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研究成果の概要（和文）：CAF-I複合体の大量精製系の確立を達成し、クライオ電子顕微鏡での観察を行なっ
た。その結果、CAF-I複合体がグリッド作製中に解離してしまうことが示唆された。続いて、架橋剤による安定
化を試み、架橋+ゲル濾過の実験を行なったが、適切な条件を見出すことができなかった。ここで、CAF-Iとヒス
トンH3/H4の解離定数がナノモーラーオーダーであり、H3/H4の結合はCAF-Iを安定化することが期待されること
から、両者を混ぜてゲル濾過カラムを通したところ、高純度のCAF-I-H3/H4複合体を得ることができた。現在、
クライオ電顕による観察を進行中であるが、いまだ明瞭な粒子像は得られていない。

研究成果の概要（英文）：A large scale purification system of CAF-I complexes was established and the
 purified complexes were observed by cryo-EM. The results suggested that the CAF-I complexes 
disassembled during grid preparation. Subsequently, in order to stabilize the subunit interactions, 
cross-linking and gel filtration experiments were performed, but the appropriate conditions could 
not be found. Next, since the dissociation constants of CAF-I and histone H3/H4 are the nanomolar 
order, the H3/H4 is expected to stabilize CAF-I complex. Then, CAF-I-H3/H4 complexes were purified 
by gel filtration column. The cryo-EM experiments are in progress, but no clear particle image has 
been obtained yet.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 構造生物学　クロマチン　複製　複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究計画が対象とするCAF-I複合体は、細胞が獲得した機能を維持する役割を果たす。ということは、CAF-I複
合体の機能を阻害することができれば、細胞機能をリセットできる可能性がある。iPS細胞では、転写反応を制
御することで細胞機能をリセットし、多能性幹細胞を創出しているが、CAF-I複合体の阻害は複製反応を制御す
ることになる。本研究の目的が達成されれば、これまでとは全く異なる原理によって多能性幹細胞を創出できる
ことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我々人類に代表される真核細胞生物の細胞機能は、ゲノム DNA に書き込まれた情報だけで
はなく、ヒストンタンパク質の翻訳後修飾パターンなどのエピジェネティック情報によって規
定されている。ヒストンの翻訳後修飾パターンは、遺伝子発現制御を通して細胞機能を決定し
ている。しかし細胞が分裂する際、ゲノム DNA は複製反応によって倍加するがヒストンは倍
加しないため、新しく合成された新生ヒストンが取り込まれる。この結果、複製後のゲノム
DNAでは細胞分裂前のゲノムDNA上にあった旧ヒストンと新生ヒストンが混在することにな
る。新旧ヒストンの翻訳後修飾パターンは異なるため、このままでは分裂直後の細胞のゲノム
DNA 上ではヒストンの翻訳後修飾パターンが不揃いになってしまう。細胞機能維持には新旧
ヒストンの翻訳後修飾パターンを揃える分子機構が必要だが、我々が注目する CAF-I 複合体は、
この分子機構において中心的役割を果たす。この事実は、これまで iPS 細胞など転写反応経由
で細胞機能をリセットする試みがなされてきたが、CAF-I 複合体の機能を阻害することにより
複製反応経由で細胞機能をリセットできる可能性を示唆している。しかしCAF-I複合体は1989
年に単離されて以来、立体構造は未解明であり、新旧ヒストンの翻訳後修飾パターンを揃える
分子機構の詳細も不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 本応募研究課題では、複製反応経由の細胞機能のリセットを目指して、その中心因子である
A. CAF-I 複合体の結晶構造を解析することを第一の目的とする。さらに可能であれば、B. 
CAF-I を含む超分子複合体の結晶構造解析を通して CAF-I の機能表面を明らかにして、細胞機
能をリセットする CAF-I 変異体の作製を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
A. CAF-I 複合体（Cac1, 2, 3 という 3種類のタンパク質から構成される三者複合体）について、
これまでの実験から、大腸菌や昆虫細胞におけるリコンビナントタンパク質の発現は困難であ
ることがわかっている。そこで出芽酵母の細胞内から内在性複合体の精製を試みた。これまで
に 320 リットル培養菌体からの大量精製を繰り返して、応募者の施設の全自動微量結晶化ロボ
ットを用いた結晶化スクリーニングを行い、既にいくつかの条件で結晶を見出している（下図
中央）。これらの結晶の質を改善し、回折データの収集と結晶構造解析を行う。また、電子顕微
鏡による負染色像観察でも良好な結果が得られており、既に試験的な単粒子構造も得られてい
る。今度、共同研究によって電子顕微鏡による高分解能の単粒子解析も試みる。 
B. CAF-I と相互作用因子（ヒストン H3/H4, CIA）との複合体について、相互作用因子（ヒスト
ン H3/H4, CIA）については、既に大量精製法を確立している。また、GST プルダウン検定・ITC・
BIA-CORE・熱シフト検定などを組み合わせて、相互作用が安定化する条件を探索しつつ、その
結果を反映させて共結晶化を行う。 
 上記の研究が順調に進んで相互作用部位に関する情報が得られた場合は、点変異体と出芽酵
母の点変異株を作製して試験管内と生体内での機能解析を行う。さらに、CAF-I のヒストン相
互作用表面や CIA 相互作用表面について、出芽酵母 CAF-I の構造からヒト CAF-I の対応箇所を
予測して結合する化合物を設計し、細胞の万能化や多能性幹細胞化を誘導できるかを検定する。 
 
 
４．研究成果 
 2017 年度は、目的として挙げた(A)の中で、特に CAF-I 複合体の精製に集中して研究を実施
した。これまでに、培養スケールの拡大、精製に用いるレジンの検討、濃縮時の回収率向上の
検討などを系統的に進めることで、CAF-I 複合体の大量精製法を確立してきた。本年度は、既
に確立した方法で繰り返して精製を行い、結晶化スクリーニングを行った。現状では 320 リッ
トル培養菌体から約 2mg/mL x 50μL・純度約 90%の精製標品が得られている。当研究室が開発
した全自動微量結晶化ロボットを使用すれば、約 10μL で 96 条件の結晶化スクリーニングを行
うことが可能で、既にいくつかの条件で CAF-I の結晶(約 1μm程度)が得られている。同時に、
クライオ電子顕微鏡単粒子解析に適した精製方法もほぼ確立しつつある。 
 
 
 2018 年度は、目的として挙げた(A)に対応して、CAF-I 複合体の大量精製系の確立を達成した。
しかし、2018 年度前半、クライオ電子顕微鏡での観察を行なった結果、CAF-I 複合体がグリッ
ド作製中に解離してしまうことが示唆され、なんらかの方法での安定化が必要なことがわかっ
た。この結果を受けて、2018 年度後半は架橋剤による安定化を試み、架橋+ゲル濾過の実験を
行なったが、適切な条件を見出すことができなかった。ここで、CAF-I 複合体の相互作用因子
であるヒストン H3/H4 について、CAF-I と H3/H4 の解離定数はナノモーラーオーダーであるた
め、H3/H4 の結合は CAF-I を安定化することが期待される。H3/H4 を共同研究先から分与しても
らい、両者を混ぜてゲル濾過カラムを通したところ、高純度の CAF-I-H3/H4 複合体を得ること
ができた。 



 
 
 これまで、目的として挙げた(A)に対応して、CAF-I 複合体の大量精製系の確立を達成し、ク
ライオ電子顕微鏡での観察を行なった結果、CAF-I 複合体がグリッド作製中に解離してしまう
ことが示唆され、なんらかの方法での安定化が必要なことがわかった。また、2018 年度は架橋
剤による安定化を試み、架橋+ゲル濾過の実験を行なったが、適切な条件を見出すことができな
かった。これらの結果を受けて 2019 年度は、CAF-I 複合体の相互作用因子であるヒストン H3/H4
について、CAF-Iと H3/H4の解離定数がナノモーラーオーダーであるため、H3/H4の結合はCAF-I
を安定化することが期待されることから、H3/H4 を共同研究先から分与してもらい、両者を混
ぜてゲル濾過カラムを通したところ、高純度の CAF-I-H3/H4 複合体を得ることができた。現在、
クライオ電顕による観察を進行中であるが、いまだ明瞭な粒子像は得られていない。 
 
 

 
Fig. CAF-I 複合体のゲルろかカラムによる精製とクライオ電顕観察 
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