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要旨  

 

	 真核細胞の染色体構造の構築と維持は、遺伝情報の保管と発現に極めて重要で

ある。クロマチンの基本単位構造であるヌクレオソームは、DNA へのヒストン

タンパク質の結合によって形成される。その形成は、ヒストンタンパク質と緊密

に相互作用するヒストンシャペロンによって制御される。真核細胞のゲノム

DNA の複製、修復や転写などの DNA プロセスと、精子クロマチンリモデリング

やヘテロクロマチン構築などのクロマチン構造変化において、複数のヒストンシ

ャペロンがヌクレオソームの形成に関与していると考えられているが、それらの

ヒストンシャペロンの役割とヌクレオソーム形成の分子機序に関しては不明な

点が数多く残されている。本学位論文研究では、迅速な細胞増殖に伴うクロマチ

ン複製が効率的に行われるツメガエル初期胚の細胞内現象を試験管内で再現で

きる卵抽出液の無細胞系を用いて、複製されたゲノム DNA のクロマチン構築の

際に、DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成を媒介するヒストン H3-H4 シャペロ

ン Asf1、CAF-1 および HIRA の役割分担を明らかにするとともに、これまでに

充分に解析が進んでいない、HIRA-Asf1 複合体によるヌクレオソーム形成の分

子機序を解明することを目的とした。  

	 まず、ツメガエル初期胚細胞のヒストン H3-H4 シャペロンの相互関係を検討

するために、卵抽出液に内在しているヒストンシャペロンタンパク質の定量化を

試みた。主要な３つのヒストンシャペロンのうち、Asf1 は HIRA と CAF-1 に較

べて、過剰に存在していることが明らかとなった。一般的な培養細胞と比較して、

CAF-1 に対する HIRA の相対量は卵核胞崩壊直後に急激に増加することが判明

した。また、HIRA は細胞周期を通して Asf1 と安定的に結合しているのに対し

て、CAF-1 のごく一部分は間期にのみ Asf1 と相互作用することが示された。さ

らに、CAF-1 は PCNA に結合して、DNA 複製中のクロマチンに局在するが、

HIRA のクロマチン結合は間期の間、維持されていることが分かった。これらの

結果は、ツメガエル初期胚細胞において、Asf1 を中心とした CAF-1 及び HIRA、

二つのヒストンシャペロン複合体が存在していることと、CAF-1-Asf1 複合体の

形成は時間的・空間的な調節によって複製中の DNA 上に制限されるが、

HIRA-Asf1 複合体の形成はこれらの制約を受けないことを示唆している。  



要旨 

 4 

	 次に、ゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成における Asf1、HIRA 及び

CAF-1 の役割を検討するために、Asf1、CAF-1 及び HIRA もしくは CAF-1 と

HIRA を同時に免疫除去した卵抽出液で複製されたゲノム DNA をヌクレアーゼ

切断し、その断片のパターンの比較及び定量解析を行うことで、複製されたゲノ

ム DNA 上のヌクレオソーム形成の状態を調べた。対照の卵抽出液では、複製直

後のゲノム DNA の大部分が速やかにヌクレオソームを形成し、複製の後にもヌ

クレオソーム形成が継続的に進行する。Asf1 を免疫除去した卵抽出液では、DNA

複製時、及びその後のいずれのヌクレオソーム形成も強く抑制された。CAF-1

と HIRA を共に免疫除去したものでは、Asf1 の除去と同様のヌクレオソーム形

成の抑制が観察された。しかし、CAF-1 の免疫除去卵抽出液では、DNA 複製に

共役するヌクレオソーム形成が抑制されたが、複製後のヌクレオソーム形成によ

って、複製されたゲノム DNA の大部分にヌクレオソームが形成された。この

DNA 複製後のヌクレオソーム形成は HIRA タンパク質の量に依存することも示

された。一方、HIRA を免疫除去した卵抽出液では、ゲノム DNA 複製に共役す

るヌクレオソーム形成はほとんど影響を受けなかったが、DNA 複製の後で起こ

るヌクレオソーム形成はなされなかった。これらの結果は、ツメガエル初期胚細

胞において、複製されたゲノム DNA のヌクレオソーム形成は、Asf1 を中心とし

た CAF-1 及び HIRA の両ヒストンシャペロン複合体によって媒介されること、

および、CAF-1-Asf1 複合体は DNA 複製に共役したヌクレオソーム形成を促進

するが、複製された DNA が完全にヌクレオソームを構築するためには

HIRA-Asf1による DNA複製に共役しないヌクレオソームの形成が必要不可欠で

あることの２点を示唆している。  

	 さらに、HIRA-Asf1 複合体によるヌクレオソーム形成の分子機序を明らかに

するために、DNA 複製に共役していないヌクレオソーム形成に必要な HIRA 機

能領域の同定を試みた。卵抽出液中に加えたプラスミド DNA のスーパーコイリ

ング活性を指標にして、HIRAのヌクレオソーム形成活性部位を探索したところ、

進化的によく保存された HIRA の N 末の WD40 と B ドメインはヌクレオソーム

形成を媒介するために必要かつ十分であることが示された。そのうち、WD40 ド

メインの７つの WD リピート中の N 末側の３つ（WD1-3）が極めて重要である

ことも明らかとなった。これらの結果は、WD40 と B ドメインは HIRA による
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ヌクレオソーム形成に十分であることを示唆している。また、同様な構造が保存

された CAF-1 三量体の p60 サブユニットは DNA 複製に共役しないヌクレオソ

ーム形成に極めて低い活性を示すことが見出された。HIRA と p60 のドメインの

機能を比較したところ、B ドメインの Asf1 に対するアフィニティーの強さは

HIRA のヌクレオソーム形成活性に相関することと、HIRA の WD40 ドメインは

ヌクレオソーム形成に決定的に重要であることが判明した。これらの結果は、

HIRAの WD40ドメインは DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成に中心的

な役割を果たすこと、また、p60 のドメインはこのヌクレオソーム形成に適して

いないことを示唆している。従って、ヌクレオソーム形成を媒介する HIRA と

CAF-1 の分子機序は異なると考えられる。  

	 最後に、真核細胞の核内のゲノム DNA 上のヌクレオソーム形成制御に必要と

されるシャペロン複合体の核内局在に必要な HIRA のドメインを同定した。

HIRA 複合体の核内蓄積には、Asf1 と結合する B ドメインは必要でなく、HIRA

の N 末にある WD40 ドメインと C 末端の広範な領域が必要であることが示され

た。また、HIRA のクロマチン結合は C 末側の Hir ドメインに依存することが明

らかとなった。これらの結果は、HIRA の N 末の領域がヌクレオソーム形成を媒

介するのに対して、C 末は主にヒストンシャペロン複合体の細胞内局在の制御に

関与することを示している。従って、HIRA の両末領域はそれぞれ異なる役割を

果たすと考えられる。  

	 本学位論文研究では、ゲノム DNA の複製に伴うヌクレオソーム形成における

ヒストンシャペロン Asf1、CAF-1 および HIRA の役割を明確に示した。また、

ヌクレオソームの形成およびクロマチン結合に必要な HIRA の機能領域を同定

し、HIRA-Asf1 複合体の分子機序を理解するための手がかりを初めて得た。さ

らに、ヌクレオソーム形成における HIRA と p60 の機能ドメインの比較によっ

て、両ヒストンシャペロン複合体によるヌクレオソーム形成の分子機序の違いを

示唆した。これらの成果は、ヒストンシャペロンによるヌクレオソーム構築の分

子機序を解明していくための基盤となるものと期待される。  
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1. 序論  

 

1-1．  クロマチンの構造と機能  

 

	 真核生物において、核の遺伝情報をコードするゲノム DNA は染色体に分納さ

れ、各々の染色体は一本の非常に長い二本鎖 DNA とそれに結合した様々なタン

パク質からできている。真核生物のゲノム DNA とタンパク質の複合体はクロマ

チンと呼ばれ、その基本構造は DNA とヒストンから形成されるヌクレオソーム

である。ヌクレオソームの基本単位であるヌクレオソームコアの構造は、酵母か

らヒトまですべての真核生物に高度に保存されており、H2A-H2B 複合体と

H3-H4 複合体の各々二分子ずつからなるコアヒストン八量体と、それに約 1.67

周巻きついた 146 bp の DNA からなっている(Luger et al., 1997; Tachiwana et 

al., 2011)。各々のヌクレオソームコアを繋ぐリンカーDNA に結合するヒストン

はリンカーヒストンと呼ばれ(Wolffe, 1998; Woodcock et al., 2006)、コアヒスト

ンが真核生物の間でよく保存されているのに対して、リンカーヒストンは保存性

が低く、生物種または細胞種によって様々なバリアントが存在する(Harvey and 

Downs, 2004; Wolffe et al., 1997)。ゲノム DNA は、正の電荷をもつヒストンと

結合することでその負の電荷が中和され、細胞内において適切な構造と機能の調

節が可能となると考えられる。また、ゲノム DNA はヒストンと結合してヌクレ

オソームコアが規則正しく配列された“beads on a string”構造を形成して長さ

が凝縮され、さらにリンカーヒストン H1 およびコンデンシンなどのヒストン以

外のクロマチン調節因子によってさらにコンパクトに折りたたまれて高次構造

が構築される(Joti et al., 2012)。このような段階的な凝縮を経て、真核生物の長

大なゲノム DNA がコンパクトな染色体となり、数 µm 程度の直径の細胞核に収

納することが可能となる。また、ゲノム DNA にヒストンが結合することで、DNA

への DNA ポリメラーゼや転写因子などのタンパク質らのアクセスが阻害される

ことも知られている(Jiang and Pugh, 2009)。  

	 クロマチンの形成は、ゲノムの安定維持だけでなく、遺伝子の転写制御におい

ても極めて重要である。各々のコアヒストンの N 末端領域は、安定なヘリック

ス構造を結成しており、それらを介してコアヒストン同士および DNA と結合し
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てヌクレオソームコアを形成する。また、コアヒストンの N 末端の構造は不安

定であり、DNA や他のコアヒストンと結合せず、ヌクレオソームコアから突出

している(Arents et al., 1991; Biswas et al., 2011)。この構造は、ヒストンテー

ルと呼ばれ、その配列中の特定のアミノ酸残基は、メチル化、アセチル化、ユビ

キチン化、リン酸化などの多様な翻訳後修飾を受け、転写の促進や抑制、クロマ

チンの凝縮や脱凝縮、DNA 損傷と修復、細胞周期進行などの過程において、異

なる修飾パターンを示すことが知られている (Bannister and Kouzarides, 2011)。

さらに、ヒストンテールの修飾を認識して様々な調節因子がクロマチン上に結合

し、染色体構造、DNA 複製・修復や転写の調節に関わることが明らかにされて

いる。ヒストンテールの修飾の組み合わせはヒストンコードと呼ばれ、エピジェ

ネティックな制御の分子基盤と考えられている (Jenuwein and Allis, 2001; 

Strahl and Allis, 2000)。  

 

1-2．  ヌクレオソーム形成の分子機序  

 

クロマチン構築におけるヌクレオソーム形成  

	 上述したように、間期に核内で複製されたゲノム DNA は速やかにクロマチン

となり、分裂期に二つの娘細胞に均等に分配される。このような細胞周期の進行

中に、ヌクレオソームはダイナミックな調節を受ける。例えば、ヌクレオソーム

構造は DNAポリメラーゼ複合体や RNAポリメラーゼ複合体などの通過や、DNA

修復酵素のゲノム DNA へのアクセスを妨げるため、これらがゲノム DNA 上に

結合・通過する前にヌクレオソームは解体され、その後に再び形成されると考え

られている。ゲノム DNA が複製される際に、鋳型 DNA 上のヌクレオソームは

複製前に解体され、複製後に親鎖と娘鎖上に再形成される(Sogo et al., 1986)。

また、複製された DNA 上にヌクレオソームが形成されることは、その後の分裂

期における染色体分配に必要とされている (新冨 , 2005)。真核生物のゲノム DNA

の複製については古くから研究がなされ、その分子機構がよく解明されているが、

その一方で、それに伴うヌクレオソーム形成の分子機序については不明な点が多

い。また、ヌクレオソーム形成には DNA 複製を伴わない場合があり、RNA ポリ

メラーゼ複合体の通過前後のヌクレオソームの解体と再形成、受精後の精子クロ
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マチンにおけるプロタミンからヒストンへの置換、セントロメア形成におけるヒ

ストン H3 バリアントの置換などが知られている (Ahmad and Henikoff, 2002a; 

Akiyama et al., 2011; Henikoff et al., 2004; Loppin et al., 2005) 。これらのプ

ロセスにおいても、ヒストンがどの様に DNA に結合し、ヌクレオソームを形成

するのかについてはほとんど明らかにされていない。  

 

ヒストンシャペロンによるヒストンの制御  

	 ヒストンは塩基性アミノ酸に富み、強い正電荷を持つため、単独で細胞内に存

在すると、他の生体分子と不適切な静電的相互作用を起こすことや、ヒストン自

身が不溶性の凝集体を形成する恐れがある。これを防ぐタンパク質に酸性アミノ

酸に富むヒストンシャペロンが知られている。正電荷を持つヒストンと負電荷を

持つ DNA を生理的条件下で混合すると、両者が強い静電的相互作用をおこして

不規則な不溶性凝集体が形成される（図１−１、右上）。一方、ヒストンシャペロ

ンが存在するとヒストンと DNA の結合が調節され、ヌクレオソームが形成され

る（図１−１、右下と Eitoku et al., 2008; Tyler, 2002)。このようなことから、

細胞内において DNA と結合していないヒストンはヒストンシャペロンと結合し

て存在する必要があると考えられている。これまでに、出芽酵母、アフリカツメ

ガエル、ヒトなどで各々のヒストンに対応する複数のヒストンシャペロンが同定

されている(Eitoku et al., 2008; Loyola and Almouzni, 2004)。各々のヒストン

シャペロンは翻訳直後のヒストンに結合し、細胞質におけるヒストンの蓄積、核

内輸送、ヌクレオソーム形成の様々な段階においてヒストンの機能調節に関わる

と考えられている。ヌクレオソーム形成は、まず、DNA にヒストン H3-H4 四量

体が結合し、続いてヒストン H2A-H2B 二量体が二つ結合してヌクレオソームコ

アが形成され、その後、各々のヌクレオソームコアを繋ぐリンカーDNA にリン

カーヒストンが結合して完全なヌクレオソームが形成される。これら一連の反応

は ATP に依存せずに進行することが明らかになっている（図１−１と Bharath, 

2003)。また、細胞内において、これら一連の反応は、各々のヒストンに特異的

なヒストンシャペロンによって調節されると考えられている。形成されたヌクレ

オソームはクロマチンリモデリング因子によってゲノム DNA 上の位置が調節さ

れ、成熟したクロマチンの高次構造が構築される (Haushalter and Kadonaga, 
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2003; Tyler, 2002)。ヒストン H2A や H2B のアミノ酸配列が多様性に富むのに

対し、DNA と最初に結合するヒストン H3 や H4 は生物種間で高度に保存されて

いることから、ヒストン H3-H4 と DNA との結合制御はヌクレオソーム形成に

おいて最も重要なステップと考えられる。  

 

H3-H4 を制御するヒストンシャペロン  

	 ヒストン H3-H4 を構成するヒストン H4 は、ヒストンの中で最も生物種間の

保存性が高い。ヒストン H3 については、これまでに H3.1、H3.2、H3.3、CENPA

などのバリアントが報告されている。これらの中で、哺乳類では G1/S 期に発現

する H3.1 と全細胞周期で発現する H3.3 の二つのバリアントについて興味深い

報告がなされている。H3.1 と H3.3 は、136 アミノ酸のうち 5 ヶ所のアミノ酸が

違うだけであるが、それらは細胞種により発現が異なり、また H3.1 と H3.3 を

含むヌクレオソームが異なる遺伝子発現調節を受ける。そのため、ヌクレオソー

ムを形成するヒストン H3 バリアントの違いは、発生や細胞分化の過程における

遺伝子発現調節に重要な役割を果たすと考えられている (Hake and Allis, 2006; 

Hake et al., 2006)。ヒストン H3-H4 の制御因子として、これまでに複数のヒス

トン H3-H4 シャペロンが報告されている（表１−１）。これらのヒストンシャペ

ロンは、ヒストン H3-H4 の蓄積や翻訳後修飾などのヒストンの代謝制御、DNA

複製、転写、細胞周期進行などの細胞機能の調節、また、ヌクレオソーム形成、

精子クロマチンリモデリングやヘテロクロマチン構築などの染色体構造の調節

に関与することが知られている(Eitoku et al., 2008)。  

 

 

1-3．  ヒストン H3-H4 シャペロンの構造と機能  

 

	 ゲノム DNA とヒストン H3-H4 の結合を制御するヒストンシャペロンは複合

体として働くことが知られ、その主要な分子として Asf1（Anti Silencing 

Function 1）、CAF-1（Chromatin Assembly Factor-1）と HIRA（Histone 

Regulatory homolog A）の 3 種類が報告されている(Ray-Gallet et al., 2002; 

Smith and Stillman, 1989; Tyler et al., 1999)。そのうち、Asf1 は、酵母からヒ
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トまでの多くの真核生物からヒストンシャペロンとして報告されている (Le et 

al., 1997; Munakata et al., 2000; Ray-Gallet et al., 2007)。Asf1 は、N 末端領

域に進化的に保存されたコアドメインをもち、C 末端側に酸性アミノ酸を多く含

む多様性に富んだ領域をもっている (Daganzo et al., 2003; Umehara et al., 

2002)。Asf1 の N 末端領域は免疫グロブリンフォールド構造を形成し、それを介

してヒストン H3-H4 二量体と結合する(English et al., 2006; Natsume et al., 

2007)。哺乳類においては、C 末端領域が異なる二種類の Asf1 バリアント（Asf1a

と Asf1b）が存在する（表１−１）。Asf1a と Asf1b は共に CAF-1 と結合性をも

つが、Asf1a は HIRA とも結合する。Asf1a/Asf1b と CAF-1 が結合したヒストン

シャペロン複合体（CAF-1-Asf1）は DNA 複製や修復に伴うヌクレオソーム形成

を媒介し、Asf1a と HIRA からなる複合体（Asf1-HIRA）は DNA 合成に依存し

ないヌクレオソーム形成を促進するとされている (Mello et al., 2002; Silljé and 

Nigg, 2001; Umehara and Horikoshi, 2003)。  

	 DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成の制御機構の研究では、まず、SV40 ウイ

ルス由来の DNA をヒト培養細胞抽出液に加え、複製された DNA の上にのみ

CAF-1によるヌクレオソーム形成が起こることが示された(Smith and Stillman, 

1989; Stillman, 1986)。次に、ヒトの CAF-1 が p150、p60、p48 の三つのサブ

ユニットからなるヘテロ三量体であること、また CAF-1 は Asf1 やヒストン

H3.1-H4 と結合することが明らかにされた(Kaufman et al., 1995; Verreault et 

al., 1996)。また、ヒト CAF-1-Asf1 複合体は DNA 複製だけではなく、DNA 修

復に伴うヌクレオソーム形成にも関与することが報告された (Mello et al., 2002; 

Moggs et al., 2000)。さらに、酵母、ショウジョウバエやツメガエルにおいても

CAF-1 がヌクレオソーム形成に働くことが示された (Kaufman et al., 1997; 

Quivy et al., 2001; Tyler et al., 2001)。CAF-1の p150は、p60、p48および PCNA

と直接結合することが示されている (Kaufman et al., 1995; Shibahara and 

Stillman, 1999; Tyler et al., 2001)。複製装置の構成因子である PCNA は、DNA

ポリメラーゼ複合体を DNA 上に繋ぎ止めるためのクランプとして働く因子であ

り、CAF-1 はゲノム DNA 複製の際に PCNA と結合して複製装置に局在するこ

とが明らかにされている(Krude, 1995; Shibahara and Stillman, 1999)。p60 は、

WD40 ドメインと二つの B-like ドメインを持ち、B-like ドメインは Asf1 との結
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合に必要であると考えられている(Tyler et al., 2001)。p60 は細胞周期の進行に

よってリン酸化修飾状態が大きく変化し、CAF-1 のヌクレオソーム形成活性が抑

制された分裂期において高リン酸化状態であることが示されていた (Keller and 

Krude, 2000; Marheineke and Krude, 1998)。一方、p48 は、CAF-1 のサブユニ

ットとして働くだけでなく、HIRA 複合体、ヒストンアセチルトランスフェラー

ゼ複合体、ヒストンメチルトランスフェラーゼ複合体や ATP 依存性ヌクレオソ

ームリモデリング複合体など、数多くのヒストン・クロマチン調節複合体に含ま

れることが報告されている(Ahmad et al., 2003; Martínez-Balbás et al., 1998; 

Martini et al., 1998; Müller et al., 2002)。CAF-1複合体に含まれている p48は、

直接ヒストン H4 と結合し、CAF-1 によるヌクレオソーム形成に必須であること

が示された(Verreault et al., 1996)。さらに、ヒト培養細胞を用いた研究から、

DNA 複製や修復の際には、CAF-1 が複製装置と結合することによって、新規合

成された DNA上へのヒストン H3.1-H4の結合を媒介することでヌクレオソーム

が形成されると考えられている（図１−２A、DNA replication couplingと Tagami 

et al., 2004)。  

	 一方、ヌクレオソーム形成は DNA の新規合成とは無関係にも起こり、その際

には上記のものとは異なるヒストンシャペロン HIRA が用いられることが示さ

れてきた。アフリカツメガエル卵抽出液の無細胞系を用いた研究から、HIRA が

複製されていないプラスミド DNA へのヒストンの結合を促進することが示され

た(Ray-Gallet et al., 2002)。また、ヒトの培養細胞を用いて、HIRA は Asf1 と

複合体を形成すること、ヒストン H3 バリアントの H3.3 と選択的に結合するこ

と、これら HIRA 複合体がゲノム DNA に局在してヒストン H3.3-H4 と DNA と

の結合を媒介することが示された(Lorain et al., 1998; Ray-Gallet et al., 2011; 

Tagami et al., 2004)。ショウジョウバエやマウスの受精卵においては、HIRA が

脱凝縮した精子クロマチンに局在し、雄性ゲノム DNA へのヒストン H3.3-H4 の

結合を促進することが報告された(van der Heijden et al., 2005; Loppin et al., 

2005)。さらに、ゲノムの転写活性化領域にみられるヒストン H3 のバリアント

の置換において、H3.3 を含むヌクレオソーム形成に HIRA が必要であることが

明らかにされた(Ahmad and Henikoff, 2002b)。これに加えて、HIRA はセント

ロメア、テロメアや PML ボディーなどに局在し、ヘテロクロマチン構造の構築
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とそれに基づく転写抑制にも役割を果たすことが示された (Blackwell et al., 

2004; Kaufman et al., 1998; Sharp et al., 2002; Zhang et al., 2005)。このよう

なことから、HIRA は、DNA の新規合成に依存せずにヌクレオソーム形成を媒

介し、クロマチン構造の構築と維持、さらには遺伝子発現調節において極めて重

要な役割を果たしていると考えられている（図１−２B 、DNA replication 

independent）。  

	 HIRA は真核生物に共通して存在するが、高等真核生物の HIRA が一つの分子

として機能するのに対して、出芽酵母では Hir1 と Hir2、分裂酵母では  Hip1 と

Sml9、二つの分子からなることが知られている（表１−１ ; (Sherwood et al., 

1993)。出芽酵母の Hir1 には、高等真核生物の HIRA の N 末端領域と同様に、

WD40ドメインと Bドメインの二つの保存された領域が含まれ、他方Hir2には、

高等真核生物の HIRAの C末端領域と同様に Hirドメインが含まれている(Kirov 

et al., 1998; Lamour et al., 1995)。酵母の Hir1/Hip1 や高等真核生物の HIRA

の N 末端部分は、CAF-1 の p60 サブユニットと構造が類似している(Krawitz et 

al., 2002; Sanematsu et al., 2006; Tyler et al., 2001)。HIRA と p60 に共通する

WD40 ドメインは、７つの WD ユニットから構成されたプロペラ状構造を形成し、

タンパク質同士、あるいはタンパク質−DNA 結合を構築する基盤として機能する

と考えられている(Kaufman et al., 1998; Tang et al., 2006)。In vitro の実験か

ら、CAF-1 のサブユニット p48 は、WD40 ドメインを介して HIRA にも結合し

ていることが示され(Ahmad et al., 2003)、また、B ドメインは、Asf1 と結合す

るために必要かつ十分なドメインであり、HIRA と CAF-1 は Asf1 の同じ領域を

介して、相互排他的に Asf1 と結合することが示されている(Tang et al., 2006)。

さらに、真核生物に共通する HIRA 複合体結合因子として、UBN1（ubinuclein 

1）と CABIN1（calcineurin binding protein 1）が報告された(Rai et al., 2011; 

Tagami et al., 2004; Tang et al., 2012)。UBN1 は核内に局在し、転写因子と結

合するタンパク質として同定されていたが(Aho et al., 2000)、近年の構造解析の

結果から、HIRA と結合した UBN-1 は、ヒストン H3.3 バリアントの特有アミノ

酸残基と相互作用することで、HIRA 複合体のヒストンバリアント選択的な結合

に役割を果たしていることが示され、ヒストンシャペロン HIRA 複合体の重要な

因子の一つであると考えられている (Daniel Ricketts et al., 2015)。一方、カル
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シニューリンシグナル依存性な転写抑制因子である CABIN1 は、HIRA の C 末

端領域の Hir ドメインを介して、HIRA と相互作用する(Han et al., 2003; Rai et 

al., 2011; Sun et al., 1998)。HIRA 複合体を形成するタンパク質は生物種間でよ

く保存されていることから、HIRA によるヌクレオソーム形成の機構は生物種間

で共通であると考えられる。  

	 以上のように、CAF-1複合体および HIRA複合体の各々が Asf1と結合し、DNA

とヒストン H3-H4 の結合を媒介することが明らかとなっている。CAF-1-Asf1

複合体は、その p150 サブユニットの PCNA への結合を介して DNA 複製装置に

局在化し、DNA 複製に共役したヌクレオソーム形成を媒介することが判明して

いるものの、ヌクレオソーム形成において、Asf1 に結合したヒストンタンパク

質が直接 DNA と相互作用するのかなどの分子機序の詳細については明らかにさ

れていない。HIRA については、ヌクレオソーム形成の分子機序はもとより、ク

ロマチンへの結合調節についても不明な点が多い。これまでに、様々な生物を用

いてヌクレオソーム形成の分子機序が解析され、CAF-1 または HIRA と複合体

を形成する多数の結合分子が同定されてきたが、それらのヌクレオソーム形成に

おける役割については未だ充分には解析が進んでいない。  

 

1-4．  ツメガエル卵の無細胞系を用いたヌクレオソーム形成の分子機序の解析  

	  

	 ツメガエルの未受精卵を遠心して得られる卵抽出液の無細胞系は、精子クロマ

チンを添加することによって、細胞周期の進行に伴う細胞核の形成と崩壊、ゲノ

ムの複製、DNA 修復、染色体の構築など、転写以外の多くの細胞内現象を試験

管内で再現することができる(Lohka and Masui, 1983; Murray, 1991)。ツメガ

エル卵には、胞胚期の細胞の活発な DNA 複製と細胞分裂に備えるために、それ

らに必要とされるタンパク質が高濃度に蓄積されているため、ツメガエル卵では、

他の細胞の細胞質抽出液に較べて高濃度のタンパク質を含む抽出液の調製が可

能である。無細胞系は特定の分子の機能を解析する系としても優れている。無細

胞系では特異抗体を用いて特定のタンパク質の選択的な免疫除去が可能であり、

特定のタンパク質を免疫除去した卵抽出液へのタンパク質の戻し入れによる回

復実験も容易なため、細胞周期の調節、染色体の構築やゲノム DNA の複製など
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の多くの生命現象に関わる因子の同定と制御機構の解明が進んできた(Blow and 

Laskey, 1988; Hirano and Mitchison, 1994; Murray and Kirschner, 1989)。  

	 ヌクレオソーム形成機構の解明においては、ツメガエル卵抽出液を用いた研究

から、コアヒストン H3-H4 と H2A-H2B、リンカーヒストン B4（H1 の初期胚

バリアント）のヒストンシャペロンとして、それぞれ N1と Nucleoplasmin、Nap1 

(Nucleosome Assembly Protein 1)が報告されている(Kleinschmidt et al., 1986; 

Laskey et al., 1978; Shintomi et al., 2005)。ヒストン H3-H4 のシャペロンであ

る N1 に関しては、卵抽出液から大量の N1-H3-H4 複合体が精製され、それによ

ってヌクレオソームが形成できることも示されたが、ヌクレオソーム形成に長い

時間が必要であることと、DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成には関与しない

ことが示されたことから、N1 はヌクレオソーム形成を直接媒介するよりも、ツ

メガエル卵に大量に存在するヒストン H3-H4 の細胞内蓄積に関与すると考えら

れている (Dilworth et al., 1987; Kleinschmidt et al., 1990; Philpott et al., 

2000)。ヌクレオソーム形成に関わるヒストン H3-H4 のシャペロンとして、他の

真核生物と同様に、ツメガエル卵から CAF-1-Asf1 と HIRA-Asf1、両複合体がそ

れぞれ同定された(Quivy et al., 2001; Ray-Gallet et al., 2002, 2007)。二本鎖環

状プラスミド DNA を用いた解析から、CAF-1-Asf1 は複製されたプラスミド

DNA 上におけるヌクレオソーム形成を促進し、HIRA-Asf1 は複製しないプラス

ミド DNA においてヌクレオソーム形成を媒介することが示された (Ray-Gallet 

et al., 2007)。  

 

 

1-5．  ツメガエル胞胚細胞におけるクロマチン構築の調節  

 

	 ツメガエルの胞胚期の細胞では、ギャップ期（G 期）がほとんどなく、S 期と

M 期のみからなる、進行の速い細胞周期が十二回繰り返される（以下、胞胚細胞）。

胞胚細胞では 30 分という極めて短い時間にゲノム DNA の複製とクロマチンの

構築が完了する。発生が進み中期胞胚のステージに達すると（中期胞胚遷移、

midblastula transition：  MBT）、G1、G2 期が出現して細胞周期が長くなり、

胚性の転写が活性化されて細胞分化が開始する(Newport and Kirschner, 1982)。
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胞胚細胞の短時間での DNA 複製を可能とする機構として、胞胚細胞では DNA

複製開始点が多いことが知られている(Blow et al., 2001; Hyrien et al., 1995)。

また、転写が行われないことや、DNA 損傷を検知して細胞周期を一時停止させ

る DNA 損傷チェックポイントが存在しないことなど、胞胚細胞ではゲノム DNA

の迅速な複製を可能とする特異的なクロマチン制御が知られている (Dasso and 

Newport, 1990)。しかしながら、複製された DNA にヌクレオソームや高次のク

ロマチン構造を迅速に構築するための分子機構については、不明な点が多い。  

	 ツメガエル卵抽出液の無細胞系を用いた当研究室の先行研究において、DNA

複製に伴うクロマチン構築の仕組みが解析されてきた(新冨 , 2005)。これまでに、

ツメガエルの卵においても、CAF-1 が PCNA と相互作用し、DNA 複製に伴うヌ

クレオソーム形成を促進することが確認されたが、意外なことに、CAF-1 を免疫

除去した卵抽出液においても、複製されたゲノム DNA 上のヌクレオソーム形成

が大幅には抑制されないことが示された。一方、Asf1 を免疫除去した卵抽出液

では、複製された DNA のヌクレオソーム形成が著しく抑制されたことから、ツ

メガエル卵には、ゲノム DNA の複製に伴うヌクレオソーム形成に、CAF-1 以外

の Asf1 と結合するシャペロンが関与していることが示唆された。前述したよう

に、ツメガエル卵に HIRA が存在していることが報告されていることから、その

候補として HIRA-Asf1 複合体が考えられたが、ツメガエル卵抽出液において

HIRA-Asf1がゲノム DNAの複製に伴うヌクレオソーム形成に関与するのかにつ

いては検証されていない。また、ヌクレオソーム形成における CAF-1 と HIRA

の役割分担、また両シャペロンによるヌクレオソーム形成の分子機序についても

研究がなされていない。  

 

1-6．  本研究の目的  

 

	 上述したように、ツメガエルの胞胚細胞では、速い細胞周期の進行に伴い速や

かな DNA 複製とクロマチン構造構築が必要と考えられ、それに対応して、DNA

複製に伴うヌクレオソーム形成制御に CAF-1 複合体と HIRA 複合体が共に役割

を果たすことが予想された。しかし、ヌクレオソーム形成に関与すると考えられ

る Asf1、CAF-1 と HIRA の役割分担が明らかではなかった。また、CAF-1-Asf1
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と HIRA-Asf1 両複合体はヌクレオソーム形成を媒介することが知られているが、

その分子機序がほとんど解明されていなかった。さらに、両ヒストンシャペロン

によって媒介されるヌクレオソームコアの基礎構造は同一であるため、それらの

分子機序に共通点が存在することが予想されている。そこで、本学位論文研究で

は、ツメガエル胞胚細胞のゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成における、

ヒストン H3-H4 シャペロン Asf1、CAF-1 と HIRA の役割を明らかにするととも

に、これまでに充分に解析が進んでいない HIRA-Asf1 複合体によるヌクレオソ

ーム形成の分子機序を解明し、CAF-1-Asf1 複合体の分子機序と比較することを

目的とした。  
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図１−１．ヌクレオソーム形成におけるヒストンシャペロンの役割 

試験管内で正電荷を持つヒストンタンパク質と負電荷を持つ DNA を混合すると、直ちに凝

集体が形成される（上）。ヒストンシャペロンが共存すると、ヒストンタンパク質と DNAの

結合が制御され、ヌクレオソームの形成が促進される（下）。 
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図１−２．哺乳類培養細胞のヌクレオソーム形成におけるヒストン H3-H4 シャペ

ロンの役割分担  

（A）DNA 複製に共役するヌクレオソーム形成をモデル図で示す。DNA 複製の際に、

CAF-1-Asf1/H3.1-H4複合体が DNAポリメラーゼ補助因子 PCNAと結合し、ヒストンシャ

ペロンによって複製直後の DNA へのヒストン H3.1-H4 の結合が促進され、DNA 複製依存

的なヌクレオソームが形成される。 

（B）DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成をモデル図で示す。例として、転写の際に、

HIRA-Asf1/H3.3-H4複合体がヒストンシャペロンの働きによって転写後のDNAへのヒスト

ンH3.3-H4の結合を促進し、DNA複製非依存なヌクレオソームが形成される。 
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２．材料と方法  

 

２−１．アフリカツメガエル（Xenopus laevis）  

 

	 雄および雌のアフリカツメガエルを専門業者（城北生物教材、浜松生物教材）

より購入し、水温 19-23℃で飼育した。  

 

 

２−２．精子クロマチンの調製  

 

	 0.2% MS-222（ethyl m-aminobenzoate methanesulfonate）で麻酔した雄の

ツメガエルを解剖して精巣を摘出した。氷冷した MMR（100 mM NaCl, 1 mM 

MgCl2, 2 mM KCl, 2 mM CaCl2, 0.1 mM EDTA, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7.5）

中で精巣をホモゲナイズすることで精子粗懸濁液を得た。遠心（500 × g, 5 min, 

4℃）によって精巣組織片を沈殿させ、精子を含む上清を回収した。さらに、遠

心（1,500 × g, 10 min, 4℃）によって精子を沈殿させて、22℃の SMH（250 mM 

sucrose, 5 mM MgCl2, 20 mM HEPES-KOH, pH 7.5）に懸濁した。得られた精

子懸濁液に lysolecithin（終濃度 0.05%）を加えて室温でインキュベートし、原

形質膜および核膜を透過処理し、氷冷した 3% BSA/SMH を添加することで反応

を停止させた。氷冷した 0.4% BSA/SMH で精子クロマチンを３回洗浄した後、

1.0 × 108 精子 /ml の密度になるように精子クロマチンを SMH に懸濁し、分注し

て液体窒素中で凍結し、-80℃で保存した。  

 

 

２−３．卵抽出液の調製  

 

	 雌のツメガエルに、産卵誘起の3-7日前に50単位の血清性性腺刺激ホルモン

PMSG（セロトロピン、あすかアニマルヘルス）、産卵前日に500単位の胎盤性性

腺刺激ホルモンHCG（ゴナトロピン、富士製薬）を注射し、0.8% NaCl水溶液中

で産卵させ、注射後12-15時間に卵を採取した。分裂期卵抽出液の調製は、
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Yamamotoらの方法で行った(Yamamoto et al., 2005)。未受精卵を2.5% 

thioglycolic acid-NaOH（pH 8.2）で処理することでゼリー層を除いた後に、

M-EB（100 mM KCl, 0.1 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 20 mM 

HEPES-KOH, pH 7.5）で十分洗浄した。cytochalasin B (0.1 mg/ml)を含むM-EB

を満たした遠心チューブに除ゼリーした未受精卵を移し、遠心（1,000 × g, 10 sec, 

4℃）によって卵をバックし、余分なバッファーを除いた。その後、遠心（15,000 

× g, 10 min, 4℃）によって卵を破砕し、中間層の細胞質画分を回収した。これ

にenergy mix（500 mM creatine phosphate,50 mM ATP,50 mM MgCl2）を2%

体積加え、再び遠心することで回収した細胞質画分を分裂期卵抽出液として用い

た。未受精卵の抽出液（分裂期）に終濃度0.4 mM のCaCl2を添加し、22℃で30

分間インキュベートしたものを間期卵抽出液として用いた。また、分裂期または

間期の卵抽出液を超遠心（150,000 × g, 90 min, 4℃）し、膜及びリボソーム画分

を除いた卵抽出液の可溶性画分（high-speed supernatant of extracts, HSS）を

調製した。  

 

 

２−４．核質画分の調製  

 

	 精子クロマチン（1,000 /µl）を間期卵抽出液に添加して22℃でインキュベート

し、核を形成させた。卵抽出液を9倍体積の氷冷したEB（100 mM KCl, 5 mM 

MgCl2, 20 mM HEPES-KOH, pH 7.5）を用いて希釈し、氷上で10分間インキュ

ベートした後、500 µlの氷冷した30% sucrose/EBの上に重層して遠心（7,000 × g, 

10 min, 4℃）し、回収した核を氷冷したEBで2回洗浄したものを核（全核質画

分）とした。この核を氷冷した0.25% Triton X-100/EBで2回洗浄し、不溶性核画

分を回収してクロマチン画分とした。このクロマチン画分をdigestion buffer	

(12.5 mM CaCl2, 0.32% Triton X-100 /EB)に懸濁し、マイクロコッカルヌクレア

ーゼ（MNase, 1,000 U/ml）を加え、22℃で5分間インキュベートした。氷冷し

た0.25% Triton X-100/EBで2回洗浄した後、クロマチン結合タンパク質を含まな

い不溶性核画分として回収した。各サンプルを1.0 × 104 核 / µl の濃度になるよ

うに、1×LSB (2% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0.01% 
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Bromophenol Blue, 62.5 mM Tris-HCl, pH 8.0)を加え、加熱（95℃ , 5 min）し

てタンパク質を抽出し、SDA-PAGEに用いた。  

 

 

２−５．卵母細胞の細胞質サンプルの調製  

 

	 0.2% MS-222で麻酔した雌のツメガエルから摘出した卵巣の断片を、0.2% 

collagenase Type-1（Wako）を含むMMR中で22℃で緩やかに2時間転倒撹拌す

ることにより得られた未成熟卵母細胞を、MMRで3回洗浄したのちLeibovitz’s 

L-15培地（70% Leibovitz’s L-15 medium (GIBCOBRL), 50 units/ml penicillin, 

50 mg/ml streptomycin, 5 mM HEPES-NaOH, pH 7.5）中で16℃で16時間イン

キュベートした(Newport and Kirschner, 1982)。未成熟卵母細胞(Dumont, 

1972)を各成長段階で選別して回収した。StageⅥの未成熟卵母細胞を10 µg/ml 

progesterone/MMRで10分間処理し、卵成熟を誘起し、22℃でインキュベートし

て卵成熟開始後の様々な時間で卵母細胞を回収した。各々の成長段階の未成熟卵

母細胞と卵成熟開始後の卵母細胞について、それぞれ5個の卵を4℃のM-EBの中

で先太チップを用いてホモゲナイズした後に、遠心（15,000 × g, 10 min, 4℃）

して回収した細胞質画分に1×LSBを加えて加熱（95℃ , 5 min）し、SDA-PAGE

に用いた。1レーンあたり卵0.5個分のサンプルを電気泳動した。  

 

 

２−６．cDNAクローニング  

 

	 アフリカツメガエル未受精卵から単離した全RNAを鋳型としてfirst-strand 

cDNAを合成し、PCRの鋳型として用いた。HIRA（Xenbase: XB-GENE-976075）

とCABIN1（Xenbase : XB-GENE-6486843）は、既報のcDNAに基づいてプライ

マーを設計し、PCRによってcDNAを単離した。Asf1（Genebank accession: 

BC056123）及びCAF-1p150（Genebank accession: AAK31811）、p60（Genebank 

accession: DQ192574）のcDNAは、当研究室の岩渕万里博士と理化学研究所の

新冨圭史博士より供与を受けた。  
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２−７．大腸菌を用いたリコンビナントタンパク質の調製  

 

	 アフリカツメガエルのHIRAのC末端断片（HIRAC613, 401-1013 aa）のcDNA

をpET30プラスミド（Novagen）に挿入した。アフリカツメガエルAsf1全長cDNA

をpET21プラスミド（Novagen）に挿入した。これらプラスミドでBL21（DE3）

を形質転換したのち、各々の6 x His融合タンパク質を発現させた。大腸菌破砕物

上清からHis･Bind® Resin（Novagen）を用いて、リコンビナントタンパク質を

アフィニティー精製した。アフリカツメガエルCAF-1p150のC末端断片

（p150C357, 540-896 aa）cDNAをpGEX4T3プラスミド（GE Healthcare）に

挿入したプラスミドでBL21を形質転換し、GST融合タンパク質を発現させた。

大腸菌破砕物上清からGlutathione Sepharose 4B（GE Healthcare）を用いてリ

コンビナントタンパク質をアフィニティー精製した。これら融合タンパク質を、

卵内在性ヒストンシャペロンの定量に用いた。  

	 HIRAの部分断片（HIRA_B, 357-457 aa）、アフリカツメガエルCABIN1のC

末端断片（CABIN1Nt, 1-937 aa）、および、アフリカツメガエルp60の全長（p60, 

1-569 aa）及びC末端断片（p60_B, 380-569 aa）をコードするcDNA を各々

pGEX-6Pプラスミド（GE	 Healthcare）に挿入したプラスミドでBL21を形質

転換した。これらGST融合タンパク質を発現させ、Glutathione Sepharose 4B

に結合させ、GSTプルダウン実験に用いた。  

	 GSTおよびHis融合タンパク質を大腸菌で共発現させる手法で、タンパク質複

合体を調製した。HIRAの全長、HIRA変異体、p60、HCとCH変異体をコードす

るcDNAをpGEX-6Pプラスミドに挿入した。Asf1 cDNAをpCDFDuet-1プラスミ

ド（Novagen）に插入した。Rosetta 2 (DE3, Novagen)をpGEX-6PとpCDFDuet-1

で形質転換し、リコンビナントタンパク質を共発現させた。大腸菌破砕物上清か

らGlutathione Sepharose 4Bを用いて、リコンビナントタンパク質複合体をアフ

ィニティー精製した後、Vivaspin 2 (10 kDa, Sartorius)を用いて、遠心（12,000 

× g, 20℃）によってピーク溶出画分を濃縮し、分注して4℃で保存した。  
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２−８ . 卵抽出液における外来性タンパク質の発現  

 

	 HIRAの全長および変異体のcDNAをpRNT3-FLAGプラスミド  (pBS-RNTを

改変、当研究室；(Lemaire et al., 1995))に插入した。また、IBB（ importin 

β-binding of importin α；(Kose et al., 1997)）配列を各々のHIRAに融合した。

これらを鋳型にしてmMESSAGE mMACHINE T3 kit® (Ambion) を用いて、 in 

vitroでmRNAを合成した。卵抽出液にmRNAを加えて22℃でインキュベートし、

FLAGを融合したHIRAリコンビナントタンパク質を発現させた。  

 

 

２−９．抗体  

 

	 His-HIRA（494-685 aa）、GST-HIRA（401-1013 aa）のリコンビナントタン

パク質及びHIRAのC末端合成ペプチド（LFTEYQEQLDILRDK；999-1013 aa）

をウサギに免疫して、抗HIRAポリクローナル抗体を作製した。  

	 抗CAF-1p150、抗CAF-1p60、抗Asf1、抗N1、抗Nap-1及び抗HP1γ抗体は、

当研究室で作製されたポリクローナル抗体を使用した。抗原は以下の配列：

[His-p150C537（540-896 aa）、GST-p60C325（245-569 aa）、His-Asf1（1-200 

aa）、His-N1(1-663 aa)、His-NAP-1（1-393 aa）及びHis-HP1γ（1-175 aa）

のリコンビナントタンパク質、Asf1のC末端合成ペプチド

（SKGLAAALNTLPENSMD；182-198 aa）及びCAF-1p150のC末端合成ペプチ

ド（TIECKINLNDSAVLAS;835-847 aa）。さらに、抗ツメガエルリンカーヒス

トンB4抗体(Ohsumi et al., 1993)と抗ツメガエル lamin LⅢ抗体  (Hasebe et al., 

2011)を使用した。  

	 抗Histone H3 (abcam, 1791)、抗phospho-Ser 10 Histone H3（Active Motif, 

39254）ポリクローナル抗体及び抗PCNA（BioLegend, PC10）、抗tubulin-α 

(BioLegend, 10D8)、抗Flag (sigma, M2) 、抗GST（Wako, 5A7）及び抗His6

（Wako, 9F2）モノクローナル抗体は購入して使用した。  
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２−１０．免疫除去と免疫沈降  

 

	 抗血清を等体積のProtein G-Sepharose 4 Fast Flow（GE Healthcare）と室温

で1時間混和し、抗体をビーズに結合させた。抗体ビーズをTBS（150 mM NaCl, 

50 mM Tris-HCL, pH 7.5）で洗浄した後、EBで平衡化して使用した。対照とし

て、等量の免疫前血清もしくはnormal rabbit IgG（Sigma）を用いて対照抗体

ビーズを作製した。卵抽出液に、その1/2体積の抗体ビーズを混和し、時々撹拌

しながら氷上で30分間インキュベートした後に、遠心（1,000 × g, 3 min, 4℃）

によってビーズを沈殿させ、上清を回収した。この操作を２回行った後の上清を

免疫除去卵抽出液として用いた。免疫沈降の場合は、卵抽出液に等体積の抗体ビ

ーズを加え、時々撹拌しながら氷上で1時間インキュベートした。ビーズを0.25% 

Triton X-100/EBで３回洗浄した後に、等量の2 × LSBを加えて加熱（95℃ , 5 min）

することによってタンパク質を抽出し、SDA-PAGEに用いた。  

 

 

２−１１．電気泳動とウエスタンブロッティング  

 

	 SDS-ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）は、Laemmliの方法を改変

し(Laemmli, 1970)、15％、12.5％、10％もしくは7.5％の分離ゲル、4.5％の濃

縮ゲルを用いて、泳動バッファー（25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS）

中で行った。  

	 ウエスタンブロティングは、Towbinらの方法に従って行った(Towbin et al., 

1979)。SDS-PAGEした後、タンパク質を転写バッファー（100 mM Tris, 192 mM 

glycine, 0.05% SDS, 20% methanol）中でニトロセルロース（Pall corporation）

もしくはPVDFメンブレン（Millipore）に転写した。転写後のメンブレンを10％  

skim milkを含むTBSに浸し、室温で30分間振璗してブロッキングした。その後、

室温で1時間もしくは4℃で一晩、TBS或いはTBS-T（0.1％	 Tween 20/TBS）を

用いて希釈した一次抗体と反応させた。反応後のメンブレンをTBSで洗浄した後、

西洋ワサビペルオキシダーゼもしくはアルカリホスファターゼで標識した二次
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抗体（Dako）と室温で1時間反応させた。シグナルの検出には、それぞれEz 

WestLumi plus（ATTO）、BCIP/NBT phosphatase substrate（KPL）を用い

た。  

 

 

２−１２．内在性ヒストンシャペロンタンパク質の定量  

 

	 BSA（ウシ血清アルブミン、既知濃度）溶液と各々のヒストンシャペロンタン

パク質溶液をSDS-PAGEした後、CBB（Commassie Brilliant Blue ）で染色し、

画像撮影装置Ez-Capture Ⅱ（ATTO）および  画像解析ソフトImageJを用いて

各々のバンドのシグナル強度を計測した。BSAの濃度とシグナル強度に基づいて、

ヒストンシャペロン溶液の濃度を算出した。このヒストンシャペロンタンパク質

溶液を卵抽出液で希釈したサンプルを、各々の抗体を用いてウエスタンブロッテ

ィングした。抗原タンパク質の濃度とシグナル強度から、卵抽出液に含まれる内

在性の各々のヒストンシャペロンの濃度を算出した。  

 

 

２−１３．プラスミドDNAスーパーコイルアッセイ  

 

	 各々のヒストンシャペロンタンパク質が免疫除去された卵抽出液に、環状プラ

スミドDNA（pBluescript Ⅱ SK, Stratagene）を加えて、24℃で様々な時間イン

キュベートした後、等量のTermination Mix（100 mM EDTA, 100 µg/ml RNase 

A, 1 mg/ml Proteinase K, 2% SDS, 80 mM Tris-HCl, pH 8.0）を添加して37℃

で1時間インキュベートした。フェノール -クロロホルム混合液（50% TE（250 mM 

EDTA, 1 M Tris-HCl, pH 8.0）saturated phenol、48％  chloroform、2％  isoamyl 

alcohol）を用いてタンパク質を除去し、エタノール沈殿して回収したプラスミド

DNAをTEに溶かした後、1.5%アガロース-TAE(200 mM Tris, 100 mM acetic 

acid, 50 mM EDTA-NaOH, pH 8.0)ゲルで電気泳動した後、GelRed (Biotium)

で染色した。回復実験を行う場合には、HIRAまたはAsf1を免疫除去した卵抽出
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液にHIRA/Asf1複合体を加えて、24℃で30分間プレインキュベートした後、環状

プラスミドDNAを加えて、スーパーコイルアッセイを行った。  

 

 

２−１４．ゲノムDNA複製の定量  

 

	 	 間期卵抽出液に精子クロマチン（1,000 /µl）と[α-32P]dCTP (0.1 µCi/µl)を添

加し、22℃でインキュベートした。様々な反応時間の後に、卵抽出液を９倍体積

のstop solution(10 mM EDTA, 2% SDS, 10% glycerol, 0.01% Bromophenol 

Blue, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0)に希釈して１０分間氷冷することで反応を停止

させた。サンプルを37℃で1時間インキュベートして除タンパク処理した後、フ

ェノール-クロロホルム混合液を用いてタンパク質を除去し、エタノール沈殿し

て回収したゲノムDNAを0.8%アガロースゲル-TAEゲルで電気泳動した。ゲルを

乾燥させた後、Typhoon FLA 7000 (GE healthcare)を用いたオートタジオグラ

フィーによって、ゲノムDNAに取り込まれた[α-32P]dCTPを測定し、DNA複製量

とした。  

 

 

２−１５ .ヌクレオソーム形成活性の検定  

 

	 間期卵抽出液に精子クロマチン（1,000 /µl）を加え、22℃でインキュベートし

て核を形成させてDNA複製を進行させた。連続ラベル法では、インキュベート開

始とともに [α-32P]dCTP (0.1 µCi/µl)を加えてラベルした。パルスラベル法では、

インキュベート開始後60分に[α-32P]dCTP (0.2 µCi/µl)を加えて１５分間ラベル

をした後に、dCTP（1 mM）を加えて[α-32P]dCTPの取り組みを阻害した。  

様々な反応時間の後に、卵抽出液を4倍量のdigestion buffer(12.5 mM CaCl2, 

0.32% Triton X-100 /EB)に懸濁した。様々な濃度のマイクロコッカルヌクレア

ーゼ（MNase）を加え、22℃で5分間インキュベートした後、Termination Mix

を加えて反応を停止させて、さらに37℃で1時間インキュベートした。フェノー

ル-クロロホルム抽出及びエタノール沈殿によって回収したDNA断片を6%ポリ
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アクリルアミド-TBE(90 mM Tris, 90 mM boric acid, 20 mM EDTA-NaOH, pH 

8.0)ゲルで電気泳動した。Typhoon FLA 7000を用いたオートタジオグラフィー

によって、DNAの切断パターンの解析及びシグナル強度の定量を行った。  



結果 

 29 

3．結果 

 

3-1．ツメガエル卵のヒストン H3-H4シャペロン 

 

3-1-1． ツメガエル卵成熟に伴う HIRAタンパク質の量の増加 

 

	 これまでに、ツメガエル卵における Asf1、HIRAおよび CAF-1の各々の存在が報告さ

れているが (Quivy et al., 2001; Ray-Gallet et al., 2002, 2007)、その濃度や存在比は明

らかにされていない。まず、それについて、各々に対する特異抗体と組換えタンパク質

を用いた定量ウエスタン解析によって検討した。卵ではほとんどの p150サブユニットが

CAF-1複合体を形成していることから (新冨, 2005)、CAF-1については最大サブユニッ

トである p150 を定量解析した。His-Asf1（全長）、His-HIRAC613（401-1013 aa）、

GST-p150C357（540-896 aa）を大腸菌で発現させたのち、His･Bind Resin ビーズも

しくは Glutathione Sepharose 4Bビーズを用いてアフィニティー精製し、精製タンパク

質溶液の濃度を求めた。これらの既知濃度の組換えタンパク質を卵抽出液に添加してウ

エスタン解析し、ツメガエル卵抽出液に含まれる各々のヒストンシャペロンタンパク質

の濃度を測定した（図３−１）。10% 卵抽出液と様々な濃度の His-Asf1 を含むタンパク

質溶液を混合したサンプルについて、抗 Asf1抗体（抗原：Asf1の C末端ペプチド）を

用いてウエスタンブロッティングを行い、His-Asf1 の検量線から求めた卵抽出液に含ま

れる内在性 Asf1の濃度は 504 nM（±37 nM, n= 6）であった（図３−１A）。同様の手法

で抗 HIRA 抗体（抗原：GST-HIRAC613）を用いて求めた内在性 HIRA タンパク質の

濃度は、9.74 nM（±1.45 nM, n= 7）であった（図３−１B）。また、卵抽出液中の p150、

すなわち CAF-1の濃度は、4.60 nM（±0.56 nM, n= 7）であった（図３−１C、抗原：p150

の C末端ペプチド）。これらの結果から、ツメガエル卵における Asf1の濃度は HIRAや 

CAF-1の 50倍以上であること、また、HIRAの濃度は CAF-1より高いことが判明した

（図３−２Bと３−３C）。 

	 ツメガエル卵では CAF-1より HIRAの濃度が高かったことから、分化後の体細胞につ

いてもそれらの存在比を調べることにした。ツメガエル腎臓上皮由来培養細胞（A6）の

全細胞抽出液と卵抽出液からサンプルを調製し、両サンプル中の Asf1の量を揃えて定量

ウエスタン解析した（図３−２A）。卵抽出液の希釈系列と各々のバンド強度を比較するこ
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とで、A6細胞抽出液サンプル中の HIRAおよび CAF-1の相対濃度を測定した（データ

未掲載）。卵抽出液、A6 細胞抽出液の各々における Asf1 の濃度に対する CAF-1

（CAF-1/Asf1）と HIRA（HIRA/Asf1）の比率を算出し、その相対値で比較した。その

結果、Asf1に対する HIRAと CAF-1の相対値は、卵抽出液では 1.9%と 0.9%、A6細胞

抽出液では 1.4%と 1.8％となり、A6 細胞では Asf1 に対する HIRA の相対量が低く、

CAF-1の相対量が多いことが分かった（図３−２B）。次に、各々の抽出液における CAF-1

に対する HIRAの存在比（HIRA/CAF-1）は、卵抽出液では 2.11（1.9% / 0.9%）である

のに対し、A6細胞抽出液においては 0.78（1.4% / 1.8%）となった。以上のことから、

卵における HIRA/CAF1の値は A6細胞の 2.7倍となり、ツメガエルの受精卵や胞胚期に

おける HIRAの相対濃度は他の細胞より高いことが示唆された。 

	 これまでの研究から、ツメガエル卵母細胞では、成熟期に、いくつかのタンパク質の

量が増加することが示されている(Iwabuchi et al., 2000; Sheets et al., 1994)。そこで、

ヒストンシャペロンが卵成熟期に何らかの発現調節を受けるかを検討した。異なる成長

ステージにある未成熟卵母細胞を集め、各々のヒストンシャペロンのウエスタン解析を

行ったところ（stageⅡ〜Ⅵ; 図３−２C、レーン３−７）、HIRA/Asf1と CAF-1/Asf1の値

はそれぞれ 0.8%と 0.7%となり、成長ステージによらずほぼ一定であったが、興味深い

ことにHIRA/Asf1の値は成熟卵のものと較べて非常に低く、A6細胞に近い値であった。

次に、十分に成長した未成熟卵（stage VI）を集めてプロゲステロンで処理し、卵成熟

を開始させた（5 − 360 min; 図３−２C、レーン８−１６）。プロゲステロン処理から 120

分以降には、卵に GVBD（減数第一分裂中期に進行することによる卵核胞崩壊）が起こ

って成熟斑が出現し始め、180 分後にはほとんどの卵に成熟斑が出現した。CAF-1 は分

裂期にリン酸化され電気泳動上の移動度が小さくなることが報告されていたことから

(Keller and Krude, 2000; Marheineke and Krude, 1998)、180分では卵が減数第一分裂

中期以降へ進行していることが確認された（図３−２C、p150と p60、レーン１３−１６）。

プロゲストン処理後 360 分の間に、ヒストン H3-H4 とそのヒストンシャペロンである

N1、Asf1、CAF-1やリンカーヒストン B4とそのヒストンシャペロンである Nap1など

のタンパク質の量はほぼ一定であった（図３−２C、レーン８−１６）。これに対し、HIRA

の量は、GVBD前（5 − 120 min）と後（180 − 360 min）で大きく変化し、GVBD後

には CAF-1 に対する HIRA の相対量が増大した（図３−２C、HIRA、レーン８−１２と

１３−１６を比較する）。成熟卵の抽出液の希釈系列（図３−２C、レーン１７−２２）とバ
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ンド強度を比較した結果、GVBD 前と較べて GVBD 後には HIRA の量が約３倍に増加

することが明らかとなった。ツメガエル卵成熟期にはmRNAの転写が行われないことか

ら、翻訳調節の機構により卵成熟期に HIRA のタンパク質量が急激に増加すると考えら

れる。以上のことから、成熟卵の相対的に高い HIRA の存在量は卵成熟期のタンパク質

の翻訳促進によってもたらされることが示唆された。 

 

 

3-1-2. ツメガエル卵におけるヒストン H3-H4シャペロン複合体の構成 

 

	 ツメガエル卵において、ヒストンシャペロン Asf1、HIRAおよび CAF-1がどのような

複合体を形成しているのか、また、これらのヒストンシャペロンと、ヒストンやヒスト

ンの蓄積に関わる N1 との結合がどのように制御されているのかについては明らかでは

ない。そこで、各々の特異抗体による免疫共沈降実験を行って、各々のタンパク質間の

結合性について検討した。Asf1、HIRAまたは CAF-1（p150サブユニット）に対する抗

血清と Protein G Sepharoseビーズを反応させ、抗体ビーズを作製した。対照実験（Δ

Mock）には、非特異的ウサギ抗体を結合させたビーズを用いた。各々のヒストンシャペ

ロンが完全に除かれる量の抗体ビーズを卵抽出液と反応させ（卵抽出液とビーズを等体

積で混合）、反応後の卵抽出液（extracts、図３−３A）と免疫沈降物（IP、図３−３B）に

ついてウエスタン解析した。反応後の抽出液では各々のヒストンシャペロンがそれぞれ

卵抽出液から完全に除かれたことを確認した（図３−３A、ΔAsf1、ΔHIRAおよびΔ p150）。 

	 これまでの報告 (English et al., 2006; Natsume et al., 2007; 新冨, 2005) に一致して、

Asf1の免疫沈降物には分裂期、間期のいずれにおいてもヒストン H3が検出され（図３−

３B、レーン５—６）、Asf1 は細胞周期に依存せずにヒストンに直接に結合することが示

された。興味深いことに、Asf1はヒストンシャペロン N1と結合性を持つことも示され

た（図３−３B、レーン５—６）。N1はツメガエル卵に存在する大量のヒストン H3-H4と

結合し、ヒストンの細胞内蓄積に関与すると考えられている(Kleinschmidt et al., 1986)。

しかし、HIRA と CAF-1 の沈降物からは N1 が検出されなかったことから（図３−３B、

レーン７—１０）、N1は HIRAや CAF-1複合体に含まれない、すなわち N1と結合した

ヒストン H3-H4は HIRAまたは CAF-1によるヌクレオソーム形成に直接には関与しな

いことが示唆された。代わりに、ヒストンを結合した Asf1 は、HIRA または CAF-1 と
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相互作用することから（図３−３B、レーン５−６）、ヌクレオソーム形成において、Asf1

は、HIRAまたは CAF-1と複合体を形成し、各々のヒストンシャペロン複合体にヒスト

ンを供給すると考えられる。従って、N1、CAF-1 や HIRA のいずれとも結合性を持つ

Asf1は、それらのヒストンシャペロン間でのヒストンの受け渡しに重要な役割を果たす

ことが示唆された。 

	 Asf1 は CAF-1 と HIRA のいずれとも結合性をもつが、CAF-1 は間期の Asf1 免疫沈

降物にのみ検出され、分裂期のものには検出されなかった（図３−３B、レーン５−６）。

このことから、CAF-1とAsf1の結合は細胞周期により制御され、間期にのみCAF-1-Asf1

複合体の形成が起こることが示唆された（図３−３C、interphase）。また、Asf1 沈降物

に含まれる CAF-1の量は全体に較べてごくわずかであり（図３−３B、レーン６と１０）、

Asf1を除いた卵抽出液（ΔAsf1）にはほとんどの CAF-1が存在していたことから（図３

−３A、レーン２）、間期の卵抽出液において、Asf1と結合する CAF-1はそのごく一部で

あることが示唆された（図３−３C、interphase）。さらに、間期の CAF-1 沈降物にヒス

トン H3と PCNAが検出されたことは（図３−３B、レーン１０）、CAF-1-Asf1-H3複合

体は間期に PCNA と結合して DNA 複製フォークに局在し、DNA 複製に共役するヌク

レオソーム形成を媒介するとする知見と一致した (Shibahara and Stillman, 1999; 

Tagami et al., 2004)。一方、Asf1沈降物には細胞周期によらず HIRAが検出され、また、

それらの量は、HIRA沈降物中に存在する HIRAの量と変わらなかった（図３−３B、レ

ーン５−６と７−８）。このことから、卵抽出液において全ての HIRAは Asf1と恒常的に

複合体を形成していることが示唆された（図３−３C、M phaseと interphase）。また、

ΔAsf1に HIRAが検出されなかったのに対して、ΔHIRAには Asf1のほとんどが残存し

ていた（図３−３A、レーン２−３）。この結果は、卵抽出液には Asf1が HIRAの約 50倍

の濃度で存在するため、HIRA-Asf1 複合体に含まれる Asf1 は全体のごく一部であるた

めと推察される（図３−３C）。CAF-1-Asf1複合体にヒストンが含まれているのと同様に、

HIRA-Asf1複合体にもヒストンが含まれると予想されたが(Tagami et al., 2004)、HIRA

の免疫沈降物からはヒストン H3 がほとんど検出されなかった（図３−３B、レーン７−

８）。その理由として、抗 HIRA抗体により HIRA-Asf1複合体とヒストンとの結合性が

競合的に阻害された可能性が考えられる。 

	 以上の結果から、ツメガエル卵において、ヌクレオソームの形成を促進するとされる

二つのヒストンシャペロンのうち、HIRAは細胞周期を通じて Asf1と恒常的に複合体を
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形成して存在する一方、CAF-1 のごく一部は間期にのみ Asf1 と相互作用することが示

された。（図３−３C）。 

 

 

3-1-3. ヒストン H3−H4シャペロンのクロマチン局在 

 

	 ゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成に各々のヒストンシャペロンが果たす役

割を明らかにするため、クロマチン上の Asf1、CAF-1、HIRAおよび N1の動態を解析

した。分裂期の卵抽出液にシクロヘキシミドと精子クロマチンを加え、CaCl2を添加する

ことにより卵抽出液を賦活して細胞周期を間期に移行させた。この抽出液では間期が維

持され、賦活後約 30分に核が形成されると速やかに DNA複製が開始する。賦活後 120

分の抽出液に、分裂期の卵抽出液可溶性画分（M-HSS）を添加してインキュベーション

することにより、抽出液を分裂期に移行させた。様々な時間後に卵抽出液からクロマチ

ンを回収してウエスタン解析を行った。細胞周期の進行は、ヒストンH3の 10番目のセ

リン（H3S10）のリン酸を検出する特異抗体で確認した（図３−４、H3S10 は分裂期に

リン酸化され、間期に脱リン酸化される）。賦活後 60分のクロマチンに PCNAが最も多

く見られたため、この時間のクロマチンでゲノム DNAの複製が最も盛んに行われている

こと（図３−４、レーン８）、その後の時間のクロマチンでは PCNAが減少したことから、

90〜120 分までには DNA 複製がほぼ終了していると推定された（図３−４、レーン９−

１０）。CAF-1 （p150 と p60 サブユニット）のクロマチン結合は、PCNA と挙動が一

致し、賦活後 60分のクロマチンに最も多く検出され（図３−４、60 min、レーン８）、複

製終了後や分裂期のクロマチンにはほとんど検出されなかった（図３−４、90-240 min、

レーン９−１４）。これに対し、Asf1と HIRAは、賦活直後から DNA複製のピークにか

けてクロマチンに結合し（図３−４、5-60 min、レーン４−８）、複製がほぼ終了したクロ

マチンにもある程度結合し続けていた（図３−４、90 と 120 min、レーン９−１０）。ま

た、卵抽出液を分裂期に移行させると、Asf1と HIRAはクロマチンから解離することが

示された（図３−４、135-240 min、レーン１１−１４）。また、卵におけるヒストン H3-H4

の細胞内蓄積に関わると考えられる N1 は、クロマチンと結合性を持たないことが示さ

れた（図３−４）。以上のことから、CAF-1は DNA複製に伴って PCNAと同調してクロ

マチンに結合するのに対して、Asf1と HIRAは間期を通じてクロマチンに結合し続けて
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いることが示され、CAF-1と HIRAの両ヒストンシャペロン複合体のクロマチンとの結

合状態が異なることが明らかとなった。これらのクロマチン局在の違いから、各々のヒ

ストンシャペロン複合体が複製されたゲノム DNA のヌクレオソーム形成において異な

る役割を果たすことが示唆された。 

 

 

3-2. 複製されたゲノム DNA へのヌクレオソーム形成における各々のヒストンシャペロ

ンの役割 

 

3-2-1. Asf1、CAF-1および HIRAのヌクレオソーム形成における役割 

 

	 Asf1、CAF-1および HIRAの各々を分裂期卵抽出液から免疫除去し、ゲノム DNAが

複製される際のヌクレオソーム形成における各々の役割を検討した。対照実験には非特

異的なウサギ抗体結合ビーズを用い（ΔMock）、CAF-1複合体の免疫除去には抗 p150抗

体結合ビーズを用いて行った（Δp150）。免疫除去操作後には、いずれのタンパク質も各々

90％以上が卵抽出液から除去された（図３−５A、ΔAsf1、ΔHIRAおよび Δp150）。また、

抗 HIRAと抗 p150抗体ビーズで同時に処理することにより、HIRAと CAF-1が共に除

去されることを確認した（図３−５A、ΔHIRAΔp150）。ΔAsf1では、Asf1とともに HIRA

のほとんどが除かれており（図３−５A、ΔAsf1）、分裂期卵抽出液において HIRAのほと

んどが Asf1と恒常的に複合体を形成しているためと考えられた（図３−３）。これに対し

て、ΔHIRAでは、ほとんどの Asf1が除かれずに卵抽出液に残ったことから（図３−５A、

ΔHIRA）、Asf1 の大部分は HIRA と結合せずに単独で存在することが示された（図３−

３）。また、ΔHIRAと同様に、Δp150もしくは ΔHIRAΔp150では、Asf1のほとんどが

卵抽出液から除かれなかったことが分かった（図３−５A、Δp150と ΔHIRAΔp150）。こ

の結果は、分裂期卵抽出液における CAF-1 が Asf1 と複合体を形成しないためと考えら

れる（図３−３）。 

	 各々のヒストンシャペロンを免疫除去した分裂期卵抽出液に [α-32P]dCTPと精子クロ

マチンを加え、CaCl2を添加して卵抽出液を賦活し、ゲノム DNA の複製を進行させた。

賦活後の各時間に卵抽出液を採取して、ゲノム DNAをアガロースゲルで電気泳動したの

ち、オートラジオグラフィーによってゲノム DNAに取り込まれた[α-32P]dCTPの量を測
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定して DNA複製の進行を調べた。対照卵抽出液における賦活後 210分（ΔMock、210 min）

のゲノム DNA への[α-32P]dCTP 取り込み量を 100%として、各々の相対値を比較した

（DNA複製率、図３−５B）。アフィジコリン（30 µM）を添加した卵抽出液（ΔMock+Aph）

では、[α-32P]dCTP の取り込みがほとんど見られなかったことから（図３−５B、

ΔMock+Aph）、ゲノム DNAへの[α-32P]dCTPの取り込みは DNAの複製に依存する反応

であることが示された。卵抽出液における DNA複製の進行や量については、いずれのヒ

ストンシャペロンを除いても対照とほとんど差がなかったことから、これらのヒストン

シャペロンタンパク質はゲノム DNAの複製には関与しないことが示された（図３−５B、

ΔAsf1、ΔHIRA、Δp150と ΔHIRAΔp150）。 

	 次に免疫除去後の卵抽出液を用いて、ゲノム DNA複製に伴うヌクレオソーム形成にお

いて、ヒストンシャペロンの各々が果たす役割について検討した。各々のヒストンシャ

ペロンを免疫除去した分裂期卵抽出液に[α-32P]dCTP と精子クロマチン加え、賦活して

DNA 複製を進行させた。図３−５B の実験によりゲノム DNA の複製が終了していると

考えられる賦活後 120分に、卵抽出液からクロマチンを回収しMNase（50, 100と 200 

U/ml）で処理して得られたゲノム DNA断片を 6%アクリルアミドゲルで電気泳動したの

ち、オートラジオグラフィーを行って DNA断片の解析を行った（図３−６A）。対照実験

（ΔMock）では、ヌクレオソームの単量体、二量体および三量体（約 150bp、330bp お

よび 500bp）に対応する規則的な DNAラダーが観察され、複製されたゲノム DNA上に

規則的にヌクレオソームが形成されたと考えられた（図３−６A、レーン１−３と１３−１

５）。一方、ΔAsf1では、規則的なラダーパターンが見られなくなり、ゲノム DNA複製

に伴うヌクレオソーム形成が著しく阻害されていることが示された（図３−６A、レーン

４−６と１６−１８）。これに対し、Δp150においては、先行研究 (新冨, 2005) で示され

たように、ヌクレオソーム単量体および二量体に対応する DNAラダーが見られたが、三

量体に相当するバンドが検出されなかった（図３−６A、レーン１０−１２）。また、ΔHIRA

においても、Δp150 と類似するラダーパターンが観察され（図３−６A、レーン７−９）。

この結果は、CAF-1と HIRAのいずれか一つを卵抽出液から除いても、複製に伴うゲノ

ム DNAのヌクレオソーム形成の大部分が行われることが示された。一方、ΔHIRAΔp150

では、卵抽出液に Asf1 が充分に存在するにもかかわらず（図３−５A、ΔHIRAΔp150）、

複製されたゲノム DNA へのヌクレオソーム形成が行われなかった（図３−６A、レーン

１９−２１）。このことから、複製されたゲノム DNAのヌクレオソーム形成には、HIRA
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複合体またはCAF-1複合体による形成機構がそれぞれ独立して関与していること、また、

二つのヌクレオソーム形成機構がはたらく DNA の部位にはほとんど特異性がないこと

が示唆された。また、Asf1は、HIRAと CAF-1各々の形成機構に必須だが、単独ではヌ

クレオソームの形成を媒介できないことが示された。 

 

 

3-2-2. HIRA複合体と CAF-1複合体のヌクレオソーム形成における役割の違い 

 

	 ゲノム DNA の複製に伴うヌクレオソーム形成において、HIRA 複合体および CAF-1

複合体が果たす役割の違いについて解析するため、各々のヒストンシャペロンを免疫除

去した卵抽出液に精子クロマチン加え、賦活して DNA複製を進行させた。DNA複製活

性の最も高い賦活後 60分（図３−４と３−５B）に、卵抽出液に [α-32P]dCTPを添加して

15分間ゲノムDNAをパスルラベルした後、過剰量のdCTP（1 mM）を加えて[α-32P]dCTP

の取り込みを停止させたのち、135 分間チェイスインキュベーションした。パルスラベ

ル直後（75 min）とチェイスインキュベーション後（210 min）に卵抽出液から回収し

たクロマチンを、上記の実験（図３−６A）と同様にMNase（50, 100と 200 U/ml）で

処理した後、回収したゲノムDNA断片のラダーパターンを解析した。対照実験（ΔMock）

では、75 minにはヌクレオソームの単量体と二量体に相当する二本の明瞭なバンドが検

出された（図３−６B、レーン１−３、monomer と dimer）。チェイスインキュベーショ

ンを行った後（210 min）には、それらに加えてヌクレオソーム三量体に対応する DNA

断片のバンドも検出された（図３−６B、レーン４−６、trimer）。これらの結果は、ゲノ

ム DNA複製中にヌクレオソームが迅速に形成される、すなわち、DNA複製に共役する

ヌクレオソーム形成機構があること、また、チェイスインキュベーションの間にゲノム

DNA複製に共役しないヌクレオソームの形成が媒介されることを示唆した。つまり、複

製されたゲノム DNAへのヌクレオソーム形成は、DNA複製に共役するものと共役しな

いものの二段階に分かれてなされることが示唆された。ΔAsf1では、75 minと 210 min

のサンプルのいずれにも明瞭な DNAラダーが検出されず、複製されたゲノム DNAへの

ヌクレオソーム形成が著しく阻害されたことから（図３−６B、レーン７−１２）、Asf1

はDNA複製に共役するまたはDNA複製された後のいずれのヌクレオソーム形成機構に

おいても必要であることが明らかとなった。ΔHIRAでは、75minのサンプルには対照実
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験とほぼ同様のラダーパターンが見られたが（図３−６B、レーン１３−１５と１−３比較）、

210 min のサンプルにはヌクレオソーム三量体に相当するバンドが検出されなかった

（図３−６B、レーン１６−１８）。このことは、HIRAの除去により DNA複製後のヌク

レオソーム形成が充分に行われなくなり、複製されたゲノム DNAへのヌクレオソーム形

成が不完全であることを示唆する。一方、Δp150では、75 minにおいては ΔAsf1と同様

に DNAラダーが不明瞭であったが（図３−６B、レーン１９−２１と７−８比較）、チェイ

スインキュベーション後の 210 minにはヌクレオソーム単量体および二量体に対応する

バンドが検出された（図３−６B、レーン２２−２４）。すなわち、CAF-1の除去によって

DNA 複製に共役するヌクレオソーム形成は阻害されたが、DNA 複製の後にヌクレオソ

ーム形成が部分的に補完された。以上の結果から、卵抽出液におけるゲノム DNAが複製

される際に、CAF-1-Asf1 複合体は DNA 複製に共役するヌクレオソーム形成を促進し、

他方、HIRA-Asf1 複合体は複製された DNA 鎖へのヌクレオソーム形成に寄与すること

が明らかとなった。 

 

 

3-2-3. ヌクレオソーム形成における HIRA複合体と CAF-1複合体の寄与 

 

	 上記の実験から、HIRA-Asf1複合体と CAF-1-Asf1複合体は卵抽出液におけるゲノム

DNA複製の際に、各々異なる段階でヌクレオソーム形成に寄与することが示された。こ

れら二つのヌクレオソーム形成機構がゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成に

各々どの程度寄与するのかを明らかにするため、複製されたゲノム DNAに形成されるヌ

クレオソームの量を定量した。各々のヒストンシャペロンを免疫除去した分裂期の卵抽

出液に精子クロマチン加え、賦活してゲノム DNAの複製を進行させた。上記の実験（図

３−６B）と同様に、賦活後 60 分の卵抽出液に [α-32P]dCTP を添加して 15 分間ゲノム

DNAをパスルラベルし、パスルラベル前と後（60 minと 75 min）のゲノム DNAへの

[α-32P]dCTPの取り込みを測定して、ゲノム DNA複製量とした（図３−７A）。ヒストン

シャペロンの各々がゲノム DNAの複製に関与しないため（図３−５B）、いずれのタンパ

ク質が除かれても DNA複製量は対照実験（ΔMock）と差がなかった（図３−７B）。次に、

パスルラベル直後（75 min）とチェイスインキュベーション後（210 min）のクロマチ

ンを回収して、MNase（1000 U/ml）で十分に処理した後にゲノム DNA 断片を回収し
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て 6%アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行い、ヌクレオソーム単量体に由来する

DNA断片（monomer）に取り込まれた[α-32P]dCTPを測定し、これをヌクレオソームが

形成された新規合成 DNA の量とした（図３−７C）。これに基づき、[複製されたゲノム

DNA の量]に対する[ヌクレオソームが形成された新規合成 DNA の量]の割合を算出し、

対照実験（ΔMock）のチェイスインキュベーション後（210 min）の値を 100%としてグ

ラフにした（ヌクレオソーム形成率、図３−７D）。対照実験では、パスルラベル直後（75 

min）のヌクレオソーム形成率は 74％であった（図３−７D、ΔMock）。これにより、大

部分のヌクレオソームは DNA複製直後に迅速に形成されており、また、DNA複製が完

了さにた後にもヌクレオソームが形成されることが示された。従って、複製されたゲノ

ムDNAへのヌクレオソーム形成は二つの段階により充分に行われると考えられる。Asf1

の免疫除去により、75 minのヌクレオソーム形成率は 33%と低く、210 minにおいても

増加が見られなかった（図３−７D、ΔAsf1）。この結果から、ゲノム DNAが複製される

際に、Asf1はいずれの段階のヌクレオソーム形成に必要であることが示された。それに

対して、CAF-1（p150サブユニット）を免疫除去した卵抽出液では、ヌクレオソーム形

成率は 75 minに 44%と対照実験に較べて有意に低かったが、210 min には 75％まで増

加した（図３−７D、Δp150）。このことは、CAF-1 の除去により DNA 複製に共役する

ヌクレオソーム形成は阻害されたが、複製後の DNA上でヌクレオソームが充分に形成さ

れることを確認した(新冨, 2005)。一方、ΔHIRAでは、75 minでは対照実験 74%よりや

や低い値となったが有意な差はなかった（62%、p=0.09, n=3；図３−７D、ΔHIRA, 75 min）。

このことから、DNA複製に共役して行われるヌクレオソーム形成への HIRAの寄与は少

ないと考えられた。また、210 minにおける ΔHIRAのヌクレオソーム形成率は対照実験

の 78％に留まった（図３−７D、ΔHIRA, 210 min）。これらの結果から、HIRAを除去し

た卵抽出液では、DNA複製後のヌクレオソーム形成が阻害され、複製されたゲノム DNA

へのヌクレオソーム形成が不完全であることが明らかとなった。さらに、HIRAと CAF-1

両複合体を同時に除いた卵抽出液では、Asf1 が充分に存在するにもかかわらず（図３−

５A、ΔHIRAΔp150）、ΔAsf1とほぼ同等にヌクレオソーム形成率が著しく阻害された（ヌ

クレオソーム形成率は、75 min では 37%、210min では 41%となる；図３−７D、

ΔHIRAΔp150）。この結果は、Asf1 は、単独ではヌクレオソームの形成を促進できない

ことを支持している。以上の結果から、ゲノム DNA複製に伴うヌクレオソーム形成の大

部分は CAF-1-Asf1 複合体による DNA 複製に共役する機構により行われたが、
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HIRA-Asf1 複合体による DNA 複製に共役しない形成機構によりすべてのヌクレオソー

ム形成が補完されることが明らかとなった。また、ゲノム DNA複製に伴うヌクレオソー

ム形成に大きく寄与する DNA複製に形成機構が阻害されても、ヌクレオソーム形成の大

部分は DNA 複製の後になされうることから、HIRA-Asf1 複合体によるヌクレオソーム

形成は、複製されたゲノム DNAのヌクレオソーム形成に補完的に寄与すると考えられる。 

	 しかし、Δp150 では、ヌクレオソーム形成率はチェイスインキュベーションをするこ

とにより上昇したものの、対照実験の 78％に留まった（図３−７D、Δp150, 210 min）。

この原因として、CAF-1に依存するヌクレオソーム形成が損なわれたことによる可能性、

またはヒストン H3-H4シャペロンの総量が減少したことによる可能性が考えられた。そ

こで、CAF-1を除いた卵抽出液（Δp150）の HIRAの量を増加させ、ヌクレオソームの

形成率に及ぼす影響を検討した。HIRA-Flag のmRNAを卵抽出液に添加して翻訳させ、

卵抽出液中 HIRAの量をほぼ二倍に増加させたのち、CAF-1を免疫除去した（図３−８A）。

この卵抽出液を用いて、複製されたゲノム DNA の量（図３−８B）に対するヌクレオソ

ームが形成された新規合成 DNA量（図３−８C）の割合を算出し、対照実験（ΔMock）

のチェイスインキュベーション後（210 min）の値を 100%としてグラフにした（ヌクレ

オソーム形成率、図３−８D）。上記の実験（図３−７D）と同様に、Δp150では、パルス

ラベル直後（75 min, 51%）、チェイスインキュベーション後（210 min, 82%）のいずれ

においてもヌクレオソーム形成率は対照実験に較べて有意に低かった（図３−８D、

Δp150）。一方、Δp150において HIRAを増加させた場合のヌクレオソーム形成率は、75 

minでは低かったが（75 min, 62%）、210 minでは対照実験と同等レベルとなった（図

３−８D、Δp150+HIRA-Flag）。従って、ゲノム DNA 複製において、CAF-1-Asf1 複合

体がなくても、HIRA-Asf1複合体が充分にあればヌクレオソーム形成に大きな支障をき

たさないことが示された。以上の結果から、HIRA-Asf1 複合体は DNA 複製に共役しな

いヌクレオソーム形成を促進し、複製されたゲノム DNAのヌクレオソーム形成を補償す

ること、しかも、HIRA-Asf1複合体は、十分量存在すれば、単独でもすべてのヌクレオ

ソーム形成を媒介することが可能であることが示唆された。このことにより、ツメガエ

ル胞胚細胞に存在する HIRA-Asf1 複合体は初期胚発生の過程で複製されたゲノム DNA

へのヌクレオソーム形成の促進に重要な役割を果たすことが強く示唆された。 

 

 



結果 

 40 

3-3．HIRAによるヌクレオソーム形成の分子機序 

 

3-3-1．DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成における HIRAの重要性 

 

	 ツメガエル卵抽出液において、HIRA-Asf1 複合体が DNA 複製反応に共役しないヌク

レオソーム形成を促進することが示された。このヌクレオソーム形成における HIRA の

役割の重要性をさらに検討するため、環状プラスミド DNAを用いたスーパーコイルアッ

セイを行った。スーパーコイル型の環状プラスミド DNAを卵抽出液に加えると、トポイ

ソメラーゼ IIにより速やかにスーパーコイルが解消され、リラックス型の環状プラスミ

ドとなる。これにヒストンが結合してヌクレオソームが形成されると、環状プラスミド

DNAにねじりが導入され、ねじりの数（ヌクレオソームの数）によって電気泳動上の移

動度が変化することを利用し、ヌクレオソーム形成活性を評価した。本実験では、DNA

複製が起こらない間期の卵抽出液可溶性画分（I-HSS）を用いた。各々のヒストンシャ

ペロンを免疫除去した I-HSSにスーパーコイル型環状プラスミド DNA（pBluescript Ⅱ 

SK+）を加えてインキュベートしたのち、卵抽出液から回収したプラスミド DNA をア

ガロースゲルで電気泳動した（図３−９A）。対照実験（ΔMock）では、スーパーコイル

型（form I）の環状プラスミド DNA（input、図３−９A、レーン１）が卵抽出液に添加

した直後（５ min）にリラックス型となって移動度が減少し (form Ir)、120 minでは再

びスーパーコイル型となり（図３−９A、レーン２−４）、ヌクレオソーム形成が起こって

いることが示された。Δp150 では、対照実験と同様にスーパーコイル型が速やかに形成

され（図３−９A、レーン１１−１３）、DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成には

CAF-1 が関与しないことが示された。一方、ΔHIRA では、210 min になってもほぼリ

ラックス型のままであり、ヌクレオソーム形成がほとんど起こらなかったことが分かっ

た（図３−９A、レーン８−１０）。これらの結果から、プラスミド DNA への DNA 複製

に共役しないヌクレオソーム形成には HIRAが必要であること、CAF-1が存在しなくて

も HIRA によりヌクレオソームが十分に形成されることが明らかとなった。さらに、

ΔAsf1では、環状プラスミド DNAはほぼリラックス型のままであり、すなわち、ヌクレ

オソーム形成はほとんど起こらなかった（図３−９A、レーン５−７）。しかし、卵抽出液

において、全ての HIRAは Asf1と複合体を形成しており、Asf1を免疫除去すると HIRA

も卵抽出液から除かれる（図３−３A と３−５A、ΔAsf1）。一方、ツメガエル卵における
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HIRAの濃度は Asf1の約 1/50であり、HIRAを免疫除去してもほとんどの Asf1が卵抽

出液に残される（図３−３Aと３−５A、ΔHIRA）。従って、ΔHIRAでは Asf1が充分に存

在するにも関わらずヌクレオソームを形成できないことから、ツメガエル卵抽出液にお

いて、HIRA と Asf1が形成された複合体は DNAへのヒストン結合を促進するが、HIRA

と結合していない Asf1 はしないことが示された。以上の結果から、DNA 複製に共役し

ないヌクレオソーム形成には Asf1は必要であるが不十分であり、Asf1と結合したHIRA

複合体が本質的に重要であること示された。 

	 次に、異なる細胞周期における HIRA-Asf1複合体のヌクレオソーム形成活性の有無を

検討するために、間期または分裂期の卵抽出液可溶性画分を用いてスーパーコイリング

アッセイを行った。図３−９Aと同様に、間期卵抽出液における対照実験（間期、ΔMock）

では、スーパーコイル型の環状プラスミド DNA（input、図３−９B、レーン１）が卵抽

出液に添加した直後（５ min）にリラックス型となり、60 minでは再びスーパーコイル

型となった（図３−９B、レーン２−４）。分裂期の対照実験でも（分裂期、ΔMock）、同

様なプラスミド DNA の変化が見られたが（図３−９B、レーン８−１０）、スーパーコイ

ル型の形成は間期に対して遅れ、240 min でもスーパーコイル型ではないものも検出さ

れた（図３−９B、レーン１０）。これらの結果から、分裂期の卵抽出液でもヌクレオソ

ームが形成されること、しかし、その形成率は間期の卵抽出液に較べて低いことが明ら

かとなった。一方、Asf1の免疫除去処理により、HIRA-Asf1複合体が除かれた間期また

は分裂期の卵抽出液では、240 min になっても、プラスミド DNA がリラックス型のま

まであった（図３−９B、レーン５−７と１１−１３）。従って、各々の卵抽出液で行われた

スーパーコイル形成は HIRA-Asf1複合体によるものであることが確認された。すなわち、

卵抽出液において、HIRA-Asf1 複合体の DNA 複製に共役しないヌクレオソームの形成

活性は細胞周期を通じて維持されることと、分裂期に較べて、間期における HIRA-Asf1

複合体の活性が高いことが示唆された。 

 

 

3-3-2．HIRA-Asf1複合体はヌクレオソーム形成に必要かつ十分である 

 

	 上記の実験によりDNA複製に共役しないヌクレオソーム形成にHIRA-Asf1複合体が

必要であることが示されたが、ΔHIRAでは HIRA以外の何らかの分子が共に除かれたこ
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とにより、ヌクレオソーム形成が起こらない可能性が考えられた。そこで、ヌクレオソ

ーム形成における HIRA-Asf1 複合体の十分性について検討するため、ΔHIRA に精製し

た外来性 HIRA タンパク質を加えてスーパーコイル形成が促進されるか検討することに

した。大腸菌や昆虫細胞（Sf9 細胞）の発現系を用いて HIRA タンパク質の発現・精製

を試みたが、HIRA はそれらの細胞内でも精製後にも不溶性の凝集を形成しやすく、充

分量の可溶性タンパク質を回収できなかった（データ未掲載）。他方、卵内在性のHIRA

のすべては Asf1と結合しており、機能的な HIRAは Asf1との複合体の形でなら調製可

能だと期待され、HIRA-Asf1複合体を大腸菌で発現・精製することにした。GST-HIRA

と His-Asf1を大腸菌に共発現させたところ、大腸菌破砕後の可溶性画分に両タンパク質

が得られたことから、複合体（rec-HIRA-Asf1）を Glutathione Sepharose 4B ビーズで

回収したのち段階的にビーズから溶出し（図３−１０B、FL）、濃縮して以下の実験に用

いた。 

	 ΔHIRA またはΔAsf1に rec-HIRA-Asf1を加えて 30分間インキュベートした（図３−

９C）。これらの卵抽出液に、環状プラスミド DNA を加えてスーパーコイルアッセイを

行った。対照実験（ΔMock）では 120 minにプラスミド DNAはスーパーコイル型とな

ったのに対し（図３−９D、レーン２−４）， ΔHIRAとΔAsf1では 240 minになってもリ

ラックス型のままであり、ヌクレオソーム形成がほとんど起こらなかった（図３−９D、

レーン５−７と１１−１３）。一方、rec-HIRA-Asf1 を添加したΔHIRA とΔAsf1 ではプラ

スミド DNAが 120 minにスーパーコイル型となり、ヌクレオソームが対照実験と同様

に形成された（図３−９D、レーン８−１０と１４−１６）。これらの結果から、HIRA-Asf1

複合体はヌクレオソーム形成に必要かつ十分であることが示された。次に、ΔHIRAに加

える rec-HIRA-Asf1 の濃度を段階的に変えて同様の実験を行ったところ（図３−９E）、

プラスミド DNA のスーパーコイル形成の速度は rec-HIRA-Asf1の濃度に依存すること

が示された（図３−９F）。従って、ツメガエル卵における DNA複製に共役しないヌクレ

オソームの形成は HIRA-Asf1複合体の濃度に依存することが明らかとなった。卵抽出液

における HIRAの全ては Asf1と恒常的に結合して存在するが、他方、HIRAと結合して

いない Asf1は過剰に存在する。このことから、ツメガエル卵または初期胚細胞における

HIRA タンパク質の発現レベルの上昇はヌクレオソーム形成の促進をもたらすものと推

測される。 
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3-3-3． DNAへのヒストン結合に関与する HIRAの機能ドメインの解析 

 

	 DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成の媒介に中心的な役割を果たす HIRA 複

合体について、これまでの研究から、ヒストンと直接に結合できる Asf1以外も、UBN1、

p48や CABIN1などの因子が HIRAと相互作用し、ヒストンシャペロン複合体に含まれ

ることが報告されたにもかかわらず (Ahmad et al., 2003; Banumathy et al., 2009; Rai 

et al., 2011)、ヌクレオソーム形成における機能的な役割は明らかにされていない。そこ

で、ヌクレオソーム形成における HIRA 複合体の分子機序を解明するために、スーパー

コイルアッセイにより、DNA-ヒストン結合の媒介に必要な HIRA の機能ドメインの解

析を行った。HIRAタンパク質は真核生物の間で高度に保存され、出芽酵母では、WD40

リピートと Bドメインを含む HIRAの N末領域に近似する Hir1と、Hirドメインを含

む C末領域に近似する Hir2の二つの分子に分かれている（図３−１０A）。HIRAの Bド

メインは Asf1との結合に必須であることから(Tang et al., 2006)、Bドメインを各々含

む HIRA の両末端領域（Nt と Ct）の変異体を作製した（図３−１１）。GST-FL-HIRA

（全長）、GST-Nt-HIRAまたは GST-Ct-HIRAと His-Asf1を大腸菌で共発現させ、各々

から rec-HIRA-Asf1 複合体を精製した（図３−１０B）。次に、HIRA を免疫除去した卵

抽出液（ΔHIRA）に各々の rec-HIRA-Asf1を加えたプレインキュベートした後、環状プ

ラスミド DNA を加えて 240 分間インキュベーションしてスーパーコイル形成について

調べた（図３−１０C）。対照実験（Buffer、組み換えタンパク質溶出バッファーを加えた

ΔHIRA）では、240 minにおいてほとんどのプラスミド DNAがリラックス型であった

が（図３−１０C、レーン２−４）、rec-FL-HIRA-Asf1 を添加した場合は、時間経過に伴

いスーパーコイル型が生じ、ヌクレオソーム形成が回復した（図３−１０C、レーン５−

７）。また、WD40 リピートを含む rec-Nt-HIRA-Asf1 を添加した場合には、FL と同様

にスーパーコイルが形成され（図３−１０C、レーン１１−１３）、HIRAの N末端領域の

みによって、DNAへのヒストンの結合を媒介できることが明らかとなった。それに対し

て、rec-Ct-HIRA-Asf1を加えた卵抽出液では、スーパーコイルの形成が見られず（図３

−１０C、レーン８−１０）、HIRA の N 末にある WD40 リピートはヌクレオソーム形成

に必須であることが示された。 

	 これらの結果により、HIRA-Asf1複合体によるヌクレオソーム形成には、HIRAの B
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ドメインに加えて、WD40 リピートが必要であることが示された（図３−１１）。HIRA

のBドメインはAsf1の結合を介してヒストンシャペロン複合体へのヒストンタンパク質

の供給に関与すると考えられることから、HIRAの N末端のほとんどを占めるWD40リ

ピートは DNAへのヒストン結合の調節に関与すると考えられる。 

 

 

3-3-4．DNAへのヒストン結合に寄与する HIRAのWD40リピートの解析 

 

	 これまでに報告されたほとんどのWD40リピートタンパク質のWDリピートユニット

の数は７個であり、各々のユニットが集合して形成する環状のプロペラ構造はタンパク

質複合体形成の足場として機能すると考えられている (Xu and Min, 2011)。また、特定

のWD40リピートユニットが特異的な相互作用部位になって、特定のタンパク質と結合

することが示されている。そこで次に、HIRAのWD40リピートを構成する７個のユニ

ットについて（図３−１０A）、HIRA-Asf1 複合体によるヌクレオソーム形成にどのユニ

ットが必要とされるのかについて検討した。まず、N末側３つ（WD1-3）または C末側

３つの WD リピートユニット（WD5-7）の欠損変異体（ΔWD1-3 とΔWD5-7、図３−１

１）と Asf1 の複合体を大腸菌で発現・精製し、それらをΔHIRA に添加してスーパーコ

イルアッセイを行った。その結果、ΔWD5-7では、全長 FL-HIRAと同様にスーパーコ

イルが形成された（図３−１０D、レーン４−５と８−９）。それに対して、ΔWD1-3では、

240分後においてもプラスミド DNAのスーパーコイル形成は起こらなかった（図３−１

０D、レーン６−７）。これらの結果から、ヌクレオソーム形成にWD1-3の３つのリピー

トユニットが重要な役割を果たしていることが判明した。こちら３つのリピートユニッ

トの重要性をさらに検討するために、ユニット１、２または３を単独または二重欠損さ

せた変異体を用いて（図３−１１）、スーパーコイルアッセイを行った。各ユニット単独

の欠損ではスーパーコイルが形成され、ヌクレオソーム形成に支障はなかったことから

（ΔWD2、図３−１０E、レーン８−１０;ΔWD1 とΔWD3、３−１０F、レーン３−６）、

DNA へのヒストンの結合において、WD1-3 のうち複数のリピートユニットが重複した

機能を持つことが示唆された。また、ユニット１と３の二重欠損変異体（ΔWD1ΔWD3）

を添加した卵抽出液では、スーパーコイルの形成が見られず、ヌクレオソーム形成が回

復できないことが示された（図３−１０G、レーン１１−１３）。それに対して、ユニット



結果 

 45 

１と２（ΔWD1-2）もしくは２と３（ΔWD2-3）の二重欠損変異体を添加したものでは、

スーパーコイル形成は FL-HIRAと較べて遅れたが最終的には形成された（図３−１０G、

レーン５−７と８−１０、レーン２−４と比較する）。これらの結果から、HIRA の WD40

リピートのうち N 末の３つのユニットがプラスミド DNAへのヒストン結合に大きく寄

与することと、ユニット 1と 3の二つのユニットは最も中心的な役割、ユニット 2は補

助的な役割を果たすことが示唆された。 

	 以上の結果により、HIRA-Asf1 複合体による DNA 複製に共役しないヌクレオソーム

形成には、HIRAの Bドメインと特定のWD40リピートユニットらが必要とされること

が示され（図３−１１）、これらのドメインはヌクレオソーム形成を媒介するヒストンシ

ャペロン複合体の機能的中心部であることが示唆された。 

 

 

3-3-5． CAF-1の p60サブユニットによる DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成

の媒介 

 

	 WD40リピートと Bドメインから構成された部分領域はHIRAタンパク質またはHir

複合体に高度に保存されているだけではなく、同様な構造は CAF-1の p60でも保存され

ている。そこで、p60が HIRAの N末と同様に DNA複製に共役しないヌクレオソーム

の形成を媒介できるかについて調べることにした。 

	 HIRA-Asf1複合体（図３−１０B）と同様に、GST-p60と His-Asf1を大腸菌に共発現

させたところ、大腸菌破砕後の可溶性画分に両タンパク質が得られたことから、

rec-p60-Asf1複合体を Glutathione Sepharose 4B ビーズで回収したのち段階的にビー

ズから溶出し、濃縮して以下の実験に用いた。対照として、rec-Nt-HIRA-Asf1を調製し

て用いた。ΔAsf1 に rec-Nt-HIRA-Asf1 または rec-p60-Asf1 を加えて 30 分間インキュ

ベートした。これらの卵抽出液に、環状プラスミド DNAを加えてスーパーコイルアッセ

イを行った。rec-Nt-HIRA-Asf1と同様に、rec-p60-Asf1を添加した卵抽出液でもプラス

ミド DNA のスーパーコイル形成が見られた（図３−１２B、レーン６−９）。しかし、

rec-Nt-HIRA-Asf1では、420 minにプラスミド DNAのほとんどがスーパーコイル型と

なったのに対し（図３−１２B、レーン２−５），  rec-p60-Asf1では、480 minになって

もスーパーコイルの形成が不完全であることが明らかとなった（図３−１２B、レーン６−
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９）。また、抗 GST抗体と抗 His抗体を用いた定量ウエスタンブロッティングによって、

卵抽出液に添加したGST-60の量はGST-Nt-HIRAの量の約 18倍で（図３−１２C、上）、

rec-p60-Asf1複合体に含まれた His-Asf1の量は rec-Nt-HIRA-Asf1複合体の約 2.2倍で

あることが示された（図３−１２C、下）。少なくとも rec-Nt-HIRA-Asf1の 2倍以上の量

の rec-p60-Asf1複合体を加えたにもかかわらず、そのスーパーコイルの形成が遅れた。

従って、p60は DNA複製に依存しないヌクレオソーム形成を媒介できるが、その活性は

HIRAと較べて極めて低いことが示唆された。 

 

 

3-3-6．HIRAの Bドメインと CAF-1p60の B-likeドメインの Asf1結合性の比較 

 

	 DNA 複製に依存しないヌクレオソーム形成を媒介する HIRA は卵抽出液において恒

常的に Asf1 と複合体を形成している一方、CAF-1（p60）と Asf1 の結合は細胞周期に

依存し、そして、その結合量は少ないことが示されている（図３−３B）。その原因を探る

ために、HIRAの Bドメインと p60の B-likeドメインの Asf1結合性を比較することに

した。B ドメインを含む HIRA の部分領域（GST-HIRA_B、357-479 aa）と B-like ド

メインを含む p60の C末端領域（GST-p60_B、380-569 aa）をそれぞれ GSTタグと融

合し（図３−１３A）、大腸菌で発現させた。各々の組み換えタンパク質を Glutathione 

sepharose 4Bに固定化し、分裂期または間期の卵抽出液と反応させ、ビーズに結合され

る Asf1の有無を調べた。卵抽出液と反応する前の GST-HIRA_Bビーズに較べて、反応

した後のビーズからAsf1のシグナルが特異的に検出された（図３−１３B、レーン７−９）。

また、分裂期および間期の卵抽出液において、ビーズに結合した Asf1の量はほぼ同量で

あることから（図３−１３B、レーン８と９）、HIRA の B ドメインは細胞周期に通じて

Asf1 と安定的に相互作用することが示された。一方、間期の卵抽出液と反応した

GST-p60_B ビーズからは Asf1 のシグナルが検出されたが、分裂期の卵抽出液と反応し

たものには検出されなかった（図３−１３B、レーン４−６）。さらに、GST-HIRA_B と

結合した Asf1に較べて、GST-p60_Bに結合した量が少なく（図３−１３B、レーン６と

９）、p60の B-likeドメインは、Bドメインに較べて Asf1に対するアフィニティーが低

いことが示された。対照実験として用いた GST を固定化したビーズからは、Asf1 のシ

グナルを検出できなかった（図３−１３B、レーン１−３）。これらの結果から、ツメガエ
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ル卵抽出液において、Bドメインを介した HIRAと Asf1の相互作用は細胞周期に通じて

安定であることと、p60の B-likeドメインの Asf1結合性は比較的低く、細胞周期に依存

したものであることが明らかとなった。また、CAF-1の p60サブユニットが分裂期に特

異的にリン酸化されることに一致して、分裂期の卵抽出液と反応した GST-p60_Bタンパ

ク質の電気泳動上の移動度が減少した（図３−１３B、レーン５）。従って、CAF-1と Asf1

の相互作用は、細胞周期の進行に依存した p60 サブユニットのリン酸化・脱リン酸化状

態によって調節されることが示唆された。 

	 次に、p60 と Asf1 の結合に B-like ドメイン以外の領域の必要性を検討するために、

p60_B（GST-p60_B）部分領域と全長 p60（GST-p60）を用いたプルダウン実験も行い、

Asf1 との結合性を比較した。分裂期または間期の卵抽出液に、同量な GST-p60 または

GST-p60_B組み換えタンパク質を固定化した Glutathione sepharose 4Bを加えて反応

させ、ビーズに結合した Asf1のシグナルを検出した。GST-p60_Bと同様に、GST-p60

と Asf1の結合は間期にしか見られないこと（図３−１３C、レーン１−２）、また、GST-p60

と Asf1の結合量は GST-p60_Bと同程度であることが示された（図３−１３C、レーン２

と４）。従って、p60と Asf1の相互作用は B-likeドメインを介してなされることが示唆

された。 

	 以上の結果から、HIRA の B ドメインと p60の B-likeドメインは、各々、Asf1との

結合に十分であることが明らかとなった。B ドメインと Asf1 の相互作用は安定だが、

B-likeドメインの Asf1結合性は、それに較べて低く、さらに、細胞周期に依存した B-like

ドメイン周辺のアミノ酸残基のリン酸・脱リン酸化修飾によって抑制されていることが

示唆された。 

 

 

3-3-7．DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成への p60の B-likeとWD40ドメイン

の寄与 

 

	 HIRAと比較して、p60の DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成の活性が低いの

は（図３−１２）、HIRA と p60 の機能ドメインの違いがその原因だと考えられる。そこ

で、p60の各々のドメインの DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成への寄与を調べ

た。そのために、Nt-HIRAの Bドメインを B-likeドメインに置換した HC（HIRA WD40 
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+ CAF-1p60 B-like）変異体とWD40ドメインを p60のものに置換した CH（CAF-1p60 

WD40 + HIRA B）変異体を作製した（図３−１４A）。各々の変異体を His-Asf1と大腸

菌で共発現し、複合体を調製した。対照として、HH（Nt-HIRA）と CC（p60）の複合

体を調製した。各々の複合体に含まれている GST 融合タンパク質（HH、CC、HC と

CH）の濃度を一致するように複合体サンプルを希釈した。抗 GST 抗体を用いたウエス

タンブロッティングによって、４つの GST 融合タンパク質の濃度を確認した（図３−１

４B、上）。これらの複合体に含まれている His-Asf1 について、抗 His 抗体を用いてウ

エスタンブロッティングを行った（図３−１４B、下）。HH 複合体に含まれた His-Asf1

のバンド強度の検量線から各々の変異体複合体に含まれるHis-Asf1の相対濃度を求めた

（図３−１４C）。HHに含まれた His-Asf1の量を１とした場合、CCは 0.12であること

から、p60 の Asf1 アフィニティーが低いことが確認された。B ドメインを持つ CH の

Asf1アフィニティーは 0.75であり、HHと較べてほとんど変化がないことが示された。

一方、B-likeドメインを持つ HCは 0.19しかなく、CCと同レベルであった。これらの

結果から、変異体の Asf1アフィニティーは、各々の Asf1結合領域の由来によって決ま

ることが示唆された。 

	 次に、これらの変異体のヌクレオソーム形成活性について評価することにした。卵抽

出液におけるスーパーコイルの形成速度はヒストンシャペロン複合体の濃度に依存する

ことが示されている（図３−９Eと F）。それを利用して、同量のプラスミド DNAにスー

パーコイルを形成させるために必要な複合体の量を比較した。HCと CH変異体の Asf1

アフィニティーは HHより低いため、添加したものに含まれる His-Asf1の量を複合体の

量とした。0.70 µM の HC複合体を添加したΔAsf1卵抽出液では 360 min後にプラス

ミド DNA のほとんどがスーパーコイル状になった（図３−１４D、レーン１３−１４）。

それに対して、360 min後に同量の DNAにスーパーコイルを形成させるために 0.27 µM

の HH 複合体で十分であることが示された（図３−１４D、レーン２と４）。従って、同

じ時間で同量なヌクレオソーム形成を媒介するために、HH複合体の約 2.6（0.70 µM / 

0.27 µM）倍の HC複合体が必要であることが明らかとなった。つまり、HH複合体のヌ

クレオソーム形成活性を１とした場合、HC複合体の活性は 0.38（1 / 2.6）であることが

示された（図３−１４E）。HIRA の B ドメインを p60 の B-like ドメインを置換すると、

Asf1アフィニティーと共にHIRAのヌクレオソーム形成活性が低下することが示された。

一方、2.37 µMの CH複合体を添加した卵抽出液では、480 min後にプラスミド DNA
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がスーパーコイル状になった（図３−１４D、レーン１５−１７）。同様のスーパーコイル

形成をもたらすためには、0.027 µMの HH複合体で十分なことが分かった（図３−１４

D、レーン６、８と１０）。従って、CH複合体のヌクレオソーム形成活性は HHの 1 /100

（0.01）程度であることが判明した（図３−１４E）。WD40 ドメインを置換した CH 変

異体には十分な量の Asf1が結合しているにもかかわらず、ヌクレオソーム形成活性が著

しく減少することが示された。 

	 以上の結果から、p60の DNA複製に共役しないヌクレオソームの形成活性が減少する

原因として、HIRAと p60のWD40ドメインの違いが決定的であることと、また、WD40

ドメインが同じであれば、ヌクレオソーム形成活性は Asf1に対するアフィニティーに量

的に依存することが示唆された。 

 

 

3-4.	 HIRAの核内局在の分子機序 

 

3-4-1．HIRAは核内に局在しクロマチンと結合する 

 

	 これまでの研究から、細胞内において、いくつのヒストンシャペロンのヌクレオソー

ム形成活性がシャペロンのクロマチン局在によって制御されることが示されている

(Krawitz et al., 2002; Liu et al., 2010; Muto et al., 2007; Zhang et al., 2016)。実際に、

ツメガエル卵抽出液におけるゲノム DNA 複製の際に、HIRA-Asf1 複合体は核内のクロ

マチンと相互作用する（図３−４）。従って、HIRA 複合体の細胞内局在やクロマチン結

合は、ヌクレオソーム形成において極めて重要な調節だと考えられる。そこで、核内に

おける HIRAタンパク質の挙動を調べるために、卵抽出液で形成された核を用いて、様々

な核画分を調製した。分裂期の卵抽出液に精子クロマチンを加えて、CaCl2によって賦活

し、９０分間インキュベートした後、遠心により形成された核を回収し、全核画分を得

た（図３−１５、レーン３）。対照実験では、精子クロマチンを加えない卵抽出液につい

ても同様の操作を行い、核画分への細胞質混入の有無を評価する対照サンプルも作製し

た（図３−１５、レーン２）。次に、得られた核に対して、界面活性剤（0.25% TX-100/ EB）

を用いて、核膜を透過処理し、可溶性核画分を洗い流して、不溶性核画分を得た（図３−

１５、レーン４）。さらに、不溶性核画分をMNase（1000 U/ml）で処理して DNAを消
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化し、クロマチンを除いた不溶性核画分を得た（図３−１５、レーン５）。各々の核画分

のサンプルについて、ウエスタンブロッティングを行った。核質に含まれる

Nucleoplasmin、クロマチンに結合するヒストン H3と核ラミナを構成する Lamin LⅢ

を各々の画分のマーカーとして用いた。Nucleoplasmin のシグナルは全核画分にしか検

出されなかったが（図３−１５、レーン３）、ヒストン H3 はクロマチンを含む不溶性核

画分からも検出された（図３−１５、レーン３と４）。それに対して、Lamin LⅢのシグ

ナルはすべての核画分サンプルから検出され、しかも、クロマチンを含むと含まない不

溶性核画分における Lamin LⅢのシグナルは同程度であった（図３−１５、レーン３−５）。 

	 これらの画分と卵抽出液サンプルについて、抗 HIRA 抗体を用いてウエスタンブロッ

ティングを行った。コントロールと較べて、全核画分から強い HIRA シグナルが検出さ

れ、HIRAタンパク質が核内に蓄積されていることが示された（図３−１５、レーン３）。

さらに、可溶性核画分を洗い流した後の不溶性核画分からも HIRA のシグナルが検出さ

れたが、そのシグナル強度は全核画分に較べて低いことから、核内に蓄積された HIRA

タンパク質の一部分が核内の不溶性構造物に結合していることが分かった（図３−１５、

レーン３と４）。また、クロマチンを除くと、不溶性核画分の HIRAシグナルも著しく減

少することから、そのほとんどがクロマチンに結合していることが判明した（図３−１５、

レーン４と５）。従って、ツメガエル卵抽出液において、HIRAタンパク質は積極的に核

内に輸送・蓄積され、その一部分がクロマチンに結合することが示された。 

 

 

3-4-2．HIRAの C末端部分は核局在とクロマチン結合に必要である 

 

	 次に、核への局在や核内クロマチンとの結合に関わる HIRA の調節領域について解析

した。Flagを付加した HIRAの全長（FL）または変異体（図３−１７ 、Ct、 Ntまたは

ΔB）の mRNA を in vitro で合成し、卵抽出液に加えて翻訳させたのち、各々の HIRA

がほぼ同量発現したことを抗 Flag抗体によるウエスタン解析で確認した（図３−１６A、

Egg extract）。これらの卵抽出液に精子クロマチンを加えて賦活し、90分間インキュベ

ートしたのち、遠心により形成された核を回収して核画分を得た（図３−１６A、Nuclear 

fraction、sp+）。精子クロマチンを添加せずに同様の操作を行い、核画分への細胞質混入

の有無を評価した(図３−１６A、Nuclear fraction、sp-)。また、回収した核を界面活性
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剤で洗浄し、核質を除いたものをクロマチン画分とした（図３−１６A、Chromatin 

fraction）。卵抽出液、核画分およびクロマチン画分について、抗 Flagまたは抗 H3抗体

を用いてウエスタンブロッティングを行った。核画分のウエスタン解析の結果、外来性

の HIRA-Flagが核画分（sp+）のみに検出されたことから、外来性 HIRAも核局在性を

示し（図３−１６A、レーン８−９）、またクロマチン画分にも検出されたことから、クロ

マチンに結合することが示された（図３−１６A、レーン２２）。次に、各々の画分の

HIRA-Flagのシグナル強度を測定し、各々の HIRA変異体の核局在性とクロマチン結合

性を検討した。核とクロマチンの回収量はヒストン H3 の量で定量化し、各々の画分の

HIRA-Flag量の補正に用いた（図３−１６A）。HIRA-Flagの卵抽出液での翻訳量に対す

る核画分量（Nuclear fractionの sp+から sp-を引いた値）の割合を核局在量とし、全長

HIRA（FL）を 1.00 としたときの相対値で表した（図３−１６A、Relative nuclear 

accumulation）。また、HIRA-Flag の核画分に含まれる量に対するクロマチン画分に含

まれる量の割合をクロマチン結合量とし、FL の値を 1.00 としたときの相対値で表した

（図３−１６A、Relative chromatin binding）。まず、HIRA-Asf1複合体の核局在やク

ロマチン結合が、HIRAによってなされるのか、または Asf1、またはヒストンなどの Asf1

結合分子を介してなされるのかを明らかにするため、Bドメインの欠損変異体であるΔB

と FL を比較した。その結果、ΔB 変異体の核局在量とクロマチン結合量は各々1.28 と

1.20 であった（図３−１６A、レーン２０−２１と２８）。ΔB 変異体は Asf1 と結合でき

ないが（データ未掲載）、野生型と同様に核内に局在し、クロマチンに結合することが示

された。このことから、HIRA 複合体の核局在やクロマチン結合は Asf1や Asf1結合分

子に依存せず、HIRAによって制御されていることが示唆された（図３−１７）。 

	 HIRA の内部配列のいずれの領域が核局在に関与するのか、Nt と Ct を用いて検討し

た。その結果、Ctの核局在量は FLの半分程度であった（0.46、図３−１６A、レーン１

２−１３）、一方、Ntの核局在量は FLと較べて著しく減少することが分かった（0.17、

図３−１６A、レーン１６−１７）。これらの結果から、HIRAの C末端領域のシャペロン

複合体の核局在への寄与がより高いことが明らかとなった（図３−１７、Nuclear 

Accumulation）。次に、核に局在した HIRA のクロマチン結合性について検討したとこ

ろ、Ct は FL の半分程度であったのに対し（0.62、図３−１６A、レーン２４）、Nt は

FLに較べて著しく低くなった（0.15、図３−１６A、レーン２６）。しかし、前述したよ

うに、Ntの核局在量が著しく少ないことから、クロマチン結合量も少ないため、クロマ
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チン結合性を判定することが難しい。そこで、これら変異体の核内移行を促進するため、

各々の HIRA-Flag （FL、Ctと Nt）に IBB（importin-β結合ペプチド配列）を融合し

て、上記と同様の実験を行った（図３−１６A、IBB+）。いずれの HIRA-Flag において

も IBB+では、IBB−と比較して核局在量が 10 倍以上に増加した（図３−１６A、レーン

１０−１１、１４−１５と１８−１９）。一方、HIRA 全長(FL)に IBB を付加した FL-IBB

では、核局在量は著しく増加したにもかかわらず（IBB+、14.42）、クロマチン結合量は

FL と大きな差はなかった（IBB+、1.33、図３−１６A、レーン２３）。このことから、

核内における HIRA のクロマチン結合は、核局在量に比例した一定の値となることが判

明した（図３−１６A、レーン２２−２３）。同様に、Nt と Ctにおいても、IBBを付加し

たもののクロマチン結合相対値は、付加しないものの値とほとんど変わらなかった（図

３−１６A、レーン２４−２７）。これらの結果から、HIRAの C末端側の領域は、クロマ

チン結合においても重要な役割を果たすことが明らかとなった（図３−１７、Chromatin 

Binding）。以上のように、HIRAの C末端側は、核局在にもクロマチン結合にも中心的

な役割を果たすことが示された。 

	 次に、HIRA の C 末端領域についてさらに詳細な解析を行った。核局在に必要な領域

を探すために、C 末端領域を脊椎動物間で配列の保存性の低い Ct1（494-685 aa）と、

保存性の高い Ct2（686-850 aa）および Ct3（851-1013 aa）の 3つの領域に分け（図３

−１７）、各々を欠損させた変異体について HIRA-FlagのmRNAを合成し、卵抽出液に

添加して翻訳させた（ΔCt1、ΔCt2 およびΔCt３、図３−１６B、Egg extract）。これ

ら抽出液に精子クロマチンを加え、前述の方法で核局在量を調べた結果、ΔCt1は FLと

ほぼ同等であったが（1.36、図３−１６B、レーン７−８）、ΔCt2 とΔCt3 では著しく低

くなった（0.28と 0.13、図３−１６B、レーン９−１２）。これらの結果から、よく保存さ

れた Ct2と Ct3の二つの領域が HIRAの核局在に関与することが明らかとなった（図３

−１７、Nuclear Accumulation）。同様に、核に局在した HIRAのクロマチン結合性につ

いて検討したところ、ΔCt1 は FL とほぼ同等であったのに対し（0.81、図３−１６B、

レーン１４）、ΔCt2とΔCt3は FLに較べて著しく低くなった（0.05と 0.39、図３−１

６B、レーン１５−１６）。これらの結果から、Ct2 と Ct3 の二つの領域が HIRA のクロ

マチン結合にも重要な役割を果たすことが示された（図３−１７、Chromatin Binding）。

以上の結果から、進化的に保存された HIRAの二つの C末端領域は、クロマチン結合と

核局在の両方の制御に関与することが明らかとなった。 
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3-4-3．Hirドメインは HIRAのクロマチン結合に必要である 

 

	 HIRAのC末端側領域には全真核生物間でよく保存されたHir領域が存在され、また、

Hir領域はヒト培養細胞におけるHIRAとCABIN1の結合に必要であることが示されて

いる (Rai et al., 2011)。そこで、ツメガエルの HIRA-CABIN1 相互作用における Hir

ドメインの必要性について検討した。GSTと融合したCABIN1のN末（GST-CABIN1Nt、

1-937aa）を Glutathione sepharose 4Bに固定化し、卵抽出液と反応させてプルダウン

実験を行った。卵抽出液と反応する前のビーズに較べて、反応した後のビーズから HIRA

のシグナルが特異的に検出された（図３−１８A、GST-CABIN1Nt）。対照実験として用

いた GSTを固定化したビーズからは、HIRAを検出できなかった（図３−１７A、GST）。

これらの結果から、ツメガエル卵においても、HIRAと CABIN1が相互作用して複合体

を形成していることが示唆された。また、全長 HIRA（FL）または Hirドメイン欠損変

異体（ΔHir）の mRNA を卵抽出液に加えて翻訳させたのち、GST-CABIN1Nt ビーズ

を用いてプルダウン実験を行った。卵抽出液において、FLと同程度に発現しているにも

かかわらず、CABIN1Nt に結合したΔHir の量は、FL に較べて著しく少なかった（図

３−１７B）。ΔHirと CABIN1Ntの結合性が低いことから、ツメガエル CABIN1との相

互作用にも、HIRA の Hir ドメインが必要であることが示された。次に、Hir 領域と核

局在性およびクロマチン結合との関連についても検討した。その結果、CABIN1 と結合

しないΔHirの核局在量は FLとほぼ同等であったが（0.94、図３−１７C、レーン３−６）、

クロマチン結合量は著しく少なかった（0.21、図３−１７C、レーン７−８）。以上の結果

から、HIRAの核局在に Hir領域は関与しないが、クロマチン結合は Hirドメインを介

して行われることが明らかとなった（図３−１８D）。また、このヒストンシャペロン複

合体のクロマチン結合は、CABIN1 によって調節される可能性が示唆された。従って、

HIRAの Hirドメインは HIRA-Asf1複合体の核内蓄積に不必要だが、クロマチン結合に

必要であることが明らかとなった。 
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図３−１．ツメガエル卵抽出液の内在性ヒストン H3−H4 シャペロンの定量化  

（A-C）１０倍に希釈した卵抽出液（10% Egg extracts）が組み換えタンパク質 His-Asf1

（28.78〜57.56 nM、A）、His-HIRAC613（0.95〜1.91 nM、B）及び GST-p150C357（0.28

〜1.40 nM、C）とそれぞれ混合したサンプルを SDS-PAGE（3 µl/lane）した後、抗 Asf1（抗

原：C末ペプチド）、抗HIRA（抗原：GST-HIRAC613）及び抗 p150（抗原：C末ペプチド）

抗体を用いてウエスタン解析した。内在性タンパク質と組み換えタンパク質の移動度はパネ

ルの右に示す。組み換えタンパク質の濃度とバンド強度から作成した検量線に基づいて、卵

抽出液における各々の内在性ヒストンシャペロンタンパク質の濃度を算出した。*は

GST-p150C357の分解産物を示す（C） 
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図３−２．初期胚細胞及び培養細胞におけるヒストンシャペロン量の変化 

（A-B）卵抽出液および培養細胞（A6）全細胞抽出液ついてウエスタン解析した（A）。卵お

よび A6 細胞において、各々の Asf1 に対する HIRA と CAF1 の相対量値を Asf1 の濃度が

100としてグラフに示した（B）。（C）各成長段階の卵母細胞（stage Ⅱ〜Ⅵ、レーン３−７）

及び成熟過程の卵細胞（5 - 360 min; レーン８−１６）のサンプル（0.5 eggs / lane）を示さ

れた抗体を用いてウエスタ解析した。分裂期（M）または間期（I）の卵抽出液（レーン１−

２）、分裂期卵抽出液の希釈系列（レーン１７−２２）も同時に解析した。 
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図３−３．卵抽出液におけるヒストン H3-H4 シャペロン複合体の相互関係  

（A-B）分裂期（M）または間期（I）の卵抽出液を各ヒストンシャペロンに対する特異抗体

ビーズを用いて免疫沈降を行った。非特異的ウサギ抗体を対照（ΔMock）として用いた。免

疫除去処理した後の卵抽出液（間期、A）及び免疫沈降処理前卵抽出液（input, Mと I）と沈

降物（IP、B）を図に示した各種抗体を用いてウエスタン解析した。（C）卵抽出液に含まれ

る各ヒストンシャペロンの量とその相互作用をモデル図に示す。HIRAと CAF-1に対して過

剰量の Asf1が卵抽出液に含まれ、HIRAは CAF-1の約 2倍量存在する。全てのHIRAは細

胞周期を通じて Asf1と結合し、CAF-1の一部分が間期にのみ Asf1と結合する。 
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図３−４．卵抽出液におけるヒストン H3−H4 シャペロンのクロマチン局在  

分裂期卵抽出液に精子クロマチンとシクロヘキシミドを加えて、CaCl2 を添加し賦活して細

胞周期を間期に移行させた。賦活後 120 分後に同量の分裂期卵抽出液可溶性画分（M-HSS）

を加えて、細胞周期を分裂期に移行させた。図に示した様々なインキュベーション時間後に

クロマチンを回収し、クロマチン結合タンパク質をウエスタン解析した。ヒストンH3S10の

リン酸化状態（pS10-H3）を細胞周期の指標として示す。 
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図３−５．ヒストン H3-H4 シャペロンはゲノム DNA の複製に必要ではない  

（A）特異抗体ビーズを用いて分裂期卵抽出液から各ヒストンシャペロンを選択的に免疫除去

した。各々の免疫除去卵抽出液についてウエスタン解析した。（B）免疫除去処理した卵抽出

液に精子クロマチンと［α-32P］dCTP を加えて、CaCl2を添加し賦活させた。様々な時間経

過後にゲノム DNA を回収して電気泳動し、オートラジオグラフィーにより複製されたゲノ

ム DNAに取り込まれた放射線同位元素の量を計測して、対照実験（ΔMock）賦活後 210 min

の値を 100%としてグラフ化した。アフィジコリン（30 nM）を加えた卵抽出液（ΔMock +Aph）

についても同様に解析した。 
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図３−６．ゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成におけるヒストンシャペロ

ンの役割  

免疫除去処理した分裂期卵抽出液に精子クロマチンを加えて、CaCl2 を添加し賦活させた。

［α-32P］dCTPを添加して複製されたゲノム DNAを標識した。賦活した直後に 120分間の

連続ラベル（A）、もしくは、賦活した 60分後に 15分間パルスラベルしたのち、135分間チ

ェースインキュベーション（75と 210 min、B）を行ってからクロマチンを回収し、MNase

（50, 100と 200 U/ml）で処理して得られたゲノム DNA断片を 6%アクリルアミドゲルで電

気泳動した後に、オートラジオグラフィーを行い、DNAラダーパターンを解析した。ヌクレ

オソーム単量体、二量体及び三量体に対応する DNA断片の移動度をパネルの左に示す。 
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図３−７．HIRA と CAF-1 の両方は複製されたゲノム DNA 上のヌクレオソーム

形成に必要である  

免疫除去処理した分裂期卵抽出液に精子クロマチンを加えて、CaCl2 を添加し賦活させた。

賦活した 60分に［α-32P］dCTPを添加して 15分間パルスラベルしたのち、135分間チェー

スインキュベーションを行った。（A）パルスラベルの前後（60と 75 min）に回収したゲノ

ム DNAをアガロースゲルで電気泳動し、オートラジオグラフィーを行った。（B）ゲノム DNA

に取り込まれた［α-32P］dCTPの量を測定し、DNA複製量としてグラフ化した（Mean ± S.E., 

n= 4）。（C）パスルラベル直後とチェースインキュベーション後（75と 210 min）にクロマ

チンを回収し、MNase（1000 U/ml）で充分に処理して得られた DNA断片を電気泳動し、

オートラジオグラフィーによってヌクレオソーム単量体に相当する DNA 断片シグナルを検

出した。（D）ゲノム DNA への［α-32P］dCTP 取り込み量（DNA 複製量）に対する、ヌク

レオソームを形成した DNA への取り込み量の割合を算出し、ヌクレオソーム形成率の指標

としてグラフ化した（Mean ± S.E., n= 4, *, p= 0.09; **, p< 0.03 (student t-test)）。 
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図３−８．HIRA の量の増加によるヌクレオソーム形成の促進 

分裂期卵抽出液に HIRA-Flagの mRNAを加えて発現させたのち、抗 p150抗体ビーズを用

いて CAF-1を免疫除去した。（A）各々の卵抽出液をウエスタン解析した。図３−７と同様に、

パスルラベルーチェースインキュベートを行った。ゲノム DNA（B）と MNaseで十分に処

理した DNA 断片（C）を電気泳動し、オートラジオグラフィーによって解析した。（D）ゲ

ノム DNAへの［α-32P］dCTP取り込み量（DNA複製量）に対する、ヌクレオソームを形成

した DNA への取り込み量の割合を算出し、ヌクレオソーム形成率の指標としてグラフ化し

た（Mean ± S.E., n= 3, *, p= 0.11; **, p< 0.01 (student t-test)）。 
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図３−９．HIRA-Asf1 複合体は DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成に必

要である  

（A）各々のヒストンシャペロン免疫除去間期卵抽出液可溶性画分（I-HSS）にプラスミド

DNA（pBluescriptⅡ SK+）を加えてインキュベートし、図に示したインキュベーション時間

後に DNA を回収し、反応前の DNA（input）と共に電気泳動した。リラックス（Ir）およ

びスーパーコイル（I）DNAの移動度をパネルの右に示す。（B）Asf1と免疫除去した間期（I）

または分裂期（M）のHSSにプラスミド DNAを加えてスーパーコイリングアッセイを行っ

た。（C-D）Asf1または HIRAの免疫除去 I-HSSに rec-HIRA-Asf1を加えて 30分間インキ

ュベーションしたものをウエスタン解析した（C）。プラスミド DNA を卵抽出液に加えてス

ーパーコイリングアッセイを行った。反応前の DNA（input）と共に電気泳動した（D）。（E-F）

HIRA の免疫除去 I-HSS に様々な濃度の rec-HIRA-Asf1 を加えて（E）、スーパーコイリン

グアッセイを行った。5 分間プレインキュベーションしたリラックス DNA（input）と共に

電気泳動した（F）。 
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図３−１０．HIRA の N 末端領域は DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成

に十分である  

（A）ツメガエル HIRAのモデル図である。真核生物の HIRAでよく保存されている３つの

ドメイン（WD40: WD40リピート、B: BドメインとHir: Hirドメイン）を示す。（B）各々

の rec-HIRA-Asf1（FL、Ctおよび Nt）を大腸菌で共発現させ、Glutathione Sepharose 4B

を用いて精製したものに対して SDS-PAGE（上）または抗His抗体を用いウエスタン解析（下）

を行った。各々の移動度を左に示す。（C-G）HIRA免疫除去 I-HSSに各々の rec-HIRA-Asf1

を加えて 30分間インキュベーションしたのち、プラスミド DNAを加えてスーパーコイリン

グアッセイを行った。図に示したインキュベーション時間後に DNAを回収し、5分間プレイ

ンキュベーションしたリラックス DNA（input、各パネル、レーン１）と共に電気泳動した。

対照実験（Buffer）には、rec-HIRA-Asf1の溶出バッファーを加えたものを使用した。 
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図３−１１．HIRA の WD40 と B ドメインは DNA 複製に共役しないヌクレオソ

ーム形成に必要である 

図３−１１に基づいて、解析に用いた各種ツメガエル HIRA 欠損変異体のスーパーコイル形

成活性をパネルの右に示した。180分（+++）、210分（++）及び 240分（+）までに 90%以

上のプラスミド DNA がスーパーコイル状になったもの、240 分（—）でもスーパーコイル

が形成されなかったものをそれぞれ示した。 
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図３−１２．CAF-1 の p60 サブユニットも DNA 複製に共役しないヌクレオソー

ム形成を媒介できる  

（A）ツメガエル HIRA と p60 のモデル図である。真核生物の p60 でよく保存されている

WD40 リピート（WD）と B-like ドメイン（B-like）を示す。（B）rec-Nt-HIRA-Asf1 及び

rec-p60-Asf複合体を大腸菌で共発現させ、Glutathione Sepharose 4Bを用いて精製した。

HIRA 免疫除去 I-HSS に各々の複合体を加えて 30 分間インキュベーションしたのち、プラ

スミド DNA を加えてスーパーコイリングアッセイを行った。図に示したインキュベーショ

ン時間後に DNAを回収し、5分間プレインキュベーションしたリラックス DNA（input、レ

ーン１）と共に電気泳動した。（C）多くの複合体を添加した卵抽出液のサンプルに対して抗

GST抗体（上）または抗His抗体（下）を用いウエスタン解析を行った。各々のタンパク質

の移動度を左に示す。 
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図３−１３．p60 の B-like ドメインの Asf1 結合性は HIRA の B ドメインに較べ

て低い  

（A）Bドメインを含むHIRAの部分領域（GST-HIRA_B、357-479 aa）と B-likeドメイン

を含む p60の C末端領域（GST-p60_B、380-569 aa）をそれぞれ GSTタグと融合し（図３

−１３A）、大腸菌で発現させ、Glutathione Sepharose 4Bに固定化させた。（B）卵抽出液に

GST、GST-HIRA_B または GST-p60_B 結合ビーズをと加えて反応した。反応前（-）と分

裂期（M）または間期（I）卵抽出液と反応した後のビーズに結合するタンパク質について抗

Asf1 抗体を用いたウエスタン解析（上）及び SDS-PAGE（下）を行った。（C）卵抽出液に

GST-p60_Bと GST-p60(1-569 aa)結合ビーズをと加えて反応した。分裂期（M）または間期

（I）卵抽出液と反応した後のビーズに結合するタンパク質について抗 Asf1 抗体を用いたウ

エスタン解析（上）及び SDS-PAGE（下）を行った。 
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図３−１４．p60 の WD40 ドメインは DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形

成に適していない  

（A）HIRA(Nt)のWD40と Bドメインを p60のWD40と B-likeドメインにそれぞれ置換した変

異体をモデル図で示す。（B）各々の変異体（HH、HC、CHと CC）がHis-Asf1と大腸菌で共発

現させ、Glutathione Sepharose 4Bを用いて精製したものに対して抗 GST抗体（上）または抗

His抗体（下）を用いウエスタン解析を行った。（C）各々の変異体に結合したHis-Asf1の量を算

出し、Asf1結合性の指標としてグラフ化した。（D）ΔAsf1に各々の複合体（HH、0.80 µM、0.27 

µM、0.08 µM、0.027 µMと 0.013 µM；HC、0.70 µM；CH、2.37 µM）を加えて、30分間イン

キュベーションしたのち、プラスミド DNAを加えてスーパーコイリングアッセイを行った。図に

示したインキュベーション時間後に DNAを回収し、5分間プレインキュベーションしたリラック

ス DNA（input）と共に電気泳動した。（E）各々の濃度のHH複合体のスーパーコイル形成速度

に基づいて、同速の形成を媒介するために必要な HC と CH 複合体の濃度を算出した。その逆数

はヌクレオソーム形成活性指標としてグラフ化した。 
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図３−１５．  HIRA は卵抽出液において核内に局在し、クロマチンと結合する 

卵抽出液に精子クロマチンを加えて、賦活させてから 90 分間反応した。遠心により核を回

収して全核画分を得た（レーン３）。回収した核を界面活性剤（0.25% Triton X-100）で洗浄

し、不溶性核画分を得た（レーン４）。不溶性核画分を MNase（1000 U/ml）で充分に処理

して、クロマチン結合タンパク質を除いた不溶性核画分を得た（レーン５）。卵抽出液に精子

クロマチンを加えず同様な操作により対照のサンプルも調製した（レーン２）。卵抽出液と各

核画分サンプルについてウエスタンブロッティングを行った。 
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図３−１６．HIRA の C 末は核局在とクロマチン結合に必要である 

（A-B）HIRA-Flag（IBB+または IBB-）のmRNAを卵抽出液に加えて翻訳させたのち、精

子クロマチンを加えて賦活させてから 90 分間反応した。遠心により核を回収して核画分

（Nuclear fraction、sp+）を得た。精子クロマチンを加えず同様な操作により細胞質混入

（Nuclear fraction、sp-）を得た。回収した核を界面活性剤で洗浄し、クロマチン画分とし

た（Chromatin fraction）。各々のHIRA-Flagの翻訳量に対する核画分量（sp+から sp-を引

いたもの）の相対値を核内蓄積量とし、核画分量に対するクロマチン画分量の相対値をクロ

マチン結合量として算出し、全長HIRAの値が 1.00とした相対値をパネルの下に示した。 
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図３−１7．HIRA の C 末は核局在とクロマチン結合に必要である 

各々の HIRA変異体の核内蓄積活性とクロマチン結合活性は、それぞれ核内蓄積及びクロマ

チン結合の相対値（++: >0.8; +: >0.4; +/-: <0.4、図３−１６）に基づいて、パネルの右に示し

た。 
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図３−１８．Hir ドメインは HIRA の CABIN1 結合とクロマチン局在に必要であ

る  

（A）卵抽出液に GSTまたは GST-CABIN1Nt結合ビーズをと加えて反応した。反応前（-）

と後（＋）のビーズに結合するタンパク質についてウエスタン解析（上）及び SDS-PAGE（下）

を行った。（B）全長 HIRA（FL）または ΔHir 変異体の mRNA を卵抽出液に加えて翻訳さ

せたのち、GST-CABIN1Nt結合ビーズを加えて反応する。卵抽出液（Input）とビーズ結合

タンパク質をウエスタン解析した。（C-D）図３−１３と同様に、全長HIRA（FL）または ΔHir

変異体の核内蓄積量とクロマチン結合量を算出し、全長HIRAの値が 1.00とした相対値をパ

ネルの下に示した（C）。各々のHIRA変異体の核内蓄積活性とクロマチン結合活性は、それ

ぞれ核内蓄積及びクロマチン結合の相対値核に基づいて、パネルの右に示した（D）。 
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4．考察 

 

	 本学位論文研究では、ツメガエル初期胚細胞におけるヒストン H3-H4シャペロンにつ

いて解析し、ゲノム DNAの複製に伴うヌクレオソーム形成におけるヒストンシャペロン

HIRA または CAF-1 複合体の役割分担について検討した。また、DNA 複製に共役しな

いヌクレオソーム形成を媒介する際のヒストンシャペロン HIRA-Asf1 複合体の分子機

序を解明するために、ヌクレオソーム形成の媒介活性とヒストンシャペロン複合体の細

胞内局在に必要な HIRA の機能領域を同定した。さらに、ヌクレオソーム形成に大きく

寄与すると思われる HIRA と CAF-1 の p60 サブユニットの機能ドメインとその制御の

違いついて比較した。 

 

 

4-1．ツメガエル初期胚細胞におけるヒストン H3-H4シャペロンのシステム 

 

	 ツメガエル卵が受精後に、迅速な DNA複製と細胞分裂を繰り返すことで、速やかに細

胞の数を増やすことが知られている。DNA複製に伴うヌクレオソーム形成には、大量の

ヒストンタンパク質が必要となる。一般的な体細胞では DNA 複製に応じて S 期にヒス

トンが合成されるが(Heintz, 1991)、速い分裂周期の進行を遂行するために、ツメガエル

成熟卵には大量のヒストンタンパク質が予め蓄積されている。これらのヒストンタンパ

ク質を制御するものとして、ツメガエル卵からは、N1、Asf1、CAF-1 及び HIRA など

の主要なヒストン H3-H4 シャペロンが同定されている (Kleinschmidt et al., 1986; 

Quivy et al., 2001; Ray-Gallet et al., 2002, 2007)。本研究の結果から、これらのヒスト

ンシャペロンから構成されたツメガエル初期胚細胞のヒストン H3-H4 の調節システム

が示された（図４−１）。ツメガエル卵抽出液には約 3.33 µM のヒストン H3-H4 タンパ

ク質が含まれている（岡谷、未発表）、そのうち約 90%が N1に結合している（データ未

掲載）。しかし、N1は卵抽出液中のクロマチンと相互作用せず（図３−４）、CAF-1また

は HIRA複合体に含まれず（図３−３B）、DNA複製に共役するまたは共役しないヌクレ

オソーム形成を効率的に媒介することもできない（図３−６）。従って、N1は初期胚細胞

においてヒストンタンパク質の蓄積に中心的な役割を果たしているが、ヌクレオソーム

の形成には寄与しないと考えられた。その代わりに、ツメガエル初期胚細胞におけるヌ
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クレオソーム形成は、主に HIRA-Asf1と CAF-1-Asf1の二つの複合体によってなされる

（図３−６）。そのうち、Asf1はヒストン H3-H4と直接に結合する（図３−３B）。一般的

な体細胞では、Asf1 は間期において新規合成されたヒストン H3-H4 タンパク質と直接

結合し、ヒストンの転写後化学修飾や核輸送に関与することが知られている 

(Avvakumov et al., 2011; Hansen et al., 2010; Keck and Pemberton, 2012)。ツメガエ

ル卵抽出液では、Asf1 は CAF-1 または HIRA のほかに、N1 とも結合性を持つことか

ら（図３−３B）、ツメガエル卵細胞における Asf1はヒストン貯蔵シャペロンからヌクレ

オソーム形成媒介シャペロンへのヒストンの受け渡しに中心的な役割を果たすことが示

唆された。さらに、ツメガエルの卵細胞と培養細胞（A6）には、CAF-1または HIRAの

50倍以上の量の Asf1が存在していることが明らかとなり（図３−１と３−２）、未分化細

胞、分化した細胞のいずれにおいても、Asf1は主要なヒストンシャペロンとして、ヒス

トンの様々な挙動を制御することが示唆された。Asf1と免疫除去した卵抽出液には、十

分な量の CAF-1 が残っているにもかかわらず、DNA 複製に共役するヌクレオソームの

形成が著しく抑制されたことから、迅速なヌクレオソーム形成には Asf1が必要だと考え

られる。同様に、Asf1は酵母、ショウジョウバエ胚や HeLa細胞抽出液におけるヌクレ

オソーム形成に寄与する (Green et al., 2005; Mello et al., 2002; Tyler et al., 1999)。従

って、Asf1はヌクレオソーム形成に必須なヒストンシャペロンであるといえる。しかし、

ツメガエル卵抽出液において、Asf1単独では、DNA複製に共役するまたは共役しない、

いずれのヌクレオソームの形成についても、それを媒介するには十分ではないことが示

された（図３−６と３−９A）。従って、Asf1 により供給されたヒストンは CAF-1 もしく

は HIRAに受け渡され、CAF-1もしくは HIRAによって DNAへの結合が媒介されると

考えられる。すなわち、HIRAまたは CAF-1はヌクレオソーム形成における DNAへの

ヒストンの結合を媒介するために重要なシャペロンであり、Asf1 はヒストン H3-H4 を

供給するためにそれらのヒストンシャペロンと複合体を形成することが極めて重要であ

ると考えられる。 

	 これらのヒストン H3-H4シャペロンのうち、N1と Asf1は酸性アミノ酸に富み、強い

マイナス静電荷を持つことによって、ヒストンと結合してそのプラス静電荷を中和し、

細胞内に安定的に存在するために必要なヒストンシャペロンである。しかし、これらの

ヒストンシャペロンはヌクレオソームの形成を効率的に媒介できない (Philpott et al., 

2000)。このようなタイプのヒストンシャペロンと異なって、CAF-1 または HIRA は全
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体として中性もしくは塩基性を示し、ヒストン H3-H4 二量体と直接には結合しないが

(English et al., 2006)、ヌクレオソーム形成におけるヒストンの動態を制御するヒストン

シャペロンと考えられている。以上のことから、ツメガエル初期胚細胞において、ヒス

トン H3-H4の蓄積からヒストンシャペロン複合体への供給、そして、ヌクレオソーム形

成における DNA への結合が複数のヒストンシャペロン複合体によって精密にコントロ

ールされるというモデルが考えられる(図４−１)。ツメガエルにおいて、長期間、減数第

一分裂に停止する未成熟卵母細胞にも大量のヒストンが蓄積される（図３−２C）。また、

受精後の初期胚発生では、迅速なゲノム DNA複製に伴う速やかなヌクレオソーム形成が

要求される。よって、ツメガエル初期胚細胞におけるヒストン H3-H4の制御機構は、大

量のヒストンの蓄積と迅速なヌクレオソーム形成の両面に対応するため、他の細胞とは

異なった面をもつかもしれない。また、近年では、ヒトの培養細胞を用いた研究から、

N1 の相同体である NASP が細胞内のヒストンタンパク質と相互作用する知見も得られ

ている。こうした点を考慮すると、このモデルは、ツメガエルの初期胚細胞だけではな

く、すべての真核細胞に適用できるものと考えられる。 

 

 

4-2．ツメガエル初期胚細胞における CAF-1と HIRA複合体制御・機能の違い  

 

	 ツメガエルにおいても、ヌクレオソーム形成を促進できるヒストンシャペロンとして、

CAF-1-Asf1 と HIRA-Asf1 の二つの複合体が報告されている (Quivy et al., 2001; 

Ray-Gallet et al., 2002)。本研究では、ツメガエル初期胚細胞のヌクレオソーム形成にお

ける両ヒストンシャペロン複合体の形成や活性制御の違いが示された。ツメガエル卵抽

出液において、HIRA-Asf1 複合体は細胞周期に通じて恒常的に存在し、DNA 複製に共

役しないヌクレオソーム形成を媒介することが示された（図３−３B と３−９B）。それに

加えて、大腸菌を用いた in vitro再構築系で、ヌクレオソーム形成活性を持つ HIRA-Asf1

複合体が得られたことから（図３−１０B）、HIRAは直接 Asf1と結合し、安定した活性

を持つヒストンシャペロン複合体を形成することが示された。ヒト Asf1タンパク質の構

造解析から、Asf1との結合はHIRAのBドメインが必要であることが示されていた(Tang 

et al., 2006)。同様に、ツメガエル卵抽出液を用いたプルダウン実験から、ツメガエル

HIRAの Bドメインは細胞周期に通じて Asf1親和性を維持することが示された（図３−
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１１B）。また、HIRA の B ドメイン以外の領域の欠損は、HIRA と Asf1 の相互作用に

影響しないことも示され（図３−１０B）、HIRA-Asf1複合体の構築は HIRAの Bドメイ

ンに依存することが確認された。これらの結果から、真核細胞における安定的な

HIRA-Asf1複合体はヌクレオソーム形成活性を恒常的に維持することが示唆された。 

	 HIRA 複合体は特有の量的制御を受け、卵成熟に伴い、GVBD 後に急激な量の増加が

見られた（図３−２C）。Asf1は HIRAの量の約５０倍存在するため、HIRAの量の増加

は HIRA-Asf1複合体の増加をもたらす。その結果、ツメガエルの培養細胞に較べて、卵

細胞では、Asf1 に対する HIRA-Asf1 複合体の相対量が大きい（図３−２A と B）。ツメ

ガエル卵成熟過程において、ほとんどの遺伝子の転写が抑制されているため、HIRA の

量の増加はタンパク質翻訳の活性化によるものだと考えられる。このように、卵成熟に

伴う翻訳の活性化によって、含有量が増加するタンパク質として、CycB1、Wee1やMos

などが報告されている (Iwabuchi et al., 2000; Murakami and Vande Woude, 1998; 

Sheets et al., 1994)。これらのタンパク質の翻訳の鋳型である母性mRNAは、未成熟卵

母細胞では 3’UTRのポリ（A）鎖が短く、翻訳活性が抑制されているが、卵成熟に伴い、

ポリ（A）鎖が伸長され、タンパク質の翻訳が活性化されることが知られている。卵成熟

期におけるポリ（A）鎖伸長反応は、mRNAの 3’UTRにある特有な CPE (Cytoplasmic 

polyadenylation element) モチーフに結合するCPEB (CPE-Binding protein) が強く関

与することが報告されている (Charlesworth et al., 2000; Iwabuchi et al., 2000; Sheets 

et al., 1994) 。 ツ メ ガ エ ル の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ Xenbase; 

JGIv7b.000110886_41109-86219）によると、HIRAのｍRNAの 3’UTRにも CPEモチ

ーフ（UUUUAUU）が存在することから（データ未掲載）、卵成熟期の細胞周期の進行

に伴うポリ（A）鎖伸長反応により HIRA の翻訳活性が高められる可能性が示された。

さらに、卵抽出液中にｍRNA を用いて外来性 HIRA タンパク質を翻訳すると、ゲノム

DNAにおけるヌクレオソームの形成がより促進されることが明らかとなった（図３−８）。

従って、ツメガエル初期胚細胞において、恒常的に存在する HIRA-Asf1複合体はヌクレ

オソーム形成活性を安定的に維持すること、また、卵成熟に伴う HIRA タンパク質の翻

訳によって HIRA-Asf1複合体の量が増加、卵または初期胚細胞全体のヌクレオソーム形

成活性が高められることが示唆された。 

	 安定的な HIRA-Asf1複合体の形成に対して、CAF-1と Asf1は間期の卵抽出液でのみ

相互作用することが示され、CAF-1-Asf1複合体は間期に形成され、分裂期には解離する
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ことが明らかとなった（図３−３B）。先行研究から、ヒトの CAF-1p60 サブユニットに

含まれる B-likeドメインが CAF-1-Asf1の相互作用に寄与することが報告されていた。

ツメガエル p60の B-likeドメインを含む部分領域（p60_B）を用いたプルダウン実験で

は、GST-p60_B への Asf1 の結合は間期にのみ見られ、分裂期には見られなかった（図

３−１２B）。また、分裂期の卵抽出液でインキュベートした GST-p60_Bタンパク質の電

気泳動上の移動度が減少することも示された。これらの結果から、分裂期において、B-like

配列とその周辺領域の構造の変化やアミノ酸の化学修飾によって、Asf1との相互作用が

阻害されることが示唆された。CAF-1 の p60 サブユニットは CDK コンセンサス配列

（S/T-P-X-K/Rまたは S/T-P）を持つ、分裂期に高リン酸化され、間期に低リン酸化／脱

リン酸化されることが知られている（図３−２C、３−３と(Keller and Krude, 2000; 

Marheineke and Krude, 1998; 新冨, 2005)。また、この分裂期におけるリン酸化は、

CAF-1 と Asf1 の結合性の抑制に関わることが示唆されている (新冨, 2005)。従って、

CAF-1と Asf1の相互作用は細胞周期の進行に依存し、特に、p60サブユニットの B-like

ドメインのリン酸化・脱リン酸化修飾状態に依存すると考えられる。CAF-1による DNA

複製に共役するヌクレオソーム形成には Asf1が必要不可欠であることから、分裂期の卵

抽出液においては、CAF-1 はヌクレオソーム形成活性をもたないことが示唆された。ヒ

ト培養細胞を用いた研究においても、分裂期における CAF-1はヌクレオソーム形成を促

進できないことが示されている (Marheineke and Krude, 1998)。これらのことから、

CAF-1 の Asf1 との結合活性とヌクレオソーム形成活性は細胞周期に依存し、間期に促

進され、分裂期に抑制されると考えられ、よって、CAF-1-Asf1複合体によるヌクレオソ

ーム形成は DNAが複製される間期に限定されていることになる。 

	 間期の卵抽出液において、ほとんどすべての HIRAが Asf1と結合するのに対し、Asf1

と相互作用する CAF-1はほんの一部分であることが示された（図３−３B）。その結果に

一致して、同モル数の HIRA の B ドメインと p60 の B-like ドメインを用いたプルダウ

ン実験では、B ドメインに結合する Asf1 の量は、B-like ドメインに較べて多い（図３−

１２B）。また、間期の卵抽出液においても、CAF-1 の Asf1 とのアフィニティーが比較

的に低いことが示唆された。この結果から p60の Asf1との結合は B-likeドメイン以外

の領域を介する可能性も考えられたが、p60と、その B-like領域を HIRAの Bドメイン

に置換したものを用いたプルダウン実験で、両者に結合した Asf1 の量を比較した結果、

ほぼ同量であることが分かった（図３−１２C）。以上の結果から、p60と Asf1の相互作
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用は B-like ドメインに依存すること、卵抽出液で形成された CAF-1-Asf1 複合体は、

B-like ドメインの性質を反映して不安定であることが示唆された。先行研究では、卵抽

出液と比較して、クロマチン上に局在した CAF-1 はより高い Asf1 親和性を持つことが

示されている (新冨, 2005)。同様に、ショウジョウバエにおいても、CAF-1と Asf1は染

色体に共局在することが報告されている (Tyler et al., 2001)。従って、CAF-1と Asf1

の相互作用はクロマチンにおいてさらに安定化されると考えられる。また、CAF-1 は、

その p150サブユニットが PCNAと直接に結合することによって、DNA複製フォークに

局在することが報告されている (Shibahara and Stillman, 1999)。従って、CAF-1-Asf1

複合体の結合性は CAF-1の DNA複製フォークへの局在によって制御されと考えられる。

よって、CAF-1ヘテロ三量体において、p150と PCNAの結合、あるいは p60の化学修

飾は、CAF-1の Asf1との親和性に影響すると考えられる。その分子機序は、CAF-1-Asf1

複合体の形成とヌクレオソーム形成の媒介を考えるために極めて重要であり、これから

の重要な検討課題といえる。以上のことから、CAF-1-Asf1 複合体の形成は、CAF-1 の

細胞周期依存性なリン酸化修飾とクロマチン（DNA複製フォーク）への局在によって制

御され、そのヌクレオソーム形成活性は時間・空間的に DNA複製に共役するように調節

されていると考えられる。 

	 以上のようなヌクレオソーム形成におけるCAF-1またはHIRA複合体構築の制御の違

いは、両ヒストンシャペロン複合体の役割の違いに関連するものといえる。すなわち、

細胞周期の進行と DNA 複製フォークへの局在に依存する調節により、CAF-1 によるヌ

クレオソーム形成は間期における DNA複製の際に限られる。それに対して、HIRAによ

るヌクレオソーム形成は、卵成熟期における翻訳量の増加で促進されていることから、

初期胚発生における迅速なゲノム DNA 複製と細胞分裂に対応したものであることが示

唆された。ツメガエル卵抽出液における HIRA のクロマチン局在は、ゲノム DNA 複製

にかけて結合量が増加し、複製完了後も間期の間は維持されること（図３−３）、これに

一致して、DNA複製後のヌクレオソーム形成は HIRAによってなされることが明らかと

なった（図３−６と３−７）。さらに、DNA 複製に共役するヌクレオソーム形成を媒介す

る CAF-1がなくても、HIRAの量が充分にあれば複製されたゲノム DNAのヌクレオソ

ーム形成を遂行できることも示された（図３−９）。すなわち、HIRA は初期胚細胞にお

ける複製されたゲノム DNAのヌクレオソーム形成に大きく寄与するといえる。 

	 これまでに HIRAはヒストン H3-H4シャペロンとして、マウスとショウジョウバエの
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受精後の精子クロマチンリモデリングにおいて、重要な役割を果たすことが報告されて

いる (van der Heijden et al., 2005; Loppin et al., 2005)。マウスやショウジョウバエと

異なって、ツメガエルの精子クロマチンには予めヒストン H3-H4 が含まれているため、

受精卵における精子クロマチンリモデリングにはヒストン H3-H4 のシャペロンが必要

ないと考えられていた (Ohsumi and Katagiri, 1991)。しかし、本研究では、HIRAは卵

抽出液に添加された直後の精子クロマチン上に局在することが明らかとなり（図３−４）、

脱凝縮した精子クロマチンにヒストン H3-H4の不足分を補うために、HIRAが必要であ

ることが示唆された。これらの結果から、ツメガエル初期胚細胞において、HIRAは DNA

複製の有無に関わらず、ゲノム DNAへのヌクレオソーム形成を媒介し、クロマチン構造

の構築と維持に重要な役割を果たしていると考えられる。 

 

 

4-3．ツメガエル初期胚細胞のゲノム DNA複製におけるヒストンシャペロンの役割 

 

	 真核生物のゲノム DNAが複製される際に、複製された DNA上にヌクレオソームが速

やかに形成され、そして、形成された規則正しいヌクレオソームを基づいてクロマチン

の高次構造が構築される。本研究では、ツメガエル卵抽出液を用いて、複製されたゲノ

ム DNAのクロマチン再構築におけるヒストンシャペロンの役割分担が明らかにされた。

まず、ツメガエル卵抽出液においては、大部分のヌクレオソームがゲノム DNA複製に共

役し、複製された直後の DNA上に形成される（図３−６B）。それに加えて、成熟なクロ

マチン高次構造を構築するために、DNA複製後のヌクレオソーム形成も必要不可欠であ

る（図３−６B）。従って、初期胚細胞における迅速なゲノム DNA複製に伴うヌクレオソ

ーム形成は、DAN複製に共役するものと共役しないものの二段階に分けてなされること

が示された。 

	 卵抽出液から HIRA-Asf1複合体を免疫除去しても、大部分のヌクレオソーム形成が複

製直後に正常になされることから（図３−７B、ΔHIRA）、HIRAは DNA複製に共役す

るヌクレオソーム形成への寄与は小さいことが示された。すなわち、CAF-1-Asf1複合体

は、DNA複製反応に共役するヌクレオソーム形成のほとんどを媒介し、短時間で複製さ

れた大部分のゲノム DNAのヌクレオソーム形成を媒介できることから、そのヌクレオソ

ーム形成活性は高いといえる。これは、ツメガエル初期胚細胞では、迅速にゲノム DNA
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複製を完了させるために、通常な体細胞に較べて数多くの複製開始点を利用して DNA

複製を遂行していることと関連すると考えられる(Hyrien et al., 1995)。しかし、ゲノム

DNA の複製に伴うヌクレオソーム形成には、CAF-1 によるヌクレオソーム形成だけで

は不十分であことが本研究で示された（図３−７）。CAF-1は PCNAと相互作用して DNA

複製装置に共役して働くと考えられ（図３−３）、その活性は一過性であり、CAF-1-Asf1

複合体は複製装置が通過した後の DNA 上のヌクレオソーム形成を媒介できない可能性

がある。例えば、異なる複製開始点から複製された二つの DNA断片らを連結した後のヌ

クレオソーム形成は、CAF-1-Asf1 複合体によって完了できないと考えられる。従って、

ゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成は複製に共役するまたは共役しない二段階

に分けて行う必要性があるといえる。このことは、ツメガエル初期胚細胞だけではなく、

すべての真核細胞に共通したメカニズムと考えられる。 

	 本研究では、DNA 複製に共役するヌクレオソーム形成の不足を補うために、

HIRA-Asf1複合体は複製終了後にもクロマチンに局在し続け（図３−３）、複製に共役し

ないヌクレオソームの形成を媒介することが示唆された（図３−６B と３−７）。さらに、

CAF-1がなくても、十分量の HIRAがあれば複製されたゲノム DNAにおけるヌクレオ

ソーム形成が充分に行われることが示された（図３−８）。このことから、DNA複製に共

役しないヌクレオソーム形成の活性は、HIRA-Asf1複合体に量的に依存することが示唆

された。従って、DNA 複製が盛んなツメガエル初期胚細胞には、他の細胞に較べて、

HIRAが相対的に多く含まれていることは、速い DNA複製に同調した迅速なヌクレオソ

ーム形成を媒介するのに適しているといえる。これらの結果から、HIRA-Asf1複合体は、

複製されたゲノム DNAのヌクレオソーム形成を確実に完了させ、ヌクレオソームが規則

正しく配列されたクロマチン構造が再構築されるのを保証していると考えられる。 

	 まとめると、DNA複製に共役する CAF-1-Asf1複合体は効率良くヌクレオソームの形

成を媒介できるが、その機能は DNA 複製に特化したものであるのに対し、HIRA-Asf1

複合体は DNA複製に共役せず、DNAへのヒストンの結合を直接に媒介する。この二つ

の経路によって、すべての DNA上の迅速かつ正確なヌクレオソーム形成が保証され、そ

れに基づいてクロマチンの高次構造が構築されると考えられる (図４−２)。同様に、Hela

細胞のゲノム DNA 複製においても、CAF-1 は複製された直後の DNA 上にヌクレオソ

ーム形成を媒介し、HIRAはヌクレオソームフリーDNA上のヌクレオソーム形成をDNA

複製に共役せずに媒介ことが示唆されている (Ray-Gallet et al., 2011)。よって、ヌクレ
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オソーム形成を媒介するヒストンシャペロン複合体が真核生物において進化的に高度に

保存されているだけではなく、そのヌクレオソーム形成における役割分担もすべての真

核細胞に共通のものと考えられる。 

 

 

4-4．DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成における HIRAの分子機序 

 

	 ヌクレオソームの形成を媒介する二つのヒストン H3-H4 シャペロンのうち、

HIRA-Asf1複合体は細胞周期を通じて存在し、ヌクレオソーム形成活性を恒常的に維持

することから、HIRA-Asf1複合体は空間的または時間的な制約がなく、すべてのゲノム

DNA のヌクレオソーム形成を促進できるといえる。また、HIRA-Asf1 複合体によるヌ

クレオソーム形成は、DNA 複製と共役した調節が必要ない分、CAF-1 によるものより

しくみが単純であろうと期待される。 

	 本研究では、ツメガエル卵抽出液におけるプラスミド DNAのスーパーコイリング活性

によって、DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成を誘起した。これを用いた解析に

より、HIRA-Asf1 複合体が DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成を媒介すること

が確認された（図３−９Aと(Ray-Gallet et al., 2007)）。また、そのヌクレオソームの形

成は HIRA のタンパク質量に依存して行われることから（図３−９E と F）、HIRA の調

節によって DNAにヒストンが結合することが明らかとなった。すなわち、DNA複製に

共役しないヌクレオソーム形成において、HIRAが本質的に重要であることが判明した。

また、ヌクレオソーム形成に必要な HIRAの機能領域を解析した結果、WD40ドメイン

とBドメインから構成されたN末端領域はヌクレオソーム形成に十分であることが示さ

れた（図３−１１）。そのうち、Bドメインは、Asf1と相互作用するために必須である（図

３−１２Bと Tang et al., 2006)。しかし、Asf1は直接ヒストン H3-H4二量体と結合する

が（図３−３Bと(English et al., 2006; Natsume et al., 2007)、単独ではヌクレオソーム

形成を媒介することができず（図３−６と３−９）、ヒストンシャペロン複合体へのヒスト

ン供給に重要な役割を果たすと考えられる。従って、HIRAのWD40ドメインは、DNA

へのヒストンの結合を媒介すると考えられる。WD40 リピートは、複数の立体構造が類

似しているWDリピートユニットから構成されたタンパク質同士間の相互作用の構築基

盤であり、ヒストンシャペロン、ヒストンメチルトランスフェラーゼやクロマチンリモ
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デリング複合体などの複数のヒストン・クロマチン調節因子に存在することが知られて

いる (Qian et al., 1993; Tyler et al., 1996; Wysocka et al., 2005; Xue et al., 1998)。そ

れにもかかわらず、ヌクレオソーム形成におけるWD40リピートの機能については、こ

れまでほとんど検討がなされてこなかった。近年の研究から、ヒト HIRA タンパク質の

WD40 ドメインの５番目の WD リピート（WD5）は、進化的に保存された HIRA 複合

体の構成因子である UBN-1と相互作用することが示された (Banumathy et al., 2009)。

さらに、UBN-1はヒストン H3.3変異体の特有なアミノ酸残基を認識・結合することで、

ヒストンシャペロン複合体のヒストン変異体の選択に重要な役割を果たすことが示唆さ

れた (Daniel Ricketts et al., 2015)。また、CAF-1三量体構成因子の一つである p48は

HIRAのWD40ドメインと相互作用し、HIRA-Asf1複合体にも含まれること (Ahmad et 

al., 2003; Verreault et al., 1996)、結晶構造解析によって p48は H3-H4二量体と直接に

結合できることが示された。p48 は、ヒストンシャペロンだけではなく、ヒストンメア

セチル化酵素（HAT1）、脱アセチル化酵素（HDAC1）、チルトランスフェラーゼ

（ESC-E(Z)）やヌクレオソームリモデリング複合体（NURF）などの複数のヒストン・

クロマチン調節複合体に属することも報告されていることから (Martínez-Balbás et al., 

1998; Martini et al., 1998; Müller et al., 2002; Tyler et al., 1996)、ヒストンの挙動を制

御する重要な因子であること考えられている。これらのことから、HIRAのWD40ドメ

インは、ヒストンH3-H4と相互作用し、ヌクレオソーム形成におけるヒストンの調節に

役割を果たすものと考えられる。 

	 本研究ではヌクレオソーム形成に必要な WD リピートを同定したところ、DNA 複製

に共役しないヌクレオソーム形成の媒介に HIRAの１番目から３番目（WD1-3）のリピ

ートは必要だが、５番目から７番目（WD5-7）は必須ではないことが明らかとなった（図

３−１０D）。また、ヌクレオソーム形成に必要な３つのWDリピート（WD1-3）につい

てのさらなる解析の結果、WD1とWD3があれば、野生型 HIRAと同様にヌクレオソー

ムの形成を媒介できるが（図３−１０E、ΔWD2）、両WDリピートを同時に欠損した変

異体は、ヌクレオソーム形成活性を持たないことが示された（図３−１０G、ΔWD1WD3）。

このことから、WD1とWD3は DNAへのヒストンの結合に必要かつ十分であることが

明らかとなった。そのうえ、WD1またはWD3だけでも、ヌクレオソーム形成活性を部

分的に回復できることから（図３−１０G、ΔWD1-2とΔWD2-3）、これらのWDリピー

トはヌクレオソーム形成において重複した役割を果たすことが示唆された。一方、WD2
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リピートは、ヌクレオソームの形成を単独では媒介できないが（図３−１０G、Δ

WD1WD3）、WD1またはWD3を欠損した変異体に充分なヌクレオソーム形成活性を維

持するために必要であることも示された（図３−１０F、ΔWD1とΔWD3）。この結果か

ら、ヌクレオソーム形成において、WD1 と WD3 リピートが主に機能し、WD2 リピー

トは補助的な役割を果たすことが示唆された。以上のことから、ヌクレオソーム形成に

おけるヒストンタンパク質の制御にはWD1とWD3が最も重要であることが示唆された。

従って、WD1-3リピートと相互作用するヒストン調節因子はヌクレオソーム形成におけ

る DNA へのヒストン結合の媒介に大きく寄与すると考えられる。これらの WD リピー

トに結合する因子を同定することは、ヌクレオソーム形成の分子機序を解明するための

重要な一歩になる。一方、これまでの研究から、WDR5 や p48 などのいくつの WD40

リピートタンパク質が、特定のWDリピートを介してヒストンタンパク質と直接に相互

作用することが報告されており (Couture et al., 2006; Song et al., 2008)、WD1-3リピ

ートが直接にヒストンタンパク質と相互作用する、すなわち、HIRAのWD40ドメイン

が直接にヒストンの挙動を調節する可能性も考えられる。いずれの分子機序においても、

HIRAタンパク質の N末は、ヒストンシャペロン複合体の構築に必要な足場となってい

るだけでなく、ヒストンの供給と DNAへの結合の媒介という二つの機能をはたしており、

DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成の機能的な中心部分であるといえる。HIRA

のWD40リピートと Bドメインのアミノ酸配列、そして、両ドメイン間のリンカー領域

のアミノ酸配列の長さは進化的に高度に保存されていることから（分裂酵母では Hir1に

保存される）、このヌクレオソーム形成における HIRAの構造、機能的特質はツメガエル

だけではなく、その他の生物種でも維持されていると考えられる。従って、真核生物に

おいてコアヒストン H3-H4が高度に保存されているのに対応して、DAN複製に共役し

ないヌクレオソームの形成を媒介する HIRA の分子機序も保存されていることが示唆さ

れる。 

 

 

4-5．HIRAと CAF-1のヌクレオソーム形成モジュールの違い 

 

	 WD40リピートとBドメインから構成されたヌクレオソーム形成モジュールは、HIRA

タンパク質または Hir複合体にだけに保存されているではなく、CAF-1複合体にも同様
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の構造が含まれている。すなわち、CAF-1の p60サブユニットはWD40リピートと、B

ドメインに類似する B-likeドメインを持っている。それにもかかわらず、卵抽出液にお

ける内在性 CAF-1複合体は DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成を媒介できない

（図３−６と３−９A）。しかし、p60単独では、その活性が HIRAと較べて極めて低いも

のの、DNA 複製に共役しないヌクレオソーム形成を媒介できることが示された（図３−

１２）。従って、CAF-1 による DNA 複製に共役するヌクレオソーム形成の分子機序は、

HIRAによる DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成の分子機序と、共通の面と異な

る面をもつことが示唆された。 

	 HIRAの Bドメインに比較して、卵抽出液における p60の B-likeドメインの Asf1ア

フィニティーが極めて低いことが示された（図３−１３B）。このことは、卵抽出液中の

CAF-1複合体はほとんど Asf1と結合していないことと一致した。また、HHと HC変異

体の比較から、ヌクレオソーム形成活性が各々の変異体に結合した Asf1に量的に依存す

ることが示唆された（図３−１４）。よって、卵抽出液における CAF-1 と結合する Asf1

の量が少ないため、DNA複製に共役するヌクレオソーム形成に必要なヒストンタンパク

質が十分に供給されないと考えられる。一方、CAF-1 複合体は DNA 複製フォークに局

在することで、そのAsf1とのアフィニティーが高められることから（考察４−２に参考）、

CAF-1のヌクレオソーム形成活性は DNA複製に依存すると考えられる。 

	 さらに、HH と CH 変異体の比較から、HIRA の WD40 ドメインは、DNA 複製に共

役しないヌクレオソーム形成の活性に決定的に重要であることが示唆された（図３−１

４）。よって、HIRA の WD40 ドメインとの違いは p60 のヌクレオソーム形成活性の低

下の最も重要な原因であると考えられる。CAF-1 ヘテロ三量体が形成される際に p150

は p60に結合し (Kaufman et al., 1995)、ヒストンタンパク質と相互作用できる p48は

p150と相互作用することが知られている (Tyler et al., 2001)。さらに、近年の研究から、

p150 はヒストン(H3-H4)2 四量体の形成に寄与することも報告されている(Liu et al., 

2016)。従って、p60 以外の CAF-1 サブユニットもヒストンの挙動の制御に寄与すると

考えられる。しかし、ツメガエル卵抽出液中のほとんどの p150は CAF-1複合体を形成

し、添加した p60や CH変異体に p150が結合できないため（データ未掲載）、本研究で

は、p60のWD40ドメインがもつヌクレオソーム形成活性を測定するための条件が最適

化されていなかった可能性も考えられる。また、CAF-1 によるヌクレオソーム形成は

DNA複製に依存するものであることから、DNAへのヒストンの結合を媒介するために、
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DNA 複製フォークに CAF-1 複合体が局在化すること、もしくは複製フォークに含まれ

る因子が必要であることも考えられる。DNA複製フォークに局在化することで、CAF-1

複合体の Asf1 とのアフィニティーが高められる可能性が考えられ（考察４−２に参考）、

同様に、PCNA と p150 サブユニットの結合は、p60 の WD40 ドメインを含む CAF-1

複合体の立体構造の変化やヒストンまたはヒストン調節因子との親和性の増加を引き起

して、WD40 ドメインによるヌクレオソーム形成活性を高める可能性が考えられる。一

方、DNA 複製フォークの構成因子である MCM2 がヒストン H3-H4 と相互作用し、ヒ

ストンシャペロンのような役割を果たすことも報告されている (Richet et al., 2015)。従

って、CAF-1 複合体がこれらの DNA 複製フォークの構成因子と相互作用することで、

ヌクレオソーム形成活性が高められる可能性も考えられる。本研究の結果は、いずれの

分子機序においても、卵抽出液では、CAF-1p60のWD40ドメインが DNA複製に共役

しないヌクレオソーム形成には適していないことを示している。 

	 以上のことから、HIRA及び CAF-1のヌクレオソーム形成活性は、複合体に結合した

Asf1 の量、つまり、供給されたヒストンの量に量的に依存すること、また、HIRA の

WD40 ドメインはヌクレオソーム形成に極めて重要であることが示された。従って、

DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成にはHIRAのWD40と Bドメインが中心的

な役割を果たし、この領域に、HIRAによる DNAへのヒストン結合を媒介するしくみが

備わっていることが判明した。一方、CAF-1 による DNA 複製に共役するヌクレオソー

ム形成の分子機序は重要な課題として残されている。 

 

 

4-6．HIRA複合体のクロマチン結合と核内蓄積の制御 

 

	 ヌクレオソーム形成において、ヒストンシャペロンはヌクレオソーム形成の場に局在

化し、DNAへのヒストンの結合を媒介する。これまでの研究から、ヌクレオソーム形成

サイトへの局在は、いつくかのヒストンシャペロンのヌクレオソーム形成活性の制御に

重要な役割を果たすことが知られている (Krawitz et al., 2002; Liu et al., 2010; Muto 

et al., 2007; Zhang et al., 2016)。本研究では、HIRAはツメガエル卵抽出液中に形成さ

れた核内に蓄積し、そして、クロマチンに局在することが確認された（図３−１５）。同

様に、複数の体細胞を用いた研究から、HIRAは核内に蓄積すること (Blackwell et al., 
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2004; Hall et al., 2001; Sherwood et al., 1993)、また、クロマチン上のヌクレオソーム

形成サイトに局在することが示されている(Ray-Gallet et al., 2011; Schneiderman et 

al., 2012)。従って、HIRAは、未分化または分化した真核細胞において、積極的に核内

に局在するといえる。これらの核内局在は、HIRA-Asf1複合体のヌクレオソーム形成活

性の調節に役割を果たすと予測される。 

	 本研究では、HIRA は卵抽出液に添加された直後の精子クロマチンに局在し、ゲノム

DNAが複製される際に、そして、完了された後にも局在し続けることが明らかとなった

（図３−４）。このことから、HIRA複合体のクロマチン局在は、DNA複製反応に共役せ

ず、クロマチン全体にわたった広範囲に結合することが示唆された。ヒトの培養細胞や

ショウジョウバエ細胞においても、HIRA はヌクレオソームが形成されていなかったゲ

ノム DNA に局在し、そのサイトへのヒストンの結合を促進することが知られている

(Ray-Gallet et al., 2011; Schneiderman et al., 2012)。従って、HIRAのクロマチン局在

は、DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成に対応し、ヒストンシャペロン複合体の

ヌクレオソーム形成活性を制御すると考えられる。また、一連の欠損変異体を用いた解

析から、HIRAのクロマチン局在にはN末のWD40ドメインと Bドメインが必要なく、

C 末の Hir ドメインが必要であることが明らかとなった（図３−１７と３−１８C）。Hir

ドメインは、すべての真核生物に進化的に保存され（分裂酵母では Hir2 に保存される、

(Kirov et al., 1998; Lamour et al., 1995)）、HIRA複合体の構成因子である CABIN1と

相互作用に必要であることが知られている(Rai et al., 2011; Tagami et al., 2004)。卵抽

出液を用いたプルダウン実験から、Hirドメインがツメガエル HIRAの CABIN1との結

合に大きく寄与することも示された（図３−１８D）。従って、HIRA のクロマチン結合

は CABIN-1 に依存する可能性が示唆された。CABIN1 は酵母からヒトまで保存され、

いつくかの細胞では HIRAと共局在することが報告されているが (Nashun et al., 2015; 

Rai et al., 2011; Ray-Gallet et al., 2011)、そのシャペロン機能に関してはほとんど解明

されていない。一方、近年の研究から、CABIN1 はカルシニューリンシグナル伝達経路

において、遺伝子転写抑制因子として重要な役割を果たしていることが示されている

(Sun et al., 1998; Youn and Liu, 2000)。CABIN1は、同じく遺伝子転写抑制因子である

MEF-2 と相互作用し、MEF-2 を介して DNA に結合していることが報告されている 

(Han et al., 2003)。以上の結果から、HIRA複合体はCABIN−1を介して直接に裸のDNA

分子に結合ことが示唆される。ヌクレオソームが形成されていない裸の DNAと直接に結
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合し、ヌクレオソーム形成の場所を速やかに決定することは、DNA複製に共役しないヌ

クレオソーム形成を媒介する HIRA-Asf1複合体に適したしくみだと考えられる。このモ

デルは、ヒト培養細胞を用いた研究と一致することから、すべての真核生物に共通と考

えられる。しかし、MEF-2 は転写調節因子であり、一般的に DNA 上の A/T-rich 

cis-element に結合すると言われているため、ゲノム全体に渡って局在する HIRA-Asf1

複合体にはその他の DNA・クロマチン結合因子が存在する可能性も考えられる。よって、

結合因子の同定は、真核生物の HIRA-Asf1 または Hir-Asf1 複合体のクロマチン局在の

分子機序を理解するための重要課題である。以上の結果から、HIRAのクロマチン・DNA

局在はヌクレオソーム形成活性に必要だと考えられるが、HIRA のヌクレオソーム形成

のための機能ユニット（WD40と Bドメイン）はその細胞内局在制御には関与しないこ

とが明らかとなった。従って、HIRAのヌクレオソーム形成活性とクロマチン・DNA結

合活性は、それぞれ異なる領域によって担われているといえる。クロマチン局在に寄与

する Hirドメインは進化的に高度に保存されているが、酵母の Hir複合体では、ヌクレ

オソーム形成の機能ユニットが保存された Hir1ではなく、別のサブユニット（Hir2）に

存在する。そのため、高等真核生物の HIRA タンパク質は進化の過程で異なる二つのタ

ンパク質が融合されたものである可能性が示唆される。従って、Hir ドメインはクロマ

チンへの HIRA の局在を調節する機能ユニットと考えることができ、その局在の分子機

序も、ヌクレオソーム形成のための機能ユニットと同様に保存されている可能性が考え

られる。 

	 次に、卵抽出液における HIRA の核内蓄積に必要なドメインの同定を試みたところ、

HIRAの核内蓄積は Asf1と相互作用する Bドメインが必要ではないことが示された（図

３−１６A）。培養細胞のヒストンタンパク質が発現・核輸送される際に、Asf1 がヒスト

ンシャペロンとして、ヒストンと直接に結合して調節することが報告されている。Asf1

と結合したコアヒストン H3-H4 二量体が、importin-4 もしくは Kap123 との相互作用

によって核内に輸送される(Campos et al., 2010; Keck and Pemberton, 2012)。しかし、

HIRAの核輸送は Asf1との結合は不必要であるため、HIRAがヒストンタンパク質と異

なる経路によって核内に蓄積されることが示唆された。変異体を用いたさらなる解析の

結果、HIRAの核内蓄積は主に N末のWD40ドメインと C末の部分領域（Ct2と Ct3）

に依存することが明らかとなった（図３−１６B）。出芽酵母の Hir1 と Hir2 タンパク質

には核局在シグナル（NLS）が存在し、それを介してそれぞれ核内に輸送されると考え
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られている(Sherwood et al., 1993)。しかし、ツメガエルを含む多細胞真核生物の HIRA

タンパク質には機能的な核局在シグナルが見いだされない。従って、高等真核生物の

HIRA複合体の核内局在の分子機序は単細胞真核生物（酵母）の Hir複合体と異なって、

進化の過程において新たに獲得したものかもしれない。本研究では HIRA の核内蓄積に

必要な最少領域の同定まで至らなかった。その原因として、HIRA-Asf1複合体の核内蓄

積は、核内輸送だけではなく、核外輸送や核マトリックスへの結合など複数のプロセス

によって制御される可能性が考えられる。これからの研究では、HIRA 複合体の核内蓄

積の分子機序について、ツメガエル以外の高等真核生物においてさらなる検討が必要で

ある。 

	 また、本研究からHIRAの C末によく保存された領域は、HIRA-Asf1複合体の核内蓄

積とクロマチン結合の両方に寄与することが示された。そのうち、Hirドメインは HIRA

のクロマチン結合に必要であるが、ヒストンシャペロン複合体の核局在に必要ではない

ことから（図３−１８C）、ヒストンシャペロン複合体の二つの核内局在は各々の分子機

序によって独自に制御されることが示唆された。さらに、核内における HIRA のクロマ

チン結合量は、核内蓄積量に比例した一定の値となることが判明した（図３−１６A、IBB+

と IBB-を比較する）。このことから、ツメガエル初期胚細胞における速いヌクレオソー

ム形成に備えて、HIRA が細胞核内に積極的に蓄積し、充分量のヒストンシャペロン複

合体を用意する必要性が示唆された。つまり、HIRA-Asf1複合体の核内蓄積により、よ

り多くのシャペロン複合体がヌクレオソームの形成されていない DNA に結合すること

で、より多くのヌクレオソーム形成が媒介されることが考えられる。一方、先行研究か

ら、DNA 複製フォークへの CAF-1 の局在は、CAF-1 と Asf1 の結合性、そして、ヒス

トンシャペロンとしたヌクレオソーム形成活性に必要であることが示されている(Zhang 

et al., 2016; 新冨, 2005)。しかし、クロマチンに結合しない HIRAの N末は、Asf1と恒

常的に相互作用し、そして、ヌクレオソームの形成を媒介することから（図３−１０Bと

C）、HIRA のクロマチン結合は、ヒストンシャペロン複合体の安定化、そして、ヌクレ

オソーム形成の媒介に関与しないと考えられる。HIRA-Asf1複合体は、真核細胞の遺伝

子の転写、精子クロマチンリモデリングやヘテロクロマチン構築などの様々な DNAプロ

セスにおける DNA 複製に共役しないヌクレオソームの形成を媒介することが報告され

ている。DNA 複製に特化した CAF-1 と異なり、HIRA は、様々なプロセスにおいて、

ヌクレオソームが形成されていない DNAを正確に認識し、そのサイトへのヒストン結合
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を速やかに媒介する分子機序が必要とされることから、HIRA のクロマチン結合の調節

機構は多様であると予想される。 

 

 

4-7．まとめ 

 

	 クロマチンの基本単位構造であるヌクレオソームが厳密に保存されるヌクレオソーム

コアと多様性に富むヒストンテールに分かれて、それぞれ真核生物の遺伝情報の保全と

遺伝子発現の調節に大きく寄与する。ヌクレオソームは、DNA複製、転写や組み換えな

どのプロセスにおいて、解離と再形成が繰り返される。これまでに、ヌクレオソーム形

成における DNA へのヒストン H3-H4 結合の促進因子として、DNA 複製に依存する

CAF-1-Asf1複合体と依存しない HIRA-Asf1複合体の二つのヒストンシャペロンが同定

されているが、細胞の様々なプロセス（特にゲノム DNAの複製）においてどの様な役割

を分担するのか明確にされなかった。また、これらのヒストンシャペロンがヌクレオソ

ーム形成における DNAへのヒストンの結合を媒介すると知られているが、その分子機序

がほとんど解明されなかった。 

	 本学位論文研究では、ツメガエル初期胚細胞におけるゲノム DNA複製に伴うヌクレオ

ソーム形成について検討した結果、複製されたゲノム DNA上に完全なヌクレオソーム形

成には、CAF-1と HIRA両複合体が共に必要であることが示された。これらの二のヒス

トンシャペロン複合体が真核生物で高く保存されていることから、この役割分担はツメ

ガエル初期胚細胞だけではなく、すべての真核生物に適用できる可能性が示された。ま

た、DNA複製に共役しないヌクレオソーム形成を媒介する HIRAの分子機序を解析した

結果、HIRA がヌクレオソーム形成を媒介するヌクレオソーム形成モジュールとヒスト

ンシャペロン複合体の細胞内局在を制御するクロマチン局在モジュールからなることが

示唆された。上記のように、本研究から得られた知見は、ヌクレオソーム形成における

ヒストンシャペロンの役割分担とその形成促進の分子機序を示し、ヌクレオソーム形成

におけるヒストンシャペロンの機能を全面的に理解するために大きく寄与する。従来の

DNA 複製に依存するまたは依存しないヌクレオソーム形成の概念を一新し、DNA 複製

反応に共役しない形成もゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成に不可欠であるこ

とを示した。また、これまでに知られなかったヒストンシャペロンによるヌクレオソー
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ム形成の分子機序を解明するための手がかりを得た。本学位論文研究の結果を踏まえて、

今後は、その他の真核細胞におけるヒストンシャペロンの役割分担のされ方を検討し、

ヒストンシャペロンのヌクレオソーム形成活性と細胞内局在を制御する調節因子の同定

を試みることが必要である。 
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図４−１．ツメガエル卵におけるコアヒストン H3-H4 シャペロン	

ツメガエル卵におけるコアヒストンH3-H4シャペロンの役割をモデル図で示す。N1と Asf1

が単独もしくは複合体を形成して、細胞内の大量のヒストンタンパク質を貯蓄する（左）。Asf1

はヒストンと結合した Asf1はHIRAまたは CAF-1と相互作用し、二つのヒストンシャペロ

ン複合体を形成し、ヌクレオソーム形成を媒介する（右）。 
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図４−２．ゲノム DNA 複製に伴うヌクレオソーム形成における CAF-1 と HIRA の役

割	

ゲノムDNA複製に伴うヌクレオソーム形成におけるHIRA及びCAF-1複合体の役割をモデ

ル図で示す。CAF-1複合体は、PCNAとの相互作用を介して DNA複製装置に協調し、複製

された直後の DNAへのヒストン結合を媒介する（CAF-1-mediated nucleosome assembly）。

HIRA複合体は、DNA複製装置が通過した後に、フリーな DNA上のヌクレオソーム形成を

促進する（HIRA-mediated nucleosome assembly）。 
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図４−３．ヒストン H3-H4 シャペロンのヌクレオソーム形成とクロマチン結合の機

能モジュール	

高等真核生物の HIRAの WD40-Bドメインは Asf1と結合し、RI-ヌクレオソームの形成を媒

介するヌクレオソーム形成モジュールであり、Hirドメインは HIRAのクロマチン結合モジュ

ールだと考えられる。両機能モジュールはそれぞれ S.cerevisiaeの Hir複合体の Hir1と Hir2

タンパク質に高度に保存されている。同様なモジュールが RC-ヌクレオソーム形成を媒介す

る CAF−1複合体にも存在する。p60にはWD40と B-likeドメインが存在し、p150は PIPモ

チーフを介して PCNAと直接に結合し、DNA複製するクロマチンに局在する。 
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