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研究成果の概要（和文）：本研究は、肝細胞への分化において重要なパイオニア転写因子であるFoxA1に着目
し、FoxA1による標的ヌクレオソーム認識機構の解明を目的としている。申請者は、試験管内で再構成した標的
ヌクレオソームとリコンビナントタンパク質として精製したFoxA1を用いて、FoxA1-ヌクレオソーム複合体を調
製する系を確立した。続いてクライオ電子顕微鏡解析のための条件検討を行い、単粒子解析に適した条件を見出
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to understand the mechanism how the pioneer transcription 
factor FoxA1 binds to its target nucleosome, we reconstituted the target nucleosome in vitro, and 
performed biochemical and structural analyses. We tried to purify FoxA1-nucleosome complex and 
prepare samples for cryo-EM analysis.

研究分野：生化学、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
パイオニア転写因子がどのようにヌクレオソームに作用するかを明らかにすることは、細胞の分化や初期化の分
子メカニズムを理解する上で重要な意味がある。本研究で、クライオ電子顕微鏡構造解析に向けてFoxA1-ヌクレ
オソーム複合体の大量調製系を確立した。この系は、他のパイオニア転写因子とヌクレオソームの複合体を調製
する上でも有効な手段となる。

※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 
 真核生物の遺伝情報を担うゲノム DNAは、4種類のコアヒストン H2A、H2B、H3、H4二分
子ずつからなるヒストン八量体に、DNAが約 150塩基対巻き付いたヌクレオソームを基本単位
としたクロマチン構造を形成して核内に収納されている。クロマチンは、様々な因子が結合する
ことでダイナミックに構造が変化する。この構造変化によって、転写、複製、組換え、修復を担
うタンパク質複合体と DNA との相互作用が調節されて、様々な核内プロセスが制御されてい
る。 
 転写因子は、ゲノム上の遺伝子発現制御領域に存在する標的塩基配列に結合して、標的遺伝子
の転写を調節する。一般的に多くの転写因子はヌクレオソーム構造の中にある標的塩基配列に
は結合できないと言われている。しかし、パイオニア転写因子と総称される一部の特殊な転写因
子群は、ヌクレオソーム構造の中にある標的塩基配列にも結合できる。パイオニア転写因子は標
的塩基配列をもつヌクレオソームに安定的に結合し、直接的あるいは間接的に、局所的なクロマ
チンの構造変化を誘起することで、他の転写因子群が標的遺伝子の転写を調節できる状態を生
み出すと考えられている。この特異な性質により、パイオニア転写因子は細胞分化の際に重要な
役割を果たす。 
 FoxA1 は代表的なパイオニア転写因子であり、肝細胞への分化および肝臓の発生に必要であ
る。また、FoxA1 はダイレクトリプログラミング法による人工肝細胞(iHep 細胞)の作製にも必
要な転写因子である。肝細胞への分化の際に FoxA1は、標的ヌクレオソームに結合し、局所的
なクロマチン構造変化をともなって他の転写因子群やクロマチンリモデリング因子の結合を誘
起することで、標的遺伝子の転写を調節すると考えられている。しかしながら、FoxA1 がどの
ようなメカニズムで標的ヌクレオソームに結合し、クロマチンの高次構造の変化を誘起するの
か、その機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、肝細胞への分化において重要なパイオニア転写因子である FoxA1が標的
塩基配列を含む標的ヌクレオソームに安定的に結合する機構と、それにともなうクロマチン高
次構造の変化に着目し、生化学的・構造生物学的アプローチによりこれらのメカニズムを解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
以下の方法で研究を実施した。 
(1) タンパク質の精製 
ヒト由来のコアヒストンタンパク質(H2A、H2B、H3、H4)および FoxA1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。精製したタンパク質は、SDS-PAGE によって解析
し、その純度を確認した。 
 
(2) 標的ヌクレオソームの試験管内再構成 
FoxA1の標的ヌクレオソームを試験管内再構成系によって調製した。FoxA１の標的ヌクレオソ
ームの試験管内再構成に用いる DNAには、マウスの ALB1遺伝子のエンハンサー領域の DNA
配列を用いた。この DNA領域は、肝細胞への分化の際に FoxA1が結合しているおり、かつ、
ヌクレオソームを形成していることが報告されている。この DNA断片を用いて、塩透析法によ
り試験管内でヌクレオソームを再構成し、精製した。精製した標的ヌクレオソームは非変性
PAGEおよび SDS-PAGEによって解析し、その純度を確認した。 
 
(3) FoxA1-標的ヌクレオソーム複合体の調製 
クライオ電子顕微鏡解析のために、FoxA1-ヌクレオソーム複合体を調製した。調製方法として
は、複合体の安定性を高めるために、精製と化学的架橋を同時に行うことが可能な GraFix法を
用いて、架橋剤の濃度等を検討した。調製したサンプルは非変性 PAGE によって解析し、その
純度を確認した。 
 
(4) クライオ電子顕微鏡による FoxA1-標的ヌクレオソーム複合体の観察 
FoxA1-ヌクレオソーム複合体の立体構造を決定するために、クライオ電子顕微鏡による観察を
行った。データ測定に適切な氷の厚さ、粒子の密度・分布を満たす凍結試料の作製条件を検討し
た。 
 
 
 
 
 



 
 
４．研究成果 
 研究方法に沿って研究を進めた。 
(1) タンパク質の精製 
 まずリコンビナントタンパク質として FoxA1を精製した。全長の FoxA1は性質が悪く、精製
が困難であった。そこで、天然変性領域である N 末端領域を欠失させたコンストラクトを用い
たところ、十分な量と純度の FoxA1を精製することに成功した。またコアヒストンについては
先行研究に従った方法にて精製を行い、高純度かつ大量に調製することができた。 
 
(2) 標的ヌクレオソームの試験管内再構成 
 次に標的ヌクレオソームとしてマウス ALB1 エンハンサー領域の DNA 断片とリコンビナン
トタンパク質として精製したヒストンタンパク質を用いて標的ヌクレオソームを試験管内再構
成した。精製した標的ヌクレオソームを非変性 PAGEおよび SDS-PAGEによって解析し、その
純度を確認したところ、高純度かつ大量に標的ヌクレオソームを精製することに成功した。 
 
(3) FoxA1-標的ヌクレオソーム複合体の調製 
 次に調製した FoxA1 と標的ヌクレオソームを用いて構造解析を目的とした FoxA1-ヌクレオ
ソーム複合体の調製を検討した。複合体の安定化と遊離の FoxA1を分離するために、GraFix法
による精製を試みた。結果、GraFix 法によって FoxA1-標的ヌクレオソーム複合体を調製する
系を確立し、大量調製が可能となった。 
 
(4) クライオ電子顕微鏡による FoxA1-標的ヌクレオソーム複合体の観察 
 調製した FoxA1-ヌクレオソーム複合体を用いて、クライオ電子顕微鏡解析のための凍結試料
の作製条件を検討した。観察するために適切な氷の厚さ、粒子の密度・分布の凍結試料を得るた
めに、試料作製の際のブロット時間やサンプルの濃度を検討した。複数の条件で作製した凍結試
料をクライオ電子顕微鏡で観察した結果、良好な顕微鏡像が得られた。 
 
 本研究を通じて、FoxA1-ヌクレオソーム複合体の調製系の確立は、他のパイオニア転写因子
とヌクレオソーム複合体の調製にも応用が効く可能性のある成果である。また、凍結試料作製の
条件検討で得られたノウハウは、他の試料を作製する上でも重要な足がかりとなる。 
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