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オーバラッピングダイヌクレオソームの構造解析
Structural analysis of the overlapping dinucleosome
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	 本研究において、H2A、H2Bが 3分子ずつと、H3、H4が 4分子ずつからなるヒストンの 14量体の周りに
DNA が巻きついた、オーバーラッピングダイヌクレオソームと呼ばれる特殊なヌクレオソームの立体構造を、
3.14Åの分解能で X線結晶構造解析によって明らかにした。本研究によって、主要のヌクレオソーム（ヒス
トン 8量体に DNAが巻きついたヌクレオソーム）とは異なる特殊なヌクレオソームの原子分解能での立体構
造を初めて明らかにした。

1   はじめに 
真核生物のゲノム DNA には様々なタンパク質や

RNA が結合し、クロマチン構造を形成している。
クロマチンの基本構成単位は、ヌクレオソームと呼
ばれる DNA とヒストンタンパク質の複合体である。
細胞内の大多数のヌクレオソームは、4 種のヒスト
ン（H2A、H2B、H3、H4）各 2分子ずつで構成され
るヒストン 8 量体の周りに DNA が 1.7 回転巻きつ
いたオクタソームと呼ばれる構造体である[1]。本研
究においては、オーバーラッピングダイヌクレオソ
ームと呼ばれる特殊なヌクレオソームの立体構造を、
X 線結晶構造解析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は H2A、H2B が 3
分子ずつと、H3、H4 が 4 分子ずつからなるヒスト
ンの 14 量体の周りに DNA が巻きついた構造体であ
る。遺伝子発現調節などに伴って、プロモーターや
遺伝子コード領域のヌクレオソームの形成位置が変
化する際にヌクレオソーム同士が衝突することで、
オーバーラッピングダイヌクレオソームが形成され
ることが、試験管で再構成したヌクレオソームを用
いた生化学的解析によって示唆されていた[2], [3]。
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、X 線結晶構造解析によ
って、3.14 Åの分解能でその立体構造を明らかにし
た (図 1)。この成果は Science誌に掲載された (成果
1)。

2   実験 
オーバーラッピングダイヌクレオソームを試験管

内で再構成するために、250塩基対の DNAを調製
した。さらに、ヒトの各種ヒストンタンパク質
（H2A、H2B、H3、H4）をリコンビナントタンパク
質として精製した。精製したヒストンを用いて、4
種のヒストン（H2A、H2B、H3、H4）各 2分子ずつ
を含むヒストン 8量体を再構成した。これらの
DNAとヒストンとを高塩濃度下で混合し、徐々に
塩濃度を低下させることで、試験管内でオーバーラ
ッピングダイヌクレオソームを再構成した。再構成
したオーバーラッピングダイヌクレオソームを、分

取用電気泳動装置を用いて、非変性ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動によって精製した。精製したオー
バーラッピングダイヌクレオソームをハンギングド
ロップ蒸気拡散法によって結晶化した。結晶化にお
いては、結晶化ロボット DropSetter NT8
(Formulatrix) を用いて、70 µL のレザーバー溶液(100
mM potassium bromide, 100 mM potassium thiocyanate,
50 mM Tris-HCl (pH 7.8), 1.5% PGA-LM30, 12% PEG
400に対して、0.1 µLのオーバーラッピングダイヌ
クレオソーム溶液と 0.1 µLのレザーバー溶液の混合
液を蒸気拡散によって、20℃において数日から数週
間、平衡化した。結晶の観察には、自動結晶観察装
置 RockImager182 (Formulatrix) を用いた。得られた
結晶をクライオプロテクタント溶液に浸潤し、液体
窒素で凍結し、Uni-puckに装填して photon factory
の BL-1Aおよび BL-17Aに持ち込み、クライオプロ
テクタント溶液の最適化を行い、X線回折データを
取得した。

HKL2000を用いて 3.14 Åの分解能でスケーリン
グを行った。位相決定は Molrepを用いて分子置換
法によって行い、サーチモデルには、146塩基対の
DNA を含むヌクレオソーム構造（PDB ID:3AFA）、
および既知のヌクレオソーム構造をもとに作成した
ヘキサソームのモデル構造の２つを用いた。分子置
換法によって得られた初期構造について、phenix、
cootを用いて精密化を行なった。その結果、3.14 Å
の分解能で、オーバーラッピングダイヌクレオソー
ムの立体構造を決定した。

3   結果および考察 
今回決定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

レオソームは、オクタソーム（ヒストン 8 量体に
DNA が巻きついた構造体）とヘキサソーム（ヒス
トン 6 量体に DNA が巻きついた構造体）の 2 つの
ユニットが連結することで、ヒストン 14 量体の周
りに DNA が約 3 回転巻きついた構造を形成してい
ることが明らかになった。
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また、オーバーラッピングダイヌクレオソームは、 
H2A、H2B を 3 分子ずつと、H3、H4 を 4 分子ずつ

含む複合体であり、ヌクレオソーム二つ分のヒスト
ン含有量 (H2A、H2B、H3、H4 が 4 分子ずつ)に比
べて、H2A と H2B が１分子ずつ少ない。そのため

オーバーラッピングダイヌクレオソームが形成され

る際には、2 つのヌクレオソームのうち、片方のヌ
クレオソームから、H2A と H2B が１分子ずつ解離
すると考えられた。今回決定した立体構造から、オ

ーバーラッピングダイヌクレオソーム中のヘキサソ

ームユニットは、オクタソームユニットと接する面

の H2A と H2B を欠失していた。オーバーラッピン
グダイヌクレオソームが形成される際には、2 つの
ヌクレオソームの向き合う面から、H2A および

H2Bが解離すると考えられた。
さらに、ヘキサソームユニットとオクタソームユ

ニットの間に形成される相互作用に着目すると、ヘ

キサソームユニット中の H3 の Lys56 および Thr80
がオクタソームユニット中の DNA と、オクタソー
ムユニット中の H2A の Asn68 と Arg71 および H2B
の Lys108、Ser112、Lys116 がヘキサソームユニッ
ト中の DNA と近接しており、相互作用することが
考えられた。これらのアミノ酸を酸性アミノ酸に置

換することで、DNA との相互作用を失わせるよう
な変異体を設計して、X 線小角散乱によって解析し
たところ、オーバーラッピングダイヌクレオソーム

の形成効率には影響がなかったものの、通常のオー

バーラッピングダイヌクレオソームよりも回転半径

が大きくなることが、X 線小角散乱解析によって明
らかになった。そのため、これらのアミノ酸は、オ

ーバーラッピングダイヌクレオソームの形成には必

須ではないものの、その構造を安定に保つために必

要であることが考えられた。

4   まとめ 
ヌクレオソームはゲノム DNA 上に数珠状に形成

されており、クロマチンリモデリング因子によって、
プロモーターや遺伝子コード領域のヌクレオソーム
の形成位置が変化させられる際に、ヌクレオソーム
同士が衝突し、オーバーラッピングダイヌクレオソ
ームと呼ばれる特殊なヌクレオソーム構造が形成さ
れる場合があることが示唆されていた。 
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、X 線結晶構造解析によ
って、3.14 Åの分解能でその立体構造を明らかにし
た。この構造中では、ヒストン 6 量体に DNA が巻
きついたヘキサソームと、ヒストンの 8 量体に
DNA が巻きついたオクタソームが重なり合い、ヒ
ストン 14量体に DNAが左巻きに 3回転巻きついた
特殊な立体構造を形成していた。

本研究によって、通常のヌクレオソーム（ヒスト

ン 8 量体に DNA が巻きついたヌクレオソーム）と
は異なる特殊なヌクレオソームの原子分解能での立

体構造が世界で初めて明らかになった。

ゲノム解析の結果、このオーバーラッピングダイ

ヌクレオソームが転写開始点の近傍に形成されてい

ることが示唆された。今後、オーバーラッピングダ

イヌクレオソームの機能について明らかにしていき

たい。
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図1 オクタソームと、オーバーラッピング 
ダイヌクレオソームの立体構造 

オクタソーム オーバーラッピング
ダイヌクレオソーム




