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１．研究計画の概要 
本研究においては天然変性タンパク質の動
的構造と機能制御機構の解明を行う。真核生
物の特に核内タンパク質を標的に、単独では
天然変性状態部位を持ち複合体形成に伴っ
て全体としてフォールデイングするテロメ
ア関連因子、ヒストンタンパク質、ヒストン
シャペロン、クロマチン関連因子、基本転写
因子を対象に、NMR を用いて、単独の時の動
的構造、中間体の動的構造、特異的複合体の
動的構造を解析し、天然変性タンパク質の認
識機構の普遍性を解明する。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) テロメアタンパク質TRF2の天然変性状態

のN末塩基性ドメインとテロメアDNA末端との

相互作用をNMRを用いて初めて明らかにした。

テロメアDNAは末端ではTTAGGGの繰り返し配

列からなる二重鎖DNAと3’末端突出1本鎖DNA

からなる。TRF2塩基性ドメインをSS結合で2

量体化しテロメア二重鎖DNAとテロメアDNA末

端との相互作用をNMRで解析した。2量体塩基

性ドメインは単独では天然変性状態でテロメ

ア末端DNAに結合しても特定の2次構造は取っ

ていなかったが、構造的には堅くなった。 

 (2) 組換えヒストンを発現精製しヒストン

(H2AH2B)2量体と(H3/H4)2 4量体の安定性を

nativeMSで初めて明らかにした。H2AH2Bの2

量体やH3H4の4量体は高イオン強度で安定化

し低イオン強度では各単量体に解離する事を

見出し2量体や4量体の安定化に疎水結合が重

要であることを示した。さらにH2AをPAD4でシ

トルリン化し、H2AのN末のフレキシブルなア

ームがシトルリン化されH2A/H2B複合体の構

造の安定性が増すことが分かった。 

(3) 同位体ラベルしたヒストンタンパク質

2H13C15N-H2A/2H-H2Bを用いてTROSY-NMRを測定

し、始めてH2Aの主鎖の帰属を行いH2AH2Bヘテ

ロ2量体中のH2A全長の2次構造を同定した。ヌ

クレオソームコア中のH2Aの構造と比較した

ところN末とC末のαへリックスが2量体中で

は壊れていて、N末及びC末の各々30アミノ酸

領域が天然変性状態であることが示された。 

(4) ヒストンシャペロンNAP1、NAP2とFACTの

SPT16の各酸性ドメインは単独では天然変性

状態でH2AH2Bに結合する。ヒストンシャペロ

ンとH2AH2Bヘテロ2量体との複合体中でH2Aの

互作用部位をNMRで同定した。 

(5) ヘテロクロマチン形成因子HP1αのクロ

モドメインのフレキシブル領域でのリン酸化

体の構造を初めてNMRで決定し、非リン酸化体

との構造を比較した。 

(6) RNAi介在ヘテロクロマチン関連因子Chp1

クロモドメインとRNAとの相互作用構造を始

めて解析した。 

(7)ヒストンアセチル化酵素Esa1のヒトホモ

ログのTip60のスプライシング・バリアントの

構造を初めてNMRで比較した。 

(8)基本転写因子TFIIEのαサブユニットのC

末酸性ドメインとTFIIHのp62サブユニットが

複合体構造に基づいて動的構造の解析を開始

した。 

 
３．現在までの達成度 

②おおむね順調に伸展している。 
(1)テロメア末端のDNAの3’突出1本鎖部分
の保護については TRF2 の N 末塩基性ドメイ
ンと 2量体形成ドメインの両方が重要である
事が示されていた。今回 SS 結合で 2 量体化
したTRF2塩基性ドメインと3’突出末端を含
んだテロメア DNA との相互作用を NMR で観測



しフリーでは天然変性状態で複合体では相
互作用部位で構造が硬くなっている事を初
めて見出した。 
(2)大腸菌で組換えヒストンを発現精製しヒ
ストンH2AH2B2 量体と(H3/H4)2 4 量体をMSで
安定性を評価し(H2AH2B)2 量体のアルギニン
残基のシトルリン化により安定性が増加す
る事を初めて明らかにした。 
(3)組換えヒストンの NMR 測定により
H2A/H2B2量体中のH2Aの2次構造を初めて同
定し、H2AH2B の 3 種類のヒストンシャペロン
NAP1、NAP2、FACT の SPT16 の各酸性ドメイン
との相互作用を解析し H2Aの相互作用部位を
同定する事が出来た。 
(4)ヘテロクロマチン形成因子 HP1αのクロ
モドメインのリン酸化体の構造を初めて NMR
で決定した。  
(5)クロマチン関連因子として RNAiに関連す
る Chp1 クロモドメインのフリーと H3K9me 複
合体での RNA 認識機構、Eaf3 クロモドメイン
の機能解析、CHD7 クロモドメインの機能解析、
Tip60 クロモドメインのスプライシング変
異体間での N末テイルの構造変化とその機能
解析を行って動的構造多様性の比較を行っ
ている。 
(6)基本転写因子 TFIIEα酸性ドメインと
TFIIHの p62の PHドメインとの複合体構造の
R2分散の測定を行い酸性ドメインのN末の天
然変性領域である酸性パッチで顕著な R2 分
散が観測された。 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1)TRF2 塩基性ドメイン 2 量体とテロメア
DNA 末端複合体の構造を NMR で決定し、天然
変性領域である TRF2 塩基性ドメインの動的
挙動を明らかにする。 
(2)ヒストンオクタマー(H2AH2B/H3/H4)2や
146 塩基対のDNAとの複合体のヌクレオソー
ムコアでの構造安定性をMSで評価する。 
(3)安定同位体ラベル H2B を組み込んだ
H2A/H2B2量体中のH2Bの構造解析を行い全体
構造を求め、動的挙動を解析する。またヒス
トンシャペロン NAP1、NAP2、FACT の SPT16
の各酸性ドメインについて各ラベル体で
H2A/H2B2 量体との複合体の構造解析と動的
挙動を NMR で調べる。 
(4)ヘテロクロマチン形成因子 HP1αのクロ
モドメインのリン酸化体のフリーの構造と
H3K9me 複合体構造及び非リン酸化体のフリ
ーの構造と H3K9me 複合体構造を動的挙動を
含めて NMR で比較解析する。 
(5)クロモドメインの構造的多様性と機能的
な多様性を RNAi に関連する Chp1 クロモドメ
インの認識機構、Eaf3 クロモドの機能解析、
Tip60 クロモドメインのスプライシング・バ
リアント間での構造変化とその機能解析を
行い、クロモドメインの動的構造多様性と機

能多様性の比較を行う。 
(6)TFIIEα酸性ドメインとTFIIHの p62の PH
ドメインとの複合体構造の R2 分散の測定結
果に基づいて遭遇複合体や中間体の構造を
解析し動的挙動を明らかにする。 
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