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研究成果の概要： 
本研究は、細胞核内のクロマチンダイナミクスの意義と制御機構を明らかにすることを目的と
して行われた。膜透過化細胞やアフリカツメガエル卵抽出液を用いた再構成系を用いて、ヒス
トンの交換やアセンブリに働く因子の同定と解析を行い、ゲノムの恒常性維持や複製における
各ヒストンシャペロンの機能を明らかにした。また、生きた細胞におけるヒストン修飾のダイ
ナミクスの解析法を確立した。 
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2007 年度 24,300,000 0 24,300,000 

2008 年度 23,500,000 0 23,500,000 
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研究分野：生物学 
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の遺伝子発現や DNA 複製・修復など
の制御には、クロマチンレベルでの調節が重
要な役割を果たしている。クロマチンの主要
な蛋白質であるヒストンは、DNA と共にヌク
レオソーム構造を形成する。我々は、これま
でに、フォトブリーチ技術を用いて、生きた
細胞内でヒストンの動態を解析した。その結
果、ヒストン H2A-H2B は、H3-H4 に比べて流
動的であり、H2A-H2B は転写伸長の際にクロ
マチンから遊離すること、及び、ユークロマ
チンの H2A-H2Bの交換は転写や複製に関係な

くゆっくりと起こることが明らかとなった。
しかし、これらのヒストンダイナミクスの意
義と分子制御機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生細胞で見られるヒストンダイ
ナミクスを、膜透過化細胞およびアフリカツ
メガエル卵抽出液を用いた再構成系におい
て再現することで、高次クロマチン構造の構
築やダイナミクスを制御する因子の同定と
その分子作用機序、そして生理的意義を明ら
かにすることを目的とした。 



 
３．研究の方法 
（１）膜透過化細胞を用いた再構成系 
HeLa 細胞を非イオン性界面活性剤 Triton 
X-100 で処理し、GFP 融合ヒストンを発現す
る細胞由来の細胞抽出液を添加し、30℃で 30
分インキュベートした。洗浄後、GFP 融合ヒ
ストンのクロマチンへの取り込みを蛍光顕
微鏡で観察した。 
（２）ヒストン H2A-H2B 交換因子の精製 
膜透過化細胞に、精製した GFP-H2A-H2B と細
胞抽出液を添加し、GFP-H2A-H2B のクロマチ
ンへの取り込みを蛍光顕微鏡で評価した。細
胞抽出液をカラムクロマトグラフィーで分
画し、GFP-H2A-H2B の取り込みを促進する活
性を精製した。最終精製標品を SDS-PAGE で
分離後、Coomassie 染色し、質量分析装置を
用いて蛋白質を同定した。 
（３）組換え蛋白質の発現と精製 
ヒストンシャペロン活性のある蛋白質をコ
ードする cDNA をクローニングし、His6 タグ
など融合した蛋白質を大腸菌で発現させた。
タグを用いて精製し、活性の測定や抗体作製
に使用した。 
（４）モノクローナル抗体の作製と評価 
修飾ペプチドを結合させたキャリアー（KLH）
をマウスに免疫し、ハイブリドーマを樹立し
た。修飾ペプチドとコントロールの非修飾ペ
プチドを用いた ELISA により、特異性を検討
した。さらに、ウェスタンブロッティング、
クロマチン免疫沈降、蛍光免疫染色などを用
いて、抗体の反応性を評価した。 
（５）生細胞内ヒストン修飾ダイナミクス 
修飾特異的モノクローナル抗体から Fabを調
製し、蛍光標識の後、ビーズローディング法
を用いてガラスボトムディッシュ上の細胞
に導入した。EM-CCD を装着した蛍光顕微鏡を
用いてタイムラプス観察を行った。 
（６）アフリカツメガエル卵抽出液を用いた
再構成系 
アフリカツメガエル卵から細胞抽出液を調
製し、精子核をその抽出液中でインキュベー
トすることにより、細胞周期を進行させた。
各種ヒストンシャペロンに特異的な抗体を
用いて抽出液中の蛋白質を除去し、各シャペ
ロンの役割を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）膜透過化細胞と細胞抽出液を用いたヒ
ストン交換･アセンブリの再構成系の確立と
ヒストン H2A-H2B 交換促進因子の精製 
HeLa 細胞を非イオン性界面活性剤で処理し
て調製された膜透過化細胞を、GFP 融合ヒス
トンを発現する細胞由来の抽出液の存在下
でインキュベートした。GFP 融合ヒストンの
クロマチンへの取り込みを蛍光顕微鏡で解
析した結果、GFP-H2A と H2B-GFP はほとんど

全ての細胞でユークロマチンに取り込まれ
たが、H3-GFP と H4-GFP は、S 期の細胞にの
み取り込まれた（図１）。この結果は、生細
胞で見られたヒストンの挙動と同一であり、
膜透過化細胞と抽出液を用いて細胞核中の
クロマチンにおけるヒストンダイナミクス
が再構成できたことを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．膜透過化細胞を用いたヒストン交換･

アセンブリの再構成 
 
この系を利用して H2A-H2Bの交換に働く活

性を HeLa 細胞抽出液から精製したところ、
Nap1 (nucleosome assembly protein-1)、Nap2、
PP2Cγ (protein phosphatase 2C γ-subtype)
の三種類の蛋白質が含まれていた。PP2Cγ は
他の PP2C ファミリーには見られない酸性ア
ミノ酸を多く含むドメインを持っており、免
疫沈降や膜透過化細胞を用いたアッセイを
行った結果、このドメインがヒストン
H2A-H2B との結合や交換活性に必要であるこ
とが明らかとなった。また、PP2Cγ が実際に
ヒストンを脱リン酸化することも分かった。
これらの結果から、ヒストンの交換と脱リン
酸化がリンクしていることが示唆された。 
 
（２）新規ヒストン交換因子 PP2Cγ の機能 
再構成を用いて同定された PP2Cγ の細胞にお
ける役割を明らかにするため、PP2Cγ を欠損
する DT40 を作製し、その生物学的機能の解
析を行なった。PP2Cγ 欠損細胞は正常に生育
するものの、DNA 複製や損傷修復のチェック
ポイントの阻害に対して高い感受性を示し
た。また、PP2Cγ 欠損細胞において、PP1 の阻
害剤であるカリキュリン A の存在下では DNA
損傷やアポトーシスの際に誘導されるヒス
トン H2AX や H2B のリン酸化が上昇していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図２．DNA 損傷修復における PP2Cγ の機能の

モデル 



これらの結果から、PP2Cγ は、DNA 損傷に伴い
リン酸化された H2A(H2AX)-H2Bを脱リン酸化
させた後にヌクレオソームに取り込ませる
ことで、損傷からの回復に関与すると考えら
れた（図２）。 
 
（３）ヒストン修飾特異的モノクローナル抗
体を用いた生細胞内ヒストン修飾ダイナミ
クスの可視化 
PP2Cγ の研究から、ヒストンのダイナミクス
と修飾が密接に関与することが明らかにな
った。そこで、ヒストン修飾のダイナミクス
を解析するため、ヒストン修飾特異的モノク
ローナル抗体を作製した。モノクローナル抗
体から Fab を調製し、蛍光標識したのち、培
養細胞に導入することで、生細胞のヒストン
修飾を可視化することに成功した。特に、ヒ
ストン H3 Ser10（H3S10）のリン酸化に着目
し、蛍光標識抗体を用いて細胞周期に伴うヒ
ストンリン酸化のダイナミクスを解析した。
ヒストン H3S10のリン酸化は分裂期の凝縮し
た染色体で見られることが分かっているが、
生細胞解析の結果、がん細胞ではリン酸化が
染色体凝縮の直前に起こるのに対して、正常
細胞では G2 期の早い時期から起こることが
明らかになった（図３）。また、aurora B の
阻害剤を添加すると G2 期のリン酸化が消失
したことから、G2 期のリン酸化はリン酸化と
脱リン酸化のダイナミックなバランスで維
持されていると示唆された。さらに、G2期に
おいてリン酸化された染色体からヘテロク
ロマチンタンパク質 HP1が解離していたこと
から、G2 期のリン酸化は高次クロマチンの再
編成に関わると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）クロマチン複製開始のための細胞周期
制御 
ツメガエル未受精卵の無細胞系はＭ期に停
止した状態にあり、Ca2+添加によってＳ期へ
と移行させることができるうえ、分裂期の凝
縮染色体、間期の核形成、染色体複製などの
クロマチン現象を細胞内と同様に再現でき

るため、クロマチンのダイナミクス解析に幅
広く用いられてきた。しかし、そのＭ期停止
や Ca2+添加によるＳ期移行の制御機構には不
明な点が残されていた。そこで、まず、蛋白
質キナーゼ Mos と分裂後期促進複合体
（APC/C）の抑制蛋白質 Erp1 の関連性に注目
して、ツメガエル卵のＭ期停止機構を調べた。
その結果、紡錘体形成チェックポイント制御
とは異なる、Mos-Erp1 を中心とした制御シス
テムによって未受精卵のＭ期停止がもたら
されること、その解除によって引き起こされ
るＳ期移行には、Ca2+依存性のホスファター
ゼ、カルシニューリンの活性化が不可欠であ
ることが明らかとなった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．アフリカツメガエル卵の細胞周期進行

におけるカルシニューリンの役割。アフリカ

ツメガエルの受精卵では賦活収縮と呼ばれ

る表層のリモデリングが観察され、受精成立

有無の指標となっているが（Control）、カル

シニューリンの活性を阻害した卵ではこれ

が起こらない（CaN-inhibited）。 

（５）クロマチン複製におけるヌクレオソー
ム構築の制御機構 
複製 DNAのヌクレオソーム形成におけるヒス
トン H3・H4 シャペロンの動態と役割を解析
した。ツメガエル卵のヒストン H3・H4 シャ
ペロン、N1、CAF-1、Asf1 および HIRA に対す
る特異抗体を作製し、クロマチン複製におけ
る各シャペロンの動態を、DNA 複製の進行状
況との関連で調べた。その結果、CAF-1は PCNA
と同様に DNA複製時に限ってクロマチンに局
在し、Asf1 は間期のクロマチンに局在するこ
とが判明した。また、N1、CAF-1、Asf1 のい
ずれを免疫除去してゲノム DNAの複製には影
響がないことが示された。しかし、ヌクレア
ーゼ処理 DNA断片の解析によって複製された
DNA のヌクレオソーム形成について調べたと
ころ、CAF-1 の免疫除去により、ヌクレオソ
ームの規則的な配列に乱れが生じること、
Asf1 を免疫除去すると新規のヌクレオソー
ム形成が起こらなくなることが示された。一
方、N1 除去はヌクレオソームに影響を与えな
かった。従って、CAF-1 および Asf1 は複製さ
れたゲノム DNAのヌクレオソーム形成に重要
な役割をはたしていることが示唆された（図
５）。 

図３．Alexa488 蛍光標識抗リン酸化

H3S10 抗体 Fab（Fab311-488）を用いた

生細胞内ヒストンリン酸化の可視化 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）領域内共同研究の促進と異分野融合 
特定領域内での連携を深め、共同研究や技術、
材料の提供を幅広く行い、研究を発展させた。
具体的には、FRAP 解析技術を他の研究班員
（深川、田代、胡桃坂ら）と共有した。また、
ヒストン交換の分子機構に関する研究を他
の研究班員（胡桃坂、小布施ら）と共同で行
った。さらに、新規に作成した修飾ヒストン
に対するモノクローナル抗体を多くの研究
班員に供与した。 
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