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研究成果の概要（和文）：　脊椎動物では、ウイルスなどの外来DNAに対する防衛するため、自然免疫のDNAセン
サーcGASを備えている。一方で細胞は、自身の設計図であるゲノムDNAを持つため、cGASは、自身のクロマチン
を形成したDNAに対しては不活化しなければならない。本研究では、クロマチンの基本単位であるヌクレオソー
ムとcGAS複合体の立体構造をクライオ電子顕微鏡解析により決定した。本研究結果によって、ヌクレオソームに
よるcGAS不活化のメカニズムが解明された。

研究成果の概要（英文）：　Vertebrates have an innate immune DNA sensor cGAS to defend against 
foreign DNA such as viruses. On the other hand, cells have their own genomic DNA, and therefore cGAS
 must be inactivated against DNA that has formed chromatin. We have determined the three-dimensional
 structure of cGAS in complex with the nucleosome, the basic unit of chromatin, by cryo-EM analysis.
 Our results elucidate the mechanism of cGAS inactivation by nucleosomes.

研究分野： クロマチン

キーワード： クロマチン　cGAS　ヌクレオソーム　自然免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で明らかになったcGASの制御機構は、自己と非自己のDNAの区別という、自然免疫分野における中心的
な問に一つの答えを与えるものであると考えられる。また、cGASは、がん、老化、自己免疫疾患などの広範な疾
病に関与している。本研究成果は、これらの疾病の発症のメカニズムや、制御法についての重要な知見を与える
と期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生物はウイルスなどの微生物に対する防衛策として、外来 DNA を検知する免疫機構を備えて
いる。その機構として、原核生物では制限修飾系や CRISPR 経路があるが、高等真核生物では自
然免疫として、外来 DNA を検知し免疫及び炎症反応を誘起する cGAS-STING(stimulator of 
interferon genes) 経路が中心的役割を果たす。この経路では、まず cGAS が外来 DNA に結合して
活性化し、GTP 及び ATP から cGAMP を合成する。そして、STING が cGAMP を認識してその
後に続く経路を活性化し、インターフェロンを含む免疫及び炎症反応の遺伝子産物が産生され
る。細胞内には自己のゲノム DNA も存在するため、cGAS は自己 DNA と外来 DNA を厳密に区
別する必要がある。近年、自己免疫疾患や癌をはじめ様々な疾病に cGAS が関与していることが
報告され、cGAS による自己、外来 DNA の認識機構の解明が今まさに期待されている (文献 1)。 
ゲノム DNA は、細胞核内においてヒストンタンパク質に巻き付いたヌクレオソームを基本単

位として、リンカーDNA により数珠状につながったクロマチンを形成している。cGAS による
自己、外来 DNA の区別機構としてこれまでは「cGAS は細胞質因子であり、細胞質 DNA を外来
DNA として認識するため、核膜によるゲノム DNA と細胞質 DNA の区画化が重要である」と考
えられてきた(文献 1)。しかし近年、cGAS が核
内にも存在し、クロマチンに結合することが相
次いで報告された(文献 2, 3)。重要な知見とし
て、 cGAS はクロマチン中のヌクレオソームに
結合すると cGAMP 合成活性が抑制されること
が報告された(図 1A;文献 4)。本知見は、cGAS が
ヌクレオソームを利用することで自己と外来
DNA を区別することを示唆する。さらに、cGAS
はクロマチンを凝集することで、DNA 損傷修復
などのゲノム DNA 上の反応を抑制して重大な
損傷を受けた細胞を細胞死に誘導することが報
告された(図 1B;文献 3)。本知見は、cGAS によ
るクロマチン構造制御が生体の恒常性を担保す
るために重要であることを示唆する。しかし、
cGAS による自己 DNA としてのクロマチン認
識機構と、クロマチン構造制御機構の詳細は明
らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、cGAS がクロマチンに結合して不活化される機構の解明を目的とした。この解析

を通して、cGAS が自己のクロマチンを形成したゲノム DNA に対して反応しないメカニズムの
解明を目指した。そのために、cGAS-ヌクレオソーム複合体の立体構造をクライオ電子顕微鏡解
析により原子分解能で決定し、得られた構造情報をもとに生化学的解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 まず、cGAS-ヌクレオソーム複合体の再構成のために、cGAS およびヌクレオソームをリコンビ
ナントタンパク質として精製した。これらの因子について、ゲルシフトアッセイによって結合試
験を行った。さらに、これらの因子を用いて cGAS-ヌクレオソーム複合体を再構成した後、クラ
イオ電子顕微鏡解析に最適な凍結試料の作製条件を検討し、単粒子構造解析により、立体構造解
析を行った。構造をもとに、ヌクレオソームとの結合を阻害する変異体を設計し、結合試験およ
び、cGAMP の合成についての生化学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
 まず、cGAS のヌクレオソーム結合能を試験するために、ゲルシフトアッセイを行った。その
結果、cGAS がヌクレオソームに対して DNA よりも高い親和性で結合することが明らかになっ
た。さらに、cGAS は、ヌクレオソームに結合して凝集した巨大構造体を形成することを見出し
た。そこで、cGAS-ヌクレオソーム凝集体についてクライオ電子顕微鏡を用いて観察した結果、
ヌクレオソームがスタックしたような構造を形成しており、ヌクレオソーム間を cGAS が架橋
した構造をとっていることが明らかになった。そこで、cGAS-ヌクレオソーム複合体について、
最小単位のヌクレオソームが 2 分子連なった複合体を精製するために、スクロースと架橋剤を
用いた密度勾配遠心分離法(GraFix)を行った。このようにして得られた複合体について、クライ
オ電子顕微鏡を用いた単粒子解析を行った結果、2 分子のヌクレオソームが 2 分子の cGAS に架



橋された、サンドイッチ様の
複合体構造を決定することに
成功した。この構造において、
cGAS の本来の DNA 結合サイ
ト A、B、C は(図 2 : cGAS-DNA
複合体構造)、すべて活性化に
必要な裸の直線型の DNA に
結合できないようになってい
た(図 2 : cGAS-ヌクレオソー
ム複合体構造)。また、cGAS は
2 量体化して活性化するが、ヌ
クレオソーム結合型 cGAS
では、2 量体形成に必要な
もう一分子の cGAS がヌク
レオソームと立体障害となり、結合できない配置になっていた(図 2 : cGAS-ヌクレオソーム複合
体構造)。詳細には、サイト A は、DNA が結合しておらず、さらに、ヌクレオソームとの立体配
置によって外来の DNA が結合できない状態になっていた。サイト B は、本来 DNA 結合サイト
であるが、ヌクレオソームとの複合体構造では、ヒストン H2A-H2B と結合していた。さらにサ
イト C は、もう一つのヌクレオソーム DNA と結合しており、直線型 DNA と結合できなくなっ
ていた。これらの cGAS 活性化に必要な DNA 結合および、2 量体化が阻害されることで、不活
性化されることが考えられた。 
 次に、cGAS のヌクレオソーム結合が、cGAS の不活性化に重要であることを確かめるために、
立体構造をもとにヌクレオソーム結合能を欠いた cGAS 変異体を設計した。具体的には、cGAS
のヌクレオソーム結合部位であるサイト B では、cGAS R255 がヌクレオソームのアシディック
パッチと呼ばれる酸性部位にイオン性の相互作用により結合していたため、ヌクレオソーム結
合能を欠いた変異体として、R255E 変異体を調製した。また、ヌクレオソームのアシディックパ
ッチ変異体も調製した。これらの変異体は、ゲルシフトアッセイにより cGAS とヌクレオソーム
の結合能が確かに低下していることが確認された。そこで次に、cGAMP 合成活性を評価した結
果、野生型 cGAS はヌクレオソーム存在では DNA に対して cGAMP 合成活性が抑制されていた
が、cGAS R255E 変異体では cGAMP の合成が確認された。この結果はアシディックパッチ変異
体でも同様であった。以上の結果から、cGAS のヌクレオソーム結合が、cGAS の不活化に重要
であることが明らかになった。また、今回の立体構造解析から、cGAS がヌクレオソームスタッ
クを形成させる活性があることが明らかになった(図 2)。これは、cGAS によってクロマチン構
造が凝集するメカニズムを示しているのかもしれない。本研究成果をまとめ、Science 誌に発表
した(文献 5)。 
 cGAS は、自己免疫疾患、がん、老化などの広範な疾病に関与している。本研究成果は、クロ
マチン構造を形成したゲノム DNA に対して、cGAS の反応を回避するためのメカニズムを示し
ている。今回明らかになった機構は、cGAS が関連する広範な疾患の原因解明や治療法確立のた
めに重要な情報を提供すると期待される。 
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図 2 cGAS の制御機構 
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