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研究成果の概要（和文）：ニワトリ DT40 細胞株を用い、遺伝子破壊法を駆使してクロマチン構
造構築因子群の欠損変異株を作製して、CAF-1 依存性の急速なヌクレオソーム会合は細胞分裂
と DNA 複製に必須であること、HDAC2 は EBF1, Pax5, Aiolos, Ikaros, E2A 遺伝子の発現制御
を介して、IgM H 鎖と L鎖の遺伝子発現をコントロールしていること、GCN5 と BCR シグナリン
グは ICAD と IAP2 の減少とカスパーゼの活性化を介して、未熟 B細胞のアポトーシス誘導に協
調的に関与していることなどを明らかにした。 
 
 
研 究 成 果の 概 要 （英 文 ）： To clarify individual roles of chromatin structure 
changing-related factors in higher eukaryotic cells, we generated systematically a number 
of chicken DT40 mutant cell lines, respectively, lacking each of appropriate genes.  By 
analyses of these mutant cells, we obtained important results as follows.  (1) 
CAF-1-dependent nucleosome assembly is essential in DNA replication and cell 
proliferation via its interaction with PCNA.  (2) HDAC2 regulates indirectly gene 
expressions of IgM H- and –L chains via opposite controls of gene expressions of EBF1, 
Pax5, Aiolos plus Ikaros, and E2A.  (3) GCN5 and BCR signaling regulate cooperatively 
pre-mature B cell apoptosis through both increases of caspase-3 and caspase-8 activities 
and decreases of ICAD and IAP2. 
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 １．研究開始当初の背景 



 真核細胞のクロマチン構造は多様な構造・
動態をとり、DNA の関与する複製、転写、修
復、組換えなどの DNA の関与する多彩な細胞
機能の発現を制御する。この構造の多様性を
規定する多くの要因の中で、ヒストンのアセ
チル化は最も重要な要因の１つであり、多種
類のヒストンアセチラーゼ(HAT)とデアセチ
ラーゼ(HDAC)によって可逆的に触媒され、ク
ロマチン構造を局所的に変換する。研究開始
当初には、ヒストン修飾酵素は酵母の転写調
節因子の GCN5 や RPD3 のホモログであること、
PCAF などの転写因子複合体構成タンパク質
が HAT 活性を持つこと、HDAC 活性も転写因子
複合体として転写制御に係っていること、
HATおよびHDACはクロマチンアセンブリーに
も関与していることなどが明らかにされて
いた。しかし、高等真核細胞における個々の
HATやHDAC及びCAF-1などの生理機能につい
てはほとんど不明であった。 
 
２．研究の目的 
 高等真核細胞のクロマチン構造の構築や
変換と細胞機能との係り合いを明らかにす
るため、本研究は主に、コアヒストンのアセ
チル化に基づくクロマチンの構造変換機構
とヌクレオソームアセンブリー機構の２つ
に焦点を絞って、具体的にはこれらに関与す
るクロマチン構造構築因子群の構造機能を
分子レベルで解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 高等真核細胞で唯一、高頻度でターゲッ
ト・インテグレーションを起すニワトリ Bリ
ンパ細胞株 DT40 を用いて、ジーン・ノック
アウト法を駆使して、HAT (GCN5, PCAF, HAT1), 
HDAC (HDAC2, HDAC3), クロマチンアセンブ
リファクター(CAF-1, ASF1),転写制御因子
(E2A, Aiolos),種々のヒストンバリアントな
どの欠損変異株を系統的に作製した。得られ
た一連の変異株を分子生物学的、細胞生物学
的、生化学的手法で詳細に解析することによ
って、これら因子群の構造機能を明らかにし
た。 
 
４．研究成果 
 高等真核細胞のクロマチン構造の構築・維
持・変換に関する分子機構を解明するため、
それに関与する重要因子である CAF-1, 
ASF1,  GCN5, HAT1, HDAC2, HDAC3, E2A, 
Aiolos,ヒストンバリアント等の DT40変異株
を作製・解析して、以下のような成果を得た。 
（１）細胞増殖に必須な CAF-1 の各サブユニ
ット p48, p60, p150 の欠損はいずれも S 期
進行の遅延、DNA 合成能低下などを伴って死
滅する。細胞増殖には p150 と p60, PCNA の
結合は必須であるが、HP1 との結合は必須で
なかった。（２）DNA 複製阻害剤（HU や APH

等）で誘起される S期チェックポイントキナ
ーゼ Chk1 の活性化は CAF-1 非存在下で顕著
に減少し、DNA 複製チェックポイントを介し
たシグナル伝達に CAF-1 それ自体か、CAF-1
による新生 DNA 鎖上での rapid ヌクレオソー
ム形成が重要な役割を果たしている可能性
が示唆された。（３）ASF1 は CAF-1 と同様に
細胞増殖に必須であり、その欠損は DNA 合成
能低下を伴う S 期進行の遅延、multipolar 
spindles の形成などを伴って死滅する。増殖
には ASF1 と CAF-1p60, HIRA との結合は必要
でなかった。（４）HAT1 は細胞質のヒストン
H3-H4 を含む複合体の integrity をコントロ
ールすることを明らかにした。HAT1 は細胞質
の新生ヒストン H4 の Lys-5, Lys-12 と共に
クロマチン結合性ヒストン H4 の Lys-5 のア
セチル化も触媒すること、DNA 複製とカップ
ルしたクロマチンアセンブリーには必要で
ないこと、MMS や CPT による DNA 複製阻害で
誘起される DNA障害の修復に関与することな
どを明らかにした。（５）rH2AX と Rad51 パ
ラログ Xrcc3 は相同組換え DNA 修復機構にお
いて協調的に機能する。（６）HDAC3 の切断
と細胞質への再局在は細胞のアポトーシス
過程において重要な役割を果たす。（７）
HDAC2 は EBF1, Pax5, Ikaros, Aiolos, E2A
の各遺伝子の発現制御を介して、IgM H/L 
chains の遺伝子発現をコントロールしてい
る。（８）６個存在する H1 ヒストンバリア
ントの１つである H1R は DNA 損傷に対する
応答反応に関与する。（９）GCN5 と B 細胞受
容体 (BCR) シグナリングは、ICAD と IAP2 の
減少およびカスパーゼ活性の活性化を介し
て、未熟 B細胞のアポトーシス誘導に協調的
に関与する。（１０）E2A は survivin, IAP2, 
caspase-8 の各遺伝子の転写制御を介して、
BCR シグナリング依存性の未熟 B細胞のアポ
トーシス機構の微細な制御に関与する。（１
１）Aiolos 欠損はミトコンドリアからのチ
トクローム c の遊離を促進することを介し
て、BCR シグナリング依存性の未熟 B細胞の
アポトーシスを増大させる。（１２）６個の
ヒストン H1 (12 copies) を全て欠損した 
null mutant はヌクレオソーム構造に変化を
及ぼす。（１３）クルクミンは U937 細胞で
p47-phox, p67-phox の蓄積を介して、レチ
ノイン酸誘導性のスーパーオキシド産生活
性を劇的に促進する。 （１４）CAF-1 欠損に
より特異的に変化するヒストンアセチル化
部位を２カ所明らかにした。これらのアセチ
ル化ヒストンは核内で共局在して foci を形
成した後、広がる。このことは CAF-1 を介し
たヌクレオソーム形成に強く依存した特異
的なゲノム領域が存在し、複製に共役した正
確なヌクレオソーム形成がエピジェネティ
ク修飾の維持に極めて重要であることを示
している。（１５）内在性 ASF1 遺伝子の両



アレルに種々の点変異をノックインで導入
した ASF1 機能低下変異株の作成を試み、ヒ
ストン結合能の低下したある種の点変異株
において ASF1 機能低下変異株を得た。この
点変異により DNA 合成能の低下、S 期の遅延
が起こり生育速度は低下するが、生存可能で
あった。本変異株を用いて DNA 損傷応答、組
み換え能等を検討したところ、X線による G2, 
S 期チェックポイントや相同組換え能の影響
はほとんど認められないものの、ある種の損
傷剤（エトポシド）に対する感受性は顕著に
増加した。 
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