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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
（和文） 
 学校法人早稲田大学にて構築したヒストンタンパク質の精製系を用いて、ヒト由来のヒストン

（H2A、H2B、H3、H4）およびヒストンの亜種であるヒストンバリアントをリコンビナントタン

パク質として精製し、研究機関に供給してきた。さらに、それらの精製ヒストンを用いて、細胞核

内における機能的なユニットである H2A-H2B ヘテロ 2 量体、H3-H4 ヘテロ 4 量体、

H2A-H2B-H3-H4 ヘテロ 8 量体を再構成し、研究機関に提供した。本供給を通じて、ヒストンおよ

びヒストン複合体を特異的に認識して結合する核内タンパク質の構造生物学的解析および生化学的

解析の支援を行った。 
 また、学校法人早稲田大学にて構築したヒト由来のヒストンを含むヌクレオソームの試験管内再

構成技術を用いて、さまざまなヒストンバリアント、修飾ヒストン、修飾 DNA を含むヌクレソーム

を再構成して研究機関に提供し、ヌクレオソーム結合タンパク質の生化学的解析および構造生物学
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的解析の支援を行ってきた。主要な成果として、神田輝博士（愛知県がんセンター（現・東北医科

薬科大学医学部・教授））によって、EB ウイルスが産生する EBNA1 タンパク質のグリシン−アルギ

ニンリッチ領域がヌクレオソーム結合に重要であることが明らかになり、EBNA1 による染色体認識

機構解明において重要な知見が得られた（Kanda T., et al., J. Biol. Chem., 2013）。さらに、杉山正

明博士（京都大学原子炉実験所・教授）にさまざまなヒストンバリアントを含むヌクレオソームや

クロマチンリモデリング因子によって形成される「オーバーラッピングダイヌクレオソーム」を供

給し、X 線小角散乱法および中性子小角散乱法を用いた溶液構造解析を行った。その結果、さまざ

まなヒストンバリアントを含むヌクレオソームやオーバーラッピングダイヌクレオソームの溶液状

態での構造的特徴が明らかになった（Sugiyama M., et al., Biophys. J., 2014; Sugiyama M., et al., 
Biochem. Biophys. Rep., 2015; Kato D., et al., Science, 2017）。 
 高度化事業として、生体内のクロマチンを模倣した多彩な再構成クロマチンの調製技術の確立お

よびそれらの立体構造の解明を目指して研究を行った。従来の再構成クロマチンの調製法では困難

であった、特定のゲノム領域に特異的なヒストンバリアント、修飾ヒストン、DNA のメチル化など

を含む多様なクロマチンの再構成技術の確立が必須であった。そこで補助事業担当者である胡桃坂

は、ヒストンバリアントや修飾ヒストンを含むヌクレオソームを再構成して連結するという新たな

クロマチン再構成技術の確立を行うことで、任意の位置にヒストンバリアントや修飾ヒストンを導

入したクロマチンの調製が可能になると考えた。平成 24 年度〜28 年度にかけて、任意の位置にヒ

ストンバリアントや修飾ヒストンを導入したダイヌクレオソーム、トリヌクレオソームの調製に成

功した。また、ヌクレオソームにリンカーヒストン H1 が結合した、より高次の機能ユニットである

クロマトソームの高純度調製技術の確立にも成功した。また、メチル化 DNA を含む再構成ヌクレオ

ソームの構造生物学的解析および生化学的解析を行い、DNA のメチル化がヌクレオソーム構造に及

ぼす影響を明らかにした（Osakabe A., et al., Open Biol., 2015）。さらに、クロマチンリモデリング

因子によって形成される「オーバーラッピングダイヌクレオソーム」の高純度調製技術の確立およ

び X 線結晶構造解析に成功した（Kato D., et al., Science, 2017）。以上の研究成果によって、生体内

の多様なクロマチンを高純度に再構成することが可能になり、今後のクロマチン研究のさらなる発

展が期待できる。 
 
（英文） 

We have continuously supplied the recombinant human histones (H2A, H2B, H3, and H4) 
and the histone variants, which are non-allelic isoforms of the conventional histones. These 
histone samples were prepared by a purification system established at Waseda University. 
Furthermore, we reconstituted the H2A-H2B heterodimer, the H3-H4 heterotetramer, and the 
H2A-H2B-H3-H4 heterooctamer with the purified histones, and have supplied them to the 
researchers. We have then supported the structural and biochemical analyses of nuclear 
proteins that specifically recognize histones and histone complexes. We also have reconstituted 
and supplied the nucleosomes containing histone variants, modified histones, and modified 
DNAs, using the in vitro reconstitution methods established at Waseda University. We have then 
supported the structural and biochemical analyses of the nucleosome binding proteins. The two 
major achievements by our supports are described below. Firstly, Dr. Kanda, a research director 
in the Aichi Cancer Center (Tohoku Medical and Pharmaceutical University), analyzed the 
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nucleosome binding activity of the glycine-arginine rich region in EBNA1 produced by the EB 
virus. These results provided a new insight into the mechanism of chromosome recognition by 
EBNA1 (Kanda T., et al., J. Biol. Chem., 2013). Secondly, we have continuously supplied the 
nucleosomes containing histone variants and the “overlapping dinucleosome”, which consists of 
a octasome and a hexasome, to Dr. Sugiyama, a professor in Kyoto University. Dr. Sugiyama 
then analyzed the solution structures of the nucleosomes by the small angle X-ray or neutron 
scattering methods. As a result, the structural feature of the variant nucleosomes and the 
overlapping dinucleosome in solution state were characterized (Sugiyama M., et al., Biophys. J., 
2014; Sugiyama M., et al., Biochem. Biophys. Rep., 2015; Kato D., et al., Science, 2017).  
 In addition, we have established the novel system to reconstitute a variety of chromatins in 
vitro. To mimic in vivo chromatin by the reconstitution system, we purified the nucleosomes 
containing histone variants and modified histones, and ligated them in the in vivo order. We 
were able to reconstitute the di- and tri-nucleosomes containing histone variants and histone 
modifications. We also established the reconstitution method of chromatosome, which consists of 
nucleosome and the linker histone H1. We have also reconstituted nucleosome containing the 
methylated DNA, and performed the structural and biochemical analyses of the nucleosomes 
containing the methylated DNA (Osakabe A., et al., Open Biol., 2015). Furthermore, we 
successfully determined the crystal structure of the overlapping dinucleosome which is supposed 
to be formed by chromatin remodeling factors (Kato D., et al., Science, 2017). Based on these 
research outcomes, we may accelerate the chromatin research in future. 
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37. 『クライオ電験と X 線結晶構造解析によるクロマチン高次構造とダイナミクス』, 口頭, 胡桃坂仁志, よこ

はま NMR 研究会 第 56 回ワークショップ「ヌクレオームとビッグデータ」, 2017/03/03, 国内. 
38. 『Structural basis of epigenetic chromatin regulation』 , Hitoshi Kurumizaka, The 5th 

International Symposium of the Mathematics on Chromatin Dynamics, 2017/03/07-09, 国
内. 

 
（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 

 
1. 『エピジェネティクスの根幹を担うヌクレオソーム構造とダイナミクスの多様性』, 胡桃坂仁志, 理化学研

究所, 2014/03/18, 国内. 
2. 『Structural basis of the centromeric chromatin formation』, 胡桃坂仁志, NIH, 2014/07/21, 

国外. 
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3. 『Contribution of histone variants in chromatin structure』, 胡桃坂仁志, 広島大クロマチン動態

数理研究拠点ミニシンポジウム, 2014/09/05, 国内. 
4. 『遺伝子を操る染色体のしくみと創薬』, 胡桃坂仁志, 同志社女子高等学校, 2014/11/01, 国内. 
5. 『クロマチン機能制御機構の構造生物学的研究』, 胡桃坂仁志, ㈱リバネス バイオガレージセミナー

Vol.3, 2014/11/04, 国内. 
6. 『ゲノムと生体情報の科学』, 胡桃坂仁志, 東京大学, 2015/01/26, 国内. 
7. 『生命現象を支配するエピジェネティクスの構造基盤』, 胡桃坂仁志, 東京薬科大学, 2015/02/13, 国

内. 
8. 『生命現象を支配する遺伝子DNAの発見から現在の生命科学へ』, 胡桃坂仁志, 早稲田大学本庄高

等学院, 2015/6/16, 国内. 
9. 『ヒストン変異による発がん機構』, 胡桃坂仁志, 京都大学, 2015/07/02, 国内. 
10. 『クロマチン構造と生命機能』, 胡桃坂仁志, 九州大学, 2015/07/13-14, 国内. 
11. 『クロマチン脆弱性の構造基盤』, 胡桃坂仁志, 名古屋大学, 2015/09/01, 国内. 
12. 『ヒストン変異によるエピジェネティック発がんの分子機構』, 胡桃坂仁志, 東京大学, 2015/09/25, 国

内. 
13. 『Structural basis of epigenetic regulation of chromatin』 , 胡桃坂仁志 , Gregor Mendel 

Institute, 2015/10/10, 国外. 
14. 『Structural studies of histone variants in chromatin』, 胡桃坂仁志, 沖縄科学技術大学院大学, 

2015/11/02, 国内. 
15. 『Structural basis of chromatin dynamics regulated by histone variants』, 胡桃坂仁志, 

National University of Ireland, Galway, 2016/03/03, 国外. 
16. 『 Studies for chromatin structure and dynamics: Toward understanding epigenetic 

regulation of genomic DNA』, Hitoshi Kurumizaka, Shanghai Center for Plant Stress Biology, 
2016/06/17, 国外. 

17. 『Epigenetic regulation of genomic DNA via chromatin structure』, Hitoshi Kurumizaka, 
University of Vienna, 2016/09/22, 国外. 

18. 『エピジェネティクスの構造基盤』, 胡桃坂仁志, 日本女子大学, 2016/11/02, 国内. 
19. 『エピジェネティクスの基盤としてのクロマチン高次構造解析』, 胡桃坂仁志, 大阪大学, 2016/11/08, 

国内. 
20. 「岡崎フラグメント 50 周年シンポジウム」, 胡桃坂仁志, 名古屋大学, 2016/12/21-22, 国内. 
21. 『エピジェネティクスを担うクロマチンの高次構造』, 胡桃坂仁志, 熊本大学, 2017/02/13, 国内. 

 
 

（４）特許出願 

該当なし。 
 
 
 
 


