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研究成果の概要（和文）：真核生物のゲノムDNAは、クロマチンと呼ばれる高次のタンパク質-DNA複合体として
存在しており、近年、クロマチンの構造と動的性質が、遺伝子の機能制御に重要であることが示されている。そ
こで本研究では、このようなクロマチンの構造と動的性質の基盤を理解するために、多様なヒストンバリアント
や修飾を含むヌクレオソームをモデル系として試験管内で再構成した。そして、それらを用いた構造生物学およ
び生化学を中心とした研究を通して、ゲノム機能を担う様々なクロマチン構造の実体を解明した。これらの研究
を通して、真核生物でのDNA機能発現の分子機構が明らかになってきた。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotes, genomic DNA is compacted as chromatin, which is formed as the
 higher ordered protein-DNA complex. Recent evidences suggested that versatility of the structures 
and dynamics of chromatin is essential for gene regulation. However, the mechanism by which the 
chromatin dynamics regulates eukaryotic genes has not been elucidated yet. The purpose of this study
 is to elucidate the structures and dynamics of fundamental unites of chromatin. To do so, we have 
established in vitro methods for chromatin reconstitution. We then performed X-ray crystallography, 
X-ray and neutron scattering, and cryogenic electron microscopy with the reconstituted chromatin 
samples. We also performed the biochemical, cell biological, and genomics approaches. We then 
revealed many important aspects of chromatin to understand the molecular mechanism for genomic DNA 
function in eukaryotes.

研究分野：クロマチン、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物では、ゲノム DNA はヌクレオソ
ームを基盤構造として、クロマチンとして
高密度に折り畳まれて細胞核に収納されて
いる。クロマチンは、ダイナミックに構造
変換することで、生命現象に応じた遺伝子
の機能制御を担っていると考えられている。
ヌクレオソームのタンパク質成分はヒスト
ンであるが、ヒストンには特徴的な機能を
持つと考えられているバリアントが多数存
在することが知られている。これまで、ヒ
ストンの多彩な翻訳後修飾が注目されてき
たが、それらに加えて、ヒストンバリアン
トが、遺伝子発現、DNA 複製、DNA 修復など
の調節に重要な役割を果たすことが明らか
になってきた。これまでに研究代表者は、
ヒストンH3バリアントであるH3TやCENP-A
を含むヌクレオソームの立体構造解析に成
功し、これらのヌクレオソームが物理化学
的に不安定であり、通常のヌクレオソーム
と比較して特徴的な構造を形成しているこ
とを見出してきた。これらの研究結果は、
ヒストンバリアントが、ヌクレオソームの
動的性質を大きく変化させることを示して
おり、ヒストンバリアントによって形成さ
れる、動的性質の異なる多様なヌクレオソ
ーム構造こそが、“動的クロマチン構造”の
基盤となっているという着想を得た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、独自のヒストン精製系及び
ヌクレオソーム再構成系によって、多様な
ヒストンバリアントや修飾を含むヌクレオ
ソームを動的クロマチンのモデル系として
試験管内で再構成する。そして、それらを
用いた構造生物学および生化学を中心とし
た研究を通して、動的クロマチン構造の実
体を解明し、クロマチンによる DNA 機能発
現の分子機構を解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 動的クロマチン構造の最小単位としての
ヌクレオソームを理解するために、未解明の
種々のヒストンバリアントを含むヌクレオ
ソームの再構成を行う。そして、ヒストンバ
リアントを含むヌクレオソームの立体構造
解析を、X 線結晶構造解析法、X 線小角散乱
解析法、クライオ電子顕微鏡法などによって
行う。得られた構造情報は、分子シミュレー
ションのグループと連携してダイナミクス
解析を行う。次に、高次クロマチンのモデル
系として、ヌクレオソームを複数個つなげた
ポリヌクレオソームを試験管内で再構成し、
ヒストンバリアントを含むポリヌクレオソ
ームの高次構造を、X 線結晶構造解析法、X
線小角散乱法、電子顕微鏡法などによって解
析する。これらの構造生物学的および生化学
的解析から得られた知見に基づいて、生細胞
イメージング、表現型解析、ゲノム解析など
を行うことで、動的クロマチン構造の機能的

役割についての知見を得る。また、染色体工
学的手法を用いて、ヒストンバリアントを特
定の染色体部位へ人為的に局在させること
により、クロマチンドメイン形成におけるヒ
ストンバリアントの機能の解析を行う。これ
ら研究を統合し、動的クロマチン構造と機能
の解明を行う。 
 
４．研究成果 
(1)ヒストンバリアント、ヒストン修飾、ヒ
ストン変異などを含むヌクレオソームの立
体構造解析  
本研究では、動的クロマチン構造の基盤と
なる多様なヌクレオソームの立体構造を決
定することが重要な課題であった。研究代表
者の胡桃坂は、本研究を開始してから終了ま
での 5年の間に、すでに解析が完了していた
ものと未発表分を合わせて計 38 種類のヌク
レオソーム構造のX線結晶構造解析を成し遂
げた。並行して、X 線小角散乱法や中性子散
乱法、クライオ電子顕微鏡によって、結晶化
が困難なヌクレオソームの立体構造解析を
も行った。これらの解析によって、新規のヒ
ストンバリアントを含むヌクレオソーム、が
ん化の進行に関与する変異体ヒストンを含
むヌクレオソーム、ヒストン修飾を含むヌク
レオソームなどの立体構造を解明すること
に成功した。さらに、立体構造解析によって
得られた構造情報を用いて分子シミュレー
ション解析を行った。以上の解析により、多
様なヌクレオソームの構造及び性質の情報
に関するデータが充実し、動的クロマチン構
造の基盤ユニットの理解が深まった。 
 
(2)ポリヌクレオソームやクロマチン機能ユ
ニットの再構成と高次構造解析 
 転写が活発に行われている遺伝子の上流
領域では、ヌクレオソームリモデリングの結
果生じる特殊なクロマチン構造“オーバーラ
ッピングジヌクレオソーム”が、形成される
ことが報告されていた。しかしその構造の実
体は明らかにされていなかった。そこで研究
代表者の胡桃坂は、クロマチン構造による遺
伝子制御機構を明らかにするために、オーバ
ーラッピングジヌクレオソームを、精製した
ヒストンとDNAを用いて試験管内で再構成し
た。得られたオーバーラッピングジヌクレオ
ソームを高純度に精製し、その立体構造を X
線結晶構造解析によって決定することに成
功した。そして、オーバーラッピングジヌク
レオソームは、ヒストン 6量体からなるヘキ
サソームと 8 量体からなるオクタソームが、
リンカーDNA を持たずに直接連結した、特殊
な構造体であることが明らかになった。ヒト
培養細胞を用いたゲノム解析から、オーバー
ラッピングジヌクレオソームは、転写が活発
に行われている遺伝子のプロモーター領域
付近に形成されていることが分かった。これ
らの新知見は、クロマチンによる遺伝子発現
制御メカニズムを理解する上で、重要な情報



を与えた。 
 一方で、遺伝子が不活発なゲノム領域は、
ヘテロクロマチンを形成している。ヘテロク
ロマチンには、恒常的に遺伝子発現が抑制的
である構成的ヘテロクロマチンと、発生のス
テージなどによってオン・オフが切り替わる
条件的ヘテロクロマチンが知られている。構
成的ヘテロクロマチンの主要成分として、
HP1 タンパク質が知られている。HP1 は、ヒ
ストン H3 のリジン 9 がトリメチル化された
状況のクロマチンに特異的に結合する。研究
代表者は、構成的ヘテロクロマチンの基盤構
造を解明するために、H3 リジン 9がトリメチ
ル化されたジヌクレオソームを再構成し、そ
こに精製したHP1タンパク質が結合した状態
の高次複合体の調製法を確立した。そして、
構成的ヘテロクロマチンの基盤ユニットの
立体構造を、クライオ電子顕微鏡法によって
解明することに成功した。その結果、構成的
ヘテロクロマチンでは、HP1 が 2 分子のヌク
レオソームをブリッジするような形状で結
合することで、基盤構造ユニットを形成して
いることが明らかになった。さらに、従来考
えられていたモデルとは異なり、構成的ヘテ
ロクロマチンでは、HP1 はリンカーDNA には
直接結合しておらず、比較的開いた構造を形
成していることが明らかになった。これらの
発見によって、ヘテロクロマチンによる遺伝
子抑制のメカニズムを理解するために必須
の情報を提供した。 
 分担者の堀は、細胞生物学的解析によって、
セントロメア領域に特異的なヒストンバリ
アント CENP-A を含むヌクレオソームが、通
常型の H3 ヌクレオソームに隣り合って存在
することを見いだした。このことは、ヒスト
ンバリアントを含むヌクレオソームのクロ
マチンにおける並び順が、ゲノムの機能制御
に重要であることを示唆した。そこで胡桃坂
は、精製したモノヌクレオソームを DNA リガ
ーゼによって連結することで、デザインした
並び順でポリヌクレオソームを再構成する
手法を確立することに成功した。本手法によ
って再構成したポリヌクレオソームの立体
構造解析を、現在クライオ電子顕微鏡解析に
て進行中である。 
 
(3)クロマチンドメイン形成におけるヒスト
ンバリアントの機能 
 本領域での共同研究を通して、新規のヒス
トンバリアントを多数同定し、それらの構造
と機能の解析を行ってきた。新規ヒト H3 バ
リアントである H3.6、H3.7、H3.8 の構造と
機能解析を、X 線結晶構造解析、生化学的解
析、ゲノミクス解析を併用して行い、これら
新規ヒストンバリアントのヌクレオソーム
形成能や立体構造を解明し、それらの細胞で
の機能的役割の理解を深めた。ヒストンバリ
アントは、ゲノム機能制御に重要であるが、
その機能を発揮するために、特定のクロマチ
ン領域に取り込まれる必要がる。このヒスト

ンバリアントによるクロマチンドメインの
形成機構を明らかにするために、研究代表者
の胡桃坂は、ヒストンシャペロンの機能解析
を行なった。その結果、機能未知のヒストン
シャペロン tNASP が、ヒストンバリアント
H3.3 を特異的にアッセンブリーする活性を
有することを示した。また、染色体分配に重
要なクロマチンドメインであるセントロメ
ア形成機構の解明を目指し、セントロメア形
成に重要である CENP-B の CENP-A ヌクレオソ
ームとの結合様式を in vitro 及び in vivo
の再構成系を用いて解析した。その結果、
CENP-B と CENP-A との間に特異的な相互作用
が存在することなどを明らかにした。さらに、
がん細胞において、過剰発現したヒストンバ
リアント CENP-A が H3.3 とハイブリッドを形
成するという新知見から、CENP-A/H3.3 ハイ
ブリッドヌクレオソームの再構成を行い、そ
の立体構造解析に成功した。分担者である堀
は、胡桃坂との共同研究により、DNA 結合活
性を有するセントロメアタンパク質
CENP-T-W-S-X へテロ 4量体が、DNA を機能的
に折りたたむことを見いだした。加えて、セ
ンロメア領域特異的に H4リジン 20のモノメ
チル化が集積していることを見いだした。現
在、CENP-A ヌクレオソームに特異的に起こる
H4 リジン 20 のモノメチル化の反応機構の解
明を目指して、研究代表者の胡桃坂と共同し
て構造生物学的解析およびゲノミクス解析
を遂行中である。 
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