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１． 研究課題

パイオニア転写因子は、クロマチンの基本構造単位であるヌクレオソームの中に存在する DNA

塩基配列に結合して、他の転写因子群やクロマチンリモデリング因子を呼び込むとともに近

傍のクロマチンの構造変換を誘起する。本研究では、細胞の初期化に重要なパイオニア転写

因子である Oct4 に着目し、Oct4 が標的ヌクレオソームに結合するメカニズムを生化学的・構

造生物学的解析により明らかにすることを目的とする。

２． 主な研究成果

Oct4 が標的ヌクレオソームに結合するメカニズムを生化学的・構造生物学的手法により解

析するために、まずは Oct4 の標的となるヌクレオソームを作製した。そのために、先行研究

の結果からOct4が結合してかつヌクレオソームが形成されることが分かっているゲノム領域

の DNA 断片を、PCR 法によって大量に増幅し精製した。精製した DNA と、リコンビナントタン

パク質として精製したヒトの 4 種類のコアヒストン（H2A, H2B, H3, H4）を用いて、塩透析

法によって標的ヌクレオソームを試験管内で再構成した。再構成したヌクレオソームを分取

用電気泳動装置（プレップセル）によって高純度に精製した。さらに、ヒトの Oct4 をリコン

ビナントタンパク質として大腸菌で発現させ、高純度に精製した。精製した Oct4 と標的ヌク

レオソームを用いて、ゲルシフト法による結合解析を行った結果、Oct4 は標的ヌクレオソー

ムに効率的に結合することを確認した。

Oct4 のヌクレオソーム上での結合位置を明らかにするために、さまざまな DNA 断片やヌク

レオソームを競合相手として、Oct4 と標的ヌクレオソームとの結合解析を行った。その結果、

Oct4 が結合する DNA 領域を絞り込むことができた。さらに、Oct4 とヒストンとの結合解析を

行い、Oct4 がヒストンに結合するという結果を得た。これらの結果から、Oct4 は標的ヌクレ

オソーム中の標的塩基配列 DNA とヒストンとの両方に協調的に結合することで、標的ヌクレ

オソームに結合するという可能性が示唆された。さらに、標的ヌクレオソームの DNA 配列上

でのポジショニングと、Oct4 の結合が標的ヌクレオソームのポジショニングに与える影響を

解析するために、ケミカルマッピング法により試験管内でヌクレオソームポジショニングを

解析する系を立ち上げた。この方法により、標的ヌクレオソームのポジショニングを明らか

にし、さらにこのヌクレオソームポジショニングは Oct4 の結合によって変化しないことを明

らかにした。以上の結果から、Oct4 はゲノム上に無数に存在する標的塩基配列の中から、標

的ヌクレオソームの特定の部位を認識して、高い親和性で結合すると考えられる。

Oct4 の標的ヌクレオソームへの結合メカニズムを原子レベルで解明するために、Oct4-標的



ヌクレオソーム複合体の立体構造の解明を目指した。X 線結晶構造解析を行うために、Oct4-

標的ヌクレオソーム複合体の結晶化を行い、SPring-8 および Photon Factory において X 線照

射実験を行い、8 Å 分解能程度の回折データを得た。また、クライオ電子顕微鏡による解析を

行うために、サンプルの調製条件の検討を行った。
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５． 研究活動の課題と展望

Oct4-標的ヌクレオソーム複合体の立体構造を解明するために、高分解能まで回折する複合

体の結晶を作製する。そのために、DNA 配列や Oct4 断片のコンストラクトや精製条件を検討

する。また、並行してクライオ電子顕微鏡による構造解析も行う。これらの解析により、Oct4

が標的ヌクレオソームを特異的に認識して結合するメカニズムを明らかにする。


