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研究成果の概要（和文）：DNA 複製、転写，修復に伴うヌクレオソームの形成や解体等のクロマチン再構築には
一連のヒストンシャぺロンやヒストン修飾酵素が関与する。本研究ではニワトリDT40変異株を用い生体内におけ
るヒストンシャぺロンの役割を検討することでクロマチン構造制御機構とヒストン修飾・DNA修復機構のクロス
トークをの分子機構を明らかにすることを目的とした。今回CAF-1サブユニットの一つであるRbAp48の機能欠損
株の解析からRbAp48はCAF-1複合体の機能に必須の分子であると同時にエピジェネティック制御を介した厳密な
クロマチン構造構築に関与する分子であり、ゲノム染色体の安定性に寄与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：RbAp46/48 family, histone chaperone, is evolutionarily conserved WD40 
proteins, which are involved in various chromatin-metabolizing process, but their in vivo functional
 relevance is yet unclear. To examine the biological role of pRbAp48, we generated a conditional 
RbAp48-knokout cells. Depletion of RbAp48 led to delayed S phase progression associated with slow 
DNA synthesis and nascent nucleosome formation, followed by cell death. Prior to cell death, these 
cells exhibited aberrant mitosis such as highly condensed and abnormal chromosome alignment on the 
metaphase plate, leading to chromosome missegregation, concomitant with loss of HP1 association to 
pericentromere and elevated levels of acetylation and sligtly decreased levels of methylation, 
specifically at Lys-9 residue of histone H3. These results suggest that RbAp48 plays an important 
role for the chromosome stability in proper organization of heterochromatin structure through the 
regulation of epigenetic mark.

研究分野：分子生物学

キーワード： ヒストン　クロマチン
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１．研究開始当初の背景 
 
DNA 複製修復反応は、複製、修復蛋白質そ
のものに加え、染色体内の多数のクロマチ
ン制御因子が関与した複雑な反応である。
これら因子によるクロマチン構造の調節機
構が複製、修復機構と如何に連携している
かについての詳細は不明である。DNA 複製
や転写反応に伴うヌクレオソームの形成や
解体等のクロマチン再構築には一連のヒス
トンシャペロンやヒストン修飾酵素が関与
する。クロマチンに取り込まれる前の新規
合成ヒストンH3-H4はアセチル化されてお
り、特に 細胞質ヒストンアセチル化酵素で
あるHAT1 によって触媒される H4 の 
Lys-5, 12 (H4K5/K12)のジアセチル化は生
物種を通じて保存されている。これらアセ
チル化(H3-H4)2 量体は、複製に共役したク
ロマチン形成を行う CAF-1(ヒストン 
H3.1,2 特異的)や転写に共役した HIRA 
(ヒストン H3.3 特異的)、さらにこれらと
協調して働く ASF1 などのヒストンシャペ
ロンとの結合を介して、DNA 鎖上に取り込
まれ、脱アセチル化された後、成熟したク
ロマチンを形成すると考えられている。
我々はニワトリDT40細胞を用いたこれらの
経路に関与する一連の遺伝子変異株の解析
から、CAF-1p150 と ASF1 がヒストン 
H3-H4 を複製 DNA 鎖上に効率良く取り込
む細胞増殖に必須の因子であり、S 期の進
行および DNA 複製制御機構と密接に関与
していることを明らかにしている。ASF1 及
び CAF-1 の欠損細胞では頻繁に複製フォ
ークの進行遅延(停止)が起るが、ssDNA の
蓄積による複製チェックポイント活性化を
伴わないことがわかり、dsDNA 巻き戻し活
性の低下によるフォーク進行阻害が考えら
れた。この結果は、ASF1 がヒストン
(H3-H4)2 四量体分割活性を有し、 MCM ヘ
リカーゼと H3-H4 を介して結合するとい
う知見と一致し、ASF1 はフォーク前方のヌ
クレオソームの解離とdsDNA巻き戻しに直
接関与すると考えられる。しかしながら
CAF-1p150やASF1欠損細胞で生じる複製後
のフォーク後方のヌクレオソーム形成不全
が複製フォークの進行に影響する可能性も
あり、これらヒストンシャペロンの DNA 複
製制御に関わる詳細は不明である。一方、
新規合成ヒストンH4K5/K12のジアセチル化
能を欠いたHAT1欠損DT40細胞株は致死では
なく、一見正常なヌクレオソーム形成を行
うが、CPT などの複製中のDNAに傷害を与え

る薬剤に感受性を示す事から、HAT1がDNA
修復に関与することが示唆された。さらに
HAT1が細胞質 H3-H4-ASF1 複合体と結合し
てクロマチン取り込み前の安定な H3-H4 
を含む複合体形成に関与していること、
ASF1 を介する細胞内 ヒストン代謝やヌク
レオソーム形成経路と H4K5/K12 の ジア
セチル化の機能的関連を示唆する知見を得
ている。しかしながら新規複製鎖上の 
H4K5/K12 ジアセチル化が修復の過程で有
利に働くのか、修復時に除去されたクロマ
チンの再生に関与しているのかなどの詳細
は不明である。これらの一連のクロマチン
制御因子の DT40 変異株の解析から、ヌク
レオソーム形成関連因子やヒストンの化学
修飾(酵素)はゲノムの恒常的安定性に極め
て重要であることは明らかではあるが、各
因子がどの段階でどのように機能するかは
不明な点が多く、詳細な解析が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
複製に共役したヌクレオソーム形成を行う 
CAF-1 は p150、 p60、p48の 3つサブユニ
ットからなる複合体であり、機能構造解析
から p150が PCNAとの結合を介して新規
複製鎖上にヒストン H3-H4 を取り込む中
心的な役割を行うと考えられているが他の
サブユニットの機能に関しては不明である。
WD-40 タンパク質である CAF-1p48 は
RbAp48 として知られる H3-H4 結合能を
有するヒストンシャペロンであり、CAF-1
複合体の他にHAT1複合体、NURD(HDAC
を含む)クロマチンリモデリング因子、PRC
２複合体（ヒストンメチル化酵素を含む）
中に含まれているため、クロマチン構造構
築に多面的に作用する分子と考えられるが
その分子機構の詳細は不明である。また最
近 HAT1 とは別種の細胞質 HAT である
NAA60 が明らかとなったが、この遺伝子
機能に関してほとんど研究がなされていな
い。本研究は DT40変異株を用いたこれら
因子の機能解析を通じてクロマチン形成制
御機構を介したゲノム安定性維持の分子機
構を明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
高頻度で相同組換えを起すニワトリ B リ
ンパ細胞株 DT40 を用い、ジーン・ノクア
ウト／ノックイン法を駆使して、クロマチ
ン関連因子の欠損変異株を系統的に作製し
た。得られた一連の変異株の表現型を一般
的な分子生物学的、細胞生物学的、生化学



的手法で詳細に解析した。 
４．研究成果 
DT40細胞を用いてDNA複製にカップルした
ヒストン H3/H4 シ ャ ペロンである
CAF-1p150を欠損させるとDNA合成の低下、
新生鎖上のヌクレオソーム成不全（遅延）、
S期の遅延、G2/M 期の蓄積を伴い死滅する
は既に報告している。新たに作成した
RbAp48 の条件致死変異株においても
RbAp48 の発現抑制によって上記の表現型
が得られた。また p48 発現抑制に伴い
CAF-1p150 と p60 タンパク質の安定性の低
下及び両タンパクの核内の複製 foci の集
積の消失が認められた。須の因子であるこ
とが明らかになった。RbAp48 の機能ドメイ
ン解析を様々な欠失及び点変異体を作製し、
生存に必須な領域を調べたところ、WD の７
つβプロペラ構造以外にも N末端と C末端
に存在するヘリックス構造が必要であった。
変異体タンパク質と他の CAF-1 サブユニッ
トやヒストン H4 との結合解析からい、N末
端と C末端にあるそれぞれのヘリックス構
造を介してこれらのタンパク質と結合する
ことが明らかになった。 
RbAp48 の条件致死変異株では発現抑制後
期には M期分裂異常が認められ染色体分配
の異常頻度が上昇した。蛍光免疫染色や
GFP タグを使ったヘテロクロマチンタンパ
ク質 HP１やセントロメアタンパク質の核
内動態を調べたところ、正常ではペリセン
トロメア領域に結合している HP１が
RbAp48 の消失に伴い解離していくことが
明らかとなった。またこの時期にクロマチ
ン構造がオープンになるエピジェネティッ
クマークとして知られるヒストン H３K9 の
アセチル化の亢進が認められた。以上の結
果からRbAp48はCAF-1複合体の機能以外の
働きでエピジェネティック制御を介した厳
密なクロマチン構造構築に関与し、染色体
の安定性に寄与していることが明らかにな
った。 
  細胞質 HAT の機能に関しては以下の結果
を得た。 HAT1 欠損細胞がカンプトテシン
CPT（DNA 複製中に２重鎖切断を作る）に高
感受性であることはすで明らかにしている。
これは、HAT1 阻害と CPT が相乗的にがん治
療効果を発揮しうることを意味する。今回、
新たに作成したNAA60遺伝子とHAT1遺伝子
の二重破壊細胞はさらなるカンプトテシン
に対する感受性の増大を示すことを明らか
にした。この実験結果は、HAT1 と NAA60 が
新たな抗がん剤のターゲットになること、

さらにこれら細胞質 HAT の阻害は既存の抗
がん剤であるカンプトテシンとの併用でが
ん治療に効果的である考えられる。 
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