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研究成果の概要（和文）： 

①始原菌において、TK0471 は DNA に結合し、ヒストンとは異なるゲノム構造をとることが
わかった。また、TK0471 は転写因子でもあり、この遺伝子の破壊株にけるＤＮＡアレイ解析
では、多くの機能未知の遺伝子の発現が上昇した。②核小体に局在する機能未知の核マトリク
スタンパク質（MAK16、ＷＤ４６、MAGEF、FAM27E1 等）の核小体内での移動速度の非常
に遅く、転写阻害剤（アクチノマイシンＤ）存在下では既知の核小体タンパク質とは全く異な
る挙動をすることが分かった。③細胞骨格タンパク質であるアクチニン４は、インポーティン
-非依存的、細胞周期依存的に細胞核－細胞質間をシャトルすることを発見した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

(1) In Archaea, TK0471 is a structural protein as well as a transcription factor. (2) Nucleolar proteins 

(MAk16, WD46, MAGEFF, FAM27E1, etc.) with unknown function move very slowly compared to the 

well-known nucleolar proteins. They behave also very differently in the presence of transcription 

inhibitor, actinomycin D. (3) A cytoskeletal protein, actinin-4, shuttles between cytoplasm and nuclelar 

plasm, dependent of cell cycle and independent on importin-.  
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１．研究開始当初の背景 

ゲノム DNA は、原核生物では核様体として、
真核生物では、ヒストンをはじめとする核タ
ンパク質とヌクオレソームやクロマチンを形
成しながら存在している。このようなゲノム
の高次構造は、ゲノムの複製・修復や分配、
あるいは転写に始まる遺伝子の機能発現とい

った生命の維持・継承に重要な分子機構と互
いに密接な関係があるが、この「高次構造」
そのものは推定の枠を出ていない。ゲノム高
次構造を理解するうえで、微細構造の可視化
解析は欠かすことが出来ない直接的なアプロ
ーチである。これまで、電子顕微鏡や従来の
原子間力顕微鏡を用いて、“細胞核から単離し
た染色体”あるいは“再構成したヌクレオソー
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ム”の構造解析が行なわれてきた。しかし、高
次なゲノム構造は単離・精製の過程で形を失
いやすく、高次構造を再構成することも長年
不可能であった為、その構造的性質や構築機
構は未だに解明されていない。 

現在のところ、ゲノムの高次構造動態と機能
は、真核細胞では、核膜や他の核内構造との
相互作用を介して、また、ヒストンシャペロ
ンや転写因子などの DNA 結合タンパク質に
よって調節されると考えられる。この調節メ
カニズムを解明するには、これらタンパク質
や膜系と、高次構造をとったゲノムとの相互
作用を構造生物学的に直接解析することが必
要であると考えるに至った。そのためには、
分子・細胞生物学的アプローチ、および蛍光
顕微鏡などの技術に加え、ナノスケールのイ
メージングとピコニュートン精度の力計測が
必須である。これまでに、我々はそれを可能
にする原子間力顕微鏡の応用法をすでに確立
してきた。 

 

２．研究の目的 

これまでの成果から、大腸菌とヒトでは、ゲノ
ムの構成タンパク質が異なることにより、安定
な最小ファイバーの構築には差異があること
（ゲノム構築機構の特異性）、および30 nmファ
イバー以上の高次構造構築には、類似の階層性
があること（ゲノム構築機構の普遍性）が分か
った。新たな問題は、「多様な生物において普
遍性は如何にして核内で保障されるのか」また
「原核生物のゲノム構築の特異性は如何にし
て真核生物のゲノム構築の特異性へと進化し
たか（特異性の根源は何処より来りて、何処へ
至るのか）」ということになろう。 

ゲノムの高次構造構築を支えるメカニズムを
解明するには、生化学的再構成系を用いて更
なる探索を推進すると同時に、原核生物から
真核生物に至る染色体構築機構の進化過程を
理解することも一つの鍵となると考える。し
かし、真正細菌と真核生物との間のみでの比
較では、「染色体構成主要タンパク質が根本的
に違う」といった理由から、真正細菌から真
核生物へいたる染色体構築機構の進化系譜を
直接にはたどれない。この点において、我々
は真正細菌・真核生物とならび生物三超界の
ひとつである始原菌に注目する。始原菌は、
細菌型 Hu のみを持つ種、真核生物型ヒスト
ンのみを持つ種、そして両方とも持たない種
に分類できる。この事実は、始原菌ヌクレオ
イド構築機構との比較が、原核生物から真核
生物にいたる染色構築機構の進化過程の理解
に繋がる可能性を示唆している。 

そこで [研究目的]であるが、 

ゲノム高次構造構築のメカニズムと機能的細

胞内オーガナイゼーションを明らかにする。す
なわち、進化的側面を考慮しながら、ゲノムの
高次構造構築の一般原理を解明し、細胞構造と
関連した高次構造構築と動態を、生化学的・分
子遺伝学的・構造生物学的手法を駆使しながら
明らかにする。具体的には以下の３つのテーマ
を遂行する。 

(I) 高次ゲノム構築の一般原理の解明 

再構成系を用いて真核生物のクロマチン高次
折りたたみ機構を解明すると共に、染色体・核
様体構造を代表的な生物クラス間で比較し、さ
らにバイオインフォマティクスを用いた比較
ゲノム解析を行うことで、真核生物間および原
核生物間で特異的あるいは普遍的なゲノム高
次構造の構築機構を明らかにする。 

(II) 核内タンパク質と高次クロマチンとの相
互作用様式の解明 

核内でクロマチンの高次折りたたみに関与し
ていると考えられるタンパク質に注目し、それ
を含んだクロマチン高次複合体の再構成を目
指す。たとえば、核マトリクスタンパク質であ
るII型トポイソメラーゼ(トポII)に注目し、トポ
IIを加えた再構成クロマチンファイバーの構
造を、原子間力顕微鏡を用いた１分子イメージ
ング法等により解析する。また、ヒストンシャ
ペロンなどのクロマチン結合タンパク質の作
用様式を解明する。 

(III) 核膜と高次クロマチンとの相互作用様
式の解明 

クロマチンと核膜との相互作用は、染色体の
核内配置、遺伝子の機能発現、染色体分配等
に重要な役割を果たしている。高次クロマチ
ンファイバーと核膜との結合がいかにして制
御されているかを、１分子力計測等の技術を
用いて解明する。 

 

３．研究の方法 

( I ) 高次ゲノム構築の一般原理の解明 

I-1. 再構成系を用いた高次クロマチンファ
イバーの構造解析 

 クロマチンの流動性は、①ヒストン以外の
クロマチン会合タンパク質の直接的な調節だ
けでなく、②コアヒストンとヒストンH1の翻
訳後修飾によっても、また③ATP依存的クロ
マチンの再構成とヒストンシャペロンによっ
ても制御されている。まず、コアヒストンの
転写後修飾（アセチル化・リン酸化・メチル化）
によって、クロマチン高次構造が如何に影響を
うけるか、すなわち、「30 nm ファイバー以
上の再構成クロマチン高次構造とコアヒスト
ン修飾との関係」を生化学的・構造生物学的に
明らかにする。また、Aurora Kinase やHistone

 Deacetylase を用いてヒストンのリン酸化・脱



 

 

アセチル化を行ない、再構成クロマチンが凝縮
状態に変化するかどうか調査する。また、単離
した細胞核を用いて（In situ Lysis 法で）リン
酸化・脱アセチル化の効果を検証する。 

I-2. まるごとから見た分裂酵母のゲノム構
造解析 

真核生物の30 nmクロマチンファイバーの
形成には、リンカーヒストンが必須である。
一方、リンカーヒストンが存在しない分裂酵
母においても30-40 nm ファイバーが安定的
に組織化されることを明らかにした。この一
因は、コアヒストン配列の種間差に基づくnuc
leosome repeat lengthの差にあると考えら
れる。これを検証するために、ヒト及び分裂
酵母のコアヒストンを精製し、各々を用いてb
eads-on-a-stringファイバーの試験管内再構
成を行う。また、さらにリンカーヒストンを
添加することによるクロマチン高次構造構築
の相違を、原子間力顕微鏡を用いて解析する。 

I-3. まるごとから見た始原菌のゲノム構造解
析 

構造生物学・生物物理学的な手法を中心に据
え、始原菌ヌクレオイドの動態と物性の解析
を行う。ゲノムプロジェクトが終了した始原
菌から以下の三種を解析対象とする：① Ther

mocuccus kodakaraensis（Histone（TK1413、T

K2289）を持つ）② Thermoplasma acidophilu

m（Hu（Ta0093）を持つ）③ Sulfolobus solfa

taricus（HistoneもHuも持たない）。„“In situ 

Lysis 法”の応用と原子間力顕微鏡法を利用し
て、細胞周期、生育環境（温度、塩濃度、環
境ストレス等）を通じて変化する始原菌ヌク
レオイド階層構造を解析する。さらに、RNas

e、Protease、MNase、塩、多価アミンといった
酵素・イオン等の処理によるヌクレオイド構
造の変化を解析し、階層構造モデルを検証す
る。 

(II ) 核内（構造）タンパク質と高次クロマチ
ンとの相互作用様式の解明 

II-1. 高次クロマチンファイバーと核内構造タ
ンパク質（トポII）との相互作用解析 

トポIIは、核内足場画分に含まれること、ま
た、分裂期染色体の骨格をなすことが知られて
いるが、染色体構造に関与する分子機能に関し
ては全く解明されていない。トポIIを含む更な
るクロマチン高次構造の再構成法の確立を目
指して、「ATPを加水分解するエネルギーでD

NAのトポロジーを変化させるトポII-酵素活
性」が核内足場としての機能に必要かどうかを
検討する。ゲノム高次構造再構成におけるDN

A配列特異性を調査するため MAR 配列 (mat

rix attachment region) を含むDNAを用いた再
構成実験もおこなう。 

 コアヒストンのN端（ヒストンテール）をト

リプシンで除去した再構成クロマチンを用い
て、トポIIとの相互作用を解析する。また、核
膜-ラミナ-クロマチン間で機能することが同
定されているタンパク質（BAF, エメリン等）
を、ラミナ/クロマチン再構成系に加える。 

II-2. 再構成高次クロマチンファイバーとヒ
ストンシャペロン等との相互作用解析 

 クロマチンに豊富に存在するPC4は、転写・
複製・修復のいずれにも関与する多機能タン
パク質である。我々は、「PC4はヒストンに直
接結合してクロマチンを凝集させる」ことを
１分子イメージング解析から明らかにした。
ここでは、ヒストンH1の30 nm ファイバー形
成機構と比較して、PC4がクロマチンの折り畳
みを促進する機構を、クロマチン再構成系を
用いた１分子イメージング解析で明らかにす
る。 

 (III) 核膜と高次クロマチンとの相互作用様
式の解明 

III-1. 核膜調製法・ラミナ観察手法の確立と応
用 

 核膜裏側に展開している核ラミナにはクロ
マチンが接着し、その付近は比較的高度に凝縮
した状態のヘテロクロマチンが配置されてい
ることが知られている。しかし、これらの知見
は細胞生物学的・生化学的な実験から得られた
ものであり、クロマチンとラミナが相互作用し
ている様子は直接可視化・解析されていない。
基本的には、ラミナを可視化・解析するための
試料調製法および観察法を確立し、これにクロ
マチンを結合させ、相互作用の力計測を行う。
液中ナノスケール画像と蛍光顕微鏡像の同時
解析を可能にする蛍光顕微鏡一体型原子間力
顕微鏡を使用する。 

III-2. クロマチン-核膜タンパク質間相互作
用の力学測定による解析 

 クロマチンは核膜内膜タンパク質を介して
核膜と相互作用している。そこで、核膜内膜
タンパク質である LBR（ラミン B 受容体）、
MAN1、エメリン等と再構成クロマチンファ
イバーとの相互作用メカニズムを１分子力計
測法で解析する。 

 それぞれの GST 融合核膜内膜タンパク質を
大腸菌で発現・精製後、本申請者らの開発し
た方法により原子間力顕微鏡のカンチレバー
に装着し、これを用いて、再構成したクロマ
チン（beads-on-a-string）や 30 nm ファイバー
との相互作用を力計測により解析する。予備
実験の結果では、LBR は DNA ともヒストン
とも結合し、LBR-DNA 間、LBR-再構成クロ
マチン間の力はそれぞれ、36pN、55 pN であ
り、十分に実測可能である。 

核膜内膜タンパク質（LBR（ラミン B 受容体）、
MAN-1、エメリン）等の機能は「リン酸化－



 

 

脱リン酸化」により調節されることが分かっ
ている。我々は既にエメリンのリン酸化部位
を決定した。そこで、他の核膜内膜タンパク
質のリン酸化部位も決定し、これらの部位の
「リン酸化－脱リン酸化」が再構成クロマチ
ンファイバーとの相互作用に及ぼす影響をピ
コニュートンレベルで解析する。 

 

４．研究成果 

(１）高次ゲノム構築の一般原理の解明 

①始原菌において、TK0471 は DNA に結合し、
ヒストンとは異なるゲノム構造をとることが
わかった。TK0471遺伝子の破壊株を作成し、
始原菌の核様体のヘテロな高次構造におよぼ
す影響を原子間力顕微鏡で、各種遺伝子の発
現におよぼす影響をＤＮＡアレイで解析した。 

②大腸菌においても、核様体を単離し、MＮ
ase で部分分解し、ショ糖密度勾配法により核
様体フラグメントを分画した後、各画分に含
まれる遺伝子断片とタンパク質を分析し、核
様体フラグメントの構造を原子間力顕微鏡で
解析した。その結果、大腸菌核様体は、MreB

遺伝子産物を介して細胞膜と強固に結合して
いることが分かった。さらに核様体フラグメ
ント・MreB 遺伝子産物・細胞膜が織り成す
高次構造を原子間力顕微鏡で解析し、その高
次構造におよぼす MreB 重合阻害剤（Ａ２２）
の影響を調べた。 

③分裂酵母のゲノムにはリンカーヒストン
（Ｈ１やＨ５）が存在しないが、核内では
「Beads-on-a-string」構造をとることが分か
っている。ただ、高等動植物のものより、ヌ
クレオソーム間の距離が数十塩基対短い。一
方、試験管内で再構成したヌクレオソームは
ヒトのものと同様な「Beads-on-a-string」構
造をとり、また、ヒストンＨ１とも結合し「太
いファイバー」を形成することが分かった。
ただ、ヒストンＨ１はヒトでは 30 nm ファイ
バーをつくるが、酵母では 20 nm ファイバー
を形成する。これは、コアヒストンのＮ－末
端の電荷の差によるものであると解釈できる。
さらに、分裂酵母にヒストンＨ１遺伝子を導
入し、核内でのゲノム構造におよぼす影響を
解析した。 

（２）核内タンパク質と高次クロマチンとの
相互作用様式の解明 

①核小体に局在する機能未知の核マトリクス
タンパク質（MAK16、ＷＤ４６、MAGEF、
FAM27E1 等）をコードするｃDNA をクロー
ニングし、GFP(クラゲの緑色蛍光タンパク質)

との融合タンパク質として HeLa-細胞で発現
させた。FRAP（FluorescenceRecovery After 

Photobreaching）解析の結果、これらの核内
での移動速度の非常に遅いものであった。こ
れらのタンパク質をそれぞれ siRNAでノック
ダウンした際の他のタンパク質の動態への影

響を調べた。 

② Ｗ Ｄ ４ ６ は Ｎ － 末 端 と Ｃ － 末 端 に
Disordered 領域を有するが、Ｎ－末端の
Disordered 領域が特異的にヒストン８量体
と結合すること、また、分子中央部のＷＤ領
域はヒストンＨ３と特異的に結合することが
分かった。また、ＷＤ４６のこれらの領域が
もつ特異的機能の更なる解析を進めた。 

③細胞骨格タンパク質であるアクチニン４は
細胞周期依存的に細胞核－細胞質間をシャト
ルすることを発見した。核内に入ったアクチ
ニン４は INO80 複合体と結合し、特定の遺伝
子の発現を制御することも分かった。また、
アクチニン４の分子量は大きい（105ｋDａ）
にも関わらず、その核内移行にはインポーチ
ンを必要としないことも分かった。今年度は
このアクチニン４の核移行メカニズムの詳細
を、アクチニン４の有するスペクトリンリピ
ートに注目して解析した。 

（３）核膜と高次クロマチンとの相互作用様
式の解明 

大腸菌で発現させた GST-LBR 融合タンパク
質を原子間力顕微鏡探針に取り付け、LBR と
高次クロマチンとの相互作用を力学的に解析
し、また認識イメージングによりＬＢＲと高
次クロマチンとの結合を直接可視化した。 
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