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研究成果の概要（和文）： 

 

研究成果の概要（和文）：本研究では、クロマチンの核内配置やダイナミクスの動作メカニズム
を、生化学的および構造生物学的手法により解析することにより、遺伝情報の収納・発現・継
承を制御する「場」の実体の基盤情報を得ることを目的とした。そして、ヒトのヒストン H3
バリアントである、H3.1、H3.2、H3.3、H3T、CENP-A をそれぞれ含むヒトのヌクレオソームの
再構成、結晶化、X 線解析を行い、それらの立体構造および動的性質を解明した。また、新規
のヒストンシャペロンを同定し、それらのクロマチン形成や動態における機能を明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）：Nucleosome is the primary building block for chromatin, which 

packages huge genomic DNA. Histones are protein components of the nucleosome, and several 

non-allelic histone variants have been identified in higher eukaryotes. In this study, we determined the 

crystal structures of human nucleosomes, containing one of each histone H3 variants, H3.1, H3.2, H3.3, 

H3T, or CENP-A. We also identified novel histone variants, which promote nucleosome assembly. 

These findings provide important information to understand the chromatin architecture with functional 

nucleosome dynamics.  
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１．研究開始当初の背景 

 染色体の核内配置やクロマチン構造
のダイナミックな変動は、必要に応じて
局所的・過渡的に誘起され、遺伝子の発
現、DNA の複製、組換え、修復などの制
御に重要な役割を果たしている。このよ
うな染色体の核内配置やダイナミクス
は、染色体と直接もしくは間接的に相互

作用する核内の“機能的複合体”によっ
て調節されていると考えられている。こ
れまでに、染色体の構造変換に関わる複
合体が幾つか同定され、それらの機能解
析が進められてきた。しかし、現時点で
報告されているこれらの因子群のみで
は、染色体の核内配置やクロマチンダイ
ナミクスとリンクした機能発現機構を
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説明することはできない。さらに、染色
体の核内配置の規定因子や、核内配置と
機能発現を関連づける因子群について
の報告に関しては、いまだ非常に少ない。 
 染色体の構造と機能発現に関する研
究は世界各国で進行している。欧米では、
遺伝物質としての染色体への関心が高
く、DNA レベルのみならず、クロマチン
レベルでの染色体の構造・機能解析の分
野に、多くの一流の科学者が参画してい
る。しかし、原子レベルでのクロマチン
構造の解明を目指した研究は少ない。
1997 年に、クロマチンの基本構成単位で
あるヌクレオソームの原子構造が解明
されて以来、クロマチンと核内機能的複
合体の相互作用メカニズムを原子分解
能で解析することが可能になった。この
ような学術的・技術的背景をもとに、本
研究では、精製タンパク質群を用いた in 
vitro 再構成系と結晶構造解析の併用に
よって、遺伝情報の媒体としてのクロマ
チンおよびクロマチンと相互作用する
核内複合体の構造・機能解析を行うこと
を着想した。このような in vitro 解析
は、クロマチンの機能をその動的な性質
をも含めて理解するための重要な基盤
情報を提供すると考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、染色体の維持と機能発現
に重要な因子群を、核内の“機能的複合
体”として捉え、それらの動作メカニズ
ムを生化学および構造生物学的解析に
より理解する。そして、本学術領域の目
的である、遺伝情報の収納・発現・継承
を制御する「場」の実体を解明するため
の、基盤となる構造・機能情報を提供す
ることを目的とする。 
 

３．研究の方法 

 クロマチンの核内配置や構造ダイナ
ミクスを解析する in vitro 系を確立す
るために、まず、精製コアヒストンと数
千塩基対の DNA断片を用いたクロマチン
再構成系を構築する。クロマチン再構成
法として、塩透析法、熱などの物理的刺
激、およびヒストンシャペロンなどを併
用し、規則的なスペーシングを有するク
ロマチンの再構成を行う。得られた再構
成クロマチンを用いて、その動的性質を
生化学的および物理化学的手法によっ
て解析する。並行して、再構成クロマチ
ンの結晶化を行う。クロマチンの結晶化
は、申請者がすでに確立している、リコ
ンビナントヒストンを用いたヌクレオ
ソームの結晶化法を応用する。そして良

質なクロマチンの単結晶が得られた場
合、X 線結晶構造解析法により、機能的
なクロマチンの立体構造を決定する。ま
た、精製したリコンビナントヒストンを
共有結合によって固定したビーズを用
いて、ヒストンに特異的に結合する因子
群をプロテオミクス法により同定する。
得られたタンパク質群をリコンビナン
トとして精製し、それらの相互作用様式
を明らかにすることにより、クロマチン
の機能発現に重要な核内複合体を同定
する。 
 

４．研究成果 
 クロマチンの高次構造とダイナミク
スを理解するためには、基盤構造である
ヌクレオソームの X線結晶構造解析が重
要である。そのためには、均一かつ大
量・高純度のヌクレオソームを再構成す
ることが必須となる。そこで本研究では、
まずヒトの 4種類のヒストンをリコンビ
ナントタンパク質として発現精製する
系を確立した。本手法にて精製されたヒ
ストンは、凍結乾燥によってパウダー化
した後に長期保存が可能であることが
分かった。これらのリコンビナントヒス
トンを用いて、ヌクレオソームの再構成
を行い、その構造的・機能的性質を、生
化学的手法および X線結晶構造解析法に
より解析した。 
 H4 を除くすべてのヒストンには、ノン
アレリックなアイソフォームが存在し
ている。これらはヒストンバリアントと
呼ばれ、それぞれが生命機能の維持にお
いて特化した機能を有していると考え
られている。しかし、それらの細胞での
発現量は非常に少なく、アミノ酸配列も
通常のヒストンと良く似ているため、生
化学的に単離精製することが困難であ
った。しかし、これらの問題点は、本研
究にて確立したリコンビナントヒスト
ン精製系によって解決することができ
る。本手法によって、これまでにヒトで
報告されている 8 種類のヒストン H3 バ
リアントのうち、7 種類についてリコン
ビナントとして精製を行うことに成功
した。そしてまず、主要なヒストン H3
である H3.1、H3.2、H3.3 をそれぞれ含
むヒトのヌクレオソームの再構成、結晶
化、X 線解析を行い、それらの立体構造
を解明した。そして、これらの主要なヒ
ストン H3 ヌクレオソーム間では、立体
構造や安定性に顕著な違いがないこと
が明らかになった。 
 このようなヌクレオソーム再構成系
および立体構造解析を、精巣での高発現
が報告されている H3 バリアントである



 

 

H3T を含むヌクレオソームの解析へと発
展させた。まず、ヒト H3T をリコンビナ
ントとして精製し、H3T を含むヌクレオ
ソームを再構成した。そして、H3T ヌク
レオソームは、通常のヌクレオソームと
比較して極端に壊れやすい性質である
ことを発見した。この H3T ヌクレオソー
ムの不安定性は、細胞内でのクロマチン
の再編成に重要であると考えられた。そ
こで、GFP との融合タンパク質として H3T
を細胞内で強制発現させ、その動態を
FRAP 法によって追跡することで、H3T の
細胞核内での安定性を評価した。本解析
は、木村宏（大阪大学）との領域内共同
研究として推進し、実際に H3T が、細胞
核内で著しく高いモビリティーを有す
ることを見いだした。そして最終的に X
線結晶構造解析によって、H3T ヌクレオ
ソームが、不安定性の原因となる構造の
歪みを含むことを見いだした。これらの
研究から、精子形成時におけるクロマチ
ン構造の再編成を理解するために、重要
な知見が得られた。 
 細胞核内で、ヒストンがヌクレオソー
ムを形成するためには、ヒストンシャペ
ロンと呼ばれるタンパク質が必要であ
る。本研究において、不安定な H3T ヌク
レオソームを形成するためには、主要な
ヒストンシャペロンである Nap1 ではな
く、精巣で高発現が確認されている Nap2
というヒストンシャペロンが必要であ
ることを生化学的に示した。そして、ヌ
クレオソームの機能発現に重要な新規
の核内複合体を同定するために、コアヒ
ストンに結合する因子群の解析をプロ
テオミクス法によって行い種々のヒス
トン結合タンパク質を同定した。本解析
は、小布施（北海道大学）との領域内共
同研究として推進した。そして、ヒスト
ン結合タンパク質として同定した sNASP、
FANCD2、そして Spt2 が、ヒストンシャ
ペロン活性を有することを初めて示し
た。これらの研究から、遺伝情報場の基
盤構造ヌクレオソームの、ヒストンバリ
アントおよびヒストンシャペロンによ
る構造および動的性質の多様性獲得機
構や、それらの機能発現機構の理解のた
めに重要な知見が得られた。 
 本研究にて確立したヌクレオソーム
の解析法を応用して、ヒト染色体のセン
トロメア領域に特異的な CENP-A を含む
ヌクレオソームの再構成を行った。まず、
ヒストンと CENP-A をリコンビナントタ
ンパク質として精製し、CENP-A を含むヒ
ストン複合体をゲルろ過法によって調
製した。その結果、CENP-A は、通常のヒ
ストン H3 と同様に、ヒストン H2A、H2B、

および H4 と安定な複合体を形成するこ
とが分かった。そして、精製した CENP-A
を含むヒストン複合体と、ヒトセントロ
メア領域の配列を持つ DNAとを用いてヌ
クレオソームを再構成することで、セン
トロメア特異的なヌクレオソームの再
構成を行った。 
 精製した CENP-A ヌクレオソームの結
晶化を行い、その立体構造決定に世界に
先駆けて成功した。CENP-A ヌクレオソー
ムでは、DNA の末端領域がフレキシブル
であり、結晶構造中でディスオーダーし
ていた。また、木村宏（大阪大学）との
領域内共同研究により、CENP-A に特徴的
なループ領域が、CENP-A のセントロメア
領域への安定な局在に重要であること
を明らかにした。CENP-A は、すべての真
核生物に保存されているヒストン H3 バ
リアントの１つであり、細胞分裂時の染
色体分配に必須であるセントロメア領
域の主たる構成因子である。そのため、
CENP-A を欠失した細胞は、正しい染色体
分配ができなくなり、染色体異常を呈す
る。このような重要性にも関わらず、
CENP-A を含むヌクレオソームの立体構
造がこれまで不明であったため、多くの
モデルが提案され混沌とした状態であ
った。本研究によるヒト CENP-A ヌクレ
オソームの立体構造決定の成功は、これ
まで間接的な情報から多くのモデルが
提案されていた CENP-A ヌクレオソーム
の構造に１つの重要な結論を与え、セン
トロメアという特殊な遺伝情報場の継
承メカニズムの解明に重要な知見を提
供した。 
 ヒストンバリアントに加えて、ヒスト
ンの翻訳後修飾も機能的なクロマチン
構築に重要な役割を果たす。ヒストン修
飾は、特定の構造を持たない N-末端テー
ル領域に多く見られるが、ヒストンフォ
ールドドメインと呼ばれるヒストンの
構造領域にも起こっていることが、近年
明らかになってきた。これらのヒストン
フォールドドメインでのリジンのアセ
チル化修飾を模倣した変異体を、ヒスト
ン H3 について５種類、ヒストン H4 につ
いて６種類作製し、それらを含むヌクレ
オソームの立体構造解析を行った。そし
て、ヒストン修飾が及ぼす、ヌクレオソ
ーム構造への影響の詳細について議論
した。また、転写の際に重要であると考
えられているヘキサソームの再構成を
行い、その溶液構造解析を X 線小角散乱
法によって行った。通常のヌクレオソー
ムでは、２分子のヒストン H2A-H2B ダイ
マーと２分子のヒストン H3-H4ダイマー
が会合してヒストン 8量体を形成してい



 

 

るが、ヘキサソームでは、ヒストン
H2A-H2B ダイマーが 1 分子しか取り込ま
れていない。再構成ヘキサソームを用い
た生化学的解析および構造生物学的解
析の結果、ヘキサソームでは、およそ 40
塩基対ほどの DNA が、非対称的にヒスト
ンから遊離していることが明らかにな
った。これらの結果から、ヌクレオソー
ムの動的性質と構造多様性が、遺伝情報
「場」の発現、維持、継承において機能
する基盤情報を提供することができた。 
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