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研究成果の概要（和文）：相同組換えは、DNA二重鎖切断損傷の主要な修復経路であり、さらには減数分裂期における
遺伝的多様性の創出に機能する。相同組換えは、高次に折り畳まれたクロマチン構造上で行われるが、クロマチン構造
と相同組換えの関係の詳細は明らかになっていない。本研究では、減数分裂期に発現するリンカーヒストンバリアント
が、体細胞型のH1バリアントと比較して、緩んだクロマチンを形成し、相同組換えの進行に機能することを明らかにし
た。さらに、構造生物学的および生化学的解析により、DNA二重鎖切断損傷応答に機能するヒストンのモノユビキチン
化修飾によるクロマチン構造変換機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：Homologous recombination functions in mitotic DNA double-strand break repair and 
meiotic genetic recombination. In eukaryotic nucleus, homologous recombination occurs in higher ordered 
chromatin. However, how the chromatin architecture involved in homologous recombination reaction has not 
been elucidated. In this study, we revealed that the testis-specific H1 variant H1T forms
less compacted chromatin and weakly inhibited the homologous recombination reaction as compared to the 
representative H1 variant. In addition, we clarify how the mono-ubiquitination of histone, which is 
required for DNA double-strand break repair, regulates the chromatin structure.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物のゲノム DNA はクロマチン構造を
形成することで、核内に収納されている。ク
ロマチンは、ヌクレオソームと呼ばれる、ヒ
ストン H2A、H2B、H3、H4 からなるヒス
トン 8 量体の周りに DNA が巻き付いた円盤
状の構造体を基本構成単位としている。さら
に、細胞核内に存在する大部分のヌクレオソ
ームには、リンカーヒストンである H1 が結
合し、高次に折り畳まれたクロマチン構造が
形成されている。細胞内のクロマチンは、日
常的に細胞の機能障害の原因となる DNA 損
傷を受けている。特に、遺伝情報を失い易い
DNA 二重鎖切断損傷は、正確かつ速やかに
修復されなくてはならない。その DNA 二重
鎖切断損傷の主要な修復経路として、相同組
換えを介した修復経路が知られている。相同
組換えは、損傷を受けた領域と相同な配列を
無傷の DNA 鎖から検索し、対合(相同的対合
反応)させることで、損傷領域を正確に修復す
る機構である。RAD51 は相同組換えにおい
て中心的な役割を果たすタンパク質であり、
相同鎖検索及び相同的対合を触媒する。これ
までの RAD51 依存的な相同組換え反応の解
析は、クロマチンを形成していない naked 
DNA を用いた生化学的な手法により行われ
てきた。そのため、高次に折り畳まれたクロ
マチン構造中での相同組換えの反応機構の
詳細は明らかになっていない。よって、生体
内での相同組換えを理解するには、高次のク
ロマチン構造と相同組換えの関係を明らか
にすることが必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、高次クロマチン構造上での
相同組換え反応機構を明らかにすることで
ある。クロマチンの高次構造を制御すると要
因して、ヒストンバリアントやヒストンの翻
訳後修飾が知られている。しかし、ヒストン
バリアント及びヒストン修飾体を含む多様
なクロマチンの高次構造が相同組換えに及
ぼす影響は明らかになっていない。そこで、
本研究では、これら要因と相同組換えの関係
を解明することで、生体内で実際に引き起こ
される相同組換えの反応機構を理解するこ
とを目指した。 
 
３．研究の方法 
ヒストンバリアント及びヒストン修飾体が
形成する多様なクロマチンの高次構造が相
同組換え反応に及ぼす影響を解析するため
に、ヒストンバリアント及びヒストン修飾体
を含むクロマチンを試験管内で再構成し、生
化学的および構造生物学的な解析を行った。
ヒストンバリアントについては、ヒトで 11
種類ものバリアントが報告されているリン
カーヒストン H1 のバリアントに着目した。
特に、精母細胞で高発現している H1T およ
び体細胞型のH1.0およびH1.1、H1.2、H1.3、
H1.4、H1.5 をリコンビナントタンパク質と

して精製し、これら H1 を含むクロマチンを
再構成した。さらに、再構成したクロマチン
を基質として、相同的対合反応への影響を解
析した。並行して、H1 バリアントを含むク
ロマチンの高次構造を分析超遠心により解
析した。ヒストン翻訳後修飾に関しては、ヒ
ストンに約 8.5 kDaものタンパク質が付加さ
れるモノユビキチン化修飾に着目した。ユビ
キチン化ヒストンは、ジスルフィド結合によ
り、特定のヒストンのアミノ酸残基にユビキ
チンを化学的に付加することで合成した。さ
らに、合成したユビキチン化ヒストンを含む
モノヌクレオソームを試験管内で再構成し、
ハンギングドロップ蒸気拡散法により、結
晶化を行った。さらに、得られた単結晶を用
いて、大型放射光施設 SPring-8 および
Photon Factory で X 線回折データを取得
し、ユビキチン化ヌクレオソームの立体構
造を決定した。並行して、ユビキチン化ヒ
ストンを含むクロマチンの生化学的解析を
行い、その物理化学的性質を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)リンカーヒストンバリアント 
精母細胞で高発現している H1T および体細
胞型の H1.0 および H1.1、H1.2、H1.3、H1.4、
H1.5 をリコンビナントタンパク質として高
純度に精製した。さらに、これら H1 バリア
ントを含む高次クロマチンを試験管内で再
構成し、試験管内相同組換え反応解析系によ
り、H1 バリアントが相同組換えに及ぼす影
響を解析した。その結果、H1T は体細胞型の
H1 バリアントと比較して、相同組換え反応
の抑制効果が著しく弱いことを明らかにし
た。さらに、H1T を含む再構成クロマチンを
用いて、分析超遠心法によるクロマチン高次
構造解析を行った。その結果、H1T を含むク
ロマチンは、体細胞型の H1.2 と比較して、
緩んだクロマチンを形成することが明らか
になった。以上の研究結果から、H1T は折り
畳みの程度の低いクロマチン構造を形成し、
相同組換えの進行に機能することが明らか
になった。 
 
(2)ユビキチン化ヒストン 
DNA 二重鎖切断損傷修復に関与するヒスト
ンのユビキチン化によるクロマチン構造制
御機構の解析を行った。モノユビキチン化ヒ
ストンは、ジスルフィド結合により、特定の
ヒストンのアミノ酸残基にユビキチンを化
学的に付加することで合成した。特に、DNA
二重鎖切断損傷修復に関与するヒストン
H2B の 120 番目のリジンのモノユビキチン
化(H2Bub120)に着目し、試験管内にて合成
した。並行して、転写活性化に関与すること
が知られている H4 の 31 番目のリジンのモ
ノユビキチン化(H4ub31)も合成した。これら
ユビキチン化ヒストンを含むヌクレオソー
ムを、塩透析法により、試験管内で再構成し
た。再構成したヌクレオソームを用いて、ハ



ンギングドロップ蒸気拡散法により、結晶
化を行った。H2Bub120 もしくは H4ub31
を含むヌクレオソームでは、構造解析可能な
良質な結晶を得ることができなかった。そこ
で、H2Bub120 および H4ub31 を含むヌクレ
オソームを再構成し、結晶化を行ったところ、
良質な単結晶を得ることに成功した。さらに、
得られた単結晶を用いて、大型放射光施設
SPring-8およびPhoton actoryでX線回折
データを取得し、ユビキチン化ヌクレオソ
ームの立体構造を 3.3Åの分解能で決定し
た。決定したユビキチン化ヌクレオソーム
の立体構造中では、ユビキチンの電子密度
は観察されなかった。しかし、隣り合った
ヌクレオソーム間にユビキチンが存在する
スペースが存在した。よって、ヒストンに
結合したユビキチンはヌクレオソーム間の
スペースでフレキシブルに運動し、ヌクレ
オソーム間の相互作用を抑制することで、
クロマチンの高次構造形成を抑制すること
が示唆された。そこで、ユビキチン化ヒス
トンを含むポリヌクレオソームを再構成し、
分析超遠心法によりクロマチンの形態解析
を行った。その結果、H2Bub120 もしくは
H4ub31 を含むポリヌクレオソームは、クロ
マチンの高次構造形成を阻害することが明
らかになった。 
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