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Nhp6 – это небольшой белок дрожжей, неспецифично связывающий ДНК. Ранее 
было показано, что Nhp6 входит в состав нескольких комплексов (в том числе комплекса 
FACT), присутствует на многих дрожжевых промоторах и транскрибируемых участках 
генов in vivo и участвует в процессе дестабилизации структуры нуклеосом in vitro. В нашей 
лаборатории был изучен фактор FACT и показана его роль в трaнскрипции хроматина 
эукариотической РНК-полимеразой 2 in vitro, однако роль белка Nhp6 в транскрипции 
ранее не была исследована. В данной работе мы изучили влияние этого белка на транс-
крипцию нуклеосом эукариотической РНК-полимеразой 2 и показали, что он увеличи-
вает эффективность транскрипции в нескольких положениях на нуклеосомной ДНК, 
в первую очередь – участка в положении +(11–17) в нуклеосоме. Предложена модель 
действия Nhp6, предполагающая стабилизацию транзитного отворачивания ДНК от ок-
тамера гистонов в процессе транскрипции хроматина.
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Хроматин – это сложный нуклеопротеидный 
комплекс, структурной единицей которого на пер-
вом уровне упаковки является нуклеосома [1], со-
стоящая из октамера белков-гистонов и нуклео-
сомной ДНК. Нуклеосомы участвуют в регуляции 
биологических процессов на ДНК. 

Шаперон гистонов FACT (facilitates chromatin 
transcription) играет важную роль в поддержании и 
изменении структуры хроматина в ходе различных 
процессов с участием ДНК – репликации, репарации 
и транскрипции [2]. Наиболее исследованы комп-
лексы FACT человека (human FACT – hFACT) и 
дрожжей (yeast FACT – yFACT). 

yFACT – гетеротример, состоящий из белков 
Spt16 (suppressor of TY16), Pob3 (poll binding protein 3) 
и Nhp6 (non histone protein 6) [3] (рис. 1, А). В на-
шей лаборатории методом spFRET-микроско  пии in 
vitro был подробно изучен механизм yFACT-
зависимого разворачивания (реорганизации) нуклео-
сомной ДНК. Данное разворачивание проходит 
по механизму “все или ничего” – нуклеосомы при 
взаимодействии с комплексом находятся либо 
в полностью интактном состоянии, либо в реорга-
низованом [4]. Была доказана роль Nhp6 в отворачи-
вании ДНК: присутствие в растворе только субъеди-
ниц Spt16 и Pob3 не вызывало реорганизацию 
нуклеосом [4]. 

Исследования на клетках дрожжей показали, 
что yFACT колокализуется с РНК-полимеразой 2 
(РНКП2) [5] и необходим во время выполняемой 

ей транскрипции для поддержания структуры хро-
матина [6, 7]. Скорее всего, FACT нужен для транс-
крибирования генов в районах с упорядоченной 
структурой хроматина [8]. Исследования in vitro по-
казали, что hFACT облегчает движение РНК-поли-
меразы через нуклеосомы [9]. Возможно, FACT 
конкурирует с ДНК за связывание гистонов во время 
элонгации транскрипции. Таким образом, иссле-
дования in vitro и in vivo подтверждают, что FACT 
способствует более эффективному сохранению ну-
клеосом в процессе транскрипции.

В настоящей работе мы исследовали одну из 
субъединиц комплекса FACT – Nhp6. Это неболь-
шой белок дрожжей с молекулярной массой 10,81 кДа 
(93 и 100 а.о. в разных формах), неспецифично свя-
зывающий ДНК [10]. Nhp6 связывается с неболь-
шим участком ДНК и образует мультимолекуляр-
ные комплексы при взаимодействии с ДНК длиной 
149 п.н in vitro [11]. Также было показано, что Nhp6 
важен для ослабления ДНК-гистоновых взаимо-
действий в нуклеосомах [12].

Роль Nhp6 в транскрипции была продемон-
стрирована в работах по индукции генов, транскри-
бирующихся РНКП2, в мутантных по генам nhp6a 
и nhp6b штаммах дрожжей; экспрессия исследуемых 
генов была подавлена [13]. Кроме этого, Nhp6 облег-
чает взаимодействие TBP (TATA-box binding protein) 
с ДНК в присутствии TFIIA (Transcription Factor IIA) 
[14]. Полногеномный анализ распределения Nhp6 
по дрожжевому геному показал, что Nhp6 распо-
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Рисунок. Белок Nhp6 облегчает транскрипцию нуклеосом РНКП 2. А – Субъединичная структура белкового комплекса yFACT. 
Показана доменная структура белков Spt16, Pob3 и HMGB-подобного ДНК-связывающего домена субъединицы Nhp6 в комп-
лексе с ДНК (PDB ID – 1J5N). Б – Взаимодействие Nhp6 с нуклеосомами. Нуклеосомы инкубировали в присутствии указанных 
концентраций Nhp6 и анализировали с помощью электрофореза в полиакриламидном геле в нативных условиях. Слева указаны 
значения электрофоретической подвижности нуклеосом и ДНК. В – Схема эксперимента: транскрипция нуклеосом эукариоти-
ческой РНКП 2 (обозначена на рисунке овалом) в присутствии белка Nhp6 in vitro. Г – Транскрипция нуклеосом эукариотиче-
ской РНКП 2 в присутствии белка Nhp6 in vitro. Д – Модель транскрипции в присутствии Nhp6. Показана модель, объясняющая 
облегчение транскрипции нуклеосом белком Nhp6: РНК-полимераза 2 откручивает ДНК от октамера гистонов, Nhp6 связывает 

данный участок ДНК, затрудняя обратное связывание ДНК с октамером, и таким образом облегчает транскрипцию нуклеосом
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ложен на транскрибируемых участках 104 генов, 
транкрибируемых РНКП2 [15], но его роль в транс-
крипции хроматина РНКП2 in vitro не была изучена. 

Материалы и методы

Сборка нуклеосом. Получение позиционирован-
ных мононуклеосом проводили по протоколам, 
описанным ранее [16, 17].

Инкубация нуклеосом с белком Nhp6. К нуклео-
сомам, содержащим меченую ДНК (10–15 нМ), 
добавляли Nhp6 (от 0,25 до 2 мкМ в различных 
экспериментах) и инкубировали 10 мин при 30°С. 
Инкубация проводилась в транскрипционном бу-
фере ТВ150 (20 мМ Трис-HCl (pH 7,9), 2 мМ MgCl2, 
150 мМ KCl, 1 мМ бета-меркаптоэтанол). Связы-
вание белка Nhp6 анализировали с помощью элек-
трофореза в 4%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) 
(акриламид:бисакриламид – 39:1), проводимом в на-
тивных условиях при 4°С (электродный буфер 
0,5хТВЕ).

Транскрипция in vitro. РНКП2 дрожжей и гистоны 
очищали по протоколам, описанным ранее [18, 19]. 
Элонгационный комплекс с дрожжевой РНКП2 
собирали с использованием коротких синтетиче-
ских ДНК- и РНК-фрагментов и лигировали с ну-
клеосомами. Транскрипцию проводили с допол-
нительным мечением изотопом α-32P РНК-транс-
криптов до (–5)-нуклеотида относительно входа 
в нуклеосому, затем элонгация начиналась при до-
бавлении в раствор недостающих нуклеотидов и 
избытка ГТФ, не содержащего метки, в буфере, со-
держащем 150 мМ KCl, при указанных концентра-
циях Nhp6. Исследуемый диапазон концентраций 
Nhp6 составлял 0,25–2 мкМ. После прохождения 
транскрипции РНК анализировали гель-электро-
форезом в денатурирующих условиях. В качестве 
маркера использовали плазмиду pBR332, обрабо-
танную эндонуклеазой рестрикции MspI [9].

Результаты и обсуждение

Одна молекула Nhp6 (рис. 1, А) связывается 
с участком ДНК длиной около 10–15 п.н. [10]; та-
ким образом, с длинными фрагментами ДНК белок 
может образовывать мультимолекулярные комплек-
сы. Ранее это было подтверждено в экспериментах, 
проведенных на последовательностях ДНК, обла-
дающих низкой аффинностью к гистоновому окта-
меру [11]; необходимо было доказать образование 
мультимолекулярных комплексов с Nhp6 высоко-
аффинной ДНК, используемой в наших экспери-
ментах. Были изучены комплексы, образуемые Nhp6 
с нуклеосомной ДНК (рис. 1, Б). ДНК-фрагмент 
для этого эксперимента состоял из нуклеосома-
позиционирующей последовательности (НПП) и 
дополнительного промотора – такая матрица мо-
делировала ДНК, используемую в последующих 
транскрипционных опытах; таким образом, в этом 
эксперименте изучалось связывание белка Nhp6 

как с участками, связанными с гистонами (НПП), 
так и со свободными участками ДНК (промоторная 
область). Нуклеосомы инкубировали в присутствии 
повышающихся количеств (от 0,25 до 2 мкМ) белка 
Nhp6. Образование ДНК-белковых комплексов фик-
сировали по изменению электрофоретической под-
вижности в нативном ПААГ нуклеосом, содержа-
щих флуоресцентно-меченную ДНК.

При взаимодействии Nhp6 с нуклеосомной ДНК 
наблюдается формирование мультимолекулярных 
комплексов, отличающихся по электрофоретиче-
ской подвижности в ПААГ в нативных условиях, 
как было описано ранее для нуклеосом, ДНК ко-
торых не содержала НПП [11]. При постепенном 
повышении концентрации белка от 0,25 до 2 мкМ 
было выявлено последовательное образование не-
скольких мультимолекулярных комплексов (рис. 1, Б). 
Каждый такой комплекс состоит из одной нуклео-
сомы и одной или нескольких молекул Nhp6. Срав-
нение эффективности связывания Nhp6 с нуклео-
сомами, ДНК которых содержит НПП (рис. 1, Б), 
с опубликованными ранее данными [11] показало, 
что наличие НПП не оказывает существенного 
влияния на связывание Nhp6 с нуклеосомами. Та-
ким образом, наша экспериментальная система 
может быть использована для анализа роли Nhp6 
в транскрипции нуклеосом.

Для изучения влияния Nhp6 на процесс элон-
гации с помощью эукариотической РНКП2 в хро-
матине проводили анализ РНК-продуктов, полу-
ченных в ходе транскрипции мононуклеосомных 
матриц РНКП2 в присутствии повышающихся 
концентраций белка Nhp6 in vitro (рис. 1, В). 

По результатам транскрипции in vitro удалось 
установить, что уже при низкой концентрации 
Nhp6 (0,25 мкМ) наблюдается уменьшение “пау-
зирования” РНКП2 (временных остановок РНКП2 
на ДНК-матрице) при элонгации участка +15 ну-
клеосомной ДНК. При более высоких концентра-
циях Nhp6 (1 и 2 мкМ) наблюдается также увели-
чение эффективности транскрипции участка +45 
(рис. 1, Г).

На основе полученных данных нами была 
предложена возможная модель роли Nhp6 в элон-
гации (рис. 1, Д). Данный белок, связываясь с ну-
клеосомной ДНК, может изменять ее структуру: 
вызывать сильные изгибы в месте связывания и 
отгибать ДНК от октамера гистонов. Эти эффекты 
приводят к облегчению транскрипции в первую 
очередь при входе в нуклеосому (положение +15, 
рис. 1, Г, Д), а также при больших концентрациях 
могут влиять на “паузирование” РНКП2 в ходе 
элонгации через участок +45. В клетках дрожжей 
субъединица Nhp6 присутствует в избытке по отно-
шению к остальным субъединицам фактора FACT 
[10]. Поэтому полученные нами данные позволяют 
предположить, что субъединица Nhp6 дрожжевого 
комплекса FACT может участвовать в транскрипции 
хроматина в клетках дрожжей как в составе комп-
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лекса FACT, так, возможно, и как отдельная субъеди-
ница, облегчающая транскрипцию хроматина. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031).
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Nhp6 is a small yeast protein, which binds DNA nonspecifically. It was shown that Nhp6 is a 
part of several protein complexes (including FACT complex) and is presented on many yeast 
promoters and transcribed regions of genes in vivo. It also participates in the process of 
destabilizing the structure of nucleosomes in vitro. In our laboratory, we studied FACT complex 
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 257РОЛЬ БЕЛКА NHP6 В ТРАНСКРИПЦИИ НУКЛЕОСОМ IN VITRO

and showed its role in the transcription of eukaryotic RNA-polymerase 2 in vitro, but the role of 
the Nhp6 protein in transcription has not been studied previously. In this paper, we describe the 
effect of Nhp6 protein on transcription through a nucleosome by eukaryotic RNA-polymerase 2 
and show that Nhp6 protein increases the transcription efficiency at several positions on the 
nucleosomal DNA, primarily the transcription at the positions +(11–17) in the nucleosome. We 
proposed a model of the action of Nhp6 during transcription through chromatin, suggesting the 
stabilization of DNA transiently uncoiled from the octamer during this process.
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