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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヌクレオソームDNA中の切れ目(Nick)の存在がクロマチンリモデリ
ング因子などのヒストンへのアクセスを促進し、クロマチンリモデリングに導くプロセスを立体構造の観点から
原子レベルで解明する事にある。実験データから、クロマチンリモデリング因子FACTが二本鎖DNA切断(DSB) ヌ
クレオソームに強く結合し、安定な複合体を形成する事が判明した。更に、生化学的、構造生物学的解析から、
FACTによるクロマチンリモデリングの作動には、DSBによってDNAの局所的な構造変化を誘発し、ヌクレオソーム
DNAからヒストンを局所的に露出させる必要があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We assumed that the interaction of chromatin remodeling factors with 
nucleosomes would involve local detachments of the nucleosomal DNA from histones during DNA 
transaction. Therefore, we studied the interaction of chromatin remodeling factors with nicked 
nucleosomes by biochemical and structural analyses. As a result, the introduction of a double-strand
 break (DSB) into the nucleosomal DNA allows a histone chaperone FACT to efficiently form a complex 
with nucleosomes. It is thus indicated that DNA cleavages on nucleosomes would cause local 
unwrapping of the nucleosomal DNA in the vicinity of the cleavage sites upon contacting FACT, 
leading to subsequent reactions for chromatin remodeling.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
一般的に、真核生物においる DNA トランスア
クションは密接にクロマチンリモデリング
と関係づけられる。研究開始当初、ようやく、
転写、複製、修復の過程でこの事実を支持す
る多くの研究成果が報告された [ref1-4]。
例えば、ゲノム中のリボヌクレオチドを除去
する酵素である RNase H [ref1]を欠失させた
マウス胎児のゲノム DNA では、著しく広範に
リボヌクレオチド挿入が生じており、その結
果、ゲノムが不安定する事実が報告された 
[ref2]。さらに、DNA 複製中の岡崎フラグメ
ントの切れ目の位置がヌクレオソーム間の
Linker DNA の領域ではなく、ヒストンが巻か
れたヌクレオソームDNA領域中に有意に頻度
高く存在する事が示された[ref3]。以上二つ
の報告を包括的に考えると、様々な DNA トラ
ンスアクションの結果、ゲノム DNA にはリボ
ヌクレオチドが広範に挿入され、それらを
RNase H などが除去する結果、クロマチン構
造中に多数の切れ目(Nick)が取り込まれた
状態にあると想定される。また、我々の当時
の未発表データから、クロマチンリモデリン
グ 因 子 FACT (Facilitates chromatin 
transcription) が他の因子によってわずか
に生じたヌクレオソームDNAとヒストンの間
隙に特異的に結合する事実が明らかになっ
た。この我々の結果と、上記のデータを基礎
に、我々は次のような着想を得るに至った。
本格的なクロマチンリモデリングが作動す
る引き金の一つは、このゲノム中の切れ目
(Nick) の存在ではないかという着想である。
即ち、DNA に生じた主鎖の切れ目はヌクレオ
ソーム中に局所的且つ構造的“乱れ”を誘起
する。この“乱れ”により、DNA とヒストン
の接触が弱められ、DNA ループやヒストンの
露出などが引き起こされる。この構造変化に
伴って、様々なクロマチンリモデリング因子
がヌクレオソーム中の露出したヒストンに
容易にアクセスできると考えられる。FACT と
DNA 修復部位の密な関係を明らかにした報告 
[ref4] もこのアイデアを強く支持した。以
上の着想を基に、本研究では DNA トランスア
クション後の Nick の存在とクロマチン高次
構造変換の関係に焦点をあて、その立体構造
基盤の解明を提案した。 
<Reference> 1.Sparks, J.L., et al. (2012) 
Mol Cell. 47: 980–986.  
2.Reijns, M.A.M., et al. (2012) Cell. 149: 
1008–1022.  
3.Smith, D.J., & I. Whitehouse. (2012) 
Nature. 483: 434–438.  
4.Dinant, C., et al. (2013) Mol Cell. 51: 
469–479. 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヌクレオソーム DNA 中の切
れ目(Nick)の存在がクロマチンリモデリン
グ因子などのヒストン蛋白質へのアクセス
を促進し、最終的にクロマチンリモデリング

に導くプロセスを、立体構造の観点から原子
レベルで解明する事にある。当時最新の研究
結果から、紫外線によって誘発された細胞内
のDNA修復部位でクロマチンリモデリング因
子 FACT によるヒストン交換反応の促進が報
告された [ref4]。この報告は、転写と DNA
修復の共役をクロマチンレベルで言及した
はじめての例で、本研究のターゲットとして
FACT が適している事を強く示唆する。そこで
まず、FACT と DNA の切れ目 (Nick) を任意の
部位に導入したヌクレオソームを調製し、相
互作用解析を行う。さらに、この他にも様々
なリモデリング因子について同様の解析を
行う。その中でより安定なリモデリング因子
とヌクレオソームの複合体については、立体
構造解析に取り組む。これらの実験から、遺
伝子の傷(Nick)がおよぼすクロマチンの立
体構造への影響の全容を解明できると考え
ている。 
 
３．研究の方法 
本研究の目標達成のために、様々な構造生
物学的手法と生化学的解析を組み合わせた
包括的な研究アプローチを駆使し、以下の
研究を行った。まず、Nick が挿入されたヌ
クレオソーム (Nick ヌクレオソーム )を
作製し、Nick ヌクレオソームと様々なクロ
マチンリモデリング因子との相互作用解析
を行った。解析の結果、より安定な Nick
ヌクレオソーム-リモデリング因子複合体
が得られたら、その立体構造解析を行う。
これにより、Nick 部位でクロマチンリモデ
リング因子がどのようにクロマチンを構造
変換に導くのかを立体構造の観点から明確
にする。これと並行して、Nick 部位を含ん
だ生体内クロマチンの取得を検討する。 
 
４．研究成果 
 初年度は、ヌクレオソームポジショニン
グが最も強い 601 配列を用いて、Nick（切
れ目）をヌクレオソーム立体構造上の任意
の位置に組み込んだ DNA を数十種類ほど調
製し、モノヌクレオソームの再構成を試み
た。再構成に成功したこれらの Nick ヌクレ
オソームに対して、熱安定性解析、MNase
処理、DNase I 処理などを行い、ヌクレオ
ソーム構造が維持されていることを確認し
た。また、Nick ヌクレオソームの中でも特
に安定性の高いものに関しては、結晶化を
試みた。いくつか結晶化に成功したが、X
線結晶構造解析により、立体構造を明らか
にするには分解能が低く、詳細な構造決定
にはいたっていない。次に上記で作製した
Nick ヌクレオソーム を用いて、クロマチ
ンリモデリング因子 CHD1 や FACT との結合
性を解析した。特にヒストンシャペロン
FACT との結合性に関して、興味深い結果を
えた。二本鎖 DNA のうち、片方の DNA だけ



に切れ目を入れたシングル Nick ヌクレオ
ソームに対して FACT は全く結合せず、複合
体を形成しなかった。それに対して、制限
酵素により二本鎖 DNA のうち、両方の DNA
に切断の入ったヌクレオソームは FACT に
強く結合し、安定な複合体を形成した。 
 また、当初の予定では、生体内から Nick
切断部位の残存したクロマチンを取得する
予定であった。しかし、おそらくゲノムの
不安定性が原因と思われるが、Nick 切断部
位の残存した生体内クロマチンについては
取得する事に成功しなかった。従って、実
験計画の大幅な変更を余儀なくされた。 
  次年度は、クロマチンリモデリング因子
FACT に加えて、様々なヒストンシャペロン
や ATP 依存的クロマチンリモデリング因子
でも Nick ヌクレオソームに対して親和性
があるのか否か、について調べた。しかし、
明確に強い親和性を示すものはえられなか
った。次に、二本鎖 DNA 切断 (DSB) 部位を
任意の箇所に導入した数種類のヌクレオソ
ームを用いて、FACT に対するヌクレオソー
ム立体構造上の DSB の位置の結合選択性を
解析した。つまり、ヌクレオソーム上のど
の位置に DSB が存在すると、FACT が結合し
やすいかを精査する解析である。その結果、
ヒストン H2B の N末端塩基性領域の近傍に
DSB を導入したヌクレオソームに最も効率
よく FACT が結合できることがわかった。加
えて、FACT はヒストン H2B の N末端塩基性
領域に結合することが生化学的解析から実
証された。このヒストン H2B の N末端塩基
性領域はヌクレオソーム構造内で二本の二
重鎖 DNA に挟まれて存在し、DNA 骨格と強
く結合している。したがって、FACT が結合
する際には、不安定性を内在した DSB によ
って DNA の局所的な構造変化を誘発し、こ
の領域をヌクレオソーム DNA から露出させ
る必要があると示唆される。この結果を基
に、FACT が誘起する新しいヌクレオソーム
構造変換の分子機構を提案した。この研究
成果は国際学術雑誌「Genes & Development」
に掲載された。 
  最終年度は、昨年に引き続き、ヒストン
シャペロン CIA1/Asf1 や ATP 依存的クロ
マチンリモデリング因子Acf1 がNick ヌク
レオソームに対して親和性があるのか否か、
について調べた。期待に反して、ゲルシフ
トアッセイなどの生化学的解析から強い親
和性を示さず、均一で安定な複合体を形成
するデータは得られなかった。結果として、
安定で均一な複合体を形成する証拠は、昨
年度取得に成功した FACT 機能ドメイン 
(Mid-AID) と二本鎖 DNA 切断 (DSB) ヌ
クレオソームの複合体のみであった。従っ
て、その複合体の結晶構造解析を目指した。

様々な条件下で結晶化スクリーニングを試
みた。幾つかの条件で結晶を得ることがで
きたが、結晶の成分を SDS-PAGE で解析した
ところ、ヌクレオソームの単独結晶である
事が判明した。それ故、以降の解析を断念
した。次に複合体の電子顕微鏡観察を行っ
た。最初に負染色を用いて確認したところ、
粒子のそろった複合体が観察された。そこ
で、複合体構造の分解能をあげるために、
試料を凍結し、クライオ電子顕微鏡で観察
を行った。試料の凍結条件については塩濃
度や氷の厚さなどのパラメータを変えて検
討し、最適な観察条件を見つける事ができ
た。これらの観察結果を基に電子顕微鏡単
粒子解析を行っているが、目下解析中であ
る。今後、電子顕微鏡単粒子解析を行って
得られた電子密度マップに、各ドメインの
X 線構造原子モデルを当てはめることで、
複合体の詳細な立体構造モデルを構築する
ことが可能となる。複合体の立体構造モデ
ルが決定すれば、論文として発表する予定
である。 
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