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1   はじめに 
真核生物のゲノム DNA はタンパク質と結合し、

クロマチンと呼ばれる構造体を形成する。転写、複

製、修復、組換えなどの DNA の機能発現は、クロ
マチンの構造変換を介して制御されている。このよ

うなクロマチンの構造変換およびその動態制御は、

遺伝情報の発現、維持、継承に必須であると考えら

れている。クロマチンは、4 種類のヒストン（H2A、
H2B、H3、H4）が 2 分子ずつからなるヒストン 8
量体と DNA から構成されるヌクレオソームが連な
って構築される高次構造体である。各ヒストンには

アミノ酸相同性が高く、ヌクレオソームを形成する

ことが可能な、ヒストンバリアントと呼ばれるタン

パク質がそれぞれ存在する。それぞれのヒストンバ

リアントは特定のクロマチン領域に取り込まれ、遺

伝情報の発現、維持、継承においてバリアント特異

的な機能を果たすと考えられている。ヒストン H3
のバリアントである CENP-A は、セントロメアと呼
ばれる特定のゲノム領域に CENP-A を 2 分子含むヌ
クレオソーム（CENP-A ヌクレオソーム）を形成し、
このヌクレオソームがセントロメアタンパク質集積

の基点となることで動原体形成を主導する。 
近年、がん細胞において、CENP-A が高発現する

ことで、セントロメア以外の領域に CENP-A が取り
込まれて CENP-A と H3.3 を 1 分子ずつ含むヌクレ
オソーム（CENP-A/H3.3 ヌクレオソーム）が形成さ
れることが明らかになった [参考文献 1]。CENP-
A/H3.3 ヌクレオソームは、転写因子の結合を阻害す
ることなどによって、がんの悪性化に関与すること

が示唆されている [参考文献 1]。しかし、CENP-
A/H3.3 ヌクレオソームの構造および性質が明らかで
ないために、このヌクレオソームによるがん悪性化

メカニズムの詳細は不明瞭であった。そこで本研究

では、CENP-A/H3.3 ヌクレオソームを試験管内で再
構成し、X 線結晶構造解析及び生化学的解析を行な
った。本成果は Scientific Reports誌に掲載された[成
果 1]。 
 
 
2   実験 
まず、CENP-A/H3.3 ヌクレオソームを再構成する

ために、各種ヒストン(H2A、H2B、CENP-A、His-
SUMO-H3.3、H4)をリコンビナントタンパク質とし
て精製した。精製した各ヒストンを用いて、ヒスト

ン 8 量体を再構成し、146 塩基対の DNA と混合し
て、塩透析法により CENP-A/H3.3 ヌクレオソーム
を再構成した。精製した CENP-A/H3.3 ヌクレオソ
ームを用いて結晶化を行い、単結晶を得た。得られ
た単結晶を用いて、PF BL-17Aにて X線回折データ
を収集し、立体構造を決定した。また、生化学的解
析によって CENP-A/H3.3 ヌクレオソームの性質を
明らかにした。 
 
 
3   結果および考察 
	 本研究によって初めて CENP-A/H3.3 ヌクレオソ
ームを高純度に単離精製する系を確立した。CENP-
A/H3.3 ヌクレオソームの構造的特性を明らかにする
ために、X 線結晶構造解析を行った。まず、CENP-
A/H3.3 ヌクレオソームの単結晶を作製した。得られ
た単結晶を用いて、PF BL-17Aにて X線回折像を収
集し、HKL2000 によって 2.67 Å の分解能でデータ
処理を行った。次に、既知の通常型ヌクレオソーム

構造（PDB code: 2CV5）を用いて、分子置換法によ
って位相決定を行った。最後に、PHENIX によって
構造の精密化を行い、立体構造を決定した。CENP-
A/H3.3 ヌクレオソームと CENP-A ヌクレオソーム
および H3.3 ヌクレオソームとの構造比較を行った
結果、CENP-A/H3.3ヌクレオソームは CENP-Aヌク
レオソームと H3.3ヌクレオソームの構造的特徴を 1
つのヌクレオソームの中にそれぞれ保存しているこ

とが明らかとなった。具体的には、CENP-A に接触
した DNA 領域は、H3.3 に接触した DNA 領域に比
べて電子密度が弱く、CENP-A ヌクレオソームの構
造的特徴である高いフレキシビリティーを有してい

た（図１）[参考文献 2]。さらに、生化学的解析か
らも、CENP-A/H3.3ヌクレオソームは CENP-Aヌク
レオソームの特徴を保存しており、セントロメアタ

ンパク質を集積する基点と成り得ることが示唆され

た。また、熱耐性試験を用いた構造安定性解析の結

果、CENP-A/H3.3ヌクレオソームは CENP-Aヌクレ
オソームより著しく安定であることが明らかとなっ

た。これらのことから、CENP-A/H3.3 ヌクレオソー
ムは、一度取り込まれたクロマチン領域に安定に保

持されて、この領域にセントロメアタンパク質の異

常集積を引き起こすことで、先行研究において報告

されていたような転写因子の結合阻害の原因となる

ことが考えられた。 
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4   まとめ 
ヒストンバリアントがクロマチンに適切に取り込

まれることは、染色体の維持に重要である。しかし

ヒストンバリアントの発現異常によって引き起こさ

れる発がんやがんの悪性化のメカニズムは明らかに

なっていなかった。本研究では、CENP-A が過剰発
現したがん細胞でみられた特殊なヌクレオソーム 
“CENP-A/H3.3 ヌクレオソーム”の高純度精製系を
確立し、CENP-A/H3.3 の立体構造を初めて明らかに
した。 

X 線結晶構造解析および生化学的解析によって得
られた知見から、CENP-A が過剰発現したがん細胞
において不適切な領域に形成される CENP-A/H3.3
ヌクレオソームは、一度取り込まれた領域に安定に

保持されて、セントロメアタンパク質の異常集積を

引き起こす事が示唆された。このことが、先行研究

において報告されていた CENP-A/H3.3 ヌクレオソ
ーム形成による転写因子の結合阻害の原因となり、

発がんやがんの悪性化を引き起こすと考えられる。

本研究は CENP-A/H3.3 ヌクレオソームによるがん
悪性化のメカニズムを構造生物学的解析及び生化学

的解析によって提唱した初めての知見である。 
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