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研究成果の概要（和文）：ヒストン H2A-H2B と相互作用しヌクレオソームの構造変換に関与

する FACT の構造−機能相関を明らかにするために、FACT の結晶構造解析を試みた。結晶構

造解析の遂行に必須である大量かつ高純度の FACT の調製に成功した。ヒストンに関しても高

純度かつ長期間保存可能な精製サンプルの大量調製法を確立した。精製した FACT とヒストン

が相互作用することを確認し、動的光散乱法を用いて両者を安定に混合可能な条件を探索した。

この結果に基づいて結晶化のスクリーニングを進めている。 
 
研究成果の概要（英文）：FACT, which interacts with the histone H2A-H2B complex, is known 
to be involved in nucleosome assembly/disassembly. In order to reveal the molecular 
mechanism of nucleosome assembly/disassembly, crystal structure analysis of FACT was 
initiated. In the present study, we have established a method that can give about 7 mg of 
highly purified FACT from 1L culture of insect cell SF+. In addition, a purification method 
of histone proteins was improved. We confirmed that the purified FACT interacts with the 
histone proteins. To establish a proper condition for preparing the FACT-histone complex 
without forming aggregates, solution conditions of the FACT-histone complex were 
investigated by the dynamic light scattering method. On the basis these results, we are 
making an effort to obtain crystals of the FACT-histone complex. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞生物のゲノム DNA は、ヒストン八

量体（4種類のヒストン蛋白質 H2A, H2B, H3, 

H4 がそれぞれ 2分子ずつ含まれる）に DNA が

巻き付いたヌクレオソーム構造を形成して

おり、転写などの DNA に対する反応は抑制さ

れている。このため、発生・分化の過程や環

境の変化に応じて必要な時期に必要な遺伝
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子を発現させるためには、ゲノム上の特定箇

所のヌクレオソーム構造をいったんほどい

て DNA と酵素群の反応を可能にし、反応後に

ヌクレオソームを再形成させる分子機構が

必要となる。ヒストンと相互作用をしてヌク

レオソーム構造の形成•破壊を促進する因子

群は、ヒストンシャペロンと呼ばれている。

ヒストンシャペロンが関与するヌクレオソ

ーム構造変換は幾つもの分子が関わる複雑

な過程であるため詳細は不明であるが、大ま

かには H2A-H2B の解離／集合の過程と H3-H4

の解離／集合の２つの過程に分けられる。 

 ヒストン H3-H4の解離／集合の過程に関し

ては、我々の構造生物学的研究がブレークス

ルーとなり、この過程に関する構造的な基盤

が与えられた（Natsume et al., Nature 

(2007)）。この結果に基づき、我々はヌクレ

オソームの半保存的複製モデルや、アセチル

化依存的なヌクレオソーム構造変換の分子

機構を提唱してきた。 

 FACT は、ヒストン H2A-H2B の解離／集合の

過程に関与するヒストンシャペロンとして

同定され、多くの生物学的・生化学的解析が

進められてきた。その結果、FACT は、ヒスト

ン H2A-H2B との相互作用を介して転写や DNA

複製／ヌクレオソーム複製に関与すること

が示唆されている。FACT が H2A/H2B だけでは

なくヒストン H3/H4とも相互作用することも

明らかになり、CIA と FACT との協調的な作用

も示唆されている。しかし FACT の立体構造

解析は一部のドメインを除いて進んでおら

ず、H2A-H2B の解離／集合の過程の分子メカ

ニズムは未だ不明である。 

 
２．研究の目的 
 ヒストン H2A/H2B の集合と解離とに関与

するヒストンシャペロン FACT の機能解析を

立体構造の基づいて進めるために、FACT を含

む 複 合 体 （ FACT-H2A/H2B 複 合 体 、

FACT-H2A/H2B-H3/H4 複合体）の結晶構造解析

を行うことを本研究の目的とした。これらの

FACT 複合体の構造が決定できれば、既知の

CIA-H3–H4 複合体等の立体構造情報や、種々

の生化学的、生物学的実験結果を組み合わせ

ることで、ヌクレオソーム構造変換の分子機

構の研究が大きく前進すると考えられる。 

 
３．研究の方法 
 結晶構造解析を成功させるためには、目的

タンパク質を高純度かつ大量に用意するこ

とが必要で、この段階が以降の研究の正否を

左右する。そこで本研究においては、高純度

の FACT および複合体形成の相手であるヒス

トンを大量に準備する段階に最も力を注い

だ。タンパク質の精製系が確立した後には、

得られた試料が結晶化に適した状態にある

かどうかを、物理化学的方法を用いて確認し

つつ、結晶化条件のスクリーニングを行った。

具体的には、以下に示すように（１）FACT の

大量発現・大量精製法の確立および FACT の

結晶化、（２）ヒストン試料の大量発現・精

製法の改良、（３）FACT-ヒストン複合体の結

晶化、複合体試料調製条件の最適化に関して

研究を進めた。 

（１）FACT の大量発現・大量精製法の確立お

よび FACT の結晶化 

 Spt16（120kDa）と SSRP1（180kDa）の 2種

類のサブユニットから構成されるヒストン

シャペロン FACTの組換え蛋白質の生産には、

昆虫細胞-バキュロウィルス発現系を用いた。

N末に His-タグを付与した Spt16 とタグを持

たない SSRP1の両サブユニットの全長が共発

現するように構築したバキュロウィルスを

使用した。ウィルスを純化した後に、感染力

価が 1×108 pfu/mL 以上になるまで増幅させ

たものを発現に用いた。昆虫細胞株、培地、

培養方法には、スケールアップが容易なもの

を採用した。また、FACT 発現量が 1L 培養の



細胞あたり 10mg 以上になるようにウィルス

の添加量と感染時間とを最適化した。精製法

の確立に際しては、結晶化に用いることを前

提として、昆虫細胞 1L の培養から高純度な

FACT を数 mg 以上得られること、5L 培養分の

細胞からの精製にスケールアップが可能で

あること、精製の全工程を 3日以内に行える

ことを目標とした。静的／動的光散乱などの

物理化学的手法を用いて溶液中における試

料の存在形態を分析しつつ、得られた試料を

用いて結晶化条件をスクリーニングした。 

（２）ヒストン試料の大量発現・精製法の改

良 

 以前、独自に開発したヒストンの精製方法

を用いれば、ヒストン H2A-H2B、ヒストン

H3-H4、ヒストン八量体のいずれの試料も数

十 mg のスケールで精製することは可能にな

っていた。しかし、その方法で得られた試料

には、ヒストンに対して数％(w/w)の核酸が

残存しており、これが原因となって試料を安

定な状態で保存することができないという

問題があった。また、ヒストンと FACT を混

合した際に残存核酸と FACT が非特異的に相

互作用して、FACT が沈殿してしまうという問

題が発生することも予想された。そこで核酸

を可能な限り除去することを目指し、ヒスト

ンの精製方法を改良した。 

（３）FACT-ヒストン複合体の結晶化、複合

体試料調製条件の最適化 

 高純度な FACT とヒストンとが相互作用し

て複合体を形成するかどうかを確認し、その

後に結晶化条件のスクリーングを行った。ま

た、目視による観察では、FACT とヒストンと

を混合した際に微小な沈殿や凝集体が存在

するかどうかを検出することができない。こ

れらの凝集体は、結晶化の阻害要因になるた

め、このような凝集体が生じないような条件

を探索することが必要である。そこで、FACT

とヒストンを混合した際に沈殿や凝集体が

ほとんど発生せずに複合体が形成される条

件を動的光散乱分析法で探索した。得られた

結果を複合体再構成条件にフィードバック

し、結晶化条件のスクリーニングを行った。 

 
４．研究成果 

（１）FACT の発現条件を最適化し、1L 培養

あたり 20mg 以上の組換え FACT 蛋白質を発現

する細胞を調製することに成功した。さらに

この FACT 高発現昆虫細胞を、一度に 10L 培

養することが常に可能となるような体制を

整えた。FACT の精製では、初期精製に Ni-ア

フィニティカラムを用いた後、3 種類のカラ

ムによる精製工程を加え、各カラム精製の条

件を最適化した（表１）。その結果、精製開

始後 2 日以内に 1L 培養分の昆虫細胞から

FACT蛋白質を7mg以上得ることが可能な精製

系の確立に成功した（表１）。 

 

表 1. FACT の精製過程 

 

 

 SDS-PAGE（図１）、ゲル濾過カラムクロマ

トグラフィー、静的光散乱法等を用いて純度

や分子量等を分析したところ、得られた試料

は高度に精製できていること、FACT はゲル濾

過カラムの溶出体積から予想されるヘテロ

四量体ではなく Spt16 と SSRP1 のヘテロ二量

体であることが分かり、FACT は球状ではなく

棒状に長く伸びた形態を溶液中でとってい

ることが示唆された（図２）。この蛋白質を

用いて、結晶化のスクリーニングを開始した。

幾つかの条件で結晶が得られたが、放射光実



験施設において予備的な回折実験を行った

結果、ほとんどが結晶化溶液に含まれる低分

子の結晶であることが分かった。 

 

 

図１ 精製 FACT の SDS-PAGE 

 

 

図２ ゲル濾過クロマトグラムと分子量分析結果 

 

（２）以前に独自に開発していたヒストンの

精製法に改良を加え、サンプル中に残存する

核酸を可能な限り除去できる精製法を確立

した。その結果、ヒストン H2A-H2B、ヒスト

ン H3-H4、ヒストン八量体のいずれの試料に

おいても、一度の精製で数十〜数百 mg の高

純度な試料が得られるようになった（図３）。

また、精製サンプル内への残存量を低減させ

た結果、精製したヒストンの長期保管が可能

になった。FACT のように安定性に問題がある

タンパク質を複合体として結晶化する際に

は、物理化学的に均一な複数のタンパク質を

同時に準備するという点が最も難しく、かつ

実験の成否を左右する。今回の技術的な達成

により、ヒストンの長期保存が可能となった

ため、FACT とヒストンとの複合体の結晶化を、

物理化学的に安定なサンプルを用いて行う

ことが容易に可能となった。 

 

 

図３ 精製ヒストンの SDS-PAGE 

 

（３）高純度な FACT とヒストンが相互作用

して複合体を形成することをプルダウンア

ッセイにより確認した（図４）。 

 

 

図４ FACT とヒストンの相互作用解析 

 

 そこで、FACT とヒストンとを混合して複合

体溶液を調製し、結晶化条件のスクリーング

を行った。その結果、いくつかの条件で結晶

が得られたが、放射光を用いた X線回折実験

の結果、これらの結晶は全て緩衝液などに含

まれる低分子性の結晶であることが明らか



になった。 

 結晶化の過程で別の問題も明らかになっ

た。FACT とヒストンを混合すると場合によっ

ては沈殿が生じることがあるなど、複合体サ

ンプルの挙動が一定せず不安定であること

がわかってきた。このような状況では、再現

性のある実験結果は望めない。そこで、FACT

とヒストンを混合した際に沈殿や凝集体が

ほとんど発生せずに安定に複合体が形成さ

れる条件を確立し、それを基に複合体試料を

調製して結晶化条件のスクリーニングを行

なうことにした。 

 

図 5 FACT-ヒストン複合体の動的光散乱解析 

 

 種々の条件の緩衝液に対して蛋白質試料

を加えて動的光散乱分析を行い、得られた粒

子径分布によって、沈殿や凝集体の発生を評

価した。pH 4.0 および 4.8 の酢酸緩衝液を用

いた場合は、FACT のみの添加で直ちに白濁が

生じた。他の pH 5.9〜8.3 の緩衝溶液中では、

多くても全タンパク質量の 1 割強(w/w)しか

凝集体は生じなかった。pH 5.9〜8.3 の緩衝

溶液中に存在する FACT にヒストンを加えて

分析した結果、ヒストン H2A-H2B、ヒストン

H3-H4、ヒストン八量体のいずれを用いた場

合でも、pH 5.9 のクエン酸緩衝液か pH 7.2

の HEPES 緩衝液を用いた条件が、FACT-ヒス

トン複合体の形成に適していると考えられ

た。得られた情報を参考にしながら複合体試

料を調製し、結晶化条件のスクリーニングを

引き続き行なっている。 
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