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真核生物の遺伝情報の担体はゲノム D N A である。ゲノム D N A は、ヌクレ
オソームを基盤構造としたクロマチンを形成し、細胞核内に収納される。ヌクレ

オソームは、塩基性タンパク質である 4 種のヒストン（ H 2 A、 H 2 B、 H 3、 H 4）
各 2 分子ずつによって形成されたヒストン 8 量体に、約 1 5 0 塩基対の D N A が巻
きついた構造体である。また、各ヌクレオソームには、リンカーヒストン H 1 が
結合し、さらに高次に折りたたまれた構造を形成している。クロマチンは、単に

D N A を収納する機能だけでなく、転写、組換え、修復、複製などを制御する機能
も有している。例えば、ヒストンバリアントの取り込み、ヒストンの翻訳後修飾

の有無、ヌクレオソームを構成するヒストンの含量の違い、クロマチンリモデリ

ング因子によるヌクレオソームの形成位置の移動などを介して、その性質を変化

させ、これらの機能制御を行っている。本論文では、特に「ヒストン含量の異な

るヌクレオソーム」と「クロマチンリモデリングによるヌクレオソームの再配置」

に着目している。  
ヒストン含量の異なるヌクレオソームとしては、各 2 分子の H 3 と H 4 か

らなるテトラソーム、各 1 分子の H 2 A、 H 2 B と各 2 分子の H 3、 H 4 からなるヘ
キサソーム、各 1 分子の H 2 A、H 2 B、H 3、H 4 からなるヘミソームなどが報告さ
れていた。例えば、テトラソームやヘキサソームはヌクレオソーム形成の中間体

として形成されることが考えられている複合体である。また、ヘキサソームにつ

いては、 R N A ポリメラーゼによる D N A の読み取りの際などにも形成されること
が示唆されていた。また、クロマチンリモデリングは、S W I /S N F や I S W I などを
はじめとしたクロマチンリモデリング因子と呼ばれるタンパク質複合体によって、

ヌクレオソームの再配置が生じる現象である。生体内では、ヌクレオソームの再

配置によって遺伝子の発現など、D N A 上で生じる生体内の現象を制御しているこ
とが知られている。  

ク ロ マ チ ン リ モ デ リ ン グ 因 子 に よ っ て ヌ ク レ オ ソ ー ム の 再 配 置 が 生 じ る

際には、ヌクレオソームが隣のヌクレオソームと衝突し、特殊な構造体が形成さ

れることが先行研究から示唆されていた。この複合体は、各 3 分子の H 2 A、H 2 B
と各 4 分子の H 3、 H 4 からなるヒストン 1 4 量体に約 2 5 0 塩基対の D N A が巻き
ついた特殊な構造体であることが考えられていた。この複合体を、本研究ではオ

ーバーラッピングダイヌクレオソームと呼んでいる。先行研究から、ヒストンと

強固に結合する D N A 配列を 2 つ組み合わせた 2 5 0 塩基対の D N A 配列を用いるこ
とで、試験管内でオーバーラッピングダイヌクレオソームが再構成可能であるこ

と、 S W I /S N F ファミリーのクロマチンリモデリング因子の 1 つである R S C を用
いた際にオーバーラッピングダイヌクレオソームが形成される可能性などが示唆

されていた。一方で、この構造の詳細や機能などについては、不明な点が多かっ

た。  
 本研究では、クロマチンの構造に依存した機能発現機構を明らかにするた

め、オーバーラッピングダイヌクレオソームに着目し、その構造生物学的、生化



  
  

2 
 

学的解析を行った。具体的には、オーバーラッピングダイヌクレオソームを試験

管内で再構成し、X 線結晶構造解析の手法を用いてその立体構造を明らかにした。
オーバーラッピングダイヌクレオソームの立体構造情報をもとに、オーバーラッ

ピングダイヌクレオソームの構造的および物理化学的性質について解析した。  
本論文は、 4 つの章で構成されている。「 1 章  序論」では、クロマチンの

基盤構造であるヌクレオソームの構造や機能について先行研究に基づいた知見を

記載するとともに、リンカーヒストンなどを始めとした核内タンパク質のヌクレ

オソームに対する結合様式や結合意義などについて記載した。また、通常のヌク

レオソームとヒストン含量の異なるヌクレオソームの例について紹介した。さら

に、オーバーラッピングダイヌクレオソームに関する先行研究について述べ、本

研究の意義を記載した。  
「 2 章  実験材料・方法」では、本研究で用いたタンパク質や D N A の精製

方法について述べた後、ヌクレオソームおよびオーバーラッピングダイヌクレオ

ソームの調製法について記載した。また、オーバーラッピングダイヌクレオソー

ムの結晶化の方法や X 線回折データの取得法を述べた後、オーバーラッピングダ
イヌクレオソームの立体構造の決定法について記載した。次に、本研究で行った

生化学的解析である、ゲルシフト解析、スクロース密度勾配を用いた超遠心解析、

および f o o t p r in t in g 解析の方法について記載した。  
「 3 章  結果」では、本研究によって得られた実験結果について記載した。本

研究では、試験管内でオーバーラッピングダイヌクレオソームを再構成し、精製

した。精製したオーバーラッピングダイヌクレオソームを用いて、その結晶化を

行い、良質の結晶を得ることに成功した。その後、得られた結晶を用いて大型放

射光施設である S P r in g -8 を用いた X 線回折実験を行い、オーバーラッピングダ
イヌクレオソームの立体構造を 3 .1 4  Å の 分 解能で決定した。本研究によって明
らかにしたオーバーラッピングダイヌクレオソームの立体構造から、オーバーラ

ッピングダイヌクレオソームの立体構造中では、ヒストン 6 量体に D N A が巻き
ついた立体構造であるヘキサソームとヒストン 8 量体に D N A が巻きついた構造
体であるオクタソームの 2 つの構造が重なりあうことで、ヒストン 1 4 量体の周
りに 2 5 0 塩基対の D N A が左巻きに約 3 回転巻きついた特殊なヌクレオソーム構
造を形成していることを明らかにした。また、オーバーラッピングダイヌクレオ

ソームの構造中では、ヘキサソームユニットを構成する H 3 の αN ヘリックス領域
が他の H 3 と比較して、顕著に短くなった構造を形成していることがわかった。
さらに、重なりあった 2 つのユニット間で、新たなヌクレオソーム -ヌクレオソー
ム相互作用を生じていることが示唆された。この相互作用に関与すると考えられ

るアミノ酸を、アラニンや酸性アミノ酸に置換した変異体を用いた解析をおこな

った。非変性ゲルを用いた電気泳動による泳動度の差を解析したところ、変異体

ヒストンを含むオーバーラッピングダイヌクレオソームは、野生型と比較して、

泳動度が小さいことがわかった。このことは、変異体を含むオーバーラッピング
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ダイヌクレオソームにおいて、ヌクレオソーム間の相互作用が減弱していること

に起因すると考えられ、これらのアミノ酸がオーバーラッピングダイヌクレオソ

ー ム の 構 造 形 成 に 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 表 面 に は

a c id i c  p a t c h と呼ばれる領域が存在するが、オーバーラッピングダイヌクレオソ
ームの構造中では、 4 つ存在する a c id i c  p a t c h の 1 つが消失し、もう１つが表面
に露出していないことが示された。 a c id i c  p a t c h は、核内タンパク質のヌクレオ
ソームに対する結合に重要な役割を果たすことが知られる領域である。そこで、

a c id i c  p a t c h に結合する核内タンパク質の 1 つである R C C 1 を用いて、 R C C 1 の
オーバーラッピングダイヌクレオソームに対する結合をゲルシフト解析によって

試験した。その結果、オーバーラッピングダイヌクレオソームでは、通常のダイ

ヌクレオソームと比較して R C C 1 の結合が著しく低下していた。この結果から、
a c id i c  p a t c h に結合するタンパク質のオーバーラッピングダイヌクレオソームに
対する結合能は、通常のダイヌクレオソームと異なることが示された。最後に、

ヌクレオソームに対するリンカーヒストン H 1 の結合を解析したところ、通常の
ダイヌクレオソームには 2 分子の H 1 が結合するのに対し、オーバーラッピング
ダ イ ヌ ク レ オ ソ ー ム で は 、 1 分 子 の H 1 が 結 合 す る こ と を 示 し た 。 ま た 、

f o o t p r in t in g 解析によって、H 1 がオクタソームユニットの二回対象軸付近の D N A
領域の近傍に結合していることを示唆する結果を得た。  

「 4 章  総合討論」では、本研究によって行われた構造生物学的および生化学
的解析から、オーバーラッピングダイヌクレオソームの形成機構や、その機能に

ついて考察した。
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