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研究成果の概要（和文）：FACTのリン酸化天然変性領域 (pAID) とDNAがはがれたヌクレオソームの複合体の立
体構造を電子顕微鏡単粒子解析により決定した。この構造でFACTのpAIDがヌクレオソームのDNAがはがれたヒス
トン表面に結合しており、FACTがヌクレオソームからのヒストン除去を防ぎ、エピジェネティックな細胞記憶を
維持していることが示唆された。さらに、このFACTのpAID とヌクレオソームの複合体のNMR 解析から電子顕微
鏡構造では見えなかったヒストンテイルの動的構造が明らかとなった。その結果、FACTはヌクレオソーム構造を
維持しながら、ヒストンH3テイルをDNAの束縛から解放することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：I determined cryo-EM structures of 112-bp nucleosome complexed with the 
FACT-pAID (phosphorylated acidic intrinsically disordered) region. The structure discovered 
extensive contacts between the pAID region and histones H2A, H2B, and H3, suggesting that FACT is 
competent to direct functional replacement of a nucleosomal DNA end by pAID. Using NMR, I also 
clarified that the histone H3 N-terminal tails, unobserved in the cryo-EM structure, adopt two 
different conformations: one corresponds to the original nucleosome site buried in two DNA gyres, 
whereas the other, comprising pAID and DNA, is more exposed to the solvent. These findings highlight
 that accessible conformations of H3 tails are created by the replacement of nucleosomal DNA with 
pAID of FACT.

研究分野： 構造生物学

キーワード： FACT　クロマチンリモデリング　構造生物学　ヌクレオソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
電子顕微鏡構造の研究成果は、転写や複製などによるクロマチン構造変化で一時的にヌクレオソームDNAがヒス
トンからはがれても、FACTがその機能を補う事で、ヌクレオソーム構造を維持し、ヒストンのエピジェネティッ
クな記憶を保持していることを示唆した。NMR解析の研究成果は、FACTはヌクレオソームと結合することでヒス
トンH3テイルをDNAから解放することが明らかとなった。これらの研究成果は、クロマチン構造変化を理解する
上でこれまで想像もつかなかった新たな観点を与え、クロマチン構造変化やエピジェネティクス制御を研究する
研究者に大きなインパクトを与えた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 高等真核生物は、様々な因子が遺伝子発現のプロファイルを厳密に制御する事で、一つの受
精卵から各器官や組織などの多様な細胞に分化していく。この細胞記憶とも言える生命現象の
本質は、ヒストンや DNA の化学修飾を基本媒体として、それに特異的に結合する因子によっ
て安定に形成、維持される階層的クロマチン構造の反映であるといえるだろう。事実、遺伝子
の転写、複製、修復、組換えなどの制御機構は、クロマチンの動的構造変化に依存している。
さらに、クロマチン構造の動的変化は、細胞の癌化、老化、染色体異常にも関わり、iPS、ES
細胞作成など再生医療や抗癌剤などの創薬研究においても重要な意味をもつ。従って、この過
程で中心的役割を果たす ATP 依存的クロマチンリモデリング因子やヒストンシャペロンなど
が階層的クロマチン構造をいかに巧妙に変化させて、遺伝子の働きを調節しているのか、その
分子機構を理解する事が急務である。しかし、クロマチンを対象とした研究開始当初で報告さ
れた研究のほとんどが“何が(What)”クロマチン構造変換を制御しているのかを探索すること
を目標としており、これらの制御因子が“どのようにして(How)”クロマチン構造を変換して
いるのかという分子構造基盤の研究が置き去りにされていた。その結果、細胞の癌化や染色体
異常などを引き起こすヒストン修飾などのエピジェネティックマーカーやクロマチン構造の制
御因子は多数発見されたが、それらの因子によって引き起こされるクロマチン構造変化は、そ
の道筋さえも分子レベルではほとんど解明されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 真核生物では、遺伝子の転写、複製、修復、組換えなどの制御機構はクロマチンの動的
構造変化に依存して行われる。事実、クロマチン構造の動的変化は、細胞の染色体異常、
分化、癌化、老化に関わり、iPS、ES 細胞作成など再生医療や抗癌剤などの開発において
も重要な意味をもつ。それゆえ、この過程で中心的役割を果たす因子がクロマチン構造を
いかに巧妙に変化させているのか、その分子機構を解明する事が緊急の課題である。そこ
で、本研究ではヒストンシャペロン FACT によるヌクレオソーム再構築の分子機構の全容
を時系列に沿って整理し、立体構造の観点から明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 FACT のヌクレオソーム再構築活性をしらべるために、Supercoiling assay を用いた。
Supercoiling assay とは閉環状プラスミドとヒストンを用いて、DNA 上にヌクレオソームが 1
つ作られたとき、ネガティブなスーパーコイルが 1つ入ることを利用した検定法である。まず、
この Supercoiling assay を用いて、FACT の機能ドメインを欠失した各種変異体のヌクレオソ
ーム再構築活性の測定を行う。これにより、ヌクレオソーム再構築に必要な FACT 機能ドメイン
を同定する。さらに同定された FACT 機能ドメインとヒストン H2A-H2B 二量体、H3-H4 四量体、
ヌクレオソームとの相互作用をゲルシフトアッセイにより解析する。また、完全なヌクレオソ
ームだけでなく、反応中間体であるテトラソーム (H3-H4 四量体と DNA の複合体)、ヘキサゾー
ム (H3-H4 四量体と H2A-H2B 二量体からなるヒストン六量体と DNA の複合体)、DNA が一部はが
れたヌクレオソーム、DSB が導入されたヌクレオソームなども調製可能であり、これらと FACT
の相互作用もゲルシフトアッセイで解析する。これらの解析により、安定で、均一な複合体を
形成したものについては、X 線結晶構造解析、電子顕微鏡観察を行う。電子顕微鏡については
単粒子解析を行って得られた電子密度マップに、各ドメインの X線構造原子モデルを当てはめ
ることで、複合体の詳細な立体構造モデルを構築することが可能である。さらに、核磁気共鳴 
(NMR) を用いることで、電子顕微鏡構造で可視化できないヒストンテイルの動的挙動を解析す
る。 
 
４．研究成果 
 FACT のヌクレオソーム再構築活性をしらべるために、Supercoiling assay を用いた。まず、
この Supercoiling assay を用いて、 FACT の機能ドメインを欠失した各種変異体のヌクレオソ
ーム再構築活性の測定を行った。これにより、ヌクレオソーム再構築に必要な FACT 機能ドメイ
ンをおおよそ推定することができた。 



 同定された FACT 機能ドメインとヒストン
H2A-H2B 二量体、H3-H4 四量体、ヌクレオソームと
の相互作用をゲルシフトアッセイで解析した。さ
らに、完全なヌクレオソームだけでなく、反応中
間体である DNA が一部はがれたヌクレオソームを
調整し、これらと FACT の相互作用も同様に解析し
た。安定で、均一な複合体を形成したものについ
ては、X 線結晶構造解析、電子顕微鏡観察を行っ
た。その結果、FACT のリン酸化された酸性の天然
変性領域 (pAID) と DNA が一部はがれたヌクレオ
ソームの 複合体の立体構造を電子顕微鏡単粒子
解析により高分解能で決定した (図 1)。この構造
で FACT の pAID がヌクレオソームの DNA が部分的
にはがれたヒストン表面に結合しており、FACT が
ヌクレオソームからのヒストン除去を防ぎ、エピ
ジェネティックな細胞記憶を維持していることが
示唆された。これらの研究成果は科学雑誌に掲載
された。 
 当初の研究計画にはなかったが、電子顕微鏡解析で立体構造を決定した FACT の pAID とヌク
レオソームの複合体の NMR 解析を行った。その結果、複合体の電子顕微鏡構造では見えなかっ
たヒストンテイルの動的構造が明らかとなった。具体的には、pAID が結合している側のヒスト
ン H3 テイルは動的に揺動しながら、より溶液中に露出しており、ヒストン修飾酵素などの影響
を受けやすいのに対して、ヌクレオソームの H3テイルはヌクレオソームの二本の DNA に囲まれ
た構造スペースにその相互作用により拘束されていて、ヒストン修飾酵素のアクセスを強く阻
害することがわかった (図 2)。つまり、FACT は DNA の代わりにヒストンのコア構造と結合する
ことでヌクレオソーム構造を維持しながら、ヒストン H3 テイルを DNA の束縛から解放すること
が明らかとなった。この結果は、クロマチン構造変化を理解する上でこれまで想像もつかなか
った 新たな観点を与え、エピジェネティクス制御を研究する研究者に大きなインパクトを与え
た。この結果を取りまとめ、研究成果として学会にて発表を行った。さらに、本研究成果は科
学雑誌に掲載された。 
 さらに NMR 解析と生化学的解析を用いて、FACT によるヌクレオソーム再構成に重要な機能を
果たすヒストン H2A,H2B の領域を新たに特定した。この新たな知見についても学術論文として
発表し、学術雑誌に掲載された。 
  
 
 

 
図 1.pAID とヒストンの 

結合部位 

 
図 2. NMR 解析で明らかとなった FACT による 

ヒストン H3 テイルの動的挙動変化 
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