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研究成果の概要（和文）：ヒストンH2A、H2B及びH3の被修飾部位と他因子との相互作用表面の解析を行い、各々の被修
飾部位と核内反応系との関係を明らかにした。ヌクレオソームを用いて、共通サブユニットの働きを解析する方法を開
発し、複数の複合体（主要ヌクレオソーム及びバリアントヌクレオソーム）中の共通サブユニットの働きを解明した。
遺伝子重複という繰り返し配列が形成される現象に着目することで、祖先遺伝子と現存遺伝子間の進化距離を測定でき
ない問題点を乗り越える方法を開発した。古細菌のメタン菌が祖先生命に近いこと、TFIIBがTBPよりも早い時期に転写
システムに加わったことを明らかにし、機構・システム進化研究領域を切り開いた。

研究成果の概要（英文）：We used a histone-GLibrary that encompasses the nucleosomal DNA entry/exit site 
to show that six residues form a surface on the structured nucleosome core and regulate H3-K36me3. We 
also found an interaction between Jhd2 and H2A. Two H2A residues serve as a binding site for Jhd2 and 
mediate its chromatin association and H3K4 demethylase functions. We described a method to discriminate 
between the functions of a common subunit in different multisubunit complexes. A common subunit in a 
multisubunit complex is genetically fused to a subunit that is specific to that complex and point 
mutated. The resulting phenotype(s) identify the specific function(s) of the subunit in that complex 
only. We proposed an innovative concept for evolutionary analysis that does not require an outer group. 
This approach utilizes the similarity in intramolecular direct repeats as an evolutionary measure 
revealing the degree of similarity between the present offspring genes and their ancestors.

研究分野：生化学、分子生物学、遺伝学、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 細胞内外で生じた生体シグナルは、核内に
伝達され、生体を構成するための情報源であ
る DNAに到達する。真核細胞 DNAは、ヒス
トン八量体に巻きついてヌクレオソーム構造
を形成し、その活性は負に制御されている。
従って、転写、複製、修復といった反応を引
き起こすには、ヌクレオソームを移動させる、
破壊するといったヌクレオソーム構造変換反
応が必要とされる。この反応は、ATP 依存性
クロマチンリモデリング因子、ヒストンシャ
ペロンといった 2 種類の因子群により制御さ
れることが示唆されてきた。しかしながら、
ヌクレオソーム構造変換反応がどのような状
況下でどのように成されるのか、また様々な
核内反応においてどのような共通点・相違点
があるのか等といった主要課題は未解決のま
まであった。そのような状況下で、報告者が単
離しその生化学的機能を明らかにした、進化的
に高度に保存されたヒストンシャペロン CIA
（Genes Cells, 2000; PNAS, 2002）が、ヒストン
(H3-H4)2四量体に働きかけ、H3-H4二量体 2分
子に分割する活性を有することを機能生物学
的、構造生物学的両観点から世界に先駆けて示
すことに成功した（Nature, 2007）。報告者は、
更に生体シグナルの終着点のひとつであるヒ
ストン修飾により、ヌクレオソーム構造変換反
応が部位特異的にどのように引き起こされる
のか、という課題に迫った。CIAが TFIIDの最
大分子量サブユニットである CCG1（Nature, 
1993）のアセチル基認識能があるブロモドメイ
ン（CCG1-DBD）と相互作用することを見出し
ており（PNAS, 2002）、この相互作用の構造基
盤を解析することにより、上記課題の解決に迫
った。 10 年に及ぶ困難な研究を通し、
CIA-CCG1-DBD 複合体の結晶構造解明に成功
した（PNAS, 2010）。機能的実証のために生化
学的、遺伝学的解析を行い、CIAが CCG1-DBD
を介してアセチル化ヒストンを含むヌクレオ
ソームに作用し、その後、CIAがコアヒストン
に受け渡されることにより、ヌクレオソーム構
造変換が進行する仕組みを Hi-MOST モデルと
して提唱することに世界に先駆けて成功した。 
 
(2) ヒストンへの修飾を介した、ヌクレオソ
ーム構造変換反応の仕組みを考えるには、
個々の修飾酵素がどのヒストンのどの部位
にどの修飾を引き起こし、その修飾をどの分
子が認識し、その状況をどのヌクレオソーム
構造変換因子に伝え、最終的にどの核内反応
関連装置に働きかけるかを明らかにするこ
とが必要である。2007、2010年の論文におい
て、ヒストン H4 のアセチル化に関連して引
き起こされるヌクレオソーム構造変換反応
の仕組みを三次構造レベルで明らかにする
ことに成功した。長年かかって行った解析を
他のヒストンでも同様に行い、どのような仕
組みでヌクレオソーム構造変換反応が引き
起こされるかの全体像を明らかにすること

が課題として残された。 
 
(3) 個々のヒストン修飾は、通常の状態では
各々の部位に応じて働いているが、様々な環
境条件では、その環境条件に応じてヒストン
修飾も変動するはずである。実際、ヒストン
修飾部位への変異を導入しても細胞の脆弱
性は容易には生じないこと、その修飾ネット
ワーク構造の示す特性が頑強性を有するス
ケールフリー性であることを示した（Genes 
Cells, 2009）。ヒストンテイル領域の欠失によ
ってどのようなクロマチン状態やクロマチ
ン特性が生まれるか、更には、ヒストン修飾、
転写活性能（マイクロアレイ解析）はどのよ
うに変動するのか、頑強性がどのような仕組
みで形成されているのかは未解明のままで
あった。 
 
(4) ヌクレオソームは、ヒストン H2A、H2B、
H3、H4 各々２個ずつから八量体を形成した
サブユニット構造を形成している。更に、
各々のサブユニットがバリアントを持つた
め、ヌクレオソームは複雑な複合体ファミリ
ーを形成している。そのような多様な構成成
分を有するマルチサブユニット複合体にお
いて、共通に存在するサブユニットの機能解
析の試みはなされなかった。その理由は、共
通サブユニットに変異を導入した場合、共通
サブユニットを有する複数の複合体にも影
響が出るため、個々の複合体に存在する共通
サブユニットの機能のみを観察することが
原理的にできなかったからである。 
 
(5) 真正細菌と真核細胞で転写開始反応のシ
ステムは異なっているが、そのことが進化的
にどのような状況で誕生したかは不明のま
まである。約 38 億年前に地球上に誕生した
生命は、進化を経て自己増殖・恒常性維持・
機能分化など、生命を生命たらしめる特性を
獲得してきた。各々のシステムは人類が開発
した高性能の精密機械とて及ばぬ精度で稼
働している。進化の過程を経て構築された多
様な生命システムが高度に洗練されている
ことは疑う余地がなく、特に遺伝子 DNA か
ら遺伝情報を取り出し、生体成分の質・量を
決定づける転写反応は、細胞内外の環境に応
じた遺伝子スイッチの ON・OFFの鍵を握り、
高度なシステムを形成している。転写システ
ムに代表される様々な生命システムの進化
の歴史を紐解き、その高度化・複雑化の原理
を知ることは生命科学において重要な研究
課題と言えるが、現在に至るまで未踏の領域
であった。進化の研究といえば、化石に基づ
いて生物が共通祖先から分岐した年代を推
定する方法が馴染み深い。しかし、特殊な場
合を除いて単細胞生物の化石は発見が難し
いだけでなく、DNAや蛋白質は分解して残っ
ておらず、分子レベルでの進化を知ることは
極めて困難とされていた。1960年代始め、現
存の様々な多細胞生物から抽出したヘモグ



ロビン蛋白質のわずかな違いを解析し、分子
の進化を予想した論文がポーリングらによ
って発表された。その結果が化石から推測さ
れる形態や骨格の進化とよく一致したこと
から、現存生物の DNA や蛋白質の類似性か
ら分子の進化を推定できることが示唆され
た。その後、現存生物の DNA や蛋白質の配
列の同一性や類似性を計算することによっ
て、進化の変遷を予測する分子進化という研
究領域が生まれた。分子進化の分野では、配
列比較・進化距離・分子系統樹と呼ばれる手
法が駆使される。しかし、これらの手法には
大きく分けて３つの弱点がある。第一に、古
代生物の遺伝子を手に入れることができな
いため、古代生物と現存生物の遺伝子の比較
ができない。第二に、祖先生物の遺伝子と現
存生物の遺伝子間の進化距離を測ることが
できないため、現在、使用されている進化距
離の計算は、様々な現存生物の相同遺伝子の
比較に基づいている。第三に、現存生物の遺
伝子グループを比較するにしても、グループ
内の一部の生物種の遺伝子を外部標準とし
て選択する必要があるため、外部標準として
用いた遺伝子は解析対象から除外しなくて
はならず、グループ全体の進化を一度に知る
ことができない。 
 
２．研究の目的 
 
(1) ヒストン修飾を介してヌクレオソーム構
造変換反応が引き起こされるメカニズムを
明らかにする。ヌクレオソーム構造変換反応
は、ヒストン八量体と DNA の解離、ヒスト
ン(H3-H4)2四量体と H2A-H2B 二量体 2 分子
への解離、(H3-H4)2四量体から H3-H4二量体
2 分子への解離といった様々な素過程から構
成されていると考えられる。各素過程がヒス
トン修飾の入力や出力とどう結びついてい
るのか、そのメカニズムを機能生物学的、構
造生物学的手法により明らかにする。 
 
(2) ヒストン修飾反応において、ヒストン H4
だけでなく、ヒストン H3 のヒストン修飾が
ヌクレオソームコア領域との機能的相互作
用を介してどのようにヌクレオソーム構造
変換反応を引き起こし、どのような核内反応
に効果をもたらすのかを明らかにする。 
 
(3) ヒストン修飾ネットワーク構造の頑強性
を継続可能にする具体的な仕組みを、ヒスト
ンテイルの欠失を通して、ヌクレオソーム構
造、ヒストン修飾及び遺伝子活性にどのよう
な変動が起こっているのか、そしてその変動
が頑強性にどのように寄与しているのかを
明らかにする。 
 
(4) 様々なヌクレオソーム複合体の共通サブ
ユニットの機能解析法の開発を行う。 
 
(5) 古代生物の遺伝子制御システムがどのよ

うなものであったのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒストンの化学修飾を介してヌクレオソ
ーム構造変換反応が引き起こされるメカニズ
ムを明らかにする。i) CIA-各種ブロモドメイ
ン間相互作用による部位特異的なヌクレオソ
ーム構造変換機構の解析では、CIA と様々な
ブロモドメインの相互作用解析を機能生物学
的・構造生物学的手法を用いて明らかにする。
ii) FACT によるヌクレオソーム構造変換機構
の解析では、FACT-H2A-H2B複合体の構造解
析を通してヌクレオソーム構造変換反応の反
応中間体を捉えることを端緒とし、反応素過
程の機能解析を進める。iii) WD40 ドメインを
介したヌクレオソーム構造変換機構の解析で
は、ブロモドメインで行った戦略及び成果に
基づいて解析を進める。WD40 ドメインと相
互作用するヒストンシャペロンの単離から端
緒をつけていく。 
 
(2) 上述の(1)の方法に準拠して、ヒストン H3
のテイル領域及びコア領域に生じた化学修
飾に依存して起こる反応を解析する。 
 
(3) 頑強性が弱くなり、脆弱性が検出され始
めるヒストンテイル領域の欠失変異株を設
定し、ヌクレオソーム構造、ヒストン修飾、
及び転写活性の変動を解析するする。その上
で、ヒストン“modification web”上での各遺
伝子上でのヒストン修飾の変動と対応する
各遺伝子の転写活性の変動との関係性を調
べる。 
 
(4) 共通サブユニットの働きを探るには、共通
サブユニットを共通サブユニットでないよう
にすることが必要である。そこで、注目する
共通サブユニットが三次構造上近傍にある他
のサブユニットに共通サブユニットを結合さ
せて異なるサブユニットにして解析する。 
 
(5) 現在の分子進化の解析法では、現存遺伝
子間の進化距離を測定し、分子系統樹を描き、
その上で化石が示す年代と考え合わせ、種の
分岐の時期を推定することでしか生物の時
間的な進化的変遷を推定できない。最大の弱
点は古代の祖先遺伝子と現存遺伝子間の進
化距離を測定する方法が存在しないことで
ある。この弱点は、古代生物の遺伝子が破壊
されることなく、化石として残存することが
ないことに由来する。この弱点を克服するに
は、注目する遺伝子が祖先生物誕生時にどん
な遺伝子であったかを理論的に想定するこ
としかないが、現在その方法はない。本研究
でその方法を開発する。 
	
 
４．研究成果	
 
 
(1) 現在まで進行中の、i) 転写系以外の核内



反応系での CIA作用機構、ii) CIA以外のヒス
トンシャペロンのヌクレオソーム構造変換
反応系での作用機構の解析の他に、iii) ブロ
モドメイン以外の修飾認識に関わるWD40ド
メインにも解析を広げ、統一的なモデル化を
進めることをも課題とした。 i) は、
CCG1-DBD 以外のブロモドメインのうち、
CIAとの相互作用を明らかにしてきたものに
関して、相互作用を解析し、CIA-CCG1-DBD
相互作用との共通性、多様性を明らかにした。
ii)は、CIA以外のヒストンシャペロンのうち、
CIA同様、転写、複製、修復といった反応系
への関与が示唆されていること、CIA が
TFIID と相互作用して転写開始反応に関与す
るのに対し、FACT が TFIIE や MCM と相互
作用して転写や複製の伸長反応に関与する
知見（Genes Cells, 2000; JBC, 2011）を得てい
ることから、FACT の解析を進めた。FACT
は H2A-H2B 二量体と相互作用し、ヌクレオ
ソームからの脱離を促進すると考えられて
いる。FACT による H2A-H2B 二量体脱離機
構を構造生物学的に明らかにすることを試
み、化学修飾（FACT の機能を促進すること
が知られている H2B-K123のユビキチン化）
との機能的連関性の解析を試みた。iii)は、ア
セチル基認識ブロモドメインだけでなく、
WD40 ドメイン（メチル基認識ドメイン）に
も解析を広げ、メチル化修飾からのメカニズ
ムを解析した。その戦略は既に成功を収めた
CIA を中心とした解析同様に行った（PNAS, 
2002; Nature, 2007; PNAS, 2010）。 
 
(2) ヒストンテイルの欠失変異株を作製して、
その生存能を解析したところ、驚くべきこと
に、H2A、H2B、H3の場合にはヌクレオソー
ム構造の末端まで欠失させても生存が確認
された。H2Bに至ってはヌクレオソームコア
領域の直前まで欠失させても生存が確認さ
れた。H2A、H3の場合には、ヌクレオソーム
構造内の DNA 存在領域まで欠失させると生
存はできなかった。これら H2A、H2B、H3
の示す頑強性は、頑強性と脆弱性の変遷を検
討するには適当ではないと考え、ヌクレオソ
ーム DNA の末端近くの欠失で生存が確認で
きなくなる H4 を用いて、ヒストンテイル領
域が示す細胞の頑強性の仕組みを明らかに
するために更に解析を進めた。全染色体 DNA
の MNase 感受性では野生株及びテイル欠失
株であっても大きな差は見られなかった（当
然のことながら、個々の遺伝子で調べれば差
は見られるかもしれない）。そこで野生株、N
テイル領域の欠失株（Δ5、Δ8、Δ12、Δ16）
でマイクロアレイ解析を行ったところ、増殖
能に呼応して遺伝子発現が変動する遺伝子
の数が多くなることが明らかになった。しか
し、増殖能が野生株と殆ど変わらないΔ12ま
では遺伝子発現の変動がみられる遺伝子は
少なく、修飾部位が少なくとも４カ所なくな
っても遺伝子発現の変動が見られる遺伝子
の数は少なく、遺伝子発現の高い頑強性を示

した。そこで、遺伝子発現の変動がみられる
遺伝子を幾つか選んで、様々な被修飾部位で
のヒストン修飾能を調べた。その結果、テイ
ル領域の欠失によって被修飾残基がない部
位は当然ながら修飾が見られなくなったも
のの、他の部位での修飾が変動していること
が分かった。しかも、その結果は遺伝子発現
の変動が起こったことに対しての合理的な
説明が可能な修飾の変動であった。この結果
は、ヒストン modification web 構造内で、被
修飾部位の欠失に対して頑強性の高いシス
テムが作動して、細胞の頑強性が機能的に維
持されることに寄与していると考えた。今後
は、ヒストンテイル領域の欠失に伴って起こ
る遺伝子発現との関係を、ヒストン修飾の変
動をゲノム全体にわたって解析することで、
細胞全体が示す頑強性の仕組みを明らかに
したい。 
 
(3) ヒストン H2A、H2B 及び H3 の被修飾部
位の解析を行い、各々の被修飾部位と反応系
との関係を明らかにした。 
①	
 H3-K36トリメチル化の修飾がどのような
制御を受けているかの解析を行い、ヌクレオ
ソーム DNAの entry/exit部位（H2A、H3領域）
が Set2による H3-K36トリメチル化を制御し
ていることを明らかにした。この部位が RNA
ポリメラーゼ IIとメチル化修飾酵素Set2が相
互作用するのに重要であることを明らかに
した。H3-K36 トリメチル化が伸長反応に関
わる知見と考え合わせると、ヌクレオソーム
DNA の entry/exit 領域を介して転写伸長時の
ヌクレオソーム構造変換反応が誘導される
ことが示唆された。 
②	
 H3K4脱メチル化がどのような制御を受け
ているかの解析を行い、ヌクレオソームコア
領域内の H2A 表面部位が脱メチル化酵素
Jhd2 により H3-K4 脱メチル化が制御されて
いることを明らかにした。また、Jhd2の H2A
への相互作用が H2B ユビキチン化によって
負に制御されていることも明らかにした。
H2B ユビキチン化が転写伸長反応に関わる
知見を考え合わせると、H2Aのコア領域を介
して二重の修飾、すなわち H2B-K123ユビキ
チン化、H3K4 脱メチル化により転写伸長時
のヌクレオソーム構造変換の制御反応が行
なわれていることが示唆された。以上の結果
はヒストンのテイル領域及びコア領域での
修飾とヌクレオソームコアの様々な領域と
の機能的相互作用を示す知見となった。 
 
(4) ヌクレオソームを用いて、共通サブユニ
ットの働きを解析する方法（FALC 法）を開
発し、問題を解決した。FALC法により、2 種
類の主要ヌクレオソームとバリアントヌク
レオソーム共通サブユニット H2B の分子表
面が、いずれのヌクレオソームにどのように
働いているかを明らかにした。研究の進展を
支えた発想は、共通サブユニットを個々のヌ
クレオソームにおいて特有サブユニットに



してしまうことである。具体的には、共通サ
ブユニット H2B を 2 種類の異なるヌクレオ
ソームの特有サブユニットである H2A ある
いは Htz1 につなげることで、異なる
H2A-H2B 融合タンパク質と Htz1-H2B 融合
タンパク質に変えた。その上で、それぞれの
融合タンパク質内の共通要素となる H2B 側
に変異を導入することにより、個々のヌクレ
オソームにおける H2B の個別の働きを区別
化することが可能になった。その結果、H2B 
の 123 番目のリジンへの変異は、H2A を成
分とする主要ヌクレオソームの機能を損ね
たものの、バリアントヌクレオソームへの影
響は少なかった。一方、H2B の 71 番目のア
スパラギン酸の変異は Htz1 を成分とするバ
リアントヌクレオソームの機能を損ねたが、
主要ヌクレオソームへの影響は少なかった。
つまり、共通サブユニット H2Bの示す主要ヌ
クレオソームあるいはバリアントヌクレオ
ソームにおける働きの特定に成功した。 
	
 
(5)遺伝子重複という繰り返し配列が形成さ
れる現象に着目することで、上述の問題点を
乗り越えることができると考えた。遺伝子重
複が起こった直後、重複した部分の塩基配列
は同一だが、時間経過とともに遺伝子の変異
がランダムに起こり、繰り返し配列の各々に
変異が蓄積する。そこで、1 つの遺伝子内に
起こった重複により生じた２つの繰り返し
配列の間に生じた配列の差（dDRと名付けた）
を調べることで、遺伝子重複が起こってから
経過した時間を予見できることに気づいた。
すなわち、「一つの遺伝子内に起こった重複
後、経過する時間が長いほど繰り返し配列の
差は大きくなっていく」という関係を利用す
るというものである。この方法により、dDR
の数値が大きい遺伝子ほど祖先遺伝子から
の進化的距離は大きくなっていることがわ
かる。更に、この方法は計算が単純で容易で
あるだけでなく、結果的に内部標準を用いて
いるので外部標準を必要せず、対象とする遺
伝子グループ全体を一度に比較できる。した
がって、今回開発した解析法は、前述した解
析が不可能だとされていた分子進化の３つ
の弱点を全て克服できる。今回の解析法を細
胞の状態を決定的に決める「転写システム」
で開始反応を引き起こすのに中心的な役割
を果たすTBP及びTFIIBが両分子共に分子内
に繰り返し配列を有することを利用して、以
下の知見を得た。 
①	
 真核細胞の TBPや TFIIBよりも古細菌の
TBP や TFIIB の dDR 値が小さく、古細菌の
TBPや TFIIBが祖先型の TBPや TFIIBに近い
性質を持つことが明らかになった。 
②	
 古細菌の中でもメタン菌の TBP や TFIIB
が最も小さい dDR値を持つため、約 30億年
前に誕生したと推定されるTBPやTFIIBに最
も近い性質を持つことが明らかになった。 
③ dDR値を大きさの順に並べることで、TBP
の祖先は酸性度が高く、徐々に塩基性度が増

していき、現存の多細胞真核生物が誕生した
のではないかと考えられた。 
④ TBPの dDR値がゼロの時に TFIIBの dDR値
が正の値であったこと、すなわち TFIIBには
点変異がすでに蓄積していたことから、
TFIIBが TBPよりも早い時期に転写システム
に加わったことが推測された。このことから、
約 30 億年前の古細菌及び真核生物の祖先生
物の転写システムは、DNA上に TBPが先に
結合して転写が起こるといった現存生物が
持ち合わせるシステムでなく、現存生物の転
写システムとは異なる転写システムであっ
たことが明らかになった。この結果は、現存
生物にとって基盤となるシステムは多様な
種であっても保存されていることから、「太
古のシステムは現存システムとほぼ同一で
あろう」と現在に至るまで長い間想像されて
いた考えを覆し、約 30 億年前において「転
写システム」は、劇的な進化的変遷を起こし
たと推測できた。 
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