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研究成果の概要：本研究ではヒストン複合体解析を通してクロマチン形成の分子機構、および

動的なクロマチン制御を介する細胞機能の解明を目指した。酵母をモデル系として、様々な条

件下におけるヒストン複合体を精製し、ヒストン相互作用因子ネットワークとそのダイナミク

ス解析を行った。酵母やヒトのヒストン複合体を比較することでクロマチン形成の共通の分子

基盤と戦略のバリエーションが示唆された。また、ヒストンシャペロン FACT が複製や転写だ

けでなく、よりグローバルにヒストン H2A/H2B をクロマチンから解離させるという興味深い

結果を得た。 
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１．研究開始当初の背景 

 クロマチン情報は一過的な遺伝子発現調
節に重要な役割を果たすだけでなく、細胞分
裂後も維持されることにより、エピジェネテ
ィクス機能を持つことが明らかとなってき
ている。 
 研究開始当初においても、国内外において

「ヒストンコード」に代表される詳細な化学
修飾やリモデリング複合体などクロマチン
制御解析が活発に行われていた。また、S 期
におけるヒストンの染色体への挿入は、DNA
複製機構と同様に厳密に制御されるべき事
象であり、癌などにおけるゲノム不安定化と
も密接に関わることが明らかとなりつつあ
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った。しかし、クロマチン制御は可塑的かつ
ダイナミックであることから、その動態につ
いて、分子機構から細胞機能、さらには高次
生命システムを理解することが枢要課題の
１つとなると思われた。 
 研究代表者は、ヒト培養細胞において、各
種ヒストンをクロマチンに挿入する装置を
精製する独自の実験手法を確立していたが、
エクトピックにエピトープタグを付加する
という技術的な問題と、がん化している培養
細胞では、前述したゲノム安定性など厳密な
制御が既に破綻していることが懸念された。 
 そこで、本研究課題においては、分子遺伝
学的な解析も容易な酵母をモデル系として、
ゲノム上の目的遺伝子に直接タグを付加し
て、その複合体を精製した。複合体構成因子
の同定とその機能について解析することで、
ダイナミックなクロマチン制御ネットワー
クを網羅的・統合的に理解できることが期待
された。さらに、クロマチン構造は DNA 複製
や転写、DNA 修復といった様々な制御と密接
に関わるため、ヒストンと相互作用する因子
群をそれぞれ機能複合体として解析するこ
とが重要であると考えられた。複合体精製を
機能ネットワークの生化学的スクリーニン
グとして捉えることで、クロマチン制御複合
体の生理機能の理解に繋げることを試みた。 
 

 

２．研究の目的 

 本研究はヒストン及び、クロマチン関連複
合体解析を通してクロマチン形成やエピジ
ェネティック情報維持の分子機構、および動
的なクロマチン制御を介する細胞機能の解
明を目指すものであり、具体的に次の課題を
遂行した。 
 課題１：複合体精製法によるヒストン相互
作用因子ネットワーク解析：分子遺伝学的手
法も容易な酵母をモデル系として、種々のヒ
ストン複合体の機能解析を進めることを目
的とした。ヒストンと相互作用する全ての因
子を同定すると同時に、それらの生理機能を
生化学的、遺伝学的に解析する。ヒストン結
合因子についても同様の解析を進めること
により、俯瞰的にヒストン相互作用因子群を
スクリーニングする。また、細胞周期やスト
レス応答時における一過的な相互作用につ
いても細胞固定によるヒストン複合体スナ
ップショット系を確立することによりダイ
ナミックなクロマチン制御の分子基盤に迫
る。 
 課題２：生理的クロマチン再構成系の構
築：課題 1で同定されるクロマチン制御複合
体の生理的機能を in vitro アッセイシステ
ムを構築することにより解析する。複合体同
士の機能的相互作用についても検討するこ
とで、生理的クロマチン再構成系の構築を目

指す。生理的クロマチン再構成系は、クロマ
チン構造形成だけでなく、クロマチン上で起
こる転写や複製等の分子メカニズムを理解
する上で必須であると考えられた。 
 

 

３．研究の方法 

 出芽酵母、分裂酵母ゲノムの各種ヒストン
遺伝子に直接 FLAG/HA エピトープタグを付
加し、生理的条件に近い低塩条件や各種薬剤
添加時などにおけるヒストン複合体のダイ
ナミクス解析を行った。精製したヒストン複
合体の生化学的特性について、Glycerol 密度
勾配遠心法や構成因子の抗体を用いた相互
免疫沈降法などによりヘテロジェネイティ
を検討した。それぞれ単一の複合体の構成成
分を質量分析により同定するとともに、構成
因子についても複合体解析を行うことによ
り、機能的相互作用ネットワークの理解を
試みた。 
 また、一過的な相互作用についてはフォ
ルムアルデヒド細胞固定によるヒストン複
合体スナップショット系を確立することに
より、ダイナミックなクロマチン構造形成
とヒストンメタボリズム制御機構の解明を
目指した。 
 生理的クロマチン再構成系は、クロマチン
形成だけでなく、クロマチン上で起こる転写
や複製等の分子メカニズムを理解する上で
必須であるが、ヒストン複合体の構成成分と
して検出されなかった既存のヒストンシャ
ペロンについては、それぞれエピトープタグ
を付加した細胞株を構築し、それぞれ機能複
合体として精製することを試みた。 

 S 期におけるヒストンの染色体への挿入は、
DNA 複製機構と同様に厳密に制御されるべき
事象であり、癌などにおけるゲノム不安定化
とも密接に関わることが明らかとなりつつ
ある。S 期以外においてもヒストンはダイナ
ミックにクロマチン構造を変換させ、遺伝子
発現や DNA 修復など様々な DNA メタボリズム
に関与する。細胞周期依存的なヒストン複合
体を解析することで、制御因子や特異的修飾
などを明らかにするとともにヒストン複合
体のダイナミクスについても解析した。また、
UVや化学物質等によるDNA損傷修復時におけ
るヒストン複合体の変化を解析することに
より，ダイナミックなクロマチン構造変換に
ついても新たな知見が得られると期待した。 
 

 

４．研究成果 

 分子遺伝学的手法も容易な酵母をモデル

系として、種々のヒストン複合体の機能解析

を進めた。出芽・分裂酵母のヒストン遺伝子

および数種のクロマチン関連因子にエピト

ープタグを付加して複合体精製を行った。精



 

 

製した各種ヒストン複合体について、グリセ

ロール密度勾配遠心法によりヘテロジェネ

ィティ等を詳細に検討した。 

 出芽酵母、分裂酵母、ヒトから精製したヒ

ストン H3/H4 複合体が異なり、Asf1 以外のい

わゆるヒストンシャペロンの存在に顕著な

違いが見られた。このことは、クロマチン形

成の共通の分子基盤と戦略のバリエーショ

ンを示唆するものと考えられる。現在、出芽

酵母において、それらヒストンシャペロン因

子群についてもエピトープタグを付加した

株を構築しており、複合体同士の分子機能に

ついて、in vitro 再構成系を用いて検討して

いるところである。生理的クロマチン再構成

系は、クロマチン形成だけでなく、クロマチ

ン上で起こる転写や複製等の分子メカニズ

ムを理解する上で必須であると考えている。 

 また、ヒストン遺伝子の 3’UTR 領域の新
たな機能や大量発現による複合体形成異常
などダイナミックな制御システムを理解す
る上での問題点を浮き彫りにした。細胞周期
依存等の一過的な相互作用や比較的弱い相
互作用について解析を進めるため、細胞固定
によるヒストン複合体スナップショット系
を確立した。 

 また、出芽酵母の主要 H2A と H2B について
は hta1,hta2 および htb1,htb2 遺伝子全てに
ついて精製を行った結果、複合体のヘテロジ
ェネイティはあるものの主要な H2A-H2B 複合
体には、ヒストンシャペロンである Nap1 や
カリオフェリン Kap114 に加えて Spt16-Pob3 
(FACT)が主要構成因子として含まれていた。  
 FACTは転写中などにヒストンH2A/H2Bをヌ
クレオソームから解離させる活性を持つこ
とが in vitro で示されていたが、転写阻害
剤等を含めた各種薬剤の影響について解析
した。さらにフォルムアルデヒド固定をはじ
めとした様々な条件下において、精製を行う
複合体スナップショット解析計を構築した。
その結果、酵母においてヒストンシャペロン
FACT が複製や転写だけでなく、よりグローバ
ルにヒストン H2A/H2B をクロマチンから解離
させるという興味深い結果を得た。ヒストン
ダイナミクスとその生理的機能について現
在解析を進めており、論文投稿準備中である。 
 機能単位として複合体を解析することは
プロテオミクスと生物学的機能解析の両方
の特性を併せ持ち、細胞の分子機能を明らか
にする強力なアプローチとなる。俯瞰的にヒ
ストン相互作用因子機能ネットワークの探
索を行うことは単なるプロテオミクスによ
るカタログ作りではなく、将来的により有機
的な生命機能システム構築を目指す分子基
盤としても捉えられる。網羅的にある一定の
条件で全てのタンパク質について複合体精
製を行う場合は巨大プロジェクトとならざ

るを得ず、実際に世界中でタンパク質相互作
用のデータベース化は進んでいる。しかし、
重要なのはそれらの相互作用の生理的意義
であり、如何にして細胞機能と結びつけるか
が鍵であることに間違いないであろう。本研
究において確立した機能複合体解析法は、他
の研究分野においても応用可能であり、新旧
の解析手法を組み合わせるだけでない新研
究領域の創造など大きな波及効果も期待さ
れる。また、当然これらの研究成果は、基礎
生命科学における知的好奇心を満足させる
だけでなく、将来的にポストゲノム時代の医
療やバイオテクノロジー技術開発のための
シーズとなることも期待される。 
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