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１． 研究のねらい 

ヒトをはじめとする真核生物の遺伝情報は、クロマチン構造で凝縮したゲノム DNA を鋳型とし

て発現する。そのため、個体の発生・分化や環境変化に応じてゲノム DNA から遺伝子が適切に

発現する過程において、個々の遺伝子の DNA 領域がそれぞれ異なるクロマチン凝縮状態にお

かれ、その変化を通じて遺伝子発現が制御される。このクロマチンの凝縮状態は、最も微視的に

は凝縮の最小単位であるヌクレオソームコア粒子の化学修飾状態の相違として検出・制御され

る。すなわち、ヌクレオソームを構成するコアヒストンの個々のサブユニット・残基における翻訳後

修飾（アセチル化、メチル化等）およびヌクレオソーム DNA 上の CpG シトシンの修飾（メチル化、

ヒドロキシメチル化等）の有無によってクロマチンの凝縮構造が変化し、その結果として遺伝情報

発現の出力が規定される。クロマチン凝縮を制御する分子機構は、断片的な修飾ペプチドをヌク

レオソーム中のヒストンテイル領域に見立てた構造生物学・生化学などで研究されているものの、

純化した再構成ヌクレオソーム系において個々のエピジェネティック情報が果たす役割の定量的

な解析はほとんど進んでいなかった。その理由は、エピジェネティック情報を精密に導入したヌク

レオソーム（エピヌクレオソーム）を正確・均一・高純度・大量に再構成することが技術的に困難な

ことによる。 

本研究は、このような「エピヌクレオソーム」の試験管内再構成技術を通して、生体内の修飾

状態を反映した真正なエピジェネティック情報を含むヒトヌクレオソームの高次凝縮構造を試験

管内で精密に再構成し、個々のエピジェネティック情報がクロマチンの高次凝縮構造の制御に果

たす役割を定量的な検出を通して理解することを目指した。この目的のため、本研究では（Ａ）

「エピヌクレオソーム」の調製技術の開発、（Ｂ）「エピヌクレオソーム」の物性の理解、（Ｃ）「エピヌ

クレオソーム」の反応の理解、の３項目を解析課題に設定した。これらの解析により、ヌクレオソ

ームコア粒子以上の階層性において、ヒトのクロマチン凝縮構造がエピジェネティックな化学修

飾を通じて制御される分子機構の一端を定量的に理解するとともに、それらの「エピヌクレオソー

ム」の物性変化が遺伝子発現制御に至る分子機構を定量的に解析するための研究基盤を確立

することを目指した。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

 本研究では、ヒトをはじめとする真核生物のエピジェネティック情報がクロマチンの凝縮や遺

伝子発現の制御に与える影響を定量的に理解するため、「エピヌクレオソーム」に関する（Ａ）

調製技術の開発、（Ｂ）物性の理解、（Ｃ）反応の理解、の３種類の観点から研究を行った。本

研究の主要な成果として、遺伝子発現の活性化に関わるヒストン H4 テイルの 4 ヵ所のリジン

（事後評価・研究者用） 公開 



 

をアセチル化したヌクレオソームコア粒子の再構成とその構造・機能解析を通して、H4 テイル

のアセチル化がコア粒子の構造には全く影響を与えずに、ヌクレオソームのビーズ同士のヒ

ストンテイル・DNA 間の相互作用を特異的に弱めることを原子分解能で初めて明らかにした

（論文１）。このクロマチンの物性に基づいて、真核生物の細胞核内におけるクロマチン繊維

の自己凝縮・自己脱凝縮の制御分子機構モデルが提唱された。また、このヒストンの特定残

基にアセチルリジンを精密に導入する蛋白質の合成技術は、クロマチンの特定状態を特異的

に認識するモノクローナル抗体の評価（論文２）や作製（特許出願１）にも応用可能であること

を示した。蛋白質の合成技術については、ヒストン以外のエピジェネティクス制御蛋白質（論

文３）や RNA転写酵素群（論文４）にも適用することで、技術上の有用性を示した。また、ヒスト

ンの翻訳後修飾を標的としたエピジェネティクスの制御については、ヒストンのリジン残基のア

セチル化修飾だけでなく、そのメチル化修飾による制御も重要である。本研究では、「エピヌク

レオソーム」の調製技術開発の一環として、蛋白質の任意の複数残基にモノメチルリジンを残

基特異的に導入する技術を開発した（論文５）。この技術は今後、様々なエピジェネティック情

報を組み合わせた「エピヌクレオソーム」の再構成研究に展開できると期待される。さらに「エ

ピヌクレオソーム」の反応の理解については、クロマチン DNA からの遺伝子発現を経時的か

つ定量的に測定する技術基盤の確立がこれまで必要だった。本研究では、「エピヌクレオソー

ム」を転写反応の鋳型として、蛍光相関法により遺伝子発現産物の量を経時的に検出する新

しいクロマチン転写解析系を確立した。 

 

（２）詳細 

研究テーマＡ 「エピヌクレオソームの精密な再構成技術の開発 （調製技術の開発）」 

 真核細胞の核内においてゲノム DNA はヒストン八量体と 145-147 塩基対の DNA から構

成されるヌクレオソームを基本単位とするクロマチン構造を形成している。このヌクレオソ

ーム中のヒストンの N 末端テイル領域は外部から様々な翻訳後修飾を受け、クロマチンの凝

縮に影響を与えることが知られている。そこで本研究では、このようなエピジェネティック

な翻訳後修飾を残基特異的に導入したヒストンの合成技術を開発することにより、「エピヌ

クレオソーム」を利用したクロマチンの構造・機能研究に資することを目的とした。 

 

(Ａ-１) 蛋白質への残基特異的なモノメチルリジンの導入技術の開発 

 これまでの蛋白質工学の技術開発において、蛋白質の特定の複数の残基にアセチルリジ

ンを特異的に導入する技術は開発できていたが、複数の残基にモノメチルリジンを導入する

蛋白質合成は達成できていなかった。そこで本研究では、ヒストン H3 を標的としてエピジェネ

ティックな制御を受けるLys4および Lys27にモノメチルリジン（Kme1）を導入する技術を開発し

た。最初に全長ヒストン H3 をコードする遺伝子の Lys4 および Lys27 をアンバーコドンに置換

した cDNA を鋳型として、この２残基に Boc-モノメチルリジンを導入する蛋白質合成を検討し

た。この際、転写翻訳反応は大腸菌の無細胞抽出液を用いた透析膜反応系で行った。各種

条件検討の結果、翻訳終結因子 RF1 を欠失した大腸菌株由来の S30 抽出液を用いた系にお

いて Boc-モノチルリジンを残基特異的に導入した全長ヒストン H3 蛋白質を最も効率よく合成

することができた。この方法で H3 蛋白質の大量合成後に TFA 溶液で脱 Boc 反応を行い、目



 

的とする Lys4 と Lys27 の位置に残基特

異的にモノメチルリジン（Kme1）が導入し

たヒストン H3 を合成したことを質量分析

およびウェスタンブロット法により確認し

た（図１）。これらの解析により、ヒストン

H3 等の蛋白質の複数残基にモノメチル

リジンを残基特異的に導入する技術を

確立した（論文５）。この技術開発を達成

できたことから、研究テーマＡはおおむ

ね計画目標を達成した。 

 

(Ａ-２) アセチル化ヒストン蛋白質を利用したエピゲノム検出分子の開発 

 ヒストン H4 テイルの Lys5 および Lys8 の両リジンをアセチル化した H4 蛋白質を抗原として、

両修飾リジンの存在を特異的に認識するマウスモノクローナル抗体を開発した（特許出願

１）。この抗体の認識特異性は、修飾ヒストンおよび修飾ヒストンテイルペプチドに対する結合

特異性のみでなく、抗体 Fab 断片の結晶構造解析においても検証した。この抗体を用いて

ChIP-seq 解析（クロマチン免疫沈降・塩基配列決定）を行うことにより、がん細胞における活

性エピゲノムの局在を特定化した。これらの結果から、「エピヌクレオソーム」の調製技術はエ

ピゲノムモデルの再構成のみでなく、ChIP-seq グレードのモノクローナル抗体の開発にも寄

与することを見出した。なお、蛋白質への修飾リジン導入技術については、特定の修飾パター

ンを認識するモノクローナル抗体群の評価にも有用であることを見出した（論文２）。このよう

な抗体の評価や新規抗体の開発は当初計画から派生した研究成果であり、研究テーマＡは

予想外に進展した。 

 

研究テーマＢ 「エピヌクレオソームを利用したクロマチン物性の理解 （物性の理解）」 

 [研究テーマＡ]で技術開発した生化学合成・再構成が可能な「エピヌクレオソーム」のうち、ヒ

ストン H4 の N 末端 テイルの４箇所のリジン（Lys5/Lys8/Lys12/Lys16）をアセチル化したヌク

レオソームコア粒子を再構成してその物性を

解析した。解析手法は、１）X 線結晶構造解

析、２）生化学的な自己凝縮アッセイ、３）生

化学的な結合アッセイの３種類を用いた。 

 X 線結晶構造解析については、上記の H4- 

Lys5/Lys8/Lys12/Lys16 アセチル化ヌクレオ

ソームと無修飾ヌクレオソームをそれぞれ３

結晶ずつ解析を行い、それぞれ 2.4Åおよび

2.2Å分解能で立体構造を決定した（図２）。こ

の構造を比較した結果、H4のテイルアセチル

化はヌクレオソーム形成に影響を与えず、ヌ

クレオソームの再構成に用いた 147 塩基対



 

DNA の全長の電子密度が検出できた。またヒストン八量体の構造についても、そのテイル領

域を含めて、無修飾ヌクレオソームと基本的に同様であることが判明した（図２）。このことか

ら、ヒストン H4 のテイルアセチル化はヌクレオソームの形成・維持に関して構造的には影響を

与えないことが示唆された。また、後成的な翻訳後修飾を予め導入する本法による再構成ヌ

クレオソームが、細胞核内における後成的修飾ヌクレオソームの状態を反映していることが示

唆された（論文１）。 

 次に、解析した N=3 の結晶構造群について、原子レベルでの安定性を比較することを目的

として、ヌクレオソーム DNA の各塩基、およびヒストンの各残基における温度因子を比較し

た。その結果、ヒストンについては、ヌクレオソーム同士のヒストンテイル・ヒストン酸性パッチ

間の結合領域を含めて有意な影響を受けた残基がN末端およびC末端の一部の残基を除い

て存在しないことがわかった。その一方、ヌクレオソーム DNA については、自己の H4 のヒスト

ンテイルに近接する領域（superhelical location; SHL -1.5）および隣接するヌクレオソームの

H4 テイルに近接する領域（SHL +5.5）において、H4- Lys5/Lys8/Lys12/Lys16 アセチル化ヌク

レオソームで有意に高い温度因子が観測された（図３）。また、生化学的な自己凝縮アッセイ

から、H4 テイルのアセチル化の数に依存して自己凝縮が妨げられることを見出した。さらに、

アセチルリジン結合蛋白質の１種である TAF1 ブロモドメインとの結合解析から、TAF1 ブロモ

ドメインはアセチル化に依存しない基礎的なヌクレオソーム結合能を持つことを見出した。こ

れらの成果から、クロマチン繊維が束形成・解離する過程において、ヒストン H4 テイルのアセ

チル化はヌクレオソームコア粒子のビーズ構造に全く影響を与えないこと、ヒストンテイル・

DNA 間の相互作用を特異的に弱めること、アセチル化認識蛋白質の TAF1 ブロモドメインが、

無修飾のヌクレオソームコア粒子

に結合してアセチル化修飾の認

識前に前段階の相互作用を形成

しうることを見出した。このことに

より、アセチル化「エピヌクレオソ

ーム」およびそのクロマチン繊維

が自己凝縮・自己脱凝縮する制

御分子モデルの一端を提唱する

ことができた（論文１）。この結

果、研究テーマＢは計画目標を

完全に達成した。 

 

研究テーマＣ 「エピヌクレオソームを利用した遺伝子発現制御機構の理解 （反応の理解）」 

 ヒストンのアセチル化やメチル化等の翻訳後修飾は、クロマチンからの遺伝子発現の活性

化・不活性化を規定するが、従来の転写解析では細胞由来の修飾混合ヒストンが用いられる

など、クロマチンの個々のアセチル化修飾やその組合せの意義を定量的に解析することが困

難だった。そこで本テーマでは、残基特異的にアセチル化を導入したヒストン H4 を含むヒ

ストン八量体と、5S 遺伝子カセットを含む DNA を用いることで、精密なリジンアセチル化

を含む di-nucleosome を試験管内再構成した。さらに転写産物の経時的な定量検出を目的と

して、蛍光相関法による転写産物の検出技術開発を進めた（岡部弘基博士との共同研究）。



 

蛍光プローブがハイブリダイズできる人工配列を 5S 遺伝子の塩基配列中に挿入することに

より、再構成「エピヌクレオソーム」からのクロマチン転写産物量を蛍光相関法によってリ

アルタイム検出する系を確立した。本テーマについては現在も進行中であるが、研究計画に

沿った研究成果が得られる見通しが立った。 

 

３． 今後の展開 

本研究成果のうち、[研究テーマＡ]については、開発した「エピヌクレオソーム」の調製・再構

成技術を用いてエピジェネティクス制御蛋白質の機能評価や新規のエピゲノム検出分子の開

発への展開が期待される。また、エピジェネティクスの組合せ修飾を持つ「エピヌクレオソー

ム」の調製技術開発など、エピゲノムを精密に再構成する技術基盤の確立が期待される。[研

究テーマＢ]については、今回明らかにしたアセチル化ヌクレオソーム構造の実データを用いた

分子動力学計算との連携や、クロマチンの 30nm ファイバー様構造などの上位階層のクロマチ

ン繊維を創る研究への展開等が期待できる。[研究テーマＣ]は現在も技術開発中のテーマで

あるが、本さきがけ領域内の研究者やデバイス開発グループとの連携を通して、ヒトのエピゲ

ノムを鋳型とする反応の定量的な理解を目指した中・長期的な新分野の確立が期待される。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

・研究目的の達成状況 

本研究で設定した３テーマのうち、[研究テーマＡ]の「調製技術開発」については、おおむね

計画目標を達成できた。本テーマでは、ヒストン H3 等の蛋白質の任意の複数残基にモノメチ

ルリジンを導入する技術を開発して、さきがけ研究期間内に論文発表した。本テーマで当初計

画の予想外に進展した成果としては、合成した蛋白質を抗原としてヒストン H4 の Lys5 と Lys8

の両アセチル化を特異的に認識するモノクローナル抗体を開発・出願した点が挙げられる。こ

の抗体を利用することにより、疾患細胞のエピゲノムの新たな局面の解析に展開することがで

きた。[研究テーマＢ]の「物性の理解」については、当初予想していなかった研究成果が得ら

れたが、計画目標としてはこれを完全に達成した。本テーマでは、ヒストンのアセチル化でクロ

マチンがどのように脱凝縮するのか？の疑問について結晶構造解析と生化学解析を組み合

わせることで明確な結論が得られ、この成果をさきがけ研究期間内に論文発表した。[研究テ

ーマＣ]の「反応の理解」については、ほぼ計画した研究成果が得られる見通しが立った。特に

本さきがけ領域内での共同研究を通して、蛍光相関分光法で試験管内における遺伝子発現

反応をリアルタイム測定する新規技術の開発につながった点に意義があると考えられる。 

・研究の進め方（研究実施体制及び研究費執行状況） 

本研究実施体制としては、さきがけ研究者と 1-2 名の研究補助者および大学院学生 1 名の

体制で行った。研究開始から終了までこの体制に変更はなく、研究補助者も適宜補充できて

遅滞なく研究を行えたことから、ほぼ計画通り実施できた。研究費の執行については、大型機

器の購入計画・実施はなく、主に研究の遂行に必要な消耗品費と研究補助者の謝金に計画

通り充てることができた。 

・研究成果の科学技術及び社会・経済への波及効果（今後の見込みを含む） 

近年、エピゲノムの個々の修飾異常はがんや生活習慣病をはじめとする様々な疾患と関連



 

することが示唆されている。本研究のうち、精密な「エピヌクレオソーム」の調製技術（研究テー

マＡ）はエピゲノムの生化学的な解析基盤を提供する点でライフサイエンスの応用分野への波

及効果が期待される。本研究でも特許出願を１件実現しているが、当該技術はエピゲノムの

「再現」だけでなく、その「検出」にも有用性が期待されており、開発した抗体はエピゲノム関連

疾患の原因の究明やその診断等に利用されることが期待される。このような「エピヌクレオソ

ーム」の再構成研究は世界的に見ても研究例が少なく、エピゲノム制御蛋白質の評価や創薬

のための基盤技術としても社会的に波及効果があると期待される。一方、本研究のうち、「エ

ピヌクレオソーム」の物性と反応の理解については、ヒトのクロマチンや染色体の制御機構の

再構成を通して理解するための基礎的な研究である。これらの研究は、主として基礎生物学

上の発見を通して国民の知の向上に資することが期待される。 

 

（２）研究総括評価 

ヒストンH3などのタンパク質に任意の複数残基にモノメチルリジンを導入する技術を開発し、

その技術を用いて、合成したタンパク質を抗原として、ヒストンH4のLys5とLys8の両アセチル化を

特異的に認識するモノクローナル抗体を開発した。また、転写活性化に関わるヒストンH4テイル

の4個所のリジンをアセチル化したヌクレオソームコア粒子の構造・機能を解明したことにより、ア

セチル化「エピヌクレオソーム」およびそのクロマチン繊維が自己凝縮・自己脱凝縮する制御分

子モデルを提唱している。このようにこの分野に化学合成の技術を取り入れ、独創的なエピヌク

レオソームの構造解析研究を進展させていることを高く評価したい。タンパク質の任意の残基に

トリメチルリジンを導入する技術開発では、後藤佑樹研究者と、また、真核遺伝子発現のリアル

タイム解析系では、岡部弘基研究者との共同研究を積極的に行い、領域内を活性化させた功績

も大きい。 

以上の成果である抗アセチル化ヒストンH4抗体を特許出願して、その応用を企業と進めて

いるとのことも、評価します。 

今後は生命科学として重要性の高いエビジェネティクな生物現象を、生命科学の研究者と

連携して、解明していただきたい。 
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