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〈要 約〉
　ヒストンH2AのバリアントであるヒストンH2A.Zは，遺伝子発現，DNA修復，セントロメアの機能などにおいて重要な役割をはたしている．ヒストンH2A.Zのクロマチンへの蓄積は，遊離のヒストンH2A.ZとヌクレオソームにあるヒストンH2Aとの交換反応を触媒するクロマチンリモデリング酵素SWR-Cにより制御されている．今回，筆者らは，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化はSWR-Cの基質特異性を変化させ，無秩序なヒストン交換反応をひき起こすことを報告した．また，SWR-Cの広く保存されたサブユニットであるSwc2pは，ヒストンH2A.Zをヌクレオソームから放出するSWR-Cの活性を阻害する機能をもつことを見い出した．さらに，ChIP-seq法を用いたヒストンH2A.Zのゲノム全領域にわたる解析により，56番目のLysが過剰にアセチル化されたヒストンH3をもつ出芽酵母の変異株では，クロマチンにおいてヒストンH2A.Zが広範囲にわたり減少していることが明らかになり，細胞においても同様の現象が確認された．筆者らの研究成果は，クロマチンリモデリングを制御するヒストン修飾を同定するとともに，ヌクレオソームのターンオーバーの制御機構を理解するうえで新たな知見をあたえるものであった．

はじめに

　ヒストンH2AのバリアントであるヒストンH2A.Zは，とりわけRNAポリメラーゼIIにより転写される遺伝子のプロモーター領域の両側に位置するヌクレオソームに局在しており，また，クロマチン境界領域，セントロメア，DNA複製起点の両側に位置するヌクレオソームにも局在している1,2)．これらのヌクレオソームはホットヌクレオソームとよばれ，DNA複製に非依存的に迅速にターンオーバーされるという特徴をもつ3)．ヌクレオソームのターンオーバーはダイナミックな過程であり，遺伝子発現の制御，ならびに，ヒストン修飾を消去することでエピゲノムの可塑性に寄与していると考えられている3,4)．ヒストンH2A.Zはこうしたヌクレオソームの迅速なターンオーバーを促進していると思われる3)．また，これら迅速にターンオーバーされるヌクレオソームには56番目のLysのアセチル化したヒストンH3が局在しており5)，このヒストンH3のアセチル化はヌクレオソームの迅速なターンオーバーに必要不可欠であることが報告されている6)．ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化は新しく合成されたヒストンに付加されるマークであり，新しく形成されたヌクレオソームにみられる7)．最近の研究では，脊椎動物において，遺伝子プロモーター領域のヌクレオソームにもヒストンH2A.Zおよび56番目のLysのアセチル化したヒストンH3が局在していることが示されており，これらの特徴はよく保存されていると思われる．しかしながら，ヒストンH2A.Zと56番目のLysのアセチル化したヒストンH3がどのように協調してヌクレオソームのターンオーバーを制御しているのか，その分子機構は不明のままであった．

1．ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化はヌクレオソームの安定性に影響しない

　ヒストンH2A.Zと56番目のLysのアセチル化したヒストンH3の両方を含むヌクレオソームは，安定性が低下しターンオーバーが促進されているのではないかと仮説をたてこれを検証した．出芽酵母に由来する組換えヒストンからヌクレオソーム単量体を再構成し，ストレプトアビジンビーズに固定化し，溶液の塩濃度を上昇させてヌクレオソームの安定性を分析した．ヒストンH2A-ヒストンH2B二量体あるいはヒストンH2A.Z-ヒストンH2B二量体と，56番目の残基がLysである野生型ヒストンH3あるいはアセチル化を模倣して56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3から，4種類のヌクレオソームを再構成した．その結果，56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3はヌクレオソームの塩濃度に対する安定性にほとんど影響をあたえなかった．この結果は，56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3を含むヌクレオソームの結晶構造解析の結果と矛盾はしなかった8)．対照的に，ヒストンH2A.Z-ヒストンH2B二量体の導入により，野生型ヒストンH3を含むヌクレオソームおよび56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3を含むヌクレオソームはともに塩濃度に対する安定性が低下した．しかしながら，ヒストンH2A.Zと56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3の組合せによる相乗的な安定性の低下はみられなかった．これらの結果により，56番目のLysのアセチル化したヒストンH3自体はヌクレオソームの著しい不安定化はひき起こさないことが示唆された．

2．ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化はSWR-Cによるヒストン交換反応の基質特異性を変化させる

　ヒストンH2A.Zのクロマチンへの蓄積は，遊離のヒストンH2A.ZとヌクレオソームにあるヒストンH2Aとの交換反応を触媒するクロマチンリモデリング酵素SWR-Cにより制御されている9,10)．そこで，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化は，SWR-Cによるヒストン交換反応に影響をあたえているのではないかと考えこれを検証した．ヒストンH2Aおよび野生型ヒストンH3あるいは56番目の残基をGlnに置換することでアセチル化を模倣したヒストンH3からなるヌクレオソーム単量体を，精製したSWR-C，遊離のヒストンH2A.Z-ヒストンH2B二量体，ATPと反応させ，ウェスタンブロッティング法によりヒストン交換反応を定量的に分析した11)．野生型ヒストンH3を含むヌクレオソームとSWR-Cを反応させると，既知のとおり10)，ヒストンH2A.Zのヌクレオソームへの蓄積が観察された．興味深いことに，56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3を含むヌクレオソームとSWR-Cを反応させると，ヒストンH2A.Zのヌクレオソームへの蓄積は大幅に減少した．

　この結果はヒストンH3の56番目のLysのアセチル化がSWR-Cによるヒストン交換反応における逆反応を活性化したためではないかと考え，ヒストンH2A.Zを含むヌクレオソーム単量体を，精製したSWR-C，遊離のヒストンH2A-ヒストンH2B二量体，ATPと反応させた．ヒストンH2A.Zおよび野生型ヒストンH3からなるヌクレオソームではヒストン交換反応は起こらなかったが，驚いたことに，ヒストンH2A.Zおよび56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3からなるヌクレオソームでは，ヌクレオソームからのヒストンH2A.Zの放出，および，ヒストンH2Aの蓄積が観察された．

　この結果をさらに確認するため，精製したヒストンアセチル化酵素Rtt109を用いて組換えヒストンH3をアセチル化し，ヒストンH2A.Zおよび56番目のLysが確かにアセチル化されたヒストンH3からなるヌクレオソーム単量体を再構成した．このヌクレオソーム単量体を，精製したSWR-C，遊離のヒストンH2A-ヒストンH2B二量体，ATPと反応させたところ，56番目の残基をGlnに置換したヒストンH3を含むヌクレオソームを用いたときと同様に，ヒストンH2Aの蓄積が観察された．これらの実験結果より，モデルを提唱した（図1）．

3．SWR-CのサブユニットSwc2pはヌクレオソームからのヒストンH2A.Zの放出をさまたげる

　SWR-CのサブユニットであるSwc2pはヒストンH2A.Zの結合タンパク質であり，ヒストンH2A.Zのヌクレオソームへの蓄積に必要不可欠である12)．Swc2pはSWR-Cによるヒストン交換反応において，ヒストンH2A.Zに結合しヌクレオソームに輸送する役割をはたしていると考えられているが，さらに，Swc2pは反応サイクルの最終ステップにおいてはたらき，新たにヌクレオソームに蓄積されたヒストンH2A.ZがSWR-Cにより放出されるのを防ぐ“ロック”のように機能しているのではないかと仮説をたてた．

　Swc2pを欠損した出芽酵母の変異株からSWR-Cを精製し，そのヒストン交換反応を調べた．その結果，Swc2pを欠損したSWR-CはヒストンH2Aを含むヌクレオソームにヒストンH2A.Zを蓄積することはできなかったが，ヒストンH2A.Zを含むヌクレオソームからヒストンH2A.Zを放出しヒストンH2Aを蓄積する反応を示した．このSwc2pを欠損したSWR-Cによるヒストン交換反応は，56番目の残基をGlnに置換することでアセチル化を模倣したヒストンH3を含むヌクレオソームにおけるヒストン交換反応と類似していた．これらの結果より，Swc2pはSWR-Cの基質特異性において重要な役割をはたしており，SWR-CによるヒストンH2A.Zを含むヌクレオソームのリモデリングを阻害し，ヒストンH2Aを含むヌクレオソームのリモデリングを促進させていることが示唆された．Swc2pはヒストンH2A.ZのC末端ドメインに結合し，このドメインはヌクレオソームにおいてヒストンH3の56番目のLysに近接していることから，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化はSwc2pの“ロック”としての機能を阻害し，ヒストンH2A.Zを含むヌクレオソームのSWR-Cによるリモデリングを可能にしていると考えられた．

4．細胞におけるヒストンH3の56番目のLysの過剰なアセチル化はヒストンH2A.Zの蓄積を減少させる

　これらin vitroでの実験結果から，細胞におけるヒストンH3の56番目のLysの恒常的なアセチル化はヒストンH2A.Zのターンオーバーを促進し，結果として，クロマチンにおいてヒストンH2A.Zの定常状態での蓄積量の減少が予想された．そこで，56番目の残基をGlnに置換することでアセチル化を模倣したヒストンH3を発現した出芽酵母の変異株と，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化に対する脱アセチル化酵素であるHst3pおよびHst4pを欠損した出芽酵母の変異株を用い，ChIP-seq（chromatin immunoprecipitation-sequencing，クロマチン免疫沈降-シークエンス）法によりゲノム全領域におけるヒストンH2A.Zの分布を解析した．その結果，これらの変異株ではヒストンH2A.Zが広範囲にわたり減少しており，とくに，ヒストンH2A.Zの局在する遺伝子プロモーターの+1位ならびに-1位のヌクレオソームにおいてヒストンH2A.Zが大幅に減少していることが観察された．また，このヒストンH2A.Zの減少量はSWR-Cの局在量に依存していた．

5．ヒストンH3の56番目をGlnに置換した変異株とヒストンH2A.Zを欠損した変異株の遺伝子発現プロファイルは類似している

　これら細胞における観察結果より，ヒストンH3の56番目をGlnに置換することでアセチル化を模倣した変異株の遺伝子発現プロファイルは，ヒストンH2A.Zを欠損した変異株の遺伝子発現プロファイルと類似しているのではないかと考え，マイクロアレイを用いてこれらの変異株の遺伝子発現を解析した．その結果，この2つの変異株において，発現の変化した遺伝子は顕著に重複していることがわかった．また，全mRNAの変化量において両者のあいだに正の相関関係が認められた．これらの結果は，ヒストンH3の56番目をGlnに置換した変異株においてクロマチンへのヒストンH2A.Zの蓄積量が減少していることをさらに裏づけるものであった．

おわりに

　ヒストン修飾は一般的に“ヒストンコード”とよばれているように，下流のタンパク質の結合する骨格として機能すると考えられている．しかし，ヒストンH4の16番目のLysのアセチル化に代表されるように，いくつかのヒストン修飾はクロマチンの構造を直接に変化させることが報告されている13)．今回，筆者らは，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化がSWR-Cによるヒストン交換反応における基質特異性を変化させ，本来，ヒストンH2A.Zをヌクレオソームに蓄積させる酵素であるSWR-Cを，ヌクレオソームから放出する酵素へと変化させる“スイッチ”として機能していることを示した．ヒストン修飾がATP依存性のクロマチンリモデリング酵素にあたえる影響については，すでにいくつかの報告があるが，筆者らは，ヒストン修飾のまったく新しい機能を見い出した．

　筆者らは，また，Swc2pがヒストンH2A.Zをヌクレオソームに閉じ込めて放出されるのを防ぐ“ロック”として機能していることを示した．Swc2pは酵母からヒトまで保存されており，後生動物における類似タンパク質であるYL-1はヒストンH2A.Zに対する結合能をもちショウジョウバエやヒトにおいてSWR-Cのサブユニットとして同定されている12)．したがって，ここで示したSwc2pの“ロック”機能とヒストンH3の56番目のLysのアセチル化の機能は，高等真核生物においても保存されているものと推察された．

　ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化により活性化されたヒストンH2AとヒストンH2A.Zとの交換反応は，ヒストンH3-ヒストンH4四量体の解離を促進しヌクレオソームのターンオーバーを上昇させると考えられる（図2）．筆者らの研究成果は，ヌクレオソームの迅速なターンオーバーを制御する分子機構を理解するうえで新たな知見をあたえるものであった．

　ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化は新しく合成されたヒストンH3に付加されるマークであり，すべてのヒストンH3はヌクレオソームを形成するまえにすでにアセチル化されていることから，じつは，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化に対する脱アセチル化が，遺伝子発現やヌクレオソームのターンオーバーを制御するうえで非常に重要な過程であると考えられる．したがって，ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化に対する脱アセチル化酵素であるHst3pとHst4pについて，その詳細な制御機構の解明が今後の課題である．
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〈図説明〉
図1　ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化によるヒストン交換反応の制御機構のモデル

（a）ヒストンがアセチル化されていないヌクレオソームでは，SWR-CはヒストンH2A.Zの蓄積のみを触媒する．

（b）ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化（Lys56Ac）しているヌクレオソームでは，SWR-CはヒストンH2A.Zの蓄積および放出の両方を触媒し，ヒストンH2A.Zの迅速なターンオーバーをひき起こす．

図2　ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化による遺伝子プロモーター領域のヌクレオソームの迅速なターンオーバーのモデル

遺伝子プロモーターに存在するヌクレオソームのない領域の両側に位置するヌクレオソームは，ほかのヌクレオソームよりも迅速にターンオーバーされておりホットヌクレオソームとよばれる．これらのヌクレオソームにはヒストンH2A.Zおよび56番目のLysのアセチル化（Lys56Ac）したヒストンH3が局在している．ヒストンH3の56番目のLysのアセチル化はヒストンH2A.Zのターンオーバーを促進し，結果として，ヒストンH3-ヒストンH4四量体の解離を促進しヌクレオソームのターンオーバーを上昇させると考えられる．
