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【背景と目的】 

真核生物のゲノム DNA はヒストンタンパク質と結合し、クロマチンを形成する。クロマ

チンは、その凝縮の度合いによりユークロマチンとヘテロクロマチンといった状態をとる。

クロマチン凝縮度の変化により、転写や DNA 複製などの重要な生命機能に関与するタンパ

ク質のゲノム DNA へのアクセス性が調節されている。実際、クロマチン凝縮度に異常が生

じると様々な疾病が引き起こされる。そこで、クロマチンの凝縮度を部位特異的に制御する

ことができれば、細胞分化などの生命現象の制御やクロマチン構造異常に起因する疾患の

治療にもつながることが期待され

る。しかし、クロマチンの凝縮度を制

御する方法は、これまで化学触媒を

用いたものが主流であり、部位特異

的にクロマチンの凝縮度を制御する

ことは不可能であった。そこで、本研

究ではクロマチンの凝縮度を部位特

異的に制御できる技術の開発に挑戦

した(図 1)。  

 

【方法と結果】  

① dead Cas9 (dCas9)-ヒストン修飾酵素融合タンパク質の核局在確認 

クロマチン構造を制御する機構の一つであるヒストン修飾に着目し、目的のゲノム領域

においてヒストンを修飾する系の構築と導入を試みた。目的領域に特定のヒストン修飾酵

素を輸送するため、ヌクレアーゼ活性を欠損させた dead Cas9 (dCas9)とヒストン修飾酵素

を連結した融合タンパク質の発現を試みた。ヒストン修飾酵素として、ヒストンアセチル化

酵素とヒストン脱アセチル化酵素を用い、dCas9 との融合タンパク質を発現するプラスミ

ドを構築した。dCas9-ヒストン修飾酵素融合タンパク質の C 末端に EGFP を付加して発現

させ、共焦点顕微鏡を用いて観察することで、核への局在を確認すると同時により多くの細

胞で発現する発現系を決定し、以後の実験に使用した。 

 

② クロマチンを弛緩させる技術の開発 

 dCas9 とヒストンアセチル化酵素 Gcn5 の融合タンパク質を発現するプラスミドとヘテ

ロクロマチン領域に挿入された URA3 上流領域を認識する guide RNA (gRNA)を発現する

図 1 本研究の概要 
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プラスミドを構築した。これらのプラ

スミドを導入した酵母はウラシル非

含有培地で野生型株よりも良好に生

育したため、dCas9-Gcn5 によりクロ

マチンが弛緩していることが示唆さ

れた。生育度が向上した酵母のユーク

ロマチン領域をフェノール/クロロホ

ルム抽出により選択的に抽出し、

qPCR により定量した  (FAIRE-

qPCR)。その結果、標的とした領域に

おいてユークロマチン状態の割合が

増加していることが分かった(図 2)。 

 

③ クロマチンを凝縮させる技術の開発 

 dCas9 とヒストン脱アセチル化酵素 Hda1 の融合タンパク質を生産するプラスミドと

CAN1 上流領域を認識する gRNA を発現するプラスミドを構築した。そして、CAN1 遺伝

子の発現抑制時に見られる形質であるカナバニン耐性の向上を指標としてクロマチン凝縮

を間接的に評価した。その結果、形質転換体の 65.8％がカナバニンに耐性を示したため、

CAN1 遺伝子領域においてクロマチン

が凝縮したことが示唆された。さらに

先程と同様、FAIRE-qPCR を用いてユ

ークロマチン状態にある DNA を選択

的に回収し、得られたカナバニン耐性

株のクロマチンの凝縮度を調べた。そ

の結果、標的領域においてユークロマ

チンの割合が減少していたため、標的

領域のクロマチン構造が凝縮している

ことが確認できた(図 3)。 

 

【まとめ】 

本研究では、クロマチンを部位特異的に弛緩させる技術および、部位特異的に凝縮させる

技術の 2 つを開発してきた。今後、時間分解能が高い光を用いた発現制御などにより、これ

らの技術の on/off をコントロールすることで、クロマチンの凝縮度を部位特異的にかつ自

由に制御する技術の確立が可能になると考えられる。これにより、細胞の分化制御や神経病

の治療において有用な分子ツールにもなり得る。 

 

図 2 FAIRE-qPCR の結果 (n=3, means ± SEM) 

図 3 FAIRE-qPCR の結果 (n=3, means ± SEM) 
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