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研究成果の概要（和文）：石野計画班はDNA 複製、修復、転写を制御する因子とクロマチンとの関係に焦点を当て、そ
こに関わる天然変性タンパク質について、構造と機能を詳細に調べてその役割を解明するという共通の目的をもって研
究を展開した。実際に解析したタンパク質は、DNA複製と協調した修復機構に関わるhuman Hefとarchaea Hef、出芽酵
母の転写制御因子Ume6、テロメア結合因子TRF1、ウイルスクロマチン制御因子Nucleophsomin/B23、ヒストンシャペロ
ンNAP1である。これらのタンパク質に存在する天然変性領域が、相互作用因子との結合制御にとって、極めて重要な役
目を果たしていることを示した。

研究成果の概要（英文）：Our research has been focusing on the relationships between the chromatin structur
e and the protein factors involved in DNA replication, repair, and transcription. Many proteins in these p
athways contains intrinsically disordered regions (IDR), which should have important functions to process 
the DNA metabolisms precisely.  In this research project, we have characterized Hef, which is involved in 
the stalled replication fork repair, Ume6, which is a transcription regulation factor, TRF1, which is a te
lomere binding factor, Nucleophsomin/B23, which is the viral chromatin regulator, and NAP1, which is the h
istone chaperone.  All these proteins contain IDR.  We analyzed each IDR for their binding to the various 
partner molecules and the general conclusion is that IDR have important functions for regulation of the in
teraction with their partner factors by occasional and sequential folding coupled with binding.
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１．研究開始当初の背景 
近年の構造ゲノムプロジェクト進展により、
生命現象を司る個々のタンパク質の高次構
造が次々と明らかにされ、生命現象の分子論
的理解が進んだ。しかし、細胞内においては
個々のタンパク質がばらばらに働くのでは
なく、互いに相互作用することによって実際
の生命活動が営まれている。したがって、タ
ンパク質の多元的な相互作用に基づく分子
認識と機能発現が生命現象を明らかにする
上できわめて重要となる。こうした中、単独
では変性状態にあって特定の高次構造を形
成していないタンパク質（天然変性タンパク
質：Intrinsically Disordered Protein）が
次々と明らかにされてき、分子生物学の新し
い学術領域を切り開く必要があった。 
 
２．研究の目的 
ゲノムがもつ遺伝情報を子孫に伝達するため
のDNA複製過程では、多くの関連因子がレプリ
ソームと呼ばれる超分子複合体を形成し、精
密に制御されながら複製フォークを進行させ
る。また、遺伝情報から機能を有するタンパ
ク質を正確な時間・場所において発現させる
ための転写、翻訳過程も、制御因子による機
能的な複合体形成と再編により進行する。真
核生物ではクロマチンが、これらの核内諸反
応とネットワークの基盤構造体としての役割
を果たしている。遺伝情報の維持と伝達やク
ロマチン構造に関連するタンパク質因子には
天然変性領域が広く見られ、これらの領域が
核内ネットワークのハブ形成の中心的役割を
果たしていると考えられる。本研究班は遺伝
情報伝達の制御に関わる核内タンパク質にお
ける天然変性領域の機能を生化学・分子生物
学的に解析する役割を担った。計画代表者の
石野は、DNA 複製と協調した修復機構に関わ
るヒト由来の天然変性タンパク質として
hHef/FancM(ファンコニ貧血症の原因遺伝子
産物)を中心に、複製フォーク停止の修復過程
で、他の因子がどのようにして結合して複合
体形成が進むのか、そして複合体の形成、再
編と機能との関係を生化学的に解析した。ク
ロマチン構造と転写、複製進行との関係によ
り力点を置いた課題として、分担者の清水が、
出芽酵母の細胞型特異的遺伝子の発現制御に
関わる転写因子やハブ性クロマチン関連因子
について、また、奥脇が、アデノウイルスを
モデルとしてクロマチン構造変換による複製
促進因子の作用機構について詳細な解析を進
めた。以上のように、核内の天然変性タンパ
ク質が関与する重要なプロセスについて、三
者の研究グループがその実験手法、結果の考
察と次の方針など連携をとりながら研究を進
めた。共通の大きな目的は天然変性タンパク
質が関与する多くの核内現象のプロセス解明
のための研究手法を確立することであり、こ
れまでに三者がそれぞれに確立した独自の実
験系を共有しながら、本研究を進めた。 
 

３．研究の方法 
本研究では、Hef の発見者である代表者が、
ヒトHefタンパク質の天然変性領域について、
他の関連因子との相互作用機構解明を目標と
して研究を進めた。高純度に精製したhHef を
まず原子間力顕微鏡観察に供し、天然変性領
域の構造形態を調べた（佐藤班と共同）。ま
た NMR解析によって実際に天然変性であるこ
とを調べた（太田班と共同）。同時に、hHef タ
ンパク質から、単一機能ドメインの分離と各
機能ドメインの相互作用パートナーの同定を
行った。それぞれの複合体の生化学的活性測
定と同時に、結晶化、 MD-SACS解析（佐藤班
と共同）を進めた。転写因子に関しては、出
芽酵母のa 細胞特異的遺伝子、減数分裂初期
遺伝子群の転写を制御しているクロマチン関
連転写因子(α2/Mcm1, Tup1-Ssn6, Rme1, 
Ume6)の天然変性構造と予想される領域に変
異を導入した株を作成し、in vivo で遺伝子
発現とクロマチン構造変換に及ぼす影響を解
析し、標的タンパク質の天然変性領域の機能
を明らかにした。さらに、標的タンパク質に
タグを導入し、クロマチンを基盤とするタン
パク質間相互作用ネットワークにおける天然
変性領域の機能解析を行った。また、アデノ
ウイルスクロマチンの構造を変換し、ゲノムD 
N A 複製を促進する因子Template Activating 
Factor III (TAF-III)の主要構成因子である
核小体タンパク質B23 は他のヒストンシャペ
ロンとは異なりRNA と協調的に機能すること
がわかったので、このRNA 成分の同定を行う
と共に、精製ウイルスクロマチンをアデノウ
イルス感染細胞より調製し、TAF-III がどの
ようにウイルスクロマチンの構造を変換し複
製を促進するのかを検討した。 
 
４．研究成果 
石野計画班は DNA 複製、修復、転写を制御す
る因子とクロマチンとの関係に焦点を当て、
そこに関わる天然変性タンパク質について、
構造と機能を詳細に調べてその役割を解明
するという共通の目的をもって研究を展開
した。以下具体的に記載する。 
 
１ DNA 複製と協調した修復機構に関わる天
然変性タンパク質の機能 
①human Hef と archaea Hef の天然変性領域
と相互作用するタンパク質因子を同定し、ど
れがどこにどのように結合するのかを生化
学的に解析する、②その結果に基づいて hHef 
から単一機能ドメインの同定と各種複合体
の単離を試みる、③それぞれの複合体が DNA 
に対してどのような作用をするのかを試験
管内の種々のアッセイ法によって解析する、
④各機能ドメインを含む複合体は構造解析
に供する、という計画を立てて臨んだ。ヒト
cDNAとアーキアのDNAライブラリーを用意し、
酵母 two-hybrid 法でそれぞれの天然変性領



域をベイトにして網羅的なスクリーニング
を行なった結果、両者ともに新規な結合タン
パク質が検出された。これらの候補タンパク
質について、本研究期間の間に順次詳細に解
析を進めた。また、複製因子 GINS に存在す
る天然変性領域の機能や（BMC Biol誌に発表）
イネの組換え中間体切断酵素候補タンパク
質の同定とその中の大きな天然変成領域の
発見(J.Biochem 誌に発表)などの成果もあ
がった。従って、計画どおりにプロジェクト
を進めることができたと言える。 
２ クロマチンネットワークにおける天然
変性領域の機能 
出芽酵母の転写制御因子 Ume6 に関して，ク
ロマチン関連因子 Rpd3，Isw2 との相互作用
を介した転写活性化と抑制に関与する天然
変性領域として４つの領域を同定し，目標の
1つを達成できた。Ume6 の天然変性領域と相
互作用するパートナー因子に関して，さらに
詳細な構造生物学的解析が必要な状況であ
る。一方では，クロマチンの基本単位である
ヌクレオソームの形成とダイナミクスの解
析を行った。天然変性タンパク質・ヒストン
8 量体はテロメアリピート配列から排除され
る性質を有することを in vivo で明らかにし
た。さらに，ヒトテロメアでのヌクレオソー
ム形成には，テロメア結合因子 TRF1 の天然
変性領域が重要であると言う結果を得た。ま
た，湾曲した DNA 構造がヒストン 8量体に高
い親和性を有し，ヌクレオソームをスライド
さ せ て 転 写 を 活 性 化 す る こ と や
5-bromodeoxyuridine がヌクレオソームポジ
ショニングに影響を与えることを示し，ヌク
レオソームポジショニングとダイナミクス
を規定する因子については概ね目的を達成
した。 
３ クロマチン制御因子の構造と機能 
ウイルスクロマチン制御因子として同定し
た Nucleophsomin/B23 の RNA との相互作用の
機能的意義と、RNA 結合における天然変性領
域の役割の解明を目指した。期間内に B23 の
RNA 結合は B23 のクロマチン制御機能に重要
であることを明らかにした。また、B23 の天
然変性領域の分子間および分子内相互作用
が、その RNA 結合活性の制御に重要であるこ
とを明らかにした。B23 機能に関してはおお
むね目的を達成できた。また、構造生物学グ
ループの西村先生とともに、ヒストンシャペ
ロン NAP1 のヒストン結合の特異性を明らか
にすべく研究を進めた。NAP1 の酸性アミノ酸
が連なった天然変性領域が、ヒストン
H2A-H2B に特異的に結合することを生化学、
構造生物学的に明らかにした。NAP1 の酸性領
域とH2A-H2Bの相互作用の機能的重要性に関
しては、さらに解析が必要な状況である。 
 本研究は新学術領域のグループ研究であ

り、領域内の共同研究により多くの成果が得
られた。石野班 (A02) は、分子生物学的手
法で機能解析を中心に活動を行なったが、構
造解析班（A01）情報解析班 (A03) と極めて
密接な協力体制をとり、全研究期間を通じて
活発な共同研究を行なった。計画代表者の石
野はヒトおよびアーキアのFANCM/Hefタンパ
ク質の天然変性領域の研究において、また、
分担者の清水はヒトおよび酵母のヌクレオ
ソーム動態、転写因子について、さらに、分
担者の奥脇はヒトの複数のヒストンシャペ
ロンタンパク質について、以下の連携をとっ
て共同研究を進めた。 
・A03 太田計画班（太田、福地）と配列解析 
・A01 佐藤計画班（佐藤、小田）苙口公募班
と MD−SAXC 及び結晶構造構解析 
・A01 佐藤計画班（安藤、古寺）と高速 AFM
解析 
・A03 太田計画班（廣明）と NMR 解析 
・A01 明石計画班（明石、西村）と質量分析、
NMR 解析 
＜共同研究の成果＞配列からコンピュータ
予想をしたFANCM/Hefタンパク質の天然変性
領域が、本当に天然変性状態であることを高
速 AFM 解析と NMR で実験的に示すことに成
功し、また、MD−SAXC 法で構造変化を追跡す
ることが出来た。これらから、このタンパク
質が天然変性タンパク質研究のよいモデル
となりうることが示された。この機能解析に
ついては石野計画班で精力的に進め、天然変
性領域に結合するタンパク質を網羅的にス
クリーニングした結果、多くの結合タンパク
質を発見した。天然変性領域が異なるフォー
ルディングに変換することによって、複数の
タンパク質と相互作用する分子機構を解明
するための基盤を築くことができた。これら
の成果は、蛋白質科学会、分子生物学会など
で発表済みであり、一部 J. Biol. Chem 誌に
投稿して改訂中である。 
 テロメアにおけるヌクレオソームの動態に
関する連携研究を行い，ヒトおよび出芽酵母
のテロメアリピート配列がin vivoでヌクレ
オソームを排除する性質を有することを明ら
かにしてNucleic Acids Res誌に発表した。さ
らに，テロメア結合因子TRF1はテロメアリピ
ート上でヌクレオソーム形成を誘起するとい
う成果が得られ、TRF1の天然変性領域がテロ
メアクロマチンのダイナミズムに機能するモ
デルを提唱する（投稿準備中）。さらに、ク
ロマチン関連因子との相互作用を介したUme6
による転写活性化と転写抑制に必須の領域と
して，Ume6分子内に４つの天然変性領域を同
定した（投稿準備中）。 
 3 種類のヒストンシャペロン NPM1、NPM2、
NPM3 のそれぞれが、ホモあるいはヘテロ多量
体を形成すること、多量体形成が機能制御に



重要であることを明らかにして、Nucleic 
Acid Res 誌に発表した。また、ヒストンシャ
ペロン NAP1 とヒストン H2A-H2B 複合体構造
解析の結果、NAP1 の酸性アミノ酸領域が
H2A-H2B に特異的に結合するのに重要である
ことを明らかにした（投稿準備中）。 
  
 本研究は、細胞核内の遺伝情報の維持と
伝達に関する詳細な理解を目指して行なわ
れたものである。その中で天然変性領域を
有する重要な分子が多く存在することが分
かってきて、その存在意義を正しく理解し
ないかぎり、生命現象の理解は不可能であ
ることが証明された。本研究は、新たな分
子生物学領域としてフロンティア的役割を
果たしたものである。 
 FANCM/Hef タンパク質は DNA 複製フ
ォークの進行停止を修復する分子機構の中
でキーになる分子として、世界の DNA 修
復研究の中でも注目を集めている。この分
子について、天然変性タンパク質としての
アプローチをしているのは我々のグループ
のみであり、本領域研究によって、天然変
性領域と相互作用する多くのタンパク質因
子が同定された事から、この修復経路を理
解するための新たな糸口を切り開いた。フ
ァンコニ貧血のようなゲノム不安定性に起
因する遺伝性疾患の理解と治療の道を開く
ことに繋がる。 
 クロマチン関連因子Rpd3, Isw2を介した
転写制御における Ume6の天然変性領域を
同定し，ヒトテロメア領域におけるヌクレ
オソーム形成と排除における天然変性領域
が重要な役割を有することを示した。これ
らの知見は，細胞核内のクロマチンネット
ワークの分子基盤を考えるうえで，重要な
情報を提供している。また，テロメアはが
ん化，細胞老化に関与することが示唆され
ており，テロメアを標的とする創薬研究に
有用な知見を提供するものと考えられる。 
 核小体タンパク質B23が多量体を形成し
て機能すること、天然変性領域を有するこ
と、この領域が B23 の RNA 結合活性に重
要であることを明らかにした。B23 は大腸
がん、乳がん、前立腺がんなどの多くの固
形がんにおいて発現が上昇していることが
知られており、細胞増殖あるいはがんの悪
性度の診断マーカーとしても有用な可能性
が指摘されている。本研究から得られた成
果より、B23 の多量体形成の阻害剤、ある
いは天然変性領域を標的としたペプチド医
薬の開発など、医学研究に有用な情報を提
供することができた。 
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