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研究成果の概要（和文）：遺伝情報の担い手であるDNAは、約150塩基対のDNAとヒストンタンパク質から構成さ
れる、ヌクレオソームを形成して核内に収納されている。代表的ながん抑制タンパク質であるp53は、ヌクレオ
ソームを形成しているDNA配列を認識可能である。我々は本課題において、p53のN末端側がヌクレオソームとp53
の結合を促進すること、p53のN末端側にヒストンと直接結合する領域が存在することを見出した。これらの成果
はp53-ヌクレオソーム結合を介したがん抑制メカニズムの理解に貢献する。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells, DNA binds with histones and forms nucleosome. p53, the 
principal tumor repressor, can bind to the nucleosome and recognize the target DNA sequence on the 
nucleosome. In this project, we found that the N terminal region of p53 facilitates p53-nucleosome 
binding and this region directly binds to the histone. These findings contribute to understanding 
the mechanism that represses the tumor via p53-nucleosome interaction.

研究分野：エピジェネティクス、構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
p53は、代表的ながん抑制タンパク質であり、がん患者の4割以上がp53遺伝子に変異を有する。p53は、特定の
DNA配列を認識して結合し、近傍領域にコードされた遺伝子の転写を活性化する「転写因子」とよばれるグルー
プのタンパク質であるが、ヌクレオソームを形成しているDNA配列を認識可能であるという点において、一般的
な転写因子とは異なる性質を有する。本研究ではこの性質の理解を目指して研究を行った。本研究の成果は、
p53が、がん抑制の最上流で働くメカニズムを理解する上で重要な知見である。これらの知見は将来的には、が
ん抑制メカニズムの理解や、がんに対する治療法の確立につながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
p53は、代表的ながん抑制タンパク質であり、がん患者の 4割以上が p53遺伝子に変異を有す
る。がんに対する治療法等の開発には、p53 の機能とその分子機序の理解が必須である。p53
は、がん抑制遺伝子群の転写制御において、最上流で働く転写因子(パイオニア転写因子)であ
り、下流のがん抑制遺伝子近傍の標的 DNA配列に結合し転写を活性化する。p53がパイオニア
転写因子として機能するために最も重要な性質は、p53 が“ヌクレオソーム”の中に存在する標
的 DNA配列を認識可能という点である。 
 ヌクレオソームは、約 150塩基対の DNAがヒストンタンパク質 8量体に 1.7回転巻き付いた
構造体である。真核生物のゲノム DNA はヌクレオソームを基本構造単位として、クロマチン
とよばれる高次構造体を形成している。ヌクレオソーム中では、DNAが大きく湾曲し、さらに
溶液中に露出する DNA 表面が限定されるため、ほとんどの転写因子は、ヌクレオソーム内に
存在する標的 DNA 配列を認識しない。そのためクロマチンリモデリング因子などによって、
標的 DNA上からヌクレオソームが除かれなければ機能しない。一方で、p53をはじめとするパ
イオニア転写因子は標的 DNA 配列上のヌクレオソーム形成の有無に影響されずに結合し、ク
ロマチンリモデリング因子などをリクルートしてクロマチン状態の変化を主導することで、転
写制御における最上流因子として機能する。このように、p53 のヌクレオソーム結合能は、極
めて重要な機能であるが、その分子機序はほとんど解析されておらず、なぜ p53は他の転写因
子と異なり、ヌクレオソーム中の DNA配列を認識可能なのか、全く理解されていない。 
 
２．研究の目的 
p53のヌクレオソーム結合メカニズムの理解が不十分であるために、p53を介した転写制御にお
いてヌクレオソーム (ヌクレオソーム形成位置や、ヒストン翻訳後修飾・ヒストンバリアント
の取り込み)が果たす役割についての解析は進んでいない。この問題を解決するために、本研究
は、p53 のヌクレオソーム結合メカニズムを生化学的・構造生物的解析によって解明すること
を目的として行った。 
 
３．研究の方法 
研究立案時の計画に沿って、以下の方法で研究を実施した。 
【方法 I】 タンパク質の調製 
ヒト由来のコアヒストンタンパク質(H2A,H2B,H3.1,H4)および p53 の各種変異体を大腸菌を用
いたリコンビナントタンパク質として精製した。 
 
【方法 II】 DNA配列の検討と DNA調製 
ヌクレオソームの試験管内再構成に用いる DNA には、ヒトの p21 遺伝子の p53 結合領域であ
る 5’エンハンサー領域(5’RE)近傍の DNA 配列を用いた。この DNA 領域は、細胞内で p53
の局在が報告されているが、p53 が結合した際のヌクレオソーム形成位置が正確には明らかに
なっていない。そこで、生化学的解析によってヌクレオソームへの p53 結合に適した DNA 配
列および、その長さを検討した。そのために、この領域近傍の DNA 配列を用いて、数種類の
DNA断片を作製した。これらの DNAを用いてヌクレオソームを再構成したのち、ヌクレオソ
ームの形成位置と p53(全長)の結合効率の関係を検討し、その後の生化学的解析および X 線結
晶構造解析に適した DNA配列を決定した。解析に用いる DNA配列を決定した後、プラスミド
にこの DNA 断片をクローニングし、大腸菌を用いてプラスミドを大量に調製し、制限酵素を
用いて目的 DNA配列を切り出して精製した。 
 
【方法 III】 p53のヌクレオソーム結合ドメインの同定  
p53 N末端側のアミノ酸領域(1-93)に含まれるヌクレオソーム結合ドメイン(NBD)を同定するた
め、p53欠失変異体を作製し、ヌクレオソームとの結合能を解析した。用いる変異体としては、
p53の N末端側アミノ酸に含まれる転写活性ドメインもしくは、プロリンリッチドメインを欠
いた変異体、p53 の転写活性ドメインもしくは、プロリンリッチドメイン単独を用意した。こ
れらの p53変異体の精製は方法 Iの p53と同様の方法にて行う。ヌクレオソーム結合能の評価
には EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)やプルダウンアッセイを用いた。 
 
【方法 IV】 p53-ヌクレオソーム複合体の X線結晶構造解析   
 p53 のヌクレオソーム結合メカニズムを原子分解能で明らかにするため、X 線結晶構造解析
を行った。高純度に精製した p53-ヌクレオソーム複合体の結晶化条件のスクリーニングを、結
晶化ロボットを用いて行った。良質な結晶が得られる結晶化条件の選択、および抗凍結溶液の
最適化を行った。結晶化条件を最適化した後、大型放射光施設においてデータ収集を行った。 
 また、上記の解析では十分な分解能のデータが得られなかったことから、結晶の質を向上さ
せるため、DNAの長さの検討、p53欠失変異体、熱安定性の高い p53変異体を用いた結晶化も
試みた。 
 
【方法 V】 p53のヌクレオソーム結合ドメインと相互作用する領域の同定 
プルダウンアッセイによって、p53 のヌクレオソーム結合ドメインがヌクレオソーム中のどの



領域と結合しているのか解析した。 
 まず p53がヒストンを認識している可能性を考慮して、p53欠失変異体を GST融合タンパク
質として精製し、ヒストン H2A-H2B 2量体、およびヒストン H3-H4 4量体とそれぞれプルダウ
ンアッセイにて結合の有無を調べた。この実験により、p53の N末端にヒストンを直接結合す
る性質があることを明らかにした。さらにヒストンの欠失変異体を作製し、p53 ヌクレオソー
ム結合ドメインが、ヒストン中のどの領域と相互作用するか解析した。 
 また、良質な結晶を得るために、この実験によって明らかになったヒストン結合ドメインを
含むペプチドを用いた結晶化も試みた。 
 並行して、p53がヌクレオソーム中の DNA構造を認識している可能性を考慮して、様々な長
さの DNAを用いて、DNAの構造がそれぞれ大きく異なるヌクレオソームを再構成し、これら
を用いて、ゲルシフトアッセイを行い p53結合の有無を調べた。 
 
これらの研究立案時の計画した方法に加え、p53欠失変異体、ヒストン複合体および、再構成ヌクレ
オソームをもちいて、等温滴定型カロリメトリー(ITC)を用いた相互作用解析を行い相互作用メカ
ニズムを明らかにすることを試みた。 
 
４．研究成果 
2017年度までに、p53の N末端側がヌクレオソームと p53の結合を促進すること、さらに p53
の N末端側にヒストン H3-H4と結合する 20アミノ酸の領域が存在することを見出した。2018
年度は、この領域が H3-H4と結合するメカニズムを明らかにするために、生化学的解析と立体
構造解析の 2つのアプローチを併用し研究を進めた。これらの結果、p53の N末端側が疎水性
相互作用を介して H3-H4と結合することを明らかにした。また、この結果に基づいて設計した
H3-H4との結合能が弱い p53点変異体は、ヌクレオソームとの結合を保持していた。この結果
は、p53の N末端側によるヌクレオソームと p53の結合促進と、p53と H3-H4の結合は独立し
たメカニズムによって担われる可能性を示唆している。 
 また、がん細胞では、いくつかの特異的なヒストンの変異が報告されている。これらのヒス
トン変異は、ヌクレオソームの性質や構造に変化を引き起こし、p53 との相互作用に影響を与
えることで細胞のがん化を引き起こす可能性がある。そこで、まず、がん患者に高頻度にみら
れるヒストンの変異を有するヌクレオソームの構造および性質をX線結晶構造解析および生化
学解析によって明らかにした(Nucleic Acids Res. 2018)。さらに、がん細胞において高発現する
ことが報告されているCENP-Aを含むヌクレオソームにヒストン翻訳後修飾H4K20me1が導入
されるメカニズムを明らかにした(Nature Commun. 2019)。これらの研究は、p53-ヌクレオソー
ム結合を介したがん抑制メカニズムの解明を目指す本研究の基盤情報となる。 
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