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研究成果の概要（和文）：Ｘ線・中性子溶液散乱解析から、H2A.Bモノ・ヌクレオソームのDNAは両端がヒストン8量体
からはがれていることを実証し、この性質によりH2A.Bは緩んだ状態のクロマチンが形成できることを示した。また、H
3およびH3のバリアント（CENP-A）を含むヌクレオソームが３つ連結した高次ヌクレオソーム複合体（H3-CA-H3トリ・
ヌクレオソーム）のＸ線溶液散乱解析からH3-CA-H3トリ・ヌクレオソームが通常のものに比べて開いた構造をしている
ことを示した。さらに、粗視化モデルを構築してMD-SAXS法による動的解析を行い、H3-CA-H3トリ・ヌクレオソームの
セントロメア領域おける機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Solution X-ray and neutron scattering analyses have showed that both ends of 
double stranded DNA in H2A.B nucleosome are peeled off from the histone octamer and is exposed to the 
solvent. This facilitates the chromatin takes a looser conformation than H2A nucleosome. Also, solution 
X-ray scattering analysis indicates that conformation of higher-order nucleosome complex, H3-(CENP-A)-H3 
tri-nucleosome is more opened than that of H3-H3-H3 tri-nucleosome. Furthermore, MD-SAXS analysis 
(solution X-ray scattering analysis combined with molecular dynamics calculation) using a coarse grained 
model as a tri-nucleosome has analyzed the dynamical structure of the chromatin in centromere and 
non-centromere regions at atomic resolution and elucidated the functional significance of the chromatin 
containing CENP-A nucleosome in the centromere.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
全長 2 m にも及ぶヒトゲノム DNA は、塩基性

タンパク質であるヒストン H2A, H2B, H3, H4 から
なる 8 量体（ヒストン 8 量体）に巻きついてヌクレ
オソームと呼ばれる構造体を作り、それが数珠
状に連なってクロマチン繊維体を形成している。
ヌクレオソームの構造解析については、1997 年
Richmond らはカエルのモノ・ヌクレオソームの
2.8 Å 分解能でのＸ線結晶構造解析に成功し、
ゲノム DNA とヒストンタンパク質が織りなす核内
イベントの構造生物学研究がスタートした。その
後、ヒストンバリアントを含むモノ・ヌクレオソーム
のＸ線結晶構造解析、ヒトのモノ・ヌクレオソーム
のＸ線結晶構造解析、タンパク因子が結合した
モノ・ヌクレオソームのＸ線結晶構造解析が行わ
れ、モノ・ヌクレオソームの構造生物学的研究が
進展してきた。また、我々はセントロメア特異的
なヒストン H3 バリアントである CENP-A を含むモ
ノ・ヌクレオソームのＸ線結晶構造解析、生化学
的解析、Ｘ線溶液散乱解析を行い、CENP-A モ
ノ・ヌクレオソームの DNA の末端部分がヒストン
8 量体から剥がれて揺らいでいることを見出し、
この揺らぎとセントロメア領域におけるクロマチン
構造形成との関連を明らかにした。CENP-A 以
外にも多くのタンパク質因子がセントロメア領域
でのクロマチン構造形成に関与しているが、
CENP-A モノ・ヌクレオソームに見られた DNA の
揺らぎが高次ヌクレオソーム複合体であるクロマ
チン繊維体の形成にどのように関与するかを明
らかにすることは細胞分裂期における染色体の
均等配分機構の解明に非常に重要である。しか
しながら、このような高次ヌクレオソーム複合体
は、離合集散的な振る舞いをしているので、Ｘ線
結晶構造解析とともに巨大分子の溶液構造解
析が必要である。 

一方、巨大分子の溶液構造解析で利用する
Ｘ線および中性子溶液散乱法（SAXS & SANS）
は、試料溶液にＸ線（中性子）を照射し、生じる
散乱Ｘ線（中性子）強度の角度分布から溶質分
子の形態を解析する手法として古くから用いら
れているが、近年、溶液散乱曲線から直接結晶
構造解析で得られた構造と整合した構造モデル
が得られることが示され、揺らぎの小さなタンパク
質やタンパク質複合体の低分解能溶液構造解
析に有効な手法であることが示された。しかしな
がら、大きく揺らいでいるタンパク質では、それ
ぞれのコンフォメーションをとっているタンパク質
分子からの散乱が加算（集団平均）されて観測
されるので、揺らぎの小さなタンパク質と同じよう
な方法では構造解析できない。そこで、我々は
分子動力学（MD）シミュレーションで得られる揺
らぎの情報から溶液散乱パターンを理論的に計
算し、その結果を実験で得られた溶液散乱デー
タで検証することで溶液中におけるタンパク質分
子の揺らぎの情報が復元する手法（MD-SAXS
法）を開発してきた。そして、Ｘ線結晶構造解析
で得られるタンパク質の原子構造から溶媒和分
子（水和分子）の散乱を厳密に考慮して溶液散
乱パターンを高速に計算する方法を開発してそ
の有効性を明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、細胞分裂期に重要な働きをする
染色体のセントロメア領域の高次ヌクレオソーム
複合体の構造をＸ線及び中性子溶液散乱法で
解析し、ヒストンバリアントの使い分けによる高次
ヌクレオソーム複合体の動態を解析する。 

具体的には、① 様々なヒストンバリアントを含
むモノ・ヌクレオソームおよびクロマチンモデルと
してモノ・ヌクレオソームが３つタンデムに連結し
た高次ヌクレオソーム複合体（トリ・ヌクレオソー
ム）の構造をＸ線溶液散乱法で解析し、ヌクレオ
ソーム間の距離やその揺らぎなどの構造的特徴
を明らかにするとともに、②非常に大きな揺らぎ
の解析に対応できる MD-SAXS 法を新たに開発
し、クロマチンモデルとしての高次ヌクレオソーム
複合体（トリ・ヌクレオソーム）の動的構造を解析
し、クロマチン機能との関連を明らかにする。ま
た、③注目するヒストンバリアントを特異的に重
水素化し、中性子溶液散乱法でそれらの構造
情報を選択的に抽出して、高次ヌクレオソーム
複合体を構成するタンパク質因子の構造と機能
を解析する。 
 
３．研究の方法 

本研究では、まず、H2A ヒストンのバリアント
（H2A.B）を含むモノ・ヌクレオソームを調製し、Ｘ
線・中性子溶液散乱を測定し、ヒストンバリアント
の違いによるヌクレオソームの形状変化を解析し
た。 

次に、クロマチンを模倣した高次ヌクレオソー
ムとして、H3 ヒストンおよび H3 ヒストンのバリアン
ト（CENP-A）を含むモノ・ヌクレオソームが３つタ
ンデムに連結したトリ・ヌクレオソームを調製し、
それぞれＸ線溶液散乱を測定して、ヒストンバリ
アントの違いによるトリ・ヌクレオソームの形状変
化を解析した。 

さらに、Ｘ線溶液散乱を測定したトリ・ヌクレオ
ソームを粗視化モデルで近似し、長時間の分子
動力学計算を行い、測定したＸ線溶液散乱デー
タにベストフィットする構造アンサンブルを求める
ように MD-SAXS 法を改良し、ヒストンバリアント
の違いによるトリ・ヌクレオソームの動的構造の
変化を解析した。 

さらに、MD-SAXS 法によりヒストンバリアントの
違いによるトリ・ヌクレオソームの動的構造を解析
し、その違いから CENP-A を含むトリ・ヌクレオソ
ームがなぜセントロメア領域に局在してセントロメ
ア領域のマーカーとして機能するかを解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) H2A バリアント（H2A.B）を含むモノ・ヌクレオ
ソームの中性子溶液散乱解析 
H2A.B は転写や DNA 修復・複製が行われてい
るクロマチン領域に一時的にヌクレオソームを形
成し、その役割を果たしていると考えられている。
H2A.B モノ・ヌクレオソームは通常の H2A モノ・
ヌクレオソームと生化学的な性質が異なるため、
立体構造に大きな違いがあるものと推測されて



いるものの、結晶構造は明らかにされていなか
った。これまでの X 線小角散乱解析から、通常
の H2A モノ・ヌクレオソームでは 146bp の DNA
がヒストン 8 量体にしっかりと巻きついているのに
対し、H2A.B モノ・ヌクレオソームでは DNA の両
端の 20 から 30bp がヒストン 8 量体からはがれて
大きく揺らいだ状態にあることが示唆された（下
図参照）。そこで、中性子溶液散乱実験を行い、
溶媒の重水と軽水の比を変え、溶媒とヒストンお
よび溶媒と DNA の散乱のコントラストを変化させ
ることにより、ヌクレオソーム中のヒストンと DNA
の散乱を別々に観測し、SAXS では得られない
個々の成分の構造情報を取得することにした。
その結果、H2A.Bモノ・ヌクレオソームのDNAは
両端がヒストン 8 量体からはがれていることが実
験的にはっきり証明され、このような性質により
H2A.B は緩んだ状態のクロマチンを形成できる
ことが明らかになった。さらに、ヌクレオソーム内
部のヒストン 8 量体にも構造の違いが観測された。
この違いはヒストンテールの構造状態の違いに
よるものと推測された。 

 
(2) H3 ヒストンバリアント（CENP-A）を含むトリ・ヌ
クレオソームの線溶液散乱解析 
我々はこれまでに CENP-A モノ・ヌクレオソーム
のＸ線結晶構造解析から、通常の H3 モノ・ヌク
レオソームではヒストン 8 量体に固く巻き付いて
いる DNA の両端が CENP-A モノ・ヌクレオソー
ムでは大きく剥がれて揺らいでいることを明らか
にしてきた（Tachiwana et al. Nature 2011）。そこ
で、本研究では、この CENP-A モノ・ヌクレオソ
ームの揺らいだ構造が高次のクロマチン構造に
どのような影響を与え、それがクロマチンの機能
にどのように反映されるのか明らかにするため、
３つのモノ・ヌクレオソームをタンデムに連結した
以下に示す３種類のトリ・ヌクレオソームを調製し、
Ｘ線溶液散乱を測定した。 

 
 

その結果、H3-H3-H3 トリ・ヌクレオソー
H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソーム（セントロメア領域
のクロマチンモデルに相当）および CA-CA-CA
トリ・ヌクレオソームを比較すると溶液散乱パター
ンに有意な違いが見られ、両者の動的な構造に
差異があることが分かった。下図は散乱パター
ンをフーリエ変換した距離分布関数 P(r)を示し
ており、溶液中のトリ・ヌクレオソームの形態に関
する情報を見ることができるが、この距離分布関
数の解析から H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソームおよ
び CA-CA-CA トリ・ヌクレオソームは H3-H3-H3
トリ・ヌクレオソームと比べて個々のヌクレオソー
ム間の距離がより開いた構造をとっていることが
示唆された。 

 
(3) トリ・ヌクレオソームの動的構造解析と機能
解析 
 当該研究がスタートする直前、Ｘ線散乱とクラ
イオ電顕による精密観察から「クロマチンは直径
11 nm のヌクレオソームが数珠状に連なって、動
的で柔軟かつ不規則に折り畳まれてできてい
る」ことが示された。したがって、前項で示唆され
た H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソームと H3-H3-H3 ト
リ・ヌクレオソームの違いについては、単に高次
構造だけでなく動的構造も異なり、その両者の
違いによって CENP-A ヌクレオソームが特異的
に存在するセントロメア領域を特定するのではな
いかと考えられる。そこで、我々が開発してきた
MD-SAXS 法で、H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソーム
と H3-H3-H3 トリ・ヌクレオソームの動的構造を
MD-SAXS 法で解析した。 
しかしながら、我々がこれまでに開発してきた
MD-SAXS 法では全原子モデルを用いた分子
動力学（MD）計算とＸ線溶液散乱（SAXS）デー
タを組合せてタンパク質の動的構造解析を行う
が、トリ・ヌクレオソームは巨大で、その動的な揺
らぎもタンパク質に比べて非常に大きいこと予想
され、全原子モデルを用いた MD 計算では空間
および時間スケールの両方において限界に直
面することが予想された。そこで、本研究では、ト
リ・ヌクレオソームを粗視化モデル（ヒストンタンパ
ク質はアミノ酸残基を 1 個の球で近似した
AICG2＋モデルで、DNA はヌクレオチドを 3 個
の球で近似した 3SPN.1 モデル）で構築し（次ペ
ージの図参照）： 



Langevin 動力学による MD 計算を行った。 
さらに、MD 計算で得られた構造群に対して

理論的に SAXS プロファイルを計算するときは、
PDB に登録されたアミノ酸残基の座標を平均し
て新規に粗視化残基散乱因子を定義し、分子
表面の水和水を考慮しながらバルク水を差し引
く計算式を導出した。 

なお、MD 計算で得られた構造群に対して理
論的に SAXS プロファイルを計算し、実験で得ら
れた SAXS プロファイルとフィットする構造群を
求めるときは、実験で得られる SAXSデータは情
報量が少ないため、それに三次元構造をフィット
させるとオーバーフィッティングの問題が生じる。
そこで、MD 計算では SAXS データを考慮しな
いで、SAXS データへの過剰な最適化を避けて
SAXS データと整合する構造群を求めた。 
 下図は、H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソームについ
て、粗視化モデルを用いた MD 計算で得られた
構造群に対して理論的に SAXS プロファイルを
計算し、それらの SAXS プロファイルを平均した
もの（I(q)MD-AVRG）と実験で得られた SAXS プロフ
ァイル（I(q)OBS）をフィットさせたもので、実験値と
計算値とが非常によく一致した結果が得られた。
したがって、粗視化モデルを用いた MD 計算で
得られた動的構造が実験的に検証され、
H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソームの動的構造が原
子分解能で初めて明らかにされた。 

さらに、同様の解析を H3-H3-H3 トリ・ヌクレオ
ソームについても行い、H3-CA-H3 トリ・ヌクレオ
ソームの動的構造と比較した結果、両者のトリ・
ヌクレオソームの動的構造に有意な違いが認め
られた。さらに、その動的な違いを詳細に解析し
た結果、H3-CA-H3 トリ・ヌクレオソーム中の CA
ヌクレオソームが他の H3 ヌクレオソームとはっき
り区別された形でクロマチンから突出することが
わかり、それによってセントロメア領域が特異的
に認識され、細胞分裂時のマーカーとして機能
することが明らかになった。 
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