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研究成果の概要： 
真核生物ゲノムの機能制御には、クロマチンと細胞核が中心的な役割を果たしている。本研究
では、細胞核に局在するアクチンファミリーであるアクチン関連タンパク質(actin-related 
protein; Arp)に主に焦点を当て、細胞核の内部構造の分子構築がどのようにクロマチンやゲノ
ムの機能に関与しているかを明らかにすることを目的として研究を進めた。その結果、クロマ
チンや細胞核の構築において、Arp が様々な分子機構で関与することを明らかにすることがで
きた。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2004 年度 28,700,000 0 28,700,000 

2005 年度 22,900,000 0 22,900,000 

2006 年度 22,900,000 0 22,900,000 

2007 年度 22,900,000 0 22,900,000 

2008 年度 22,900,000 0 22,900,000 

総 計 120,300,000 0 120,300,000 
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１．研究開始当初の背景 
核内では、遺伝子の転写や複製、修復、組換
え、RNA プロセシング、リボソームの会合
など、生命機能発現にとって重要な必須機能
が営まれており、これらの個々の素反応・素
過程については、生化学的、分子生物学的、
遺伝学的研究により、その分子基盤、分子メ
カニズムが精力的に解析され、多くの情報が
得られてきた。しかし、これら個別に解析さ
れてきた素過程は、互いに独立した事象では
なく、「細胞核」という複雑で巨大な構造的

枠組みの中で統合的に進行する。核という場
の中で、個々の反応が、時間的、空間的にど
のように協調して機能しているのかは、その
重要性に反してほとんど理解されていなか
った。例えば、核のアーキテクチャーが、遺
伝子発現にどのような影響を及ぼすのかと
いった基本的とも思える知見すら、未だほと
んど得られていない。クロマチンと相互作用
する核内骨格（核マトリックス、クロマチン
間領域）についても、その構造や構成因子な
どはほとんど未解明である。さらに、核内に
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は、核小体を代表として、スペックル（スプ
ライシング因子コンパートメント）、カハー
ルボディー、PML (promyelocytic leukemia 
oncoprotein)ボディーなどの、その動態がダ
イナミックに変動する構造体が存在するこ
とがわかっているが、それらの具体的な生理
機能については、核小体以外ほとんど解明さ
れていなかった。 
 
２．研究の目的 
真核生物のゲノム DNA は細胞核にクロマチ
ンとして収納されており、転写・複製・修復
などのゲノムの機能はクロマチンの構造に
よる制御を受けている。クロマチンの構造変
換の機構については長い間不明であったが、
最近になり、クロマチンリモデリング複合体
やヒストンアセチル化(HAT)複合体などがク
ロマチン構造変換に関与することが報告さ
れ、その構成タンパク質の解析が急速に進展
している。一方で、クロマチンがその機能に
応じた構造を形成するためには、細胞核内の
骨格（核マトリックス、クロマチン間領域）
との相互作用が必要であることが以前より
報告されていた。しかし、その分子基盤につ
いては未だ不明な点が多い。細胞核内のアク
チン関連タンパク質(actin-related protein:
以下 Arp)およびトポイソメラーゼ II（トポ
II）は、クロマチン構造変換に関与する複合
体の構成因子となり得る一方で、細胞核から
単離された核マトリックス画分にも含まれ
ることが示されている。本研究では、これら
の核タンパク質に注目し、核内骨格の分子構
築を解析すると共に、核内骨格がクロマチン
機能構造形成にどのように関わるかを明ら
かにすることを目指した。 

本研究において、細胞核の様々な構造（核
膜、核膜孔複合体、核内ドメイン、染色体・
クロマチン）を解析する研究者との連繋によ
り、核内骨格が細胞核機能発現において担う
役割を解明するための新規な実験系を確立
することができる。また、可視化に基づいて
細胞核機能の解析を行う研究者との連繋に
より、これまでにほとんど解析が行われてい
ない、核内骨格のダイナミクスの観察が可能
となり、細胞核機能の新規な機能発現メカニ
ズムの探索が可能となる。 

アクチンと進化的・構造的に関連性を有す
る Arp は、当初は細胞質で機能すると考えら
れていたが、申請者らは、アクチンファミリ
ーが細胞質のみならず細胞核の機能にも深
く関与していることを明らかにした。これま
でに、Arp がクロマチンリモデリング複合体、
HAT 複合体に最も広く含まれる構成因子の
一つであることが示されている。哺乳類の細
胞核に局在する Arp については、これまで申
請者らにより報告されたものが 2 種あるが、
申請者らはこの他にも細胞核に存在する新

規な Arp を 3 種見いだし、既に解析を始めて
いる。クロマチンと核構造の両者の分子構築
とダイナミクスをこれらの Arp 分子に注目
して解析する点で独創的であり、本研究によ
り細胞核構造の構築とダイナミクスにおけ
る新たな分子メカニズムが明らかになると
期待した。一方、細胞分化の過程で起こる遺
伝子の発現誘導にトポ IIβが必須であること
を明らかにした。当該遺伝子領域のクロマチ
ンがトポ IIβに依存して脱凝縮することを見
つけており、本研究は転写開始に先立つクロ
マチン高次構造の変換による転写誘導とい
う、新しい遺伝子調節機構の存在を確実なも
のとすることが期待された。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞核に局在するアクチン関連タンパ
ク質(Arp)の挙動の解析 
 ヒトの細胞核に存在するアクチン関連タ
ンパク質、hArpN ・, hArpN ・, hArp5, hArp6, 
hArp8 のそれぞれ、およびトポ II について、
細胞核内での詳細な局在やダイナミクスを
解析した。この観察には蛍光顕微鏡を用いる
他、竹安班と連係して、原子間力顕微鏡によ
る観察も行った。Arp と核内ドメイン、核膜、
染色体との関係については、田代班、原口班、
高橋班とそれぞれ連係して解析した。 
（２）Arp と核骨格との相互作用の解析 
 32P-標識した GST-Arp をプローブとして、
核マトリックス画分を用いた Far western 
blot を行い、これらの Arp に結合するタンパ
ク質を検出した。また、Arp にタグを付加し
て、複合体を部分精製した。Arp の結合が観
察されたバンド、あるいは部分精製画分の質
量分析をおこなうことにより、Arp と相互作
用するタンパク質を同定した。免疫沈降法や
などにより、両者の相互作用を確認した。 
 さらに、核マトリックスや染色体を構築す
る主要タンパク質である NuMA 
(nuclear/mitotic apparatus protein)と Arp
の相互作用の解析を行なった。NuMA のアミノ
末端に CH-ドメインが存在することが報告さ
れているが、NuMA の CH-ドメインと細胞核内
の Arpとの相互作用はまだ解析されていなか
ったので、この相互作用を免疫沈降法や局在
性の観察などにより解析した。 
（３）MAR /SAR ドメインにおける Arp の機能
の解析 
 MAR (matrix-attachment region)/SAR 
(scaffold-attachment region)と呼ばれる
DNA 領域は、DNA と核マトリックスが結合す
る部位であると共に、クロマチンリモデリン
グ複合体などが機能する場であると考えら
れている。クロマチン免疫沈降法により、Arp
の MAR/SAR 領域への結合を解析すると共に、
RNAiによるArpの発現の低下やArpの過発現
による MAR/SAR の機能の変化を解析した。



MAR/SAR に結合することが既に知られている
トポ II についても同様の解析を行い、Arp と
の相互作用の有無を免疫沈降—ウェウタンブ
ロット法で解析した。また、免疫沈降／DNA
チップ（ChIP/Chip）の手法によりゲノムワ
イドにArpとトポIIβの結合部位をマッピン
グした。 
（４）転写、修復、細胞分化への Arp の関与
の解析 
 出芽酵母の Arp の変異株は、遺伝子発現・
DNA 修復・核の分離などに異常を示す。また、
脳・神経特異的に発現する hArpNalpha は、
神経細胞分化への関与が予想されている。神
経細胞に分化可能な P19 EC 細胞を用い、RNAi
による発現の低下や過発現により、転写・修
復・神経細胞分化にどのような影響が観察さ
れるかを調べると共に、その際の核構造や核
内ドメイン・クロマチンの変化を検出するこ
とにより、核・クロマチン構造とこれらの細
胞機能との相関を解析した。 
 
４．研究成果 
真核生物ゲノムのエピジェネティック制御
では、クロマチンと細胞核がその分子基盤と
なっている。最近になり、クロマチン構造に
基づいたエピジェネティック制御の機構が
次々に明らかにされているが、細胞核による
エピジェネティック制御については、その分
子機構はほとんどが不明のままである。本研
究課題では、細胞核に局在するアクチンファ
ミリーであるアクチン関連タンパク質
(actin-related protein; Arp)に主に焦点を
当て、細胞核の内部構造の分子構築がどのよ
うにクロマチンやゲノムの機能に関与して
いるかを明らかにすることを目的として研
究を進めた。実験系としては、出芽酵母と脊
椎動物培養細胞を用いた。細胞核に局在する
Arp の一つである Arp4 は、複数のクロマチン
リモデリング複合体、ヒストンアセチル化複
合体の構成因子である。我々は、Arp4 が ATP
結合能を有し、それによって細胞核内複合体
のダイナミクスを制御することを、本特定領
域の須賀則之博士と共同で明らかにした
(Sunada et al., 2005)。また、INO80 クロマ
チンリモデリング複合体に含まれる Arp5, 
Arp8 が停止した複製フォークの進行再開に
必要であることを明らかにした（Shimada et 
al., 2008）。脊椎動物においても、Arp5 が
DNA 切断修復に関与することを、本特定領域
の田代聡博士、大山隆博士との共同研究で見
出し (Kitayama et al., 2009)、さらにアク
チン結合タンパク質との機能的相互作用を、
本特定領域の竹安邦夫博士との共同研究で
明らかにした(Kumeta et al., in press)。
興味深いことに、脊椎動物 Arp8 は INO80 複
合体に非依存的に分裂期染色体上に局在し
て染色体分配に関与することを、本特定領域

の胡桃坂仁志博士と共同で報告した(Aoyama 
et al., 2008)。この結果は、細胞核内で Arp
が、クロマチンリモデリング複合体やヒスト
ンアセチル化複合体に依存しない機能を有
していることを示唆するものであった。これ
についてさらに検証を行なうため、Arp6 の解
析を行なった。Arp6 は SWR1 クロマチンリモ
デリング複合体の機能に必須な構成因子で
あり、SWR1 複合体はヒストンバリアント
H2A.Z をクロマチンに導入することで機能す
る。遺伝学的・生化学的解析から出芽酵母
Arp6 が SWR1/H2A.Z 依存的な機能と、非依存
的な機能を有することが示された。リボソー
ムタンパク質遺伝子は、SWR1/H2A.Z 非依存的
に Arp6 による発現制御を受けていた。その
分子機構を解析したところ、Arp6 がクロマチ
ンの核内配置に関わっており、リボソームタ
ンパク質遺伝子を核膜孔複合と相互作用さ
せることで、この発現制御に関与することを
見出した(Yoshida et al., in press)。脊椎
動物細胞においては、H2A.Z の二つのアイソ
フォームが存在しているが、本特定領域の深
川竜郎博士との共同研究でノックアウト細
胞を作成し、この H2A.Z アイソフォームの機
能を区別して解析することに成功した
(Matsuda et al., in press)。これらのノッ
クアウト細胞の表現形は Arp6 ノックアウト
細胞の表現系とは異なることから、脊椎動物
細胞の細胞核構築においても、Arp6 が
SWR1/H2A.Z に非依存的な機能を有している
ことが予想される。これらの研究により、ク
ロマチン構造制御と細胞核構築に対し、Arp
が異なった分子機構で関与することを提唱
することができた。 
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