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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトの新規リンカーヒストンタンパク質HP1BP3が形成するクロマチン高
次基盤構造の解明を目指した。しかし、HP1BP3タンパク質を構造解析に必要な純度で大量に精製することが困難
であった。そこで、分裂酵母におけるHP1BP3の機能性ホモログを選定し、リコンビナントタンパク質として高純
度かつ大量に精製した。さらに、分裂酵母の四種類のヒストンを高純度に精製し、分裂酵母ヌクレオソームを試
験管内で再構成する系を確立した。これは分裂酵母ヌクレオソームを試験管内再構成した初めての報告例であ
る。さらに、精製したHP1BP3ホモログタンパク質がヌクレオソームに結合することを確認した。

研究成果の概要（英文）：We have aimed to determine the structure of the fundamental unit of higher 
order chromatin formed by human HP1BP3, the recently identified linker histone in human. However, it
 was difficult to purify the HP1BP3 protein at high yield necessary for the structural studies. 
Therefore, we selected the functional homolog of HP1BP3 in S. pombe. The protein was expressed as a 
soluble recombinant protein in E. coli, and purified in high quality. Furthermore, we established 
the method to reconstitute S. pombe nucleosomes in vitro. We purified the four canonical core 
histones in S. pombe (H2A, H2B, H3, and H4, which share 79%, 68%, 92%, and 91% amino acid sequence 
homology with their human counterparts). Using S. pombe histones and a 146-base-pair DNA, we 
successfully reconstituted nucleosomes in vitro. We confirmed that the HP1BP3 homolog in S. pombe 
bind the nucleosome.

研究分野：クロマチンの構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞において、ゲノム DNA はクロマ
チン構造を形成し、コンパクトに折り畳まれ
て核内に収納されている。クロマチン構造の
基本単位は、ヌクレオソームと呼ばれる構造
体である。ヌクレオソームは、四種類のヒス
トンタンパク質（H2A, H2B, H3およびH4）
二分子ずつからなるヒストン八量体の周囲
に約 150塩基長のゲノム DNAが約 1.7回巻
きついた円盤状の構造体である。ゲノムDNA
上にはヌクレオソームが数珠上に連なって
形成されており、直径 10 nmのヌクレオソー
ム線維となっている。ヌクレオソーム線維に
は、さらにリンカーヒストンをはじめとする
さまざまなクロマチン高次構造形成因子が
結合することにより、高次のクロマチン構造
が形成されている。ヌクレオソームとクロマ
チン高次構造形成因子からなるクロマチン
高次基盤構造は、ゲノム DNA を安定に核内
に収納する機能をもつだけでなく、転写因子
やクロマチンリモデリング因子、ヒストン修
飾酵素や DNA 修飾酵素などさまざまなクロ
マチン結合因子の作用によってダイナミッ
クに構造変化し、ゲノム DNA の機能発現を
制御する上で重要である。 
 ヒトのHP1BP3（HP1-binding protein 3）
は、近年、HP1に結合する因子として同定さ
れた、H1 遺伝子ファミリーに属する新規の
リンカーヒストンタンパク質である。先行研
究から、HP1BP3はクロマチン高次構造の構
築に寄与することが明らかになっている。し
かし、HP1BP3がクロマチンに結合するメカ
ニズム、および HP1BP3 の結合したクロマ
チンの高次基盤構造については明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リンカーヒストンタンパク質
HP1BP3 に着目し、HP1BP3 が形成するク
ロマチンの高次基盤構造を原子レベルで解
明することを目的とした。そのために、
HP1BP3-ヌクレオソーム複合体を試験管内
で再構成し、立体構造解析と機能解析を行う。
HP1BP3-ヌクレオソーム複合体の試験管内
再構成と構造解析に成功すれば、エピジェネ
ティックなゲノム DNA の機能発現制御機構
の解明に欠かせない「高次の機能的なクロマ
チン構造」の一端が明らかになる。 
 
３．研究の方法 
 リンカーヒストン HP1BP3 が形成するク
ロマチンの高次基盤構造を解明するために、
まず HP1BP3 をリコンビナントタンパク質
として大腸菌から高純度かつ大量に精製す
る。さらに、四種類のヒストン（H2A, H2B, 
H3およびH4）をリコンビナントタンパク質
として変性条件下で精製し、塩透析法により
ヒストン八量体の再構成を行う。大量調製し
た DNA とヒストン八量体を高塩濃度下で混
合して、塩透析法によりヌクレオソームを試

験管内で再構成し、分取用電気泳動（プレッ
プセル）によって高純度に精製する。精製し
た HP1BP3 タンパク質をヌクレオソームに
対して試験管内で滴定し、非変性ゲルを用い
たゲルシフト法により結合を解析する。さま
ざまな溶液条件やヌクレオソームの種類に
ついて検討を行い、安定な複合体を形成する
条件を見いだす。精製した複合体サンプルを
用いて X線結晶構造解析、電子顕微鏡を用い
たネガティブ染色法による構造解析、クライ
オ電子顕微鏡による単粒子構造解析などを
行うとともに、DNA フットプリント法によ
る結合解析や分析超遠心機を用いた沈降速
度解析などの生化学的解析を行う。 
 
４．研究成果 
 まず、HP1BP3をリコンビナントタンパク
質として高純度かつ大量に精製する系の確
立を試みた。発現系としては大腸菌（E. coli）
を用いた。HP1BP3を 6×His-タグを融合し
たタンパク質として大腸菌内で大量発現さ
せ、ニッケルアガロースレジンを用いてアフ
ィニティー精製を行った。その結果、
HP1BP3 タンパク質はわずかに発現し精製
できたものの、発現量が非常に低く、構造解
析に必要な量を高純度に精製することは困
難であった。培養条件（IPTG の添加量、培
養温度、培地の種類、および培養時間）につ
いて検討を行い、宿主の大腸菌についてもさ
まざまな種類を試したものの、大きな改善は
得られなかった。目的タンパク質の可溶性を
上げることで知られる多数のコンストラク
トを作製することで、HP1BP3の生産を試み
たが、著しい改善はみられなかった。今後は、
昆虫細胞や培養細胞を用いたリコンビナン
トタンパク質発現系についても試みる必要
がある。 
 ヒトの HP1BP3 をリコンビナントタンパ
ク質として高純度かつ大量に精製すること
が困難であったため、HP1BP3に相当すると
考えられる他の生物種のクロマチン高次構
造形成因子をターゲットに研究を行った。そ
の際に、まず分裂酵母（Schizosaccharomyces 
pombe）に着目した。HP1BP3のヘテロクロ
マチンタンパク質への結合能や、リンカーヒ
ストンとしての性質を考慮して、分裂酵母に
おける機能性ホモログを選定した。そして、
HP1BP3 の分裂酵母における機能性ホモロ
グ候補を、リコンビナントタンパク質として
大量に精製することを試みた。その結果、目
的タンパク質を GST-タグ融合タンパク質と
して大腸菌内で可溶性画分に大量発現させ、
グルタチオンセファロースレジンを用いた
アフィニティー精製とゲル濾過カラムクロ
マトグラフィーによる精製を行って、純度の
高いサンプルを大量に精製することができ
た。GST-タグは、精製の過程でプロテアーゼ
によって切断除去した。 
 分裂酵母における機能性ホモログ候補と
ヌクレオソームとの複合体の解析を行うた



めに、次に、分裂酵母のヌクレオソームの作
製を試みた。分裂酵母は、ゲノム構成が単純
な単細胞生物でありながらヒトをはじめと
する高等真核生物と非常によく似たクロマ
チン構造をもち、その制御機構もよく保存さ
れている。そのため、クロマチン研究におけ
るモデル生物として適しており、これまでに
分裂酵母を用いた遺伝学的・細胞生物学的解
析により多くの知見が得られている。しかし
ながら、分裂酵母に関して、クロマチンの基
本構造単位であるヌクレオソームの試験管
内再構成に成功した例はこれまでになく、in 
vitro におけるクロマチンの解析は立ち遅れ
ていた。そこで、本研究では分裂酵母のヌク
レオソームの試験管内再構成系の確立を行
った。分裂酵母のH2A, H2B, H3およびH4
のアミノ酸配列の保存性は、ヒトの H2A, 
H2B, H3, H4 と比較して、それぞれ 79%, 
68%, 92%, 91%である。まず、分裂酵母の四
種類の主要型コアヒストンを、His-タグを融
合したリコンビナントタンパク質として大
腸菌内で大量発現させ、封入体を変性剤で可
溶化した画分からニッケルアガロースレジ
ンを用いたアフィニティー精製と MonoS カ
ラムを用いたイオン交換クロマトグラフィ
ーによる精製を行って高純度かつ大量に精
製した。His-タグは、精製の過程でプロテア
ーゼによって切断除去した。精製した分裂酵
母の H2Aと H2B、あるいは H3と H4を変
性条件下で混合して、塩透析法により
H2A-H2B 複合体と H3-H4 複合体を試験管
内で再構成し、ゲル濾過クロマトグラフィー
により精製した。精製したH2A-H2B複合体
とH3-H4複合体、および 146塩基対の DNA
を高塩濃度下で混合し、塩透析法により分裂
酵母ヌクレオソームを試験管内で再構成す
ることに成功した。再構成したヌクレオソー
ムを分取用電気泳動法（プレップセル）によ
り精製した。得られたヌクレオソームサンプ
ルを SDS-PAGE により展開した結果、得ら
れたサンプルはH2A, H2B, H3, H4をすべて
等モル比で含んでおり、分裂酵母のヒストン
を用いてヌクレオソームを試験管内再構成
できることが分かった。これは、分裂酵母ヌ
クレオソームを試験管内で再構成できた初
めての例である（Koyama et al., 2017, 
Biochem. Biophys. Res. Commun.）。 
 精製した分裂酵母のヌクレオソームを用
いて、マイクロコッカルヌクレアーゼ
（MNase）による末端 DNAの消化実験を行
い、分裂酵母ヌクレオソームを構成するDNA
の末端の柔軟性を解析した。MNase は二本
鎖 DNA を切断する酵素であるが、ヒストン
に結合して安定にヌクレオソームを形成し
ている DNA を切断する活性が著しく低い。
したがって、ヌクレオソームを MNase で処
理した後の DNA 断片の長さを非変性ゲル電
気泳動で解析することにより、ヌクレオソー
ムを形成する DNA の末端の柔軟性を評価す
ることができる。ヒトのヌクレオソームをコ

ントロールとして分裂酵母ヌクレオソーム
の MNase 感受性試験を行った結果、分裂酵
母ヌクレオソームはヒトのヌクレオソーム
と比較して末端の DNA が MNase による消
化を受けやすく、末端 DNA がフレキシブル
な性質を持つことが明らかになった。 
 さらに、分裂酵母ヌクレオソームの熱安定
性試験を行った。熱安定性試験では、温度上
昇に伴うヌクレオソームからのヒストン
（H2A-H2B複合体およびH3-H4複合体）の
脱離をリアルタイムで検出することができ
る。ヒストンの脱離の検出には、SYPRO 
Orange（タンパク質の疎水性表面に非特異的
に結合して蛍光を発する蛍光試薬）を用いた。
その結果、分裂酵母ヌクレオソームでは、ヒ
トのヌクレオソームと比較してより低い温
度でH2A-H2B複合体がヌクレオソームから
脱離することが分かった。このことから、分
裂酵母のH2A-H2B複合体は、ヌクレオソー
ムから解離しやすい性質をもつことが明ら
かになった。本研究で見いだされた分裂酵母
ヌクレオソームの性質は、分裂酵母の核内に
おいて、クロマチンの構造と機能が動的に制
御される上で重要な性質であると考えられ
る。 
 最後に、精製した HP1BP3 の分裂酵母ホ
モログタンパク質とヌクレオソームを用い
てゲルシフト法による結合解析を行った結
果、HP1BP3ホモログタンパク質はヌクレオ
ソームに効率良く結合することが分かった。
今後は、この複合体を精製して X線結晶構造
解析やクライオ電子顕微鏡による立体構造
解析を行う予定である。 
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