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 真 核 生 物 の 遺 伝 情 報 を 担 う ゲ ノ ム DNA は 、 ク ロ マ チ ン と 呼 ば れ る DNA-
タ ン パ ク 質 複 合 体 と し て 折 り た た ま れ て 細 胞 核 内 に 収 納 さ れ て い る 。 そ の た

め 、 ゲ ノ ム DNA の 転 写 、 複 製 、 修 復 、 組 換 え と い っ た 反 応 が 適 切 に 行 な わ

れ る た め に は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 が 適 切 に 折 り た た ま れ て い る 必 要 が あ る 。 加

え て 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 多 様 性 と ダ イ ナ ミ ッ ク な 変 動 に よ る 遺 伝 子 発 現 制 御

に よ っ て 、 す べ て の 細 胞 が 同 じ ゲ ノ ム DNA 配 列 を 持 つ に も 関 わ ら ず 、 異 な

る 機 能 を 持 つ 細 胞 集 団 へ と 分 化 す る こ と を 可 能 に し て い る と 考 え ら れ て い る 。 
ヌ ク レ オ ソ ー ム は ク ロ マ チ ン 構 造 の 基 本 構 造 単 位 で あ り 、4 種 類 の ヒ ス ト ン

H2A、H2B、H3、お よ び H4 の そ れ ぞ れ を 二 分 子 ず つ 含 む ヒ ス ト ン 複 合 体（ ヒ

ス ト ン 8 量 体 ） に 、 DNA が 左 巻 き に 1 .65 回 巻 き 付 い た 構 造 を し て い る 。 し

か し 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム は 均 一 な 構 造 体 で は な く 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 に 導 入

さ れ る 翻 訳 後 修 飾 や ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト 、 あ る い は ヌ ク レ オ ソ ー ム を 形 成 す

る DNA 配 列 の 違 い な ど に よ っ て 、 構 造 的 な 多 様 性 を 有 し て い る 。 こ れ ら の

ヌ ク レ オ ソ ー ム の 特 徴 的 な 構 造 や 性 質 が 、 ク ロ マ チ ン 構 造 を 介 し た 遺 伝 子 発

現 制 御 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 ヌ ク レ オ

ソ ー ム 構 造 の 多 様 性 と ダ イ ナ ミ ク ス に つ い て の 知 見 が 不 十 分 で あ る た め 、 そ

れ ら に よ る 制 御 機 構 に つ い て は 依 然 と し て 不 明 な 点 が 多 い 。  
 本 論 文 で は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 性 質 と 構 造 に 影 響 を 与 え る 因 子 と し て 、 主

要 型 ヒ ス ト ン と ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な っ て い る ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト H2A.J と 、

細 胞 の 機 能 発 現 に 重 要 な ALB1 遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー DNA 配 列 に 着 目 し て

い る 。 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト は 、 染 色 体 に お い て 主 要 型 ヒ ス ト ン と 置 き 換 わ る

こ と で ク ロ マ チ ン 構 造 中 の ヌ ク レ オ ソ ー ム に 取 り 込 ま れ る 。 ヒ ス ト ン バ リ ア

ン ト を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム は 、 そ の 種 類 に 特 化 し た 特 徴 、 構 造 、 ダ イ ナ ミ ク

ス を も つ た め 、 染 色 体 の 特 定 の 領 域 に 取 り 込 ま れ る こ と で 、 ゲ ノ ム DNA の

機 能 発 現 の 制 御 に 寄 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト の 中

で も 、H2A.J は 哺 乳 類 特 異 的 な ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト で あ り 、そ の 機 能 に 関 し

て は 未 知 で あ っ た 。し か し 近 年 、 H2A.J が 老 化 細 胞 に 蓄 積 し 、老 化 細 胞 に 特

徴 的 な Senescence -assoc iated  secretory  phenotype(SASP)と い う 現 象 に 関

わ る 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に 関 与 す る こ と が 報 告 さ れ た 。し か し 、H2A.J を 含 む

ヌ ク レ オ ソ ー ム の 物 理 的 な 性 質 や 立 体 構 造 に 関 す る 知 見 が 全 く 得 ら れ て い な

い た め 、老 化 細 胞 で の SASP に 、H2A.J を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム が ど の よ う に

寄 与 し て い る の か は 明 ら か に な っ て い な い 。  
 マ ウ ス ALB1 エ ン ハ ン サ ー DNA 配 列 と は 、 ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 （ ALB1） の

コ ー ド 領 域 か ら 上 流 10 キ ロ 塩 基 対 付 近 に 位 置 す る 、 エ ン ハ ン サ ー 領 域 の

DNA 配 列 で あ る 。こ の マ ウ ス ALB1 エ ン ハ ン サ ー 領 域 で は 、ヌ ク レ オ ソ ー ム

が タ ン デ ム に 形 成 さ れ て お り 、そ の う ち の N1 領 域 の ヌ ク レ オ ソ ー ム 中 に は 、

FoxA や GATA4 と い っ た 、転 写 の 活 性 化 を 促 す パ イ オ ニ ア 転 写 因 子 が 結 合 す

る こ と が 知 ら れ て い る 。 ヌ ク レ オ ソ ー ム 構 造 中 に 含 ま れ る 標 的 DNA 配 列 に

は 、 ヒ ス ト ン と DNA と の 結 合 の た め 、 通 常 の 転 写 因 子 は 結 合 す る こ と が で

き な い 。 し か し 、 パ イ オ ニ ア 転 写 因 子 は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム 中 の DNA 配 列 に

も 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 特 定 の 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き る 特 殊 な 転

写 因 子 と し て 定 義 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ま で に パ イ オ ニ ア 転 写 因 子 が 結
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合 す る 生 体 内 に 存 在 す る DNA 配 列 を 含 ん だ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 構 造 解 析 が な

さ れ た 例 が 著 し く 乏 し い た め 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム と パ イ オ ニ ア 転 写 因 子 の 結 合

の 関 係 に つ い て は そ の 詳 細 は 明 ら か に さ れ て い な い 。  
以 上 の よ う な 背 景 を 踏 ま え て 、 本 論 文 で は 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト と し て

H2A.J を 、生 体 内 に 存 在 す る DNA 配 列 と し て マ ウ ス ALB1 エ ン ハ ン サ ー DNA
配 列 を 選 定 し 、 そ れ ら を 含 ん だ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 再 構 成 を 行 っ て い る 。 そ し

て 、 H2A.J も し く は ALB1 エ ン ハ ン サ ー DNA 配 列 を 含 ん だ ヌ ク レ オ ソ ー ム

の 性 質 お よ び 構 造 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し て 研 究 を 遂 行 し て い る 。 本

論 文 は 全 4 章 か ら 構 成 さ れ て お り 、 以 下 に 各 章 の 概 要 及 び 評 価 を 記 す 。  
第 1 章 で は 序 論 と し て 、本 研 究 に 関 す る 背 景 を こ れ ま で の 先 行 研 究 に 基 づ

い て 記 述 し て い る 。 ま ず ク ロ マ チ ン 構 造 の 概 要 か ら は じ ま り 、 ヌ ク レ オ ソ ー

ム 構 造 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム 構 造 に 影 響 を 与 え る 要 素 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト の 概

要 に つ い て 記 述 さ れ て い る 。 そ し て 本 研 究 の 対 象 と な る ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト

H2A.J と マ ウ ス ALB1 エ ン ハ ン サ ー DNA 配 列 に 関 す る こ れ ま で の 知 見 に つ

い て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 本 論 文 の 研 究 内 容 を 理 解 す る 上 で 必 要 な 背 景 に

つ い て 、 明 確 に 記 述 さ れ て お り 、 序 論 と し て 必 要 な 情 報 を 提 供 し て い る と 評

価 で き る 。  
第 2 章 で は 、H2A.J を 含 ん だ ヌ ク レ オ ソ ー ム の 性 質 お よ び 構 造 に 関 す る 研

究 に つ い て 記 述 さ れ て い る 。 ま ず 、 精 製 タ ン パ ク 質 を 用 い た 試 験 管 内 再 構 成

系 に よ っ て H2A.J を 含 ん だ ヌ ク レ オ ソ ー ム を 再 構 成 し 、精 製 す る こ と に 成 功

し て い る 。こ の こ と は 、H2A.J が 実 際 に ヌ ク レ オ ソ ー ム を 形 成 す る こ と が で

き る こ と を 初 め て 示 し て い る 。精 製 し た H2A.J ヌ ク レ オ ソ ー ム と 、比 較 の た

め に 調 製 し た 主 要 型 の H2A ヌ ク レ オ ソ ー ム を 用 い て 、ヌ ク レ オ ソ ー ム の 両 端

DNA の ヒ ス ト ン と の 結 合 が 緩 ん で い る 部 分 を 特 異 的 に 切 断 す る 、マ イ ク ロ コ

ッ カ ル ヌ ク レ ア ー ゼ 感 受 性 試 験 を 行 っ て い る 。そ の 結 果 か ら 、H2A.J ヌ ク レ

オ ソ ー ム は 、主 要 型 の H2A ヌ ク レ オ ソ ー ム と ほ ぼ 同 様 に 、146 塩 基 対 の DNA
に ヒ ス ト ン が 巻 き 付 い た 構 造 を 形 成 し て い る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ の

こ と は H2A.J ヌ ク レ オ ソ ー ム で は 、 DNA 末 端 が 安 定 に ヒ ス ト ン と 結 合 し て

い る こ と を 示 唆 し て い る 。 次 に ヌ ク レ オ ソ ー ム の 構 造 安 定 性 を 熱 安 定 性 試 験

に よ っ て 評 価 し た 結 果 、 主 要 型 の H2A ヌ ク レ オ ソ ー ム と 比 較 し て H2A.J ヌ

ク レ オ ソ ー ム は 構 造 安 定 性 が 若 干 高 く 、 H2A-H2B が ヌ ク レ オ ソ ー ム 構 造 中

に 安 定 に 保 持 さ れ て い る こ と を 発 見 し て い る 。H2A.J ヌ ク レ オ ソ ー ム の 構 造

安 定 性 の 詳 細 な 機 構 を 明 ら か に す る た め に 、H2A.J ヌ ク レ オ ソ ー ム の X 線 結

晶 構 造 解 析 を 行 っ て い る 。そ し て 、2 .21Å と い う 高 い 分 解 能 で H2A.J ヌ ク レ

オ ソ ー ム の 立 体 構 造 を 決 定 す る こ と に 成 功 し て い る 。 今 回 明 ら か に し た 立 体

構 造 に 基 づ い た 変 異 体 解 析 を 行 い 、 H2A.J の 40 番 目 の ア ラ ニ ン が 構 造 安 定

性 に 寄 与 し て い る こ と を 明 ら か に し て い る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 こ れ ま で 全 く

未 知 で あ っ た ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト H2A.J の 、ヌ ク レ オ ソ ー ム お よ び ク ロ マ チ

ン に お け る 機 能 の 理 解 を 深 め る 上 で 重 要 な 発 見 で あ り 、 ク ロ マ チ ン 構 造 に よ

る 転 写 調 節 機 構 の 理 解 や 、老 化 細 胞 で の SASP 現 象 の 理 解 を 深 め る 上 で 必 須

の 情 報 を 提 供 し て い る と 評 価 で き る 。  
第 3 章 で は 、ALB1 エ ン ハ ン サ ー DNA 配 列 を 含 ん だ ヌ ク レ オ ソ ー ム に 関 す
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る 研 究 に つ い て 記 述 さ れ て い る 。ALB1 エ ン ハ ン サ ー DNA 配 列 を 含 ん だ ヌ ク

レ オ ソ ー ム を 調 製 し 、DNA 配 列 に 対 す る ヌ ク レ オ ソ ー ム の 形 成 位 置（ ポ ジ シ

ョ ニ ン グ ） を 、 １ 塩 基 の 分 解 能 で 決 定 す る こ と に 成 功 し て い る 。 そ し て ク ラ

イ オ 電 子 顕 微 鏡 を 用 い た 単 粒 子 解 析 に よ っ て 、 ALB1 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 立 体

構 造 を 4 .5Å 分 解 能 で 決 定 し て い る 。得 ら れ た 立 体 構 造 か ら 、ALB1 ヌ ク レ オ

ソ ー ム 構 造 中 で DNA と ヒ ス ト ン と の 結 合 が 緩 い 領 域 が 存 在 す る こ と を 見 出

し 、 そ の 領 域 を 生 化 学 的 解 析 に よ っ て 確 認 し て い る 。 さ ら に 熱 安 定 性 試 験 の

結 果 か ら 、ALB1 ヌ ク レ オ ソ ー ム が 、他 の DNA 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム と

比 較 し て 不 安 定 な 性 質 で あ る こ と を 明 ら か に し て い る 。 本 章 で 得 ら れ た

ALB1 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 性 質 お よ び 構 造 に 関 す る 知 見 は 、 パ イ オ ニ ア 転 写 因

子 の ヌ ク レ オ ソ ー ム へ の 結 合 と そ れ に 伴 う ク ロ マ チ ン 構 造 変 換 を 理 解 す る 上

で 重 要 な 情 報 を 提 供 し 、 ゲ ノ ム に お け る ク ロ マ チ ン を 介 し た 遺 伝 子 発 現 制 御

を 理 解 す る た め に 重 要 な 発 見 で あ る と 評 価 で き る 。  
第 4 章 で は 、H2A.J ヌ ク レ オ ソ ー ム と ALB1 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 構 造 生 物 学

的 お よ び 生 化 学 的 な 知 見 を も と に 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト お よ び 特 定 の ゲ ノ ム

制 御 領 域 の DNA 配 列 か ら な る ヌ ク レ オ ソ ー ム お よ び ク ロ マ チ ン の 構 造 多 様

性 に よ る 遺 伝 子 制 御 機 構 に つ い て 考 察 し て い る 。 さ ら に 当 該 分 野 の 今 後 の 展

望 に つ い て も 議 論 し て い る 。  
 以 上 の よ う に 本 研 究 に よ っ て 得 ら れ た 知 見 は 、ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト や DNA
配 列 に よ る ク ロ マ チ ン 構 造 制 御 と 遺 伝 子 機 能 と の 関 連 を 理 解 す る 上 で 大 変 価

値 あ る も の で あ り 、 当 該 分 野 の 発 展 に 大 き く 貢 献 す る と 考 え ら れ る 。 予 備 審

査 に お い て 論 文 の 章 立 て に 分 か り に く い と こ ろ が あ る こ と 、 ま た 実 験 方 法 の

記 述 に 不 明 瞭 な 点 が あ る と の 指 摘 が な さ れ た 。 こ れ に 対 し て 申 請 者 は 公 聴 会

ま で に 博 士 論 文 を 修 正 し た 。 公 聴 会 で は 指 摘 さ れ た 項 目 に 関 し て 適 切 な 修 正

が な さ れ て い る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 質 疑 で は 的 確 に 応 答 し 、 申 請 者 の 十

分 な 学 識 を 確 認 す る こ と が で き た 。  以 上 よ り 、本 論 文 は 博 士（ 理 学 ）の 学 位

論 文 に 値 す る と 判 断 す る 。  
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