を HindIII 消 化 で 取 り 除 き 、 TALS ま た は

spTALS1~spTALS4 断⽚を⾃⼰環状化して、MHS3006 株に形質転換によって導
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⼊した。MHS3006 株の遺伝⼦型は、以下のとおりである（p. 15、表 1-1 も参照）
58)。 [MATa ura3-52 trp1D63 leu2D1 hhf1::S47C hhf2::KanMX] 

 

 

２．２．２ 化学切断または MNase 消化によるヌクレオソームポジションの解析 

 過去に報告された⽅法にしたがって 19,58,98)、TALS または spTALS1~spTALS4

を導⼊した MHS3006 株の細胞から核を単離した。また、単離核を基質とする

ヒストン H4 S47C 部位特異的化学切断または MNase 消化、間接末端標識法に

よる切断部位の解析、Typhoon FL7000 biomolecular imager（GE Healthcare UK 

Ltd）による結果の可視化については、第１章ならびに過去の論⽂に記述した 58)。 

 

 

２．３ 結果と考察 

２．３．１ TALS ミニ染色体におけるヌクレオソームのパラレルマッピング 

 図 2-1 に⽰すように、Roth らは、出芽酵⺟ミニ染⾊体 TRP1ARS1（1,453 bp）

を⾻格とし、その EcoRI 部位に、STE6 プロモーター配列（-244 から-118）と

pUC19 プラスミド由来の lac プロモーターを含む 358 bp の断⽚を挿⼊して、

TALS を構築した 16)。TRP1ARS1 は、出芽酵⺟ IV 番染⾊体由来の 103 bp の

TRP1 プロモーター領域を含む TRP1 遺伝⼦と ARS1（Autonomously Replicating 

Sequence 1）から構成されている。なお、TRP1ARS1 ミニ染⾊体におけるヌク

レオソームのポジションの詳細な解析結果は、第１章および過去の論⽂ 58)で述

べた（p. 26、図 1-5B および p. 32、表 1-2 参照）。STE6 遺伝⼦は、出芽酵⺟の a

細胞特異的遺伝⼦であり、STE6 の転写は、a 細胞では活性化されているが、a

細胞ではa2//Mcm1 リプレッサーによって抑制されている。過去に報告された

TALS の MNase マッピング結果では、a2/Mcm1 リプレッサーがa 2 オペレータ

ーに結合し、Tup1-Ssn6 コリプレッサーや Isw2 クロマチンリモデリング複合体

の作⽤によって、ポジショニングしたヌクレオソームがa2 オペレーターに隣

接して形成されることが⽰された 16,19,97,100-102)。 

 本章において、まず、TALS におけるヌクレオソームのポジションをパラレ

ルマッピング法で再検証した。第１章で述べてように、MNase は優先的にリン 
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カーDNA を切断するが、G+C に富んだ配列よりも A+T に富んだ配列に対し

て優先性を⽰す 31-33)。ケミカルマッピングでは、ヒストン H4 の S47C 残基の

周りに局所的に発⽣した OH ラジカルがヌクレオソームの中⼼点（dyad）近

傍の DNA ⾻格を切断する 34,35)。したがって、MNase とケミカルマッピングを

組み合わせることによって、より詳細にヌクレオソームのポジションを決定

することが可能である（図 2-2A）58)。 

 図 2-2B に、間接標識末端法を⽤いたパラレルマッピングによる TALS にお

けるヌクレオソームのポジションの解析結果を⽰す。第１章で述べたように、

⼀般に、MNase で切断される部位はリンカーDNA またはヌクレオソームフリ

ー領域であると解釈され、naked DNA の切断パターンと⽐較して、約 140-150 

bp の MNase から保護された領域はヌクレオソームと帰属された（図 2-2B、

lanes 2-4）。これに対して、OH ラジカルの切断部位は、MNase の切断から保護

された領域の中央に検出された（図 2-2B、lanes 5-9）。その結果、TALS におけ

るヌクレオソーム I から IV のポジションは化学切断部位を中⼼に± 72 bp の

領域として正確に帰属することができた（表 2-1）。この結果は、以前の解析結

果とよく⼀致したが、従来の MNase マッピングでは分からなかった、以下の２

つの点が新たに明らかになった。 

 １つは、以前の MNase マッピングによって 16)、ヌクレオソーム V と VI の

間に暫定的にヌクレオソームが帰属されたが（図 2-2B、lanes 4 と 5 の間のヌク

レオソームアレイにおける点線の楕円）、本研究における化学切断法では検出

されなかった（図 2-2B、lanes 6-9）ことである。すなわち、この暫定的に帰属

されたヌクレオソームは存在しないことが実証された。この領域では、naked 

DNA とクロマチンの両サンプルにおいて MNase での切断が⾒られなかったた

め、不明瞭なヌクレオソームの帰属になったと⾔える。 

 ２つめは、さらに重要なことに、TALS ミニ染⾊体において、ヌクレオソー

ム IV の占有率がヌクレオソーム I から III のそれよりも低いことが、それらの

化学切断部位のバンド強度から明らかになった（図 2-2B、lanes 5-9）。過去の

MNase や DNase I マッピングによればヌクレオソーム IV はa2 オペレーターに

隣接して正確にポジションしているので 19,77,79)、この結果は予想外であった。

MNase や DNase I などの酵素によるマッピングはヌクレオソームのポジション 
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I II III IV V VI VII VIII IX

TALS 946 1131 1301 1458 1685 126 286 / 344 469 623

spTALS1 939 1127 1322 1481 1690 52 / 170 348 465 / 506 624

spTALS2 948 1130 1328 1497 1712 43 / 159 343 462 / 497 617

spTALS3 947 1134 1329 1481 1741 99 283 / 342 459 / 509 620

spTALS4 943 1129 1325 1492 1748 102 289 / 344 465 / 503 618

The dyad position of nucleosome

��������������"������	� 
���&$(#%)'!���*����+
���
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についての情報を与えるが、その占有率についての情報は得られない。したが

って、H4 S47C 残基を介した化学切断法の利点は、切断された DNA のバンド

の強度からヌクレオソームの占有率を直接判断できることである。 

 化学切断法により、TALS におけるヌクレオソーム III と IV の中⼼点（dyad）

は、それぞれ 1,301 と 1,458 に決定された（表 2-1）。ヌクレオソーム DNA が

146 bp と仮定すると、この結果はヌクレオソーム II と IV との間のリンカー

DNA は 10 bp と算出される。それは報告されている出芽酵⺟の平均的リンカー

DNA の⻑さ 91)である 18 bp よりも短い。この結果は、ヌクレオソーム III の形

成がヌクレオソーム IV の形成を妨げていることを意味しているかもしれない。

すなわち、ヌクレオソーム III が IV よりも優先的に形成されると、ヌクレオソ

ーム III の端からa2 オペレーターまでの領域はヌクレオソーム IV の形成に⼗

分な⻑さではないのかも知れない。 

 

 

２．３．２ spTALS1 ミニ染色体におけるヌクレオソームのパラレルマッピング 

 TALS におけるヌクレオソーム IV の安定性を改善するために、spTALS1 を

構築した。spTALS1 のデザインでは、1) ヌクレオソームは、⼀般的に、⼤腸菌

由来の DNA 配列を好まず、酵⺟由来の DNA 配列をより強く好むこと 29)、2) 

TALS におけるヌクレオソーム III と IV の間のリンカーDNA ⻑が出芽酵⺟の

平均リンカーDNA ⻑（〜18 bp）91)より短いこと、の２つを考慮した。まず、

TALS の配列で⼤腸菌プラスミド pUC19 に由来する部分を、出芽酵⺟の STE6

の上流配列(-457 から-83)に置換することによって除いた。次に、spTALS1 にお

いて EcoRI 部位間の領域の挿⼊配列を 358 bp から 378 bp へと⻑くした（図 2-

1）。 

 図 2-2B に、TALS とともに、spTALS1 のパラレルマッピングの結果を⽰す。

TALS の結果（lanes 5-9）と⽐較して、spTALS1（lanes 11-15）におけるケミカ

ルマッピングでは、ヌクレオソーム IV のバンドのみならず、ヌクレオソーム I

と II のバンドの強度も増⼤し、それらはより明瞭になった。ヌクレオソーム I

から V に対応する領域は MNase 消化から保護された（lane 16-18）。しかしな

がら、ヌクレオソーム I、II、IV と⽐較して、ヌクレオソーム III に由来する化
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学切断部位のバンドはぼやけて弱かった。したがって、spTALS1 はヌクレオソ

ーム I から IV のアレイを安定にポジショニングするという本研究の⽬的に対

して⼗分とは⾔えなかった。 

 

 

２．３．３ spTALS2-4 ミニ染色体におけるヌクレオソームのケミカルマッピング 

 spTALS1 におけるヌクレオソームのポジショニングを改良するために、

spTALS2 では EcoRI 部位間の挿⼊配列を 378 bp から 393 bp の⻑さに延⻑した

（図 2-1）。spTALS2 のクロマチン構造を H4 S47C 部位特異的化学切断法で解

析した（図 2-3）。図 2-3A では EcoRV 部位から反時計回りにヌクレオソーム I

から VI を、図 2-3B では NheI 部位から時計回りにヌクレオソーム IX から III

を検出した（ただし、図 2-3B の TALS において EcoRI 間に挿⼊された 358 bp

に NheI 部位が存在するため、TALS ではヌクレオソーム IX から VI までが検出

された）。 

 図 2-3A における lanes 10 と 16 に⾒るように、spTALS2 におけるヌクレオソ

ーム III に由来するバンドは spTALS1 と⽐較してより明瞭になり、ヌクレオソ

ーム I、II、IV のバンドパターンは、spTALS1、spTALS2 と同様であった。この

結果は、ヌクレオソーム III が spTALS1 では redundant position で形成されてい

るのに対して、spTALS2 では non-redundant position で安定に形成されたことを

⽰している。 

 ⼀⽅、ヌクレオソーム VI に着⽬すると、TALS と spTALS1、spTALS2 ではそ

の形成が異なっていた。すなわち、ヌクレオソーム VI は主として１つのポジ

ションで形成されるのに対して、spTALS1 と spTALS2 では２つのポジション

で排他的に形成された（図 2-3A、lanes 9 と 10 との間の dots および図 2-3B、

lanes 33 と 34 との間のドット）。spTALS1 における、この領域の MNase マッピ

ングの結果を⾒ると（図 2-2B、lanes 16-18、red asterisk で⽰す）、STE6 におけ

る 45 bp の A+T に富んだ領域（spTALS1: 1,764-1,808, spTLAS2: 1,779-1,823）

は、クロマチンと naked DNA の両⽅の試料において、MNase によって強く切

断されており、それはヌクレオソーム V と VI との間に位置する。この結果は、

この A+T に富んだ領域がヌクレオソームの外側、すなわちヌクレオソームに 
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取り込まれにくいことを⽰している。 

 そこで、TALS と同じように、spTALS1 と spTALS2 のヌクレオソーム VI を

１つのポジションにするために、spTALS1 と spTALS2 における STE6 由来の

45 bp の A+T に富んだ領域を TRP1 のプロモーター領域を延⻑（図 2-1、

TRP1pr-up、-170 から-104）することによって置換して取り除き、spTALS1 と

spTALS2 からそれぞれ spTALS3 と spTALS4 を構築した。その結果、spTALS3

と spTALS4 におけるヌクレオソーム VI は、TALS のそれとほぼ同じ１つのポ

ジションに形成された（図 2-3A、lanes 17 と 18 および図 2-3B、lanes 35 と

36）。したがって、TRP1 領域におけるヌクレオソームの配置に関して、

spTALS3 と spTALS4 は TALS とほぼ同じになった。 

 また、ケミカルマッピングの結果（図 2-3A）は、spTALS3 と spTALS4 にお

けるヌクレオソーム I から IV のアレイの配置が spTALS1 と spTALS2 のそれと

同様であることを⽰した。したがって、spTALS1 と spTALS2 における E.coli 

DNA の除去および EcoRI 部位の間の挿⼊配列の伸⻑がヌクレオソーム I から

IV までのポジショニングを改善したと結論づけられる。 

 さらに、TRP1 の遺伝⼦内領域にあるヌクレオソーム V から IX を NheI 部位

からの反時計回りのケミカルマッピングの結果から解析した（図 2-3B）。ヌク

レオソーム V から IX の化学切断部位のバンドは、同じレーンにあるヌクレオ

ソーム III と IV のバンドと⽐較して相対的に弱く⾒られた（図 2-3B、lanes 27-

30、33-36）。この結果は、TRP1 遺伝⼦の coding region とプロモーターにおける

ヌクレオソーム V から IX は安定に形成されておらず、むしろ遺伝⼦の転写に

よってヌクレオソームの構造がダイナミックに変化するという考え⽅ 58)を⽀

持する。 

 

 

２．３．４ ヌクレオソームの中心点（dyad）のポジションとリンカーDNA 長の解析 

 図 2-3 の結果に基づいて、DNA サイズマーカー（TALS を鋳型として PCR で

作製）の泳動距離から検量線を作成し、各ミニ染⾊体における化学切断部位（バ

ンドの中央）から個々のヌクレオソームの中⼼点（dyad）のポジションを算出

した。それらの結果を表 2-1 と図 2-4 にまとめた。ヌクレオソーム I と II に関 
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して、TALS と spTALS1〜spTALS4 の全てのミニ染⾊体において、ヌクレオソ

ームの中⼼点（dyad）のポジションはアガロースゲル電気泳動の分解能を踏

まえると、ほぼ同じ値であった。すなわち、ヌクレオソーム I と II のポジシ

ョンは、それぞれ 943±4-5 と 1,130±3-4 であった。これらの結果は、ヌクレ

オソームポジショニングの主要な決定因⼦として ARS1 が境界として作⽤す

るという考えを⽀持する。 

 ヌクレオソーム III の中⼼点（dyad）は、spTALS1〜spTALS4 においてほぼ同

じであり、それは 1,325±3-4 であったが、TALS のヌクレオソーム III（1,301）

とは異なっていた。ヌクレオソーム IV の中⼼点（dyad）は、TALS と spTALS1

〜spTALS4 において 1,458〜1,497 であり、⼀⾒、それぞれのミニ染⾊体ごとに

異なっているように⾒える。しかし、a2 オペレーターの端からヌクレオソー

ム IV の中⼼点（dyad）までの距離は全てのミニ染⾊体においてほぼ⼀定であ

った。この結果は、a2/Mcm1 リプレッサーが、Ssn6-Tup1 コリプレッサーと Isw2

クロマチンリモデリング因⼦複合体と協調して、ヌクレオソームを積極的にポ

ジショニングするというモデル 16,19,97,100-102) で⽭盾なく説明できる。 

 さらに、⼆つの隣接するヌクレオソームの中⼼点（dyad）間の⻑さ（図 2-4）

から 146 bp を引くことによって、リンカーDNA の⻑さを決定した。ヌクレオ

ソーム I と II との間のリンカーDNA の⻑さは、TALS と spTALS1〜spTALS4 に

おいてほとんど同じだった（38±3 bp）。ヌクレオソーム II と III との間のリン

カーDNA の⻑さは、TALS の 23 bp と⽐較して、spTALS1〜spTALS4（49±1-2 

bp）で増加した。ヌクレオソーム III と IV との間のリンカーDNA の⻑さは、

TALS、spTALS1 と spTALS3 では 5-12 bp と出芽酵⺟の平均リンカーDNA ⻑（18 

bp）より短かったが、EcoRI 部位間の挿⼊配列を⻑くした spTALS2 と spTALS4

ではそれぞれ 22 bp と 20 bp に増加した。 

 従って、ヌクレオソーム II と III の間のリンカーDNA の⻑さの増加は、EcoRI

部位とa2 オペレーターとの間の 20 bp の伸⻑によって引き起こされた可能性

が⾼い。また、ヌクレオソーム III と IV は、さらに追加で 15 bp 伸⻑（合計 35 

bp の伸⻑）したことに起因すると考察された。以上の結果から、ヌクレオソー

ム II と III の間のリンカーDNA の増加が spTALS1〜spTALS4 におけるヌクレ

オソーム IV の安定な形成をもたらしたと解釈した。⼀⽅、ヌクレオソーム III
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は spTALS1 と spTALS3 で redundant なポジションに形成されたが、spTALS2 と

spTALS4 では non-redundant なポジションに形成された。この事実はヌクレオ

ソーム III と IV の間のリンカーDNA の⻑さの増加が、ヌクレオソーム III の安

定なポジショニングを引き起こしたことを⽰唆する。したがって、適切なリン

カーDNA の⻑さは、ヌクレオソームポジショニングにおいて重要であると考

察した。 

 

 

２．４ 結論 

 本章では、DNA の配列とリンカーDNA の⻑さを操作することによって出芽

酵⺟ミニ染⾊体の系を改良し、in vivo において⾼度にポジションしたヌクレオ

ソームを形成することに成功した 59)。著者は、TALS から４種類の誘導体を作

製し、ヌクレオソームの形成とポジショニングを解析した結果、spTALS2 と-4

は、TALS、spTALS1 と spTALS3 に⽐較して、ヌクレオソームのポジショニン

グの安定性がより優れていると結論する。ヌクレオソーム I から IV は⾼度に

ポジションする⼀⽅で、ヌクレオソーム V から IX は TRP1 遺伝⼦の転写の影

響で相対的に不安定だった。本章で構築した in vivo の系はヌクレオソームの構

造的性質とダイナミクスの解析のみならず、ヒストンアセチル化̶脱アセチル

化酵素、ヒストンのリジンのメチル化̶脱メチル化酵素、ブロモドメインのリ

ガンドなどのようなエピジェネティック制御タンパク質に影響を及ぼす因⼦

の解析にも有⽤であると考える。 

 エピジェネティクスの異常はがんに共通して認められ 88)、ヒストン修飾酵

素、クロマチンリモデラーおよび転写因⼦を標的とする化学予防的アプローチ

ががんの研究分野で現在進⾏中である 92)。本研究で開発した出芽酵⺟ミニ染

⾊体は、これらの薬剤が、ヒストン修飾酵素およびクロマチンリモデラーの活

性の変化に伴うヌクレオソームの変動に及ぼす影響を調べるために利⽤され

ることが期待される。例えば、ある特定のエピジェネティック制御因⼦の阻害

剤を出芽酵⺟の培地に添加することで、ミニ染⾊体のヌクレオソーム変化に及

ぼすその影響は、本システムを⽤いて検出することができるであろう。さらに、

薬物作⽤の効果は、野⽣株とともに、エピジェネティック制御遺伝⼦の変異株
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を調べることができる。したがって、⾼度にポジショニングしたヌクレオソー

ムから構成される本ミニ染⾊体システムは、エピジェネティック治療薬の詳細

な作⽤を評価し、in vivo でのエピジェネティック異常とヌクレオソーム動態と

の関係を解明するための有⽤なツールとなることを期待する。 
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総 括 

 

総合的考察 

	 ヒトゲノム DNA の塩基配列の解読終了後に残された重要な問題の１つは、

DNA の塩基配列の変化を伴わずに遺伝子発現を制御するエピジェネティクス

の分子機構である。エピジェネティクス、クロマチンのそれぞれの研究の歴史

は古いが、この 10-20年間に、クロマチンはにおいてエピジェネティクスにお

いて中心的役割を果たしていることが明らかになった 13,89,90)。緒論で述べたよ

うに、エピジェネティクスの分子機構として、DNAメチル化のほかに、ヒスト

ンの翻訳後修飾、クロマチンリモデリングとヌクレオソームのポジショニング

の動態、クロマチン高次構造の変化が提唱されてきた 11-13,89,90)。これらの分子

機構を研究するための手法についても、この 10-20年の間に大きく発展してい

る。 

	 2003年のヒトゲノム解析終了当時では、ヒトゲノム解読にかかるコストは約

27 億ドルだったが、2017 年にはイルミナ社は 100 ドルの費用で、約１日でヒ

ト の ゲ ノ ム を 解 析 で き る 新 製 品 を 発 表 し た

(https://techcrunch.com/2017/01/10/illumina-wants-to-sequence-your-whole-genome-

for-100/)。この技術進歩の背景には、次世代シーケンサー（NGS）の開発が大き

な要因である。近年、クロマチン解析においても、NGSはとても強力で有効な

解析手段として幅広く使用されている 30)。例えば、細胞核内クロマチンを

MNaseでモノヌクレオソームサイズまで分解し、その DNA断片の塩基配列を

NGS で決定する手法（MNase-seq）は、さまざまな生物種のクロマチンにおけ

るヌクレオソームの全般的状況の解明に大きな寄与をしている 57,87,103)。 

	 一方、2000年代初頭に確立されたクロマチン免疫沈降法（ChIP）によって回

収した DNA 断片を NGS で解析する ChIP-seq もまた世界中で繁用されている 
40,104,105)。しかし、MNaseの固有的性質や抗体の品質に影響される点などの短所

がある点 31-33)や、NGS による解析にはライブラリー調製時のバイアス、実験

費用の問題とバイオインフォマティクス解析の専門性が要求されることなど、

NGS関連実験を遂行するうえでの障壁も存在する 74,75)。 

	 また、ヌクレオソームの細胞核内動態、多様なヌクレオソームの構造と形成
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機構、エピジェネティック創薬の応用などの研究を考えると、全ゲノムを対象

とする方法に加えて、均質なクロマチン構造の人工的なアッセイ系の開発が有

効であると思われる。 

	 2012年に、Brogaardらが開発したヒストン H4の S47C残基を介する部位特

異的化学切断法は、画期的な方法の一つである 34,35)。この方法では、局所的に

OHラジカルを発生させ、ヌクレオソームの中心点（dyad）近傍の DNAを切断

するという方法である。OH ラジカルには DNA に対する塩基特異性がほとん

どないので、MNaseよりも均質的にクロマチンを切断できるという大きな利点

がある。Wang らのグループは化学切断されたモノヌクレオソームサイズの

DNA断片を NGSで解析し、出芽酵母、分裂酵母、マウスにおけるヌクレオソ

ーム配置の全体像を明らかにした 34,72,73)。 

	 このような研究背景を踏まえて、本論文の結果を総括する。 

	 第１章では、著者は、まず、H4 S47Cを介した部位特異的化学切断法に着目

し、細胞核を MNaseで限定消化するマッピング法と組み合わせて、通常の実験

手法でヌクレオソームのポジションをより正確にかつ詳細に解析する方法を

開発することを考えた。すなわち、出芽酵母をモデル生物として、細胞核を単

離する。細胞核を基質として、MNaseまたは化学切断法によりクロマチンを限

定消化し、調製した試料を同一ゲル上で電気泳動法により両者を並行して解析

するという、パラレルマッピング法を確立した。この方法は、通常の分子生物

学・生化学の実験室で行うことができ、NGSなどの特別な装置やバイオインフ

ォマティクス解析も必要ではない。ある特定の遺伝子座の解析に着目する研究

では、NGSによるゲノム全体の解析が常に必要とは限らない場合も多いと考え

られ、むしろ変異体や実験条件などを変えて、一つの遺伝子座の解析を行うと

いう場合にはより適した実験手法である。出芽酵母ミニ染色体 TRP1ARS1とゲ

ノム TRP1遺伝子座を例として、ヌクレオソームのポジションとその動態の解

析に極めて有効であることを実証した。ヌクレオソームはその配置や転写など

の影響を受け、個々のヌクレオソームでその構造的性質や動態が異なることが

示された 58)。 

	 第２章では、著者は、ヌクレオソームの細胞核内動態、多様なヌクレオソー

ムの構造と形成機構、エピジェネティック創薬の応用などの研究へ展開するた
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めには、ゲノムワイドを対象とする方法に加えて、均質なクロマチン構造の人

工的なアッセイ系の開発が有効であると考えた。従来よく用いられてきた出芽

酵母ミニ染色体に着目し、それを基盤としてより高度に安定にポジショニング

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構築

した。第１章で確立したパラレルマッピング法を、従来よく使用されてきた出

芽酵母ミニ染色体のヌクレオソームの解析に適用したところ、MNase単独のマ

ッピングでは知り得なかった事実を明らかにした。そこで、DNAの塩基配列と

リンカーDNA 長を改変して、より安定に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を構築することができた 59)。今後、ヒスト

ンの翻訳後修飾、クロマチンリモデリング因子複合体などによるヌクレオソー

ムの構造変換機構、非標準型ヌクレオソームの多様な構造と動態の解明に有用

であることが期待できる。一方では、エピジェネティック制御因子に作用する

薬物のヌクレオソーム構造に及ぼす影響、エピジェネティック創薬のスクリー

ニングなどに利用されることも大いに期待できる。 

 

 

本研究の今後の展望 

	 本論文における成果を基にして、in vivoでのヌクレオソームの多様な構造と

動態を解明することを目的として、現在、ヒストン H4の S47C残基に加えて、

４種類のコアヒストンの局所的な DNA 結合部位を化学切断法で検出する方法

の開発に着手している。すなわち、第１章で確立したパラレルマッピング法を

４種類のコアヒストンの DNA 結合部位に適用して、ヌクレオソームの動態の

新たな解析法として発展させることを目指している。そのためには、ヌクレオ

ソームにおいて DNAと接触することが予想される残基に Cys変異を導入する

必要がある。これまでに報告されたヌクレオソームの結晶構造などを参考にし

て 5,8,106)、各コアヒストン分子に導入する Cys変異のデザインを図 6に示す。

第１章で述べたように、出芽酵母の一倍体ゲノムには各コアヒストンの遺伝子

は２コピーずつ存在する。一方のヒストン遺伝子に Cys変異を導入し、他方の

ヒストン遺伝子は KanMX または URA3 遺伝子で置換破壊し、Cys 変異導入ヒ

ストンのみが発現する株を構築する。 
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	 これまでに構築したいくつかの株に対して、部位特異的化学切断法を適用

し、ゲノム DNAの切断の有無を調べた。その一例として、ヒストン H3の

P38C残基を介した化学切断の予備的な結果を図 7に示す。図 7は、H4 S47C

株をコントロールとして、H3 P38C株を用いて、第１章で確立した方法によ

って切断したゲノム DNAのアガロースゲル電気泳動の結果である。反応時間

とともに、ゲノム DNAが切断されて、ヌクレオソームラダーが検出された。

したがって、ヒストンの DNA接触部位のアミノ酸残基に Cys変異を導入すれ

ば、化学切断法でそのアミノ酸残基の DNA結合部位を検出できることが示さ

れた。図 6に示すように、DNAが巻き付いたヌクレオソームコアの球状ドメ

インやヌクレオソームコアから突き出したヒストンテールにおける各ヒスト

ンの局所的な DNAとの相互作用を明らかにできることを確信する。 

	 今後、各ヒストンのさまざまな Cys変異導入株を構築し、それぞれについ

て DNA部位特異的切断解析を行う計画である。この実験では、ゲル電気泳動

による解析に加えて、現在、次世代シーケンサー（NGS）による各ヒストン

の DNA結合部位のゲノムワイド解析を計画している。これまでに、H4 S47C

残基を介した化学切断法や MNaseによる消化のゲノムワイド解析から、ヌク

レオソーム単位のゲノム地図は示されているが、ヌクレオソームを構成する

各コアヒストンの DNA結合の挙動については未だ不明である。また、ヒスト

ンテールの DNAとの相互作用については、X線結晶構造解析では検出されて

いない。これらの課題に対して、ヒストン H2A、H2B、H3、H4の局所的な

DNA結合状態をゲノムワイドで明らかにすることによって、多様なヌクレオ

ソームの構造的特徴と形成機構を解明できると考えている。さらに、第 2章

で開発した spTALSミニ染色体を各ヒストンの変異株に導入し、高度にポジシ

ョニングしたヌクレオソームにおける各ヒストン分子の DNA結合状態を明ら

かにすることによって、in vivoでのヌクレオソームの動態を解明できるであ

ろう。以上、本論文の成果を基盤として、クロマチンとエピジェネティクス

の分野において新たな視点からの研究が展開されることを期待する。 
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