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研究成果の概要（和文）：環境変化に応答する遺伝子発現制御機構の最上流に位置する核内受容体について、真核生物
のクロマチンの基本構成単位であるヌクレオソームとの相互作用の構造基盤を得ることを目的として研究を行った。そ
の結果、ヌクレオソームが強い障壁として働き、核内受容体の標的配列への特異的な結合が妨げられることが判明した
。この事実は、核内受容体と応答配列の結合には、クロマチンリモデリングが必須であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Nuclear receptors belong to a class of transcription factors that function at the 
initial stage of gene regulation mechanisms, in response to environmental changes. We studied the interact
ion of nuclear receptors with in-vitro reconstituted nucleosomes by biochemical experiments. We found that
 the nucleosome functions as a barrier and prevents the specific binding of nuclear receptors to DNA. Thes
e results suggest that the chromatin remodeling should be the prerequisite for the docking of nuclear rece
ptors onto the target DNA sequence in the genome.
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞核内現象の中でも、高等真核生物に
特有の発生、分化といった高次の生命現象
を理解するためには、当然ながら転写制御
機構の研究に取り組む必要がある。実際、
欧米諸国をはじめとして、非常に活発な研
究が行われている領域でもある。図 1にこ
れまでに解っている遺伝子の発現制御の概
念を示す。この図のように、様々な転写制
御因子がいかに巧妙にクロマチン構造を変
化させて、遺伝子発現に導くのかを解明す
る事が、分子細胞生物学における重要な研
究課題である。換言すれば、遺伝子発現が
抑制状態にあるヘテロクロマチン領域から
活性化状態にあるユークロマチン領域への
ダイナミックな変換機構を明らかにする事
がこの課題の主眼となる。つまり、ヌクレ
オソーム構造とは無関係のいわゆる“裸”
の DNA を用いたこれまでの転写機構研究
ではなく、クロマチンを対象とした研究が
必須となりつつある。しかし、クロマチン
を対象としたこれまでの研究のほとんどが
“何が(What)”クロマチン構造変換を制御
しているのかを探索することを目標として
おり、これらの制御因子が“どのようにし

て(How)”クロマチン構造を変換している
のかという分子基盤の研究が置き去りにさ
れてきた。その結果、遺伝子発現の際のク
ロマチン構造変化の道筋さえも分子レベル
ではほとんど解明されていないのが現状で
ある。 
	 転写とカップルしたクロマチンリモデリ
ングの各プロセスは大まかに 4 つの step
に分けられる(図 1)。このうち、Step II以
降の過程は、クロマチン構造がある程度オ
ープンなった状態が研究対象となる。それ
故、“裸”の DNAとクロマチンの両方をタ
ーゲットとした広範な解析が行われており、
詳細な知見が得られつつある。しかし、
Step Iについては、核内受容体がクロマチ
ンに結合し、構造変換に導く最初の過程に
もかかわらず、クロマチンを対象とした研
究は少なく、“裸”の DNAを用いた解析を
基にした報告例がほとんどである。 
 
２．研究の目的 
	 この研究の目的は、環境応答に依存した転
写制御機構において最上流で働く核内受容
体が、どの様な機構でヌクレオソームの集合
状態に依存したクロマチン高次構造の変換

を引き起こすのか、その分子機構を立体構造
の観点から原子レベルで解明することにあ
る。類似した機能ドメイン配置をもつ核内受
容体は、脂溶性リガンドの結合に応答して、
様々な共役因子と結合し、転写活性化を誘導
する。この機構の本質に迫るには、全長の受
容体分子と共役因子複合体が誘起するクロ
マチンの変形を研究対象とすべきである。こ
こでは創薬的観点から特に重要な	 PPARγと	 
RARα等の分子を中心に、内在性リガンドと
合成リガンドに依存した受容体全長分子の
転写活性化機構をクロマチンの動的構造変
換の観点で研究する。 
 
３．研究の方法 
(1) クロマチン上での核内受容体の応答配列
への結合を調べるため、全長核内受容体
（PPARγ/RXRα、RARα/RXRα）を大腸菌の発現
系によって得た。一方、クロマチンについて
は、基本構成単位であるヌクレオソームを試
験管内再構成した。再構成にあたっては、応
答配列を任意の位置に挿入した 601 配列と、
大腸菌発現系から得られたヒストンを用い
た。このようにして得られた全長受容体と応
答配列を含むヌクレオソームとの相互作用
をゲルシフト法により検討した。また、応答
配列の挿入個所を変化させることにより、ヌ
クレオソーム上での応答配列の位置によっ
て、受容体の結合がどのように変化するのか
調べた。 
(2) 核内受容体の一つである全長 RARα/RXRα
を精製し、応答配列を含む DNA 断片、リガン
ド、コアクティベーターとの複合体を作成し、
ゲルろ過カラムによって精製した。このよう
にして得られた複合体を用いて結晶化スク
リーニングを行った。 
(3) RARα/RXRαの単離したDNA結合ドメイン
と応答配列（DR5）との複合体を調整し、結
晶化を行った。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 核内受容体の中から、PPARγ/RXRα、
RARα/RXRαという二つの代表的な全長核内受
容体を精製し、試験管内再構成したヌクレオ
ソームとの相互作用を生化学的に検討した。
その結果、PPARγ/RXRαではヌクレオソームの
存在により応答配列への結合が顕著に阻害
されること、RARα/RXRαでは応答配列への結
合選択性が大きく低下することが明らかに
なった。このことはヌクレオソームが立体障
壁として働き、裸の DNA を用いた時に見られ
るような高い親和性と特異性をもつ結合を
妨げていることを示唆している。これまでの
一般的な見解では、核内受容体の応答配列へ
の結合が、環境変化に対応した遺伝子発現の
最上流に位置するとされている。しかし、以
上の実験結果は、ヌクレオソームのポジショ
ニングや構造の変化（クロマチンリモデリン
グ）が、核内受容体の応答配列への特異的な
結合に必要であることを示唆している。今後、



in	 vivo の実験により、細胞レベルでの検証
が必要である。また、核内受容体が応答配列
に結合するより前に、クロマチンリモデリン
グを促している因子を発見する必要がある。	 
 
(2) 上述の理由から、ヌクレオソームと核内受
容体の安定な複合体を取得することが困難
であると判断し、全長 RARα/RXRαと応答配列
を含む DNA	 フラグメント(DR5)、リガンド、
コアクティベーターからなる複合体の X線結
晶構造解析を行い、全長複合体による DNA 認
識機構を明らかにすることを目的とした。ゲ
ルろ過により、安定な複合体を精製すること
に成功した。また、コアクティベーターの受
容体への結合がリガンド依存的であること
を確認した。様々な DNA 断片を用いて、数多
くの条件でスクリーニングを試みたが、これ
までに複合体の結晶は得られていない。
GR(Glucocorticoid	 Receptor)と ER(Estrogen	 
Receptor)についても大腸菌による発現系を
構築したが、有意な発現は見られなかった。
今後は、他の核内受容体のメンバー(LXR/RXR,	 
FXR/RXR など)についても結晶化スクリーニ
ングを行い、結晶性の良い受容体を見出す努
力が必要であると思われる。	 
	 (3)全長受容体と並行して、RARα/RXRαのDNA
結合ドメインと応答配列(DR5)との結晶化を
行った。幾つかの条件で結晶が得られたが、
SPring8 での回折実験の結果、DNA が分解し
ていることが判明し、実験を断念した。	 
	 以上の研究の結果、核内受容体はヌクレ
オソーム上の応答配列に有意ではあるが予
想したほど強くは結合できないことが判明
した。つまり、ヌクレオソームが障壁として
働き、核内受容体の標的配列への特異的な結
合が妨げられることが考えられる。この事実
は、核内受容体の結合より先にクロマチン
リモデリングを引き起こす因子、いわゆる
パイオニア因子の存在を強く示唆している。
つまり、何らかの引き金となる因子がまず
クロマチンリモデリングを誘発し、その後
複数の因子が複雑に影響を及ぼしてはじめ
て、クロマチン構造が変換されるという過
程が重視されるべきである。 
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