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研究成果の概要（和文）：ヘテロクロマチン形成因子のChp1とSwi６のクロモドメインの溶液中の

構造をNMRで解析した。Chp1のクロモドメインのN末の天然変性領域はヒストンH3の9番目のリシ

ンのメチル化体と複合体を形成してヘリックスを誘導し、その部位がセントロメアのncRNAと相

互作用をすることを見出した。またヒストンH2A/H2Bへテロ2量体を含むヒストン多量体について

天然変性状態のヒストンテイル構造についてMSとMDで解析し、更にヒストンH2A/H2Bへテロ2量体

の単独の溶液構造とヒストンシャペロンNAP1のC末の天然変性状態の酸性ドメインとの相互作用

構造をNMRで解析した。 
 

研究成果の概要（英文）：Here, we have examined dynamical structures of intrinsically 

disordered proteins including heterochromatin-related proteins, Chp1 and Swi6 in addition 

to histone multimers by NMR and MS. The chromodomain (CD) of a heterochromatin 
-related protein, Chp1, possesses novel RNA-binding activity as well as histone 
H3K9me3-binding activity. NMR revealed that the presence of a small helix in the 
N-terminal outside region of Chp1 CD bound to histone H3K9me3. Addition of cen 
RNA led to chemical shift changes of amide protons for residues within this helix and a 
C-terminal helix in Chp1 CD. In addition we revealed the solution structure of H2A/H2B 

and its complex with the C-terminal disordered acidic domain of histone chaperone Nap1.  
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１．研究開始当初の背景 

転写関連因子やクロマチン関連因子など
の真核生物の核内タンパク質においては必
ずしも結晶中の構造が水溶液中の構造を反
映していない場合が多く、特に水溶液中では
単独では全くランダムで相手と出会うこと

により一部が構造を形成する天然変性タン
パク質が知られるようになってきた。 

 

２．研究の目的 

クロマチン関連因子や転写関連因子の複
合体形成における天然変性状態の役割と動
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的構造を NMR 法を用いて解明する。 

 

３．研究の方法 

本研究では、クロマチン関連因子としてヘ
テロクロマチン関連タンパク質やクロマチ
ン構成因子であるヒストンの動的構造を解
析する。また神経特異的転写抑制因子 NRSF
の相互作用についても動的構造を基に創薬
基盤技術を開発するとともに基本転写因子
の TFIIE の相互作用構造なども解析する。特
に相互作用における天然変性状態の役割及
び特異的複合体における認識様式の普遍性
を NMR の動的構造解析の立場から解明する。 
 
４．研究成果 
ヘテロクロマチン形成因子の Chp1、Hp1α、

Swi６のクロモドメインの溶液中の構造を解
析した。分裂酵母のヘテロクロマチン関連因
子 Chp1 はヒストン H3の 9番目のメチル化リ
シン(H3K9me)に結合すると共に ncRNAと相互
作用してヘテロクロマチンを確立する。Chp1
のクロモドメインが H3K9me を認識するが、
H3K9me複合体中でクロモドメインのN末にあ
る天然変性領域で短いヘリックス形成が誘
導され、その部位がセントロメアの ncRNA と
相互作用をすることを始めて見出した 
(Mol.Cell:2012)。図１に示すようにそれま
で報告されていた結晶構造ではクロモドメ
インの N 末部位は削除されていた。クロモド
メインの N 末に存在する天然変性領域が
ncRNA との相互作用上重要な役割を担ってい
る事を明らかにした。 
 
図１．Chp1 クロモドメインの構造 

 
図 2．クロモドメインのポテンシャル比較 

更に酵母でヘテロクロマチンの維持に関
与する Swi6 のクロモドメインのフリーの構
造を解析し、Swi6 のクロモドメインは ncRNA
と相互作用しないことを図２に示すように
静電ポテンシャルの比較から確認した。 

また哺乳類のSwi6のホモログであるHP1の

クロモドメインのN末にある天然変性領域が

リン酸化されると、H3K9meとの結合が強くな

る。リン酸化体と非リン酸化体ではクロモド

メイン部分の立体構造は同じであったが、リ

ン酸化によりN末の天然変性領域の動的挙動

が変化した。 

 

図３．HP1クロモドメインの構造 

大腸菌発現系を用いてH2A/H2Bへテロ2量体

およびH3/H4ヘテロ4量体、H2A/H2B/H3/H4の各

2量体のヒストンオクタマー、オクタマーと

146塩基対のDNAとの複合体のヌクレオソーム

について、試料調製を行い各々MSで試料の同

定を行った。 

図4に示すようにヒストンH2A/H2Bへテロ2

量体とH3/H4のヘテロ4量体の構造をMD計算で

求めた。各ヒストンのN末やC末の天然変性領

域はフレキシブルであったがヒストンフォー

ルドの構造はヌクレオソーム中と同様に保持

されていた。次にH2A/H2BとH3/H4の構造をイ

オンモビリティMSで解析した。解析の結果図5

に示すようにMSの実験条件化である真空中で

は2種類のコンフォマーが存在した。 

図４.H2A/H2BとH3/H4のMD計算構造 



図５．ヒストンのイオンモビリティMS 

さらに15N,13C,2Hでラベルしたヒストンを

調製し溶液中のH2A/H2BのNMR測定を行った。

H2A/H2Bは溶液中ではヒストンフォールドの

構造はH2AとH2Bの各々で保存されていたが、

ヌクレオソーム中と異なりH2AのN末のへリッ

クスとC末のへリックスの構造は壊れていた。 

 

図６．H2A/H2BのNMR構造 

さらにH2A/H2BとヒストンシャペロンNAP1

との相互作用をNMRで解析した。NAP1のC末の

酸性ドメイン単独でヒストンH2A/H2Bと相互

作用した。酸性ドメインは天然変性状態のひ

も状で、アスパラギン酸に富む領域とプロリ

ン/チロシン領域が別々にヒストンH2A/H2Bの

表面の2箇所で相互作用をしていた。アスパラ

ギン酸に富む領域はH2AのN末領域に結合しヌ

クレオソーム中と同様にヘリックス形成を誘

導した。またNAP2の酸性ドメインとH2A/H2B

との相互作用もNMRで解析した。NAP1の酸性ド

メインに比べて結合は弱く、その原因はNAP1

で2箇所あった相互作用部位の内の1箇所だけ

で相互作用部したためである事が分かった。 

ラベルしたヒストンを用いてヌクレオソー
ムコアの 900MHz 固体 NMR の測定を行なった。 

基本転写因子 TFIIE のαサブユニットの C

末酸性ドメイン(AC-D)のフリーの構造と、

TFIIH の p62 サブユニットの PH ドメイン

（PH-D）との複合体構造を NMR で決定した。

AC-D のフリーの構造は、酸性領域に富んだ N

末が天然変性状態であった。複合体中でフリ

ーのときと同じ構造であったが、フリーのと

きに天然変性状態であった N 末酸性領域は、

PH-D の塩基性アミノ酸に富んだ領域と相互

作用をして伸びた構造をとり、さらに一部が

β鎖を形成し PH-D と分子間でβシートを形

成した。静電的相互作用に加え AC-D のフェ

ニルアラニンとバリンが PH-D の疎水性ポケ

ットに特異的に結合していた。AC-D と PH-D

相互作用面の一部は、がん抑制遺伝子産物

p53の転写活性化ドメインとPH-Dとの相互作

用部位と重なっていた。  

さらに、基本転写因子 TFIIEαβの全長構

造を NMR で解析した。主鎖シグナルの比較か

ら、TFIIEαのコアドメイン、TFIIEαの AC-D、

および TFIIEβのコアドメインは TFIIEαβ

全長中でも、単離して解析したドメインと同

一の構造を保持していることを示した。転写

開始前複合体形成時に TFIIE が長く伸びたフ

レキシブルな領域で TFIIHを広範囲に渡って

探索し、末端の AC-D で p62 PH-D を特異的に

認識するリクルート機構が提唱される。エレ

クトロスプレーイオン化質量分析（ESI-MS）

を用いてヒト TFIIF がヒト TFIIE の場合と同

様にそれまで言われていたα2β2 ヘテロ四

量体ではなくαβヘテロ二量体であること

を示した。 

神経特異的抑制因子 NRSF の N 末ドメイン

とコリプレッサーSin3のNMR複合体構造に基

づいて、NRSF との相互作用を阻害する化合物

の同定を NMR により行った。NRSF が標的であ

る神経疼痛モデルマウスで共同実験を行っ

たところ、2 つの化合物が神経疼痛に効果が

あり、その治療候補化合物として PCT 出願を

行った。更に繊維筋痛症モデルマウスで NRSF

結合阻害化合物の効果を見たところ繊維筋

痛症にも治癒効果が確認され特許出願を行

った。 

Sin3 と NRSF の N 末の転写抑制ドメインの

複合体構造を共同研究で MD 計算によるシミ

ュレーションを行った。NRSF の転写抑制ドメ

インは単独では NMR 的には天然変性タンパク

質であるが、MD 的には、ランダムな構造、伸



びた構造、ヘリカルな構造、ターン構造と

様々な構造間の動的平衡であった。また、

各々の構造が標的である Sin3 に結合し遭遇

複合体を形成し、結合したあとで誘導適合に

より構造が変化し最終的には NMR 構造に落ち

着くことが分かった。 
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韓国・Structural Research Center for 

Innovative Drug 

Development(2012.7.6). 

2. Nishimura Y, Shimojo H, Kawaguchi 

A, Okuda M, Moriwaki Y, Iizumi K, 

Nagadoi A., Structural biology on 

Chromatin － related proteins,  The 

4th Asia-Pacific NMR Symposium 

(The 4th APNMR Symposium) アジ
ア-太平洋 NMR シンポジウム、中国・
Beijing Central Garden 

Hotel(2011.10.16-19). 

3. Nishimura Y., Structural biology on 

chromatin － related 

proteins,Symposium on the Structure 

and Folding of Disease Related 

Proteins, Structural Research Center 

for Innovative Drug Development, 韓
国・ソウル国立大学(2011.7.7-10). 

4. 西村善文、Eukaryotic nuclear IUPs (真
核生物の核内天然変性タンパク質 )、
2010 KRIBB Conference on Structural 

Bioinformatics(2nd Asia-Pacific 

symposium on Intrinsically Unfolded 

Proteins),  韓国・大田（ KRIBB ）
(2011.1,12-15). 

5. 西 村 善 文 、 NMR studies on gene 

regulation-related proteins: intrinsic 

disordered states and drug 

screening.Korean Magnetic Resonance 

Society Meeting(KMRS：韓国磁気共鳴
学会)、韓国・釜山 (2010.6.21-23).  

6. Okuda M, Nagadoi A, Komatsu M, 

Nishimura Y., Intrinsically Disordered 

Transcription-related Proteins, 第 3 回
アジア -太平洋 NMR シンポジウム
（APNMR）、韓国・Ramada Plaza Jeju 

Hotel(2009.10.25-28).  

 

 

〔産業財産権〕 
○出願状況（計 2 件） 
名称：神経選択的転写抑制因子 NRSF に特異
的に結合する mSin3B に結合する化合物の
利用 
発明者：西村善文、長土居有隆、平尾優佳、
五嶋良郎、山下直也、植田弘師、宮田直樹、
鈴木孝禎、平石龍大 

権利者：公立大学法人横浜市立大学、公立大
学法人名古屋市立大学、国立大学法人長崎大
学 

種類：2010-27066 

番号：PCT/JP2011/52710 
出願年月日：2011/2/9 
国内外の別：国外 
 
名称：線維筋痛症の予防または治療薬 
発明者：西村善文、植田弘師 

権利者：公立大学法人横浜市立大学、公国立
大学法人長崎大学、PRISM BioLab株式会
社 

種類：2012-267599 

番号：A11178 
出願年月日：2012/12/6 
国内外の別：国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
よこはま NMR 構造生物学研究会 
http://www.tsurumi.yokohama-cu.ac.jp/yn
mr/ 
構造エピゲノム研究会 
http://www.tsurumi.yokohama-cu.ac.jp/se
gc/ 
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