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研究成果の概要（和文）：ヌクレオソームは染色体の最小単位で、ヒストン 4種類 8分子に DNA

が巻きついて形成されている。その構造決定は既に行われているが、DNA の転写にかかわる非

常に重要な領域であるヒストンテールの構造は示されなかった。本研究では固体 NMR を用いて

ヌクレオソーム中のヒストン分子の動的な構造解析をおこなった。ヒストンテールはランダム

コイル構造をとって運動していることが分かった。それはクロマチン形成下でも、さまざまな

機能発現を可能にしていると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells the fundamental structural unit of chromatin 
is a nucleosome core, consisting of two copies of four histones and DNA, whose 
crystalline structures have been determined. However in the crystals the N-terminal 
histone tails, which are responsible for gene regulations by their chemical 
modifications could not be well identified. Here, we have examined the structures 
of N-terminal histone tails by solid-state NMR and suggested that the histone tails 
hold flexible random coil structures, which might play significant roles in gene 
regulations. 
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１．研究開始当初の背景 
 

ヒストンは、真核生物の染色体（クロマチ
ン）を構成するタンパク質で、非常に長い分
子である DNA を核内に収納する役割を担っ
ている。ヒストンと DNA の相互作用は遺伝子

発現の最初の段階である転写に大きな影響
を及ぼしている。 
ヌクレオソームは染色体の最小単位であ

り、ヒストン八量体（ヒストンオクタマー）
に 146 bp の DNA を左巻きに約 1.65 回巻き
付いたものである。ヒストン八量体は H2A、
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H2B、H3、H4 の 4 種類のヒストン分子がそれ
ぞれ二分子ずつ集まり形成されている。 

転写が活性化されるためにはクロマチン
構造が緩み、プロモーター上の DNA はタンパ
ク質からはがされる（裸になる）必要がある。
それにはヒストンのメチル化、アセチル化、
脱アセチル化、リン酸化、ユビキチン化など
の化学修飾が発現制御に重要である。これら
の化学修飾は他のタンパク質の認識のため
のコードになっていると考えられている。こ
の生体超分子の織りなすマシナリーをすべ
て原子レベルで解明しないと遺伝子の発現
制御の機構はわからない。 

固体 NMR は、近年、急速に発展し、立体構
造やダイナミックスの解析に使われるよう
になってきている。それは固体 NMR に関連し
た技術の進歩だけではなく、X 線結晶解析や
溶液 NMRといった今までタンパク質の構造決
定法では対応できない膜タンパク質、繊維状
タンパク質、巨大なタンパク質などがターゲ
ットとなって来ているからである。 

そこで、本研究では固体 NMR を用いてヌク
レオソーム中のヒストンの動的構造解析を
おこなう。 
 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究において、固体 NMR を用いたヌクレ
オソーム（分子量 200 ｋDa）中のヒストン（分
子量110 kDa）の動的な構造解析をおこなう。
固体 NMR 法では、試料調製において結晶化、
可溶化が必要なく、溶液 NMR 法のような分子
量の限界（20 kDa）は存在しない。そこで、
これまで研究で用いられてきた X線結晶構造
解析では解析できない運動性の大きい領域
や溶液 NMRでは測定できない大きな分子量を
もつクロマチン構造について、固体 NMR 法を
適用し、ヒストンの運動性の高い領域（ヒス
トンテール）の構造の解析をおこなう。その
運動性の高い領域こそが、DNA の転写にかか
わる非常に重要な領域で、その構造を解析し、
機能発現機構の解明を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

研究代表者の所属する研究室におけるヌ
クレオソームの大量調製技術の完成を目指
した。人の H2A、H2B、H3.1、H4 からヒスト
ンオクタマーに 146 bp DNA を再構成したも
のを目的のヌクレオソームとした。また、多
次元スペクトルを得る NMR装置でタンパク質
の解析を行うためには 13C、15N といった安定
同位体を導入する必要がある。シグナルの混

雑さを減らすため、13C、15N 標識は H2A のみと
した。 
精製したヌクレオソームは基本的に溶液

に溶けている状態で存在している。そのため、
どのように固体 NMR用試料にするか検討をお
こなった。具体的には凍結乾燥法と Mg2+イオ
ンによる凝集法の 2つを検討した。 
その結果、イオン凝集法よって作成した試

料を固体 NMR により構造解析をおこなった。
試料を凍らせ、試料の運動性をなくし、固体
NMR 法の手法で 2次元 C-C 相関測定をおこな
った。また、溶液 NMR で使われる手法とマジ
ック角試料回転法を組み合わせることで、運
動性の高い領域の 2次元 H-C 相関測定をおこ
なった。 
固体 NMR 法から得られた化学シフト値、構

造を解析していかなければならないが、その
簡略化モデルとして、H2A/H2B 二量体（ダイ
マー）の解析を試みた。溶液 NMR の化学シフ
ト値と分子動力学シミュレーションから、そ
の二量体構造、ヒストンテールを評価した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
 平成 22年 9月に900MHｚ固体NMR装置の磁
場が消失し、震災の影響もあり復旧が平成 23
年 8 月になった。さらに平成 23 年 9 月にプ
ローブが故障し、平成 22 年 9 月から平成 23
年 12 月まで固体 NMR 装置を使用することが
できなかった。固体 NMR 装置が使えたのは短
い期間であったが、今後につながる重要な成
果が得られた。 
上記の固体 NMR装置が使用できない期間中

に研究代表者の所属する研究室におけるヌ
クレオソームの大量調製技術が完成し、固体
NMR 測定に十分な約 16 mg の H2A のみ 13C, 15N
標識したヌクレオソームを作成することに
成功した。 
固体 NMR 用試料を作成するために、凍結乾

燥法と Mg2+イオンによる凝集法の 2 つを検討
した。凍結乾燥法では大量の凍結保護剤を用
いることでヌクレオソームの分解が避けら
れた。一方、イオン凝集法ではヌクレオソー
ムのみでできた沈殿をえることができた。こ
の沈殿は凍結融解にも強く、クロマチン構造
のモデルとして考えられ、生物学的にも重要
である。そこでイオン凝集法を採用した。 
まず、試料を凍らせ、試料の運動性をなく

し、固体 NMR 法の手法で 2次元 C-C 相関測定
をおこなった。このスペクトルを溶液 NMR 法
で帰属した H2A/H2B二量体の化学シフト値を
マッピングしてみると非常によく重なった
（図 1）。化学シフト値はタンパク質の二次構
造をよく反映しているので、H2A/H2B 二量体
とヌクレオソームの H2Aは非常に似た構造を



 

 

とっていることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 2 次元 C-C 相関スペクトル 

 
溶液 NMRで使われる手法とマジック角試料 

回転法を組み合わせることで、運動性の高い
領域の 2次元 H-C 相関測定をおこなった。こ
のスペクトルを解析すると、ヒストンテール
はランダムコイル構造をとっていることわ
かった（図 2、図 3）。つまり、クロマチン
構造形成下でもヒストンテールは運動して
いて、さまざまな機能発現を可能にしている
と考えられた。 

こうして世界で初めてヌクレオソーム中
のヒストンの固体 NMRによる解析が成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 2 次元 H-C 相関スペクトル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3 シグナル帰属（アミノ酸単位）のマッピ

ング 

 

固体 NMR 法から得られた化学シフト値、構
造を解析していくが、その簡略化モデルとし
て、H2A/H2B 二量体（ダイマー）の解析を試

みた。溶液 NMR の化学シフト値と分子動力学
シミュレーションから、その二量体構造、ヒ
ストンテールを評価した。 
溶液NMR によって帰属されたH2A/H2B二量

体の化学シフト値から二面角を予測し、それ
を用い、ヌクレオソームの X線結晶構造をテ
ンプレートとして H2A/H2B二量体モデルを作
成した。その構造から計 100 ns 時間の分子
動力学シミュレーションを行い、それらの構
造から化学シフト値を予測した（図 4）。構造
の指標としてΔCα-ΔCβ（ΔCα、ΔCβは
それぞれのランダムコイルとの化学シフト
値の差）を用いた。この指標では 1.4ppm 以
上がαへリックス構造、-1.4ppm 以下がβシ
ートとなる。図のように、NMR による化学シ
フト値をよく再現することができた。また、
ランダムコイル構造であるヒストンテール
において、一部へリックスやシートに近い値
を示すものがあった（H2A:22 番目周辺、H2B:5
番目周辺、ヒストンテールの平均-0.8 ppm)。
このような残基は潜在的に二次構造を取り
うる領域なのかもしれない。機能としては重
要であるが、構造として扱うことが難しいタ
ンパク質の天然変性領域を扱う一つの手法
を提案することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 実測（棒）と予測（折線）の化学シフ
ト値の比較 
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