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研究成果の概要（和文）：ヒストンバリアントH2A.Zは、クロマチンに導入・排除されることで多くの遺伝子の
転写制御に関わる。しかし，H2A.Z導入・排除のダイナミクスの制御機構は不明であった。H2A.Zノックアウト細
胞および核内アクチンファミリー変異細胞を用いたクロマチン免疫沈降法などにより、核内アクチンファミリー
がH2A.Z機能に関与することが示された。さらに、アクチンファミリーArp6, Arp8に特異的に結合する複数の二
重環状ペプチド(bicyclic peptide)を細胞に導入し、H2A.Zの導入および排除の分子機構の一端を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：The histone variant H2A.Z functions in the regulation of gene expression 
through its deposition and eviction. However, the mechanisms of the molecular function of H2A.Z was 
largely unknown. In this study, we showed the relationship between H2A.Z function and nuclear actin 
family proteins by using knockout cells for H2A.Z and actin family proteins. In addition, by using 
bicyclic peptides for Arp6 and Arp8, we identified molecular mechanisms regulating deposition and 
eviction of H2A.Z. 

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 細胞核　クロマチン　ヒストンバリアント

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
H2A/Zノックアウト細胞や、細胞核内アクチンファミリーに結合する二重環状ペプチドを用いた解析により、
H2A.Zの導入や排除を行う複合体の機能メカニズムの一端を明らかにすることができた。この結果は、アクチン
ファミリーに結合する二重環状ペプチドによって、H2A.Zダイナミクスを介した人為的な遺伝子機能解析を行う
ことができる可能性を示唆しており、今後の農学・医学領域への応用も期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アクチンファミリーは、アクチン、およびアクチンに進化的・構造的に関連性を有するアクチ
ン関連タンパク質(actin-related protein; 以下Arpと略称)によって構成されている。Arpには、
Arp1から Arp10の 10種のサブファミリーが存在する。申請者は、Arpの多くのメンバー(Arp4, 
Arp5, Arp6, Arp7, Arp8, Arp9)が核に局在し、転写制御をはじめとする多様なエピジェネティッ
ク制御に関わることを報告し (PNAS, 1995; Mol Biol Cell, 1995)、さらにその機能を明らかに
していた（Curr Biol, 2008; PLoS Genet, 2010; J Cell Sci, 2012; PLoS One, 2014; Mol Cell, 
2015; EMBO J, 2017;他）。その過程で、Arp4がヒストンに直接結合することを申請者が示した
ことから(Mol Biol Cell, 1995)、核内でのアクチンとヒストンの機能的関連性がはじめて明らか
にされた。さらに、H2A.Zの導入や除去を行う酵素(SRCAP, Ino80など)と、複数の核内 Arpが
複合体を形成することが示された。実際に Arp6のノックアウト細胞では H2A.Z存在量が減少
し、一方で Arp8のノックアウト細胞では存在量が増加した。また、これらのノックアウト細胞
では遺伝子発現の変化や、環境応答の変化も観察されていた。Arp6, Arp8がリン酸化修飾を受
けることと考え合わせ、これらの結果から、アクチンファミリーが H2A.Zの導入・排除を制御
する可能性が強く示されていた。 
また、これらの研究過程で、申請者は核内 Arpに特異的に結合する二重環状ペプチドの取得・
解析も行っていた。ファージライブラリー(>109 variants)を用いたスクリーニングによる配列同
定と化学合成により、核内 Arpに特異的に結合する二重環状ペプチドを複数取得した。さらに、
これらペプチドの生細胞への導入と核へのデリバリーを成功させた。H2A.Z 導入量の増加と、
細胞がん化との関連が多数報告されているが、申請者は Arp8結合二重環状ペプチドの導入によ
って、がん細胞の特徴であるコロニー形成能が抑制されることを確認していた。この結果からも、
核内 Arpの機能操作におけるこのペプチドの有用性が示されていた。 
アクチンファミリーの核での機能の重要性については、近年多くの報告がされていた。一例と
して、2012年に山中博士と共にノーベル賞を受賞したガードン博士は、体細胞の遺伝子が初期
化して分化多能性を得る過程（万能細胞作成）に、核内のアクチンが必要であることを見出して
いた(Miyamoto et al., Genes Dev, 2011; Miyamoto et al., Science, 2013)。 
ヒストンバリアントについても、2011 年から EMBO ヒストンバリアントミーティングが定
期的に開催されるなど、エピジェネティック制御における重要性が注目されていた。特に H2A.Z
については、保存性や機能の重要性などから、多くの研究者が解析を進めており、我々が樹立し
た H2A.Z 破壊細胞と遺伝学的相補解析系は、多くの共同研究者と共有利用されていた(EMBO 
J, 2017; 他)。 
また近年、化合物でエピジェネティック機能を制御する試みが広く行なわれており、ヒストン
の化学修飾については、これを制御する化合物が見出され、機能解析や創薬シーズとして利用さ
れていた。一方で、H2A.Z の導入やクロマチン構造変換複合体の機能の制御する化合物・ペプ
チドは報告されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ヒストンバリアント H2A.Zのクロマチンへの導入・排除の制御機構が、ア
クチンファミリーよってどのように制御するかを明らかにし、またアクチンファミリーに結合
する二重環状ペプチドを利用して H2A.Zの導入・排除を人為的に操作するための技術基盤を創
成することであった。そのために、以下の項目を実施した。(1)アクチンファミリーによる H2A.Z
の導入・排除機構のゲノムワイド解析、(2)アクチンファミリーのリン酸化によるH2A.Z導入の
制御の解明、(3)アクチンファミリーに特異的に結合する二重環状ペプチドによるH2A.Z導入・
排除の人為的制御。 
核内のアクチンファミリーと、転写制御に重要な役割を有するヒストンバリアント H2A.Zと
の機能的な関連性は、真核生物に普遍的なエピジェネティック制御機構の一つとして、その分子
機構の解明が期待されていた。我々は遺伝学的相補実験によって H2A.Z機能を解析するための
H2A.Zノックアウト細胞や導入 H2A.Z発現系を開発しており(Nucleic Acids Res, 2010; Genes 
Cells, 2016; EMBO J, 2017)、これらを用いて課題の解決にアプローチした。H2A.Zは様々な生
物において重要な機能を持つことが示されている。例えば、植物の H2A.Zが開花の温度適応性
を規定していること、動物の発生に関与すること、またヒトでは H2A.Zは、がん化との強い関
連性が指摘されている。したがって、本研究の目的の一つである H2A.Zダイナミクスの人為的
な操作は、農学や医学への応用展開が可能なエピジェネティック操作技術の創出につながるこ
とが期待された。 
 
 
３．研究の方法 

(1)アクチンファミリーによる H2A.Zの導入・排除機構のゲノムワイド解析： Arp6は、H2A.Z



の導入に関与する SRCAP酵素と複合体を形成する。Arp6を破壊した脊椎動物細胞株を用い、
抗 H2A.Z抗体を用いた ChIP-seq法により、Arp6が H2A.Zをゲノム上のどのような領域にど 
の程度導入するかの解析を行った。一方 Arp8 は、H2A.Z を排除する Ino80 酵素と複合体を形
成する。Arp8破壊培養細胞株を ChIP-seq法で解析することにより、Arp8が H2A.Zの排除を
どのように制御するかを解析した。これらの結果を、上記 Arp 破壊株の網羅的遺伝子発現プロ
ファイルと比較解析することにより、H2A.Z 導入・排除を介したアクチンファミリーによる転
写制御の分子機構を解析した。 

(2)アクチンファミリーのリン酸化による H2A.Z 導入の制御：これまでの研究により、Arp6
と Arp8がリン酸化修飾を受けることが示唆されていた。例えば、申請者は Arp8の S412のリ
ン酸化について、この部位に変異を導入した Arp8が転写や DNA修復能を変化させることを見
出していた。Arp6, Arp8のノックアウト細胞に、リン酸部位に変異を導入した Arp6, Arp8を発
現させ、この細胞を用いて上記①と同様な解析を行なうことにより、Arp6, Arp8リン酸化によ
る H2A.Zの導入・排除の制御を解析した。また、H2A.Z転写が誘導される条件下（栄養、温度、
感染、シグナルなど）での、Arp6, Arp8のリン酸化の変化の解析を試みた。 

(3)アクチンファミリーに特異的に結合するペプチドによる H2A.Z導入・排除の人為的制御：
申請者は既に、Arp6, Arp8 に特異的に結合する複数の二重環状ペプチド(bicyclic peptide)を取
得し、これらによるアクチンファミリーの機能阻害を確認している。Arp6 および Arp8 結合二
重環状ペプチドを用いることで、H2A.Z の導入および排除の阻害を観察することを試みた。複
数の中から、最も効果の高いペプチドを選択・解析した。また、H2A.Z 導入が増加しているが
ん細胞株に対する、二重環状ペプチドの抗がん作用についても解析を試みた。 
 
 
４．研究成果 
脊椎動物の ChIP-seq解析に先立って、出芽酵母を用いて H2A.Zの ChIP-解析を行ったところ、
アクチンファミリーに加えて、H2A.Zの存在自体が、細胞分裂後の H2A.Zの導入に強く影響す
ることが示された。また、アクチンファミリーに特異的に結合する二重環状ペプチドを利用した
解析により、H2A.Z の排除に関わる INO80 クロマチンリモデリング複合体の機能において、そ
の構成因子であるアクチンファミリーArp8 が同複合体のクロマチンへの結合に関与することが
示された。一方、同じく構成因子のアクチンファミリーArp5 はクロマチンへの結合には関与し
ないなど、これらのアクチンファミリーの機能の差異を明らかにすることができた。 
 本研究では、細胞核内のアクチンファミリーと H2A.Z機能との関連を明らかにするとともに、
アクチンファミリーに特異的に結合する二重環状ペプチドを用いて、H2A.Z導入・排除を人為操
作するための技術基盤構築にも取り組んだ。Arp6, Arp8などのアクチンファミリーを欠損した細
胞株を用いて、ゲノム上の H2A.Z の局在を解析することによって、これらのアクチンファミリ
ーが H2A.Z のダイナミクスに影響を与えることを示した。また、アクチンファミリーに特異的
な二重環状ペプチドを、エレクトロポレーション法によって生細胞に導入した。導入した二重環
状ペプチドの影響を、遺伝子発現の解析や、クロマチン免疫沈降法などによって解析した。その
結果、H2A.Z の排除に関わる INO80 クロマチンリモデリング複合体の機能において、その構成
因子であるアクチンファミリーArp8 が同複合体のクロマチンへの結合に関与することが示され
た。 
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