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研究成果の概要（和文）：クロマチンの基本構成要素であるヌクレオソームの破壊と再形成は、複製・転写・修復・組
換えなどの多くの核内反応を制御するだけでなく、ヒストンの翻訳後修飾等のエピジェネティク情報の伝達にも深く関
わる生命現象である。本研究では高分子量型ヒストンシャペロンであるCAF-1とHIRAに注目し、研究を推進した。CAF-I
については、昆虫細胞における大量発現系の構築と出芽酵母からの複合体の大量精製系の構築を行い、電子顕微鏡によ
る負染色像観察に成功した。HIRAについては、C末端側ドメインの結晶を得ることに成功した。加えて、細胞内シグナ
ルを擾乱するピロリ菌由来タンパク質CagAの結晶構造の決定にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Nucleosomes are the fundamental repeating units of chromatin. Nucleosomes must be 
disassembled and reassembled during nuclear reactions, such as replication, transcription, repair, and 
recombination. During the reassembly of nucleosomes, histones need to be deposited on genomic DNA in the 
correct procedure. If not, epigenetic information, which is encoded on the N-tail of histones, is 
eliminated in the course of nuclear reaction coupled nucleosome reassembly. Here, we focused on the 
histone deposition factors, CAF-I and HIRA. We established a protocol for the large-scale purification of 
CAF-1 (a replication-dependent histone deposition factor), which enabled us to obtain images from EM 
analyses. Regarding HIRA, which is a replication-independent histone deposition factor, we have obtained 
crystals of the HIRA-C domain. We will now try crystal optimization. In addition, we have determined the 
crystal structure of CagA, which has been implicated in Helicobacter pylori pathogenicity.

研究分野： 結晶学・構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
クロマチンの基本構成要素であるヌクレオ
ソームの破壊と再形成は、複製・転写・修復・
組換えなどの多くの核内反応を制御するだ
けでなく、ヒストンの翻訳後修飾等のエピジ
ェネティク情報の伝達にも深く関わる生命
現象である。これまでに我々は、ヒストンシ
ャペロン CIA とその相互作用因子との複合
体の結晶構造に基づき、ヌクレオソーム破壊
の分子機構を解明してきた。本研究では、高
分子量型ヒストンシャペロンである CAF-1
と HIRA を取り上げ、ヌクレオソーム再形成
の分子機構解明を目指した構造細胞生物学
を推進する。具体的には、ヌクレオソーム再
形成に関与する CIA–CAF-1 複合体や CIA–
HIRA 複合体と、ヒストン H3–H4 とが形成
する核内シグナリング複合体の結晶構造を
決定し、立体構造情報に基づいた生化学的解
析により、ヌクレオソーム再形成の分子機構
を解明する。また、ヌクレオソームの破壊と
再形成の分子機構と立体構造情報に基づき
生物学的・遺伝学的解析を行うことで、基礎
生物学上の大問題であるエピジェネティッ
ク情報の伝達機構の解明も目指す。 
 
２．研究の目的 
次の２点の構造細胞生物学的研究を行うこ
ととする。 
(1) ヒストンシャペロン CAF-1, HIRA と、

これらの相互作用因子である CIA, ヒス
トン H3–H4 等との複合体（核内シグナ
リング複合体）の立体構造を決定する 

(2) 得られた立体構造情報に基づいて生化学
的・遺伝学的解析を行い、核内シグナリ
ング複合体による転写・複製時における
エピジェネティック情報の伝達及び変換
機構を解明する 

なお、これらの核内シグナリング複合体の結
晶構造解析は一般的には困難が予想される
が、領域内での共同研究や方法論連絡会等の
メリットを活かすことで、十分に達成可能で
あると考えている。 
 
３．研究の方法 
平成 22 年度：CAF-1 の大量発現系および大量
精製系の構築を行う。CAF-1 が充分量発現し
ないという問題が生じる可能性があるが、既
存の大量培養設備を駆使して問題解決にあ
たる予定である。本研究に必要な他の主要タ
ンパク質の大量発現・大量精製系は、確立済
みである。 
平成23年度以降：CAF-1及びHIRAについて、
CIA およびヒストン H3–H4 複合体との共結晶
化を行う。また、これらの分子複合体の化学
量論的解析を行ない、結晶化条件の検討の助
けとする（平成 23–24 年度）。結晶が得られ
次第、放射光を利用した結晶構造解析を行な
う。結晶の質が悪い場合は、変異体の利用や
結晶の凍結条件等を検討して、結晶の質の改
善を図る。結晶が得られない場合は、CAF-1, 

HIRA の機能ドメインを切り出し、CIA やヒス
トンとの分子複合体の結晶構造解析を行う。
この場合、全体構造は領域内での共同研究に
よる電子顕微鏡を用いた単粒子解析で決定
する。構造解析・機能解析に用いる CAF-1 や
HIRA に対する多数の相互作用因子は、in 
vitro 翻訳系の自動化装置で効率的に作成す
る予定である。 
 立体構造情報が得られた後は、変異体を用
いた生化学的解析（平成 25 年度）、出芽酵母
を用いた遺伝学的解析を行う（平成 25–26 年
度）。得られた解析結果を総合的に評価して、
CIA, CAF-1, HIRA がヌクレオソームの破壊・
再形成を行う分子機構と、エピジェネティッ
ク情報の伝達機構との関係を明らかにして
いく（平成 26 年度）。 
 
４．研究成果 
(1) 核内シグナリング複合体CAF-Iの大量精
製系の確立と試験的な単粒子解析 
 CAF-I 複合体は出芽酵母からヒトまで，進
化上高度に保存されたヒストンシャペロン
複合体で、分子量 150, 60, 48kDa の 3 種類
のサブユニットから構成される。一般的に分
子量が大きいサブユニットで形成される複
合体は、大腸菌での発現・再構成が困難であ
ることが多いため、我々は、昆虫細胞共発現
系の構築及び内在性複合体の精製を同時進
行した。 
 第一に、昆虫細胞共発現系の構築について
は、Multi-Bacシステムを利用してヒトCAF-I
複合体の 3種類のサブユニット（p150, p60, 
p48）を共発現させ、複合体の精製を試みた。
しかし、精製の過程で p60 が非常に解離しや
すいことが判明した。電子顕微鏡による負染
色像観察においても、不揃いなサイズの粒子
像が観察された。現在、複合体の安定化条件
を検討中である。 
 第二に、出芽酵母を出発材料として実験を
行った。各サブユニットにタグを入れて、細
胞内から内在性複合体を精製したところ、
60kDa のサブユニット（Cac2p）にタグを付加
した場合に、最も高純度の CAF-I 複合体を精
製できることが判明した。次に、大型インキ
ュベーター・培養バック・大型遠心機の利用
により、1 日最大 80L の培養を毎日繰り返し
て行える体制を整えた後、大量規模での精製
を行った。最終的に、40L の培養菌体から高
純度の精製標品が得られた。最終精製標品を
用いて、電子顕微鏡による負染色像観察を行
った結果、良好な像を得ることに成功した
（理研・藤井高志博士との協力研究）。得ら
れた画像を解析した結果、試験的にではある
が出芽酵母CAF-I複合体の単粒子像を得るこ
とに成功した。 
 
(2) 核内シグナリング因子 HIRA の大量精製
系の確立と結晶化 
 研究期間前半は、全長のタンパク質につい
て大腸菌発現系・昆虫細胞発現系における発



現と精製を試みた。しかし、全長タンパク質
は大腸菌の内在性のDNAと非特異的に結合し、
可溶性の凝集体を形成する傾向が強く、結晶
化に必要なタンパク質を精製することはで
きなかった。研究期間後半は、ドメインごと
の発現・精製や、相互作用因子との共精製を
試みた。その中で、HIRA の C末端側ドメイン
について結晶が得られ、現在は、独自に開発
したシークエンシャルシーディング法によ
り、結晶の質の改善を試みている。 
 
(3) 様々な核内シグナリング複合体の大量
精製系の確立 
 CAF-I 複合体や HIRA の研究に加えて、核内
シグナリング制御やクロマチン鋳型からの
遺伝子発現制御を通して、エピジェネティッ
ク情報の維持・変換に対して重要な役割を果
たす複数の複合体についても、立体構造解析
に向けた大量精製を行った。いずれの複合体
も、各サブユニットの分子量が大きく、サブ
ユニット数も多いため、大腸菌や昆虫細胞で
の共発現は困難であることが予想されるが、
我々が確立した内在性複合体の大量精製パ
イプラインでは、良好に精製できている。出
芽酵母 CAF-I 複合体と同様に、スケールアッ
プと電子顕微鏡観察を行い、単粒子解析・結
晶化へと進展する計画である。これらの研究
に加えて、細胞内シグナリングを擾乱するこ
とによって胃癌を促進するピロリ菌のタン
パク質（CagA）の結晶構造を解析し、立体構
造に基づく感染機構モデル（ラリアットルー
プモデル）を提唱した。 
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