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ヒストン H2A–H2B二量体に対して，CIA/ASF1，CAF-1，
HIRA，N1/N2，SET/TAF-1β/INHAT，FKBPなどはヒスト
ン (H3–H4)2四量体に対して優先的に結合する。したがっ
てヌクレオソームの構造変換は，いくつかのヒストンシャ
ペロンの協調的な作用によって，多段階で起きていると考
えられる。だが，この構造変換の素過程はヒストンと結合
したヒストンシャペロンの構造解析が一例もないことか
ら明らかになっておらず，ヒストンシャペロンによるヌク
レオソームの構造変換の分子機構の解明が大きな課題と
して残されていた。
　我々は，酵母からヒトまであらゆる真核生物が持つ
ヒストンシャペロン CIAに注目して研究を進めてきた。
CIAのアミノ酸配列はヒストンシャペロンの中で最も高
度に保存されている。CIAは抗サイレンシング機能を持
つ因子 (anti-silencing function 1) として ASF1の名で知ら
れていた [5]。しかし後に，堀越らにより転写基本因子
TFIIDの最大サブユニット CCG1の相互作用因子 (CCG1-

interacting factor A)として独立に単離され，初めてヒスト
ンシャペロンであることが示された因子である [6-8]。CIA

は，CCG1だけではなく他のヒストンシャペロン CAF-1[9]

や HIRA[10]とも直接相互作用すること，ヌクレオソーム
構造のコアとなるヒストン (H3–H4)2四量体の形成に必須
なヒストン H3の領域に結合することが知られている [6, 

11]。また，転写 [7, 12-14]，複製 [5, 15]，修復 [5, 15-17]の
いずれの反応にも関与する。この様な性質とその高度な
保存性から，生物学的に最も中心的な役割を持つヒスト
ンシャペロンであると考えられる。そこで CIAとヒスト
ンの複合体構造を決定すれば，真核生物に共通なヌクレ
オソームの構造変換の分子機構を解明する手がかりにな
ると考えた。本稿では，ヒストンシャペロン CIA–ヒスト
ン H3–H4複合体の結晶構造解析と，今回明らかになった
CIAの持つ重要な機能の一端を紹介する [18]。

２．ヒストンシャペロン CIA はヒストン (H3‒H4)2 四量体
を分割する
2-1．CIA とヒストンH3‒H4 の共結晶構造解析
　173番目以降のアミノ酸残基を欠損した C末端欠損型
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１．はじめに
　真核生物の DNAは，タンパク質と複合体を作ることで
小さく折りたたまれて核の中に納められている。このタン
パク質 –DNA複合体の基本構造は 4種類のヒストンタン
パク質 H2A, H2B, H3, H4各々 2分子ずつからなるヒスト
ン八量体に DNAが巻きついたものであるというモデルが
1974年に R. Kornbergによって提唱された [1]。この構造
はヌクレオソームと呼ばれ，その詳細な立体構造は 1997
年の K. Lugerと T. Richmondらによる高分解能の結晶構造
解析によって明らかになった [2]。ヌクレオソームは，ヒ
ストン (H3–H4)2四量体がコアとなりその両側を挟むよう
に 2つのヒストン H2A–H2B二量体が結合して中心部のヒ
ストン八量体が形成され，その周りに 146塩基対の DNA

が 1.65周巻き付いた構造をとっている。核内の限られた
空間に DNAが納められるにはヌクレオソームの形成が必
要であるが，生体の維持・制御に必須な，転写，複製，修
復などの DNA に係る核内反応が進行するにはヌクレオ
ソームが破壊される必要がある。したがって真核生物の細
胞には，ヌクレオソームの形成と破壊という構造変換を用
いて核内反応の進行を制御する共通した仕組みがあると
考えられている。
　ヌクレオソームの構造変換因子として初めて同定さ
れたのは，1978年に R. Laskeyらによって発見された
Nucleoplasminというタンパク質である [3]。Nucleoplasmin

はヒストンと結合してヌクレオソームの形成を促進する。
その後，同様な作用を示す種々のタンパク質が同定され
てきた。この中には，ヌクレオソームの形成だけではな
く破壊を促進する因子や，ヒストンの輸送に関わる因子
もあることが明らかになってきた。この一群のタンパク
質は，ヒストンシャペロンと呼ばれ，ヌクレオソームの
構造変換の素過程において最も重要な役割を担っている。
ヌクレオソームの形成は，DNA上にまずコアとなるヒス
トン (H3–H4)2四量体が結合し，続いて二つのヒストン
H2A–H2B二量体が取り込まれる順序で起きる [4]。ヌクレ
オソームの破壊はこの逆の順序で起きると考えられてい
る。ヒストンシャペロンには，それぞれ優先的に結合す
るヒストンの分子種があり，Nucleoplasmin，NAP1などは
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CIAと全長タンパク質を用いて再構成したヒストン (H3–

H4)2四量体を用意し，CIAに対して各ヒストンのモル数が
等しくなるように混合し結晶化を行った。得られた結晶は
約 0.075 × 0.075 × 0.03 mm3の小さなものであったが，KEK

の PF-ARのビームライン NW12Aを利用して測定ができ
たため，構造解析に十分な質の回折データを収集すること
に成功した。国際的な研究競争が激化した状況下で，この
ような高性能ビームラインを利用できる機会があること
は本当に心強い。得られた回折データの位相決定は分子置
換法により行った。CIAの C末端領域（155–172番目のア
ミノ酸残基），H3の N末端領域（1–59番目のアミノ酸残
基），H4の N末端および C末端領域（1–23, 101, 102番目
のアミノ酸残基）を除く，複合体のコア領域の結晶構造を
2.7Å分解能で決定した（Rwork=0.238, Rfree=0.293）。その結
果，CIAはヒストン H3-H4二量体と 2ヶ所で相互作用し，
三量体をとることが明らかになった（Fig. 1a, b）。ヒスト
ン H3–H4二量体との間の相互作用に用いられる CIAの領
域は，ヒストン H3のへリックス α2と α3に相互作用して
いる紙面手前側のβシート上のくぼんだ領域と（Fig. 1a, c），
ヒストン H4の C末端 βストランドと相互作用して逆平行
βシートを形成している β10の領域である（Fig. 1b, d）。
　この構造が明らかになるまで，ヒストン (H3–H4)2四量
体に 1分ないし 2分子の CIAが結合した複合体構造が有
力視されていた。ヒストン (H3–H4)2四量体を不安定化す

る因子の存在は完全に否定されていたわけではなかった
が、R. Kornbergのモデル [1]の根拠となった解析 [19]お
よびヌクレオソームの構造 [2]などから，一度形成された
ヒストン (H3–H4)2四量体は安定であるということが定説
となっていたためである。結晶化に用いたヒストン (H3–

H4)2四量体が何故ヒストン H3–H4二量体に分かれて CIA

と三量体を形成したのかが問題となった。結晶化条件下で
ヒストン (H3–H4)2四量体がヒストン H3–H4二量体に分か
れてしまいそこに CIAが結合したのか，それとも CIAに
ヒストン (H3–H4)2四量体を分割する作用があるためにこ
の三量体が形成されたのか，そのどちらかである。そこ
で，ゲルろ過カラムと静的光散乱を組み合わせた方法で溶
液中での各分子の分子量を分析し，CIAにヒストン (H3–

H4)2四量体を分割する作用があるのか否かを確かめた。

2-2．静的光散乱による複合体の分子量分析
　溶液中のタンパク質の分子量は，分子の濃度が分かれ
ば静的光散乱の散乱強度から見積もることが可能である。
屈折率はタンパク質の重量濃度 [mg ml-1]に比例するため，
ここではゲルろ過カラムを利用して分子を分離し，溶出し
た分子の示す静的光散乱の散乱強度 (LS)と屈折率 (RI)を
測定した。こうして測定した LSと RIは，分子量 (M.W.)

との間で次式の関係が成り立つ [20]。
　M.W. = k(LS RI−1)

kは測定環境に応じて決まる装置定数で，分子量が既知の
標準タンパク質を用いて求めることができる。この方法
は，ゲルろ過の溶出体積から分子量を見積もる方法よりも
はるかに信頼性が高い。
　この方法で分析した結果，CIAは単量体，ヒストン H3

と H4の複合体は安定に四量体を形成していた。しかしヒ
ストン (H3–H4)2四量体に CIAを加えるとヒストン (H3–

H4)2四量体は消失し，CIA–ヒストン H3–H4の三量体が形
成された（Fig. 2）。この結果は，CIAにヒストン (H3–H4)2
四量体を分割する作用があることを示している。このこと
を今回の結晶構造解析などから半ば予想していたとはい
え，データを解析した時には非常に興奮した。ヒストン
(H3–H4)2四量体が何かの因子によって分割されるという
ことを実際に示したのはこれが初めての例であり，30年
来の定説を覆すことになった。後述するが，これは生物学
的にも非常に大きな意義を持つ発見である。

３．CIA によるヒストン (H3‒H4)2 四量体の分割機構
3-1．CIA とヒストン H3 の相互作用によるヒストン (H3‒
H4)2 四量体の分割
　CIAの結合によってヒストン (H3–H4)2四量体が分割さ
れることは（Fig. 2），今回の構造とヌクレオソーム中のヒ
ストン (H3–H4)2四量体の構造を比べることで構造的に説
明することができる（Fig. 3a, b）。ヒストン H3のへリック
ス α2と α3はヒストン (H3–H4)2四量体の形成に必須な領
域で，ヌクレオソーム中では H3同士の相互作用に使われ
ている（Fig. 3a）。ところが CIA–ヒストン H3–H4複合体

Figure 1     Structure of the CIA–histone-H3–H4 complex. (a) Front 
view and (b) back view. CIA, histones H3, and H4 are shown 
in red, blue, green, respectively. Interactions (c) between 
CIA and histone H3, and (d) between CIA and histone 
H4. CIA and histones are shown in a surface and a ribbon 
representation, respectively. Histone-interacting regions are 
colored in red. The figures 1a, 2, 3, 4 and 5 were reproduced 
with modifications from the original article [18].
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中では，この部分は CIAとの相互作用に使われている（Fig. 

3b）。したがって，CIAが一つのヒストン H3–H4二量体と
競合してもう一つのヒストン H3–H4二量体に相互作用し，
その結果ヒストン (H3–H4)2四量体が分割されたと考えら
れる。
　ヒストン H3との相互作用領域に分布する CIAのアミノ
酸残基が CIA–ヒストン H3–H4複合体形成に重要である
ことは，点変異体を用いた実験からも確かめられた。この
領域における相互作用の生物学的重要性は，CIAの分子表
面全体の 90個のアミノ酸残基をそれぞれアラニンに置換
した出芽酵母の 90種類の点変異株を用いた遺伝学的解析
から示された。これらの結果から，CIA–ヒストン H3–H4

複合体形成に主に寄与する領域は，CIAとヒストン H3の
間の相互作用領域であると示唆された。では，CIA–ヒス
トン H3–H4複合体形成において，CIAとヒストン H4の
βストランドの相互作用にはどの様な機能的な意味があ
るのだろうか。

3-2．CIA とヒストン H4 の相互作用から導かれたヒスト
ン (H3‒H4)2 四量体の分割機構「Yawara split」モデル
　ヒストン H4のβストランドはヌクレオソーム中ではヒ
ストン H2Aの C末端側の βストランドと平行 βシートを
形成している（Fig. 4a）。ところが CIA–ヒストン H3–H4

複合体中ではヒストン H4の C末端 βストランドの向き
がヌクレオソーム中の構造から約 90º変わり，CIAの βス
トランド β10と逆平行 βシートを形成していた（Fig. 4b）。
ヒストン H2Aとヒストン H4の 2つの βストランドによ
る平行 βシートの形成は，ヒストン (H3–H4)2四量体とヒ
ストン H2A–H2B二量体が会合してヒストン八量体を形成
するのに重要な相互作用となっている [2]。ヌクレオソー
ムが破壊されヒストン八量体が解離する際，ヒストン (H3

–H4)2四量体からヒストン H2A–H2B二量体が他のヒスト
ンシャペロンの作用によって解離すれば，ヒストン H4の
βストランドが露出すると考えられる。そうすると露出し
たヒストン H4のβストランドに CIAが相互作用した後に
ヒストン (H3–H4)2四量体を分割し，ヌクレオソームの破
壊が完了するというモデルが考えられる。このモデルは大
きな相手を小さな力でうまく投げ倒す柔道の心得「柔よく
剛を制す」を連想させるため，ヒストン (H3–H4)2四量体
の分割における CIAの作用の仕方を「Yawara split」モデ
ルと名付けた。これで CIAによるヒストン (H3–H4)2四量
体の分割機構モデルのイメージはできた。では CIAの作
用によってヒストン (H3–H4)2四量体が分割されるという
ことは生物学的にどのような意義があるのだろうか。

４．ヌクレオソームの半保存的複製モデルによるエピジェ
ネティック情報の伝達機構
　ヒストンの多くのアミノ酸残基は環境の変化や細胞の
発生・分化状態に応じてアセチル化やメチル化など様々な
化学修飾を受けている。近年，ヒストンの化学修飾パター
ンが染色体の各領域における遺伝子の発現パターンを決
定する情報となっていることが明らかになってきた。細胞
が増殖する際，ヒストンの化学修飾パターンも細胞の世代

Figure 2  Stoichiometry determination of the CIA–histone-H3–H4 
complex. Chromatograms of histone (H3–H4)

2
 tetramer, CIA, 

and the CIA–histone-H3–H4 complex are shown in blue, red 
and green, respectively. The solid line is the output of the 
light scattering photometer (LS). The dashed line is that of 
the differential refractometer (RI). From the ratio of LS to RI 
at the peak top, the molecular weights of histone (H3–H4)

2
 

tetramer, CIA and the CIA–histone-H3–H4 complex were 
estimated as 53,910 ± 1,050 Da (theoretical value = 53,012 
Da), 20,170 ± 30 Da (theoretical value = 19,812 Da) and 
47,940 ± 70 Da (theoretical value = 46,318 Da), respectively.
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Figure 3    Mutually exclusive interaction of histone H3–H4 dimer with 
another histone H3–H4 dimer and CIA. (a) The histone H3–
H3 interaction in the nucleosome core. (b) CIA–histone-H3 
interaction in the CIA–histone-H3–H4 complex.
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Figure 4     Large conformational change of the carboxy-terminal 
β-strand of histone H4. (a) The C-terminal β-strand of 
histone H4 (green) forms a parallel β-sheet with a β-strand 
of histone H2A (orange) in the nucleosome core [2]. (b) 
The C-terminal β-strand of histone H4 undergoes a large 
conformational change on the anti-parallel β-sheet formation 
with the β-strand of CIA (red). 
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を超えて伝達することが示唆されている。塩基配列情報以
外に親細胞から娘細胞に伝えられるこのような遺伝情報
は，塩基配列による遺伝情報であるジェネティクスに対
し，エピジェネティクスと呼ばれる。親細胞と同じエピジ
ェネティック情報を持つ 2つの娘細胞を作るには，DNA

複製に伴って親 DNA鎖が持つヌクレオソーム（親ヌクレ
オソーム）中のヒストンの化学修飾パターンを維持しな
がら，2本の娘 DNA鎖上それぞれに新たなヌクレオソー
ム（娘ヌクレオソーム）を形成するようなヌクレオソーム
の複製機構が必要である。娘ヌクレオソームに取り込ま
れる新しいヒストンの化学修飾パターンが親ヌクレオソ
ーム由来のヒストン化学修飾パターンに依存して決定さ
れ，エピジェネティック情報が複製されると考えられてい
る。問題となるのは，親ヌクレオソーム由来のヒストンを
娘ヌクレオソームに分配する仕組みである。最も単純な仕
組みとして考えられるのは，親ヌクレオソームからヒスト
ン H2A, H2B, H3, H4各々 1分子ずつを 2つの娘ヌクレオ
ソームに分配するモデルである。しかし，ヒストン H3と
H4は安定な (H3–H4)2四量体を形成していると考えられて
いたため，ヒストン (H3–H4)2四量体の分割を前提とした
このモデルには無理があった。また，親ヌクレオソームの
ヒストンの化学修飾パターンを娘ヌクレオソームへと伝
えるには，ヒストン化学修飾に影響を受けずに独立に，ヌ
クレオソーム構造の形成と破壊を行うことが可能なヌク
レオソームの複製機構であることも必要だと考えられる。
どの様にすればこのような複製機構が成り立つかという
ことは，エピジェネティクスの重大な問題であった。しか
し，CIAによってヒストン (H3–H4)2四量体が分割される
という今回の発見により状況が変わった。
　化学修飾をうけるアミノ酸残基に注目して CIA–ヒスト
ン H3–H4複合体の構造を観察すると，上記の複製機構を
成り立たせる性質が CIAにあると考えられる。CIA–ヒス
トン H3–H4複合体中では，ヒストンのコアドメイン領域
において化学修飾を受けるアミノ酸残基は，複合体構造の
分子表面にほぼ全て露出していたからである（Fig. 5）。化
学修飾を受けることがよく知られているヒストンの N末
端領域のアミノ酸残基と CIAの関係は電子密度が観察で
きなかったため不明であるが，今回の構造からは，基本的
に CIAはヒストンの化学修飾に影響を受けずにヒストン
H3–H4と結合すること，つまり CIAは化学修飾パターン
を維持したままヒストン (H3–H4)2四量体を分割できる性
質を持つということが示唆される。
　CIAが DNAの複製に伴う娘ヌクレオソームの形成に
関与していることや [15]，細胞質で新たに合成されたヒ
ストン H3–H4がヌクレオソームに取り込まれる前の状態
は二量体として CIAや他のクロマチン関連因子とともに
複合体を形成していること [21]が知られている。これら
のことに，CIAはヒストン (H3–H4)2四量体を分割するこ
と，しかもヒストンの化学修飾パターンを維持したままヒ
ストン (H3–H4)2四量体を分割できる性質を持つらしいと
いうことを考え合わせると，以下の様なヌクレオソームの

複製モデルが導かれる。DNAの複製フォークでは，親ヌ
クレオソームの破壊に伴ってヒストン (H3–H4)2四量体が
2つに分かれ，細胞質側から取り込まれた新しいヒストン
H3–H4二量体とともにリーディング鎖上およびラギング
鎖上に形成される娘ヌクレオソームにそれぞれ取り込ま
れるというものである（Fig. 6）。このモデルは，娘ヌクレ
オソームが親ヌクレオソーム由来のヒストンと新規に合
成されたヒストンの半分ずつからなることから，DNAの
半保存的複製メカニズムに対応してヌクレオソームの半保
存的複製モデルと呼ぶことができる。複製の際にヌクレオ

Lys115(H3)

Thr118(H3)

Lys79(H3)

Lys79(H4)

Lys31(H4)

Lys59(H4)

Ser47(H4)

Lys77(H4)

Arg92(H4)

Lys91(H4)

Lys122(H3)

Figure 5     Chemical modifications of histones H3 and H4 do not inhibit 
the CIA–histone-H3–H4 complex formation. Possible 
chemical modification residues of hsitones H3 and H4 in the 
CIA–histone-H3–H4 complex are shown in the stick model 
(pink).

parental histone H3-H4 dimer

newly synthesized histone H3-H4 dimer

Figure 6     Nucleosome semi-conservative replication model. During 
DNA replication, the parental (H3–H4)

2
 tetramer is split 

into two H3–H4 dimers and each daughter nucleosome is 
assembled with one parental H3–H4 dimer and one newly 
synthesized H3–H4 dimer. If this model is correct, it provides 
a possible solution to the problem of epigenetic inheritance.
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ソームが半保存的複製モデルの様式で複製されれば，ヒス
トンの化学修飾パターンというエピジェネティック情報を
維持しながら娘細胞を作る仕組みが成立することになる。

５．まとめ
　1974年の R. Kornbergによる真核生物の DNAが形成
する基本構造モデルの提唱 [1]，1997年の K. Luger, T. 

Richmondらによるヌクレオソームの立体構造解明 [2]以
来，全く明らかになっていなかったヌクレオソーム構造変
換の中間状態を，今回初めてとらえることができた。また，
CIAがヒストン (H3–H4)2四量体を分割するという発見か
らヒストン (H3–H4)2四量体は安定であるというこれまで
の定説を覆し，1953年の J. Watsonと F. Crickの DNAの半
保存的複製モデル [22]に対応する，ヌクレオソームの半
保存的複製モデルを提唱することができた。今回の成果
は，ヒストンの化学修飾パターンというエピジェネティッ
ク情報が細胞の世代を超えて遺伝する仕組みの捉え方を
急転換させることになるだろう。
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