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研究成果の概要： 
 
染色体クロマチンの構造変換に関わる複合体の構造と機能を解明するため、タンパク
質複合体の再構成に資する大腸菌内共発現ベクター系を構築した。また、ヒストン修
飾酵素とヒストン、阻害剤を複合体化させ、ヒストン脱メチル化酵素 LSD1 の結晶構造
を解明した。さらにヒストンシャペロン Asf1 に対する 2種類のシャペロン複合体を構
造解明し、両結合因子が Asf1 に対して類似した結合様式をもつことを見出した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,600,000 0 1,600,000 

 ２００８年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,100,000 450,000 3,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトをはじめとする真核生物の生命情報
は、ゲノム DNA の塩基配列から構成され
る遺伝情報と、それに付随する後成的な
エピジェネティック情報に大別される。
遺伝情報は、個体発生や分化の制御、が
んや先天性疾患の原因となる最も基本的
な生命情報であるが、エピジェネティッ
ク情報についても、遺伝的刷り込みによ
る疾病、メチル化 DNA 認識異常による疾
病、ヒストン化学修飾異常による疾病等

の原因となり、染色体における各遺伝子
の活性状態を決める局所情報であること
から、その制御機構の解析は生命情報の
発現機構を知る上で重要である。これら
のエピジェネティック情報は、DNA の化
学修飾から成る情報と、ヒストンの化学
修飾から成る情報に大別されるが、この
うちヒストンの化学修飾についてはその
修飾の種類が多岐にわたり、遺伝子発現
や DNA 複製・修復、染色体分配などの幅
広い生命現象を調節することがわかって
きている。本研究では、ヒストン修飾酵



素（ヒストン脱メチル化酵素等）やヒス
トンシャペロンを含む染色体制御因子群
を安定な複合体として再構成し、その複
合体の構造と機能を明らかにすることを
目的としている。 
 研究開始当初の関連研究としては、最
初のヒストン脱メチル化酵素 LSD1 が
2004 年に発見され、その後、ヒストン脱
メチル化酵素 LSD1 に対する結合サブユ
ニットの機能解析（Wysocka et al. Cell 
122, 654, 2005; Metzger et al. Nature 
437, 436, 2005）およびその構造解析
（Stavropoulos et al. Nat. Struct. Mol. 
Biol. 13, 626, 2006）、さらに異なる反
応タイプのヒストン脱メチル化酵素
JMJD2の発見（Whetstine et al. Cell 125, 
467, 2006）およびその構造解析（Chen et 
al. Cell 125, 691, 2006）が報告されて
いた。さらに国内からの関連研究は、ヒ
ストン脱メチル化酵素LSD1のSWIRMドメ
インの構造・機能解析（Tochio et al. 
Structure 14, 457, 2006）が発表された
状況にあった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、染色体・クロマチン高次構
造の維持変換に関わるヒストン修飾・脱
修飾酵素や、ヒストンシャペロン、転写
調節因子群やその分解に関わる複合体を
再構成すること、さらにそれらのタンパ
ク質複合体の立体構造と機能を解明する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
染色体制御に関わるタンパク質複合体を
再構成するために、大腸菌内で共発現す
る新規ベクターセットを開発する。さら
に、共発現・共精製や複合体化効率の条
件検討を通して、結晶構造解析に適した
複合体を調製する。さらに、得られたタ
ンパク質複合体について、結晶化とＸ線
結晶構造解析、または NMR 解析によりそ
の立体構造情報を取得する。 
 
４．研究成果 
 
(1)タンパク質複合体再構成のための新
規共発現ベクター系の開発 
染色体制御に関わるタンパク質複合体を
効率的に再構成するため、大腸菌内で複
数のサブユニットを共発現させる系を構
築・改良し、各サブユニットの発現条件
と可溶化条件、およびそれらの複合体化
条件を生化学的に検討した。 
 最初に、遺伝子組換えで非特異的な切

断を起こしにくい 8 塩基認識等の制限酵
素 9 種類の特異的な切断認識配列を含む
マルチクローニング部位を含むクローニ
ングベクターを作成し、このベクターに
挿入した遺伝子を大腸菌内で共発現させ
るために複製開始点の異なる 3 種類の発
現ベクターを作成した（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、これらのベクターシステムの発現条
件を検討した。タンパク質複合体を再構成
するための試行セットを検討した結果、
転写因子のプロテアーゼ分解に関わる 7
成分複合体を再構成することに成功した。 
複合体構成成分の 1 サブユニットにヒス
チジンタグ配列を付加し、Ni アフィニテ
ィー精製により溶出した結果、6-7 成分
を stoichiometric に含む複合体の構成
パターンが検出された（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)ヒストン脱メチル化酵素 LSD1 の構
造・機能解析 
染色体制御機構に関わる中心的な成分は
ヌクレオソームの主要コンポーネントで
あるコアヒストンである。ヒストンの翻



訳後修飾が認識・脱着される分子機構を
明らかにするために、ヒストン脱メチル
化酵素とヒストンテイルとの複合体化を
行った。脱メチル化酵素 LSD1 とヒストン
H3 テイルおよび LSD1 に対する非特異的
阻害剤等の複合体化を検討した結果、ヒ
ストン H3 テイルの添加により LSD1 の結
晶成長が促進され、非特異的阻害剤トラ
ニルシプロミンと複合体化した LSD1 の
結晶構造を決定することができた（下図
参照：文献１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この構造解析において、非特異的阻害剤
トラニルシプロミンが LSD1 中の補酵素
フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）
に共有結合する機構を明らかにした（上
手参照）。 
 
(3)ヒストンテイル結合因子複合体の構
造・機能解析 
ヒストンテイルの修飾または配列特異的
DNA を認識するタンパク質の複合体化に
ついては、PHD ドメインや SWIRM ドメイ
ン、ブロモドメイン、および Zinc finger
ドメイン等を含む因子群に対してヒスト
ンテイルや DNA との結合解析とそれらの
複合体化を試みた。このうち PHD ドメイ
ンについては、ヒストンのメチル化修飾
に対する結合を表面プラズモン共鳴解析
によって検出し、その相互作用部位をNMR
解析によって特定化した。 

 
(4)ヒストンシャペロン Asf1 複合体の構
造・機能解析 
染色体・クロマチンの制御機構において、
ヌクレオソーム DNA 高次構造の維持・変
換は、ヒストンに対する特異的なシャペ
ロン群によって担われていることが知ら
れている。本研究においてヒストンシャ
ペロンAsf1に対する2種類の異なるシャ
ペロン複合体を再構成し、それらの結晶
構造を解明した。具体的には、Asf1 と、
クロマチン集合因子CAF-IのCac2サブユ
ニットのペプチドから成る複合体（下図
Ａ）と、Asf1 とヒストンシャペロン HIRA 
(Hip1)ペプチドから成る複合体（下図Ｂ）
の結晶構造を、それぞれ分解能 2.6Åと
2.3Åで解明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これら2種類の相互作用因子のAsf1に
対する結合様式をそれぞれ比較検討した
結果、２つのタンパク質の Asf1 に対する
結合領域が互いに一致し、Asf1 に対して
極めて類似した結合様式をもつことを見
出した（次ページの図を参照）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの結果から、ヒストンシャペロンの
CAF-I が DNA 複製依存にコアヒストン
H3.1/H4 を分子集合させる際、および、ヒス
トンシャペロンの HIRA が DNA 複製非依存に
コアヒストン H3.3/H4を分子集合させる際に、
２つのタンパク質がそれぞれ相互排他的に
ヒストンシャペロン Asf1 と結合する分子機
構が示唆された（文献２）。 
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