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研究成果の概要：報告者らが行ったヒト染色体プロテオーム解析において染色体高次構造への

関与が推定された BP74 をターゲットの一つとして研究を進め、免疫沈降法などにより相互作

用タンパク質を網羅的に同定した。また、BP74 と相互作用することが分かった HP1 との相互

作用パラメータを物理化学的手法により決定した。さらに、BP74 の立体構造決定と組換ヒト

染色体タンパク質を用いた実験から、BP74 がクロマチン高次構造形成へと繋がるクロマトソ

ーム構造形成を担っていることが判明した。本研究により染色体プロテオーム解析で同定され

た染色体を中心とする相互作用ネットワークを明らかとすることに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初以前の 4 年間、報告者らは染

色体構造解明の第一歩として従来から未解
明であった構成要素のカタログ化を行って
きた。染色体の単離手法の開発、タンパク質
抽出、分離法の開発、および質量分析装置を
用いた同定によりヒト染色体のプロテオー
ム解析を行ってきた。その結果 200 種類以上
の染色体タンパク質の同定に成功した。更に、
比較プロテオーム解析および局在解析を進
め、染色体タンパク質を 4 グループに分類し

た染色体タンパク質 4層モデルを新たに提唱
した。この染色体プロテオーム解析から、染
色体蛋白質の質量の大部分はヒストンによ
って占められており、その他の染色体蛋白質
の存在量はヒストンの 1/10 にも満たないた
め、染色体構造はヒストンからなるクロマチ
ン繊維を基本としているものの、30nm ほど
の太さのクロマチン繊維を更に折りたたみ
高次構造形成へと導くようなタンパク質は
存在しないことが明らかとなった。従来から
高次構造への関与が指摘されていたトポイ
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ソメラーゼ IIαやコンデンシンサブユニット
も同定されたが、存在量から考えると幾つか
想定される高次構造ブロックの中でもより
高次の構造形成に関与する事が分かった。プ
ロテオーム解析ではこうした従来から知ら
れている染色体構造タンパク質 20 種類に加
え、染色体構造に関与する可能性が高い新規
タンパク質を 10 種類見いだした。これらの
新規染色体タンパク質の染色体構造におけ
る役割を他の研究者と協力し、GFP 融合タン
パク質の動態解析やRNAi等の細胞生物学的
手法により進めていた。 
 
２．研究の目的 
高等真核生物において DNA は塩基性タン

パク質であるヒストンと相互作用し、クロマ
チン繊維を形成する。ヒトの DNA は 2m に
も及ぶがコンパクトに折りたたまれ間期で
は 20μm 程の核にうまく収納されている。
そして、細胞分裂期にはクロマチン繊維は更
に凝縮し数μm 程の分裂期染色体を形成す
る。染色体形成はゲノム情報を娘細胞に正確
かつ均等に配分するために必須である。染色
体が発見されてから既に100年以上が経過し、
これまでに形態学的観点から幾つかの染色
体モデルが提唱されているが、染色体の高次
構造に関する情報は限られている。特に、染
色体を構成タンパク質から解析した研究例
は少なく、近年、ようやく染色体タンパク質
の構成が報告者らにより明らかとなったば
かりである。 

本研究では以下に述べる方法により染色
体タンパク質の相互作用ネットワーク解析
を行う。染色体高次構造への関与が推定され
た 30 種類の染色体構造タンパク質をターゲ
ットに絞り、免疫沈降法などの生化学的手法
により各タンパク質の相互作用関係を定性
的に理解する。更に染色体タンパク質同士の
親和性、化学量論などの相互作用パラメータ
を物理化学的手法により定量的に解明する。
また、組み換えヒト染色体タンパク質から再
構築したヌクレオソームやクロマチンを用
いて各タンパク質のクロマチン高次構造形
成における役割を構造生物学的観点から解
明する。研究期間の 3 年間で各染色体タンパ
ク質の相互作用関係を把握し、細胞生物学的
結果と併せることで染色体高次構造構築原
理を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）塩処理を用いた特定の染色体タンパク
質の同定 

異なる塩濃度に単離した染色体をインキ
ュベートとし、染色体の形態の変化を観察し、
染色体構造が大きく変化する塩濃度を見出
す。染色体構造が大きく変化する塩濃度で解
離したタンパク質を質量分析を用いて網羅

的に解析し、構造変化に関与する可能性があ
るタンパク質を特定する。 
（２）特定の染色体タンパク質の免疫沈降に
よる相互作用タンパク質の同定 
塩処理により解離したタンパク質につい

て 2段階免疫沈降法（TAP 法）を実現する発
現系を構築し、相互作用タンパク質を質量分
析を用いて同定する。 
（３）相互作用タンパク質との in vitro 相
互作用解析 
同定されたタンパク質同士の相互作用を解
析するため、複数のタンパク質の大量発現・
精製系を構築し、組換タンパク質を準備する。
得られたタンパク質について、報告者が多く
の実績を持つ超遠心分析などの物理化学的
手法を用いて染色体タンパク質間相互作用
を定量的に解析する。 
（４）BP74 の立体構造解析と染色体高次構造
形成における役割の解明 
BP74 のヒストン H1 ドメインについて NMR

を用いて立体構造解析を行う。また、in vitro
で再構築したヌクレオソームやクロマチン
を用いて、標的とする染色体タンパク質の構
造的役割を解明する。 
（５）相互作用タンパク質同士の in vivo ネ
ットワーク解析 
同定されたタンパク質と他の染色体タン

パク質との関係を、RNAi 法条件での局在解析
により解明する。これにより細胞内での染色
体タンパク質同士のネットワークに関する
情報が得られる。 
 
以上より、染色体タンパク質間の相互作用よ
ネットワークおよび構造形成における機能
的役割が解明する。 
 
４．研究成果 
本研究の結果、以下が明かとなった。 
（１）塩処理を用いた特定の染色体タンパク
質の同定 
0.4MNaCl 条件で染色体が膨化し、その際に

リンカーヒストン H1 が染色体から解離する
ことが判明した（図 1）。また、40 種類以上
の染色体タンパク質が染色体から解離する 

図１ 0.4MNaCl で染色体は膨化する 
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ことも分かった。プロテオーム解析の手法に
より、解離した 44 種類のタンパク質の網羅
的同定に成功し（図 2）、その中に染色体タン
パク質 BP74が含まれていることが分かった。
なお、BP74 は報告者らのプロテオーム解析に
より既に同定されており、ヒストン H1 様ド
メインを持ち、ヘテロクロマチンタンパク質
HP1 と相互作用することが知られている。 

図 2 同定した解離染色体タンパク質 
 
（２）特定の染色体タンパク質の免疫沈降に
よる相互作用タンパク質の同定 
複数の染色体タンパク質について TAP法を行
い、それぞれの染色体タンパク質の相互作用
パートナーの同定に成功した。本報告書では
BP74 の TAP 法による解析結果を記載する。 

 
プロテオーム解析の結果、20 種類の特異的相
互作用タンパク質の同定に成功した（図 3）。
同定したタンパク質にはヒストンバリアン
トやセントロメアに局在するタンパク質も
含まれていた。 

図 3 同定した BP74 相互作用タンパク質群 
 
（３）相互作用タンパク質との in vitro 相
互作用解析 
BP74と相互作用するタンパク質としてHP1に
ついて解析を進めた。HP1 および BP74 の双方
について大量発現・精製系を構築し、大量調
製を行った。プルダウン法により、これらの
タンパク質は直接相互作用しており、さらに
変異体を用いた実験から HP1のトリプトファ
ン 174が相互作用に中心的な役割を果たして
いることが判明した。また、超遠心沈降平衡
法による実験から両者の相互作用が確認さ

れ、平衡定数と化学量論を決定することにも
成功した。 
 
（４）BP74 の立体構造解析と染色体高次構造
形成における役割の解明 
BP74の 15N,13Cラベル体を用いてNMRによ

り立体構造決定を行った（図 4）。決定した立
体構造をトリヒストン H1（H5）と比較すると
骨格は類似しており、加えてαヘリックスが
1本多く存在することが明らかとなった。 
 BP74 のクロマチン構造への寄与について
は、組換ヒトヒストンを用いて再構築したヌ
クレオソームと BP74 のゲル電気泳動アッセ
イにより BP74 はヌクレオソームに結合する
ことが分かった。また、MNase 解析から BP74
は、ヌクレオソームより高次の構造であるク
ロマトソームストップ構造の形成に寄与し
ている事が分かった。 

  図 4 決定した BP74 の立体構造（左）と 
トリヒストン H1 の立体構造（右） 

 
（５）相互作用タンパク質同士の in vivo ネ
ットワーク解析 
BP74 の RNAi を行ったところ、細胞分裂期

に異常が観察された。そこで、染色体分離に
関わる複数のセントロメア・キネトコアタン
パク質について抗体を用いた局在解析を試
みた。HP1 についてはわずかに局在パターン
の変化が観測されたものの、他のタンパク質
については、特に大きな局在パターンの変化
は観測されなかった。 
 
以上の研究により、BP74 はリンカーヒスト

ン H1 と同様にクロマチンの DNA リンカー部
分に結合し、更に HP1と相互作用することで、
クロマチン高次構造構築のための相互作用
ネットワークを形成していることを明らか
にすることが出来た。本研究の結果は、クロ
マチン高次構造に複数のタンパク質が直接
関与していることを構造および相互作用か
ら解明した初めての例で、染色体構造形成に
寄与するタンパク質同士のネットワーク解
析に新たな道を開く成果である。 
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