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� pfE/�;)�AǔƃǱȋ.ƃÃ,/�ɡ§ŇăEV�g�AƁș¬ DNA �ąĂņ_
�oSɃ(�ApZf�)Ǵì��S�|a�ƇɖEĹō�'
A	�.S�|a�Ƈɖ/

ƚ�'�ƈ(/+��ńȫ,Ņ�'Ɓș¬ DNA �?ɡ§Ňă�Ĵ�È�BA>�àĝ,Ï
ŀ�B'�@�ɡ§Đ.ąĂɣË.ĉÙ,>?+
ɡ§ĐǌƿÏŀʎMrYLkdISZʏ

,�
'�Ńǎ+ĻÔEſ!�	 
S�|a�Ƈɖ�ŗ%ǁƺĒǎŉȄ/�Č��É�' 2 %�A)Ȇ�?BAʎFig 1ʏ	1

%/ɟÊ+ůŶ,ɟÊ+ɡ§ŇăEǌƿ��A!;.Ïŀ(�A	ċǱȋǁƺ(/�í�.

Ul~ŇăE<$!Ǳȋ��ǌǁ�>2ÉÙ.ɜǟEǳ'ǈ+Aɡ§Đǌƿo_��EǛǣ

�A�)(ƻŴ.ƋȍEŗ%Ǳȋ,+@��B?�ɸì�'1)%.µ¬EĹō�A	Ǳȋ

.ćƓ�ÉÙ�ǱȋƑ)
$!Ǳȋɛô.ƚĖ,/�ɟÊ+ůŶ,ɟÊ+ɡ§ŇăEĴ�È

�ƋƇ��éƌ(�A	ɡ§Ňă.ǌƿǈī/�ŹŽ�A5�Ǳȋ.ƼŋEš��A	!)

�0ĕō�!pf.¬(/�ʋʌ�ƤÙǩ�ǏȒ+*.�ɢ.ǱȋEɳ��ċ�.Ǳȋ/�

ɼƎŶ,À@ʅǾ,ćƓ�A�)+���.ǲȀEǷŗ�A!;,đý�A	ɡ§Đ.ǌƿ

ǈī,>@�B?ÏŀEš��B!<$)<ʆȝ+¯��F(�A	S�|a�Ƈɖ.ŗ%

<��%.ǁƺĒǎŉȄ/�Ul~ŇăE³ŗ�AƁș¬.ĔĖ+Ƿŗ�Ȫȩ��>2Đē

4.ÉɣEàĝ,Ïŀ�A�)(�A	ǱȋñŶ,��AUl~Ƌȍ.ǌƿ/�ǱȋñŶ,

±đ�'Øǎ,ĉÙ�AS�|a�Ƈɖ,>@àĝ,Ïŀ�BA	¯�0�S�|a�/Ȫ

ȩ.ɵ,/ʁİȘ�ȪȩɰɗúĐ�Ɓș¬ DNA �EǞØ(�A>�,Ƈɖ�ĉÙ��Éȥ
Ŷ,/ʍı,Æǽ��G1 Ŷ,ÀB0�ı/ȎÆǽ�A	
�B�.Zdbu,}Z�ǁ�
B0�Ɓș¬�ĔĖÙEĴ�Ʉ���ĔĖ+ɡ§Ňă.Ȫȩ)Éɣ,ǈīE�!�	 
S�|a�.ĂŹʋƄ(�ApZf�,/�Ƌȍǎ,ǈ+Aċƈ+pZf�n�H�f�

đý�A�)=�ǱȋÃƿɂ,Ņ�'ƈ
+ȅȷĽ´ʈEç�A�)+*/�S�|a�Ƈ

ɖ.Ïŀ�Ȫɹ(�A�)Eǜ�	��'�pZf�X�x��úĐȃE/�;)�AS�

|a�ƇɖEÏŀ�Af��Z­ØņúĐ<ċƈņ,Ğ9��.S�|a�ƇɖÏŀƋƇE

˚ȱ�A�)/ɧȫ(�A	 
�  
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2��,-0"�
 
2-1��S�|a�Ƈɖ�

 

� S�|a�Ƈɖ/Ɓș¬ DNA�ʓǠʇ.VHpZf� H2A�H2B�H3�H4(Ĺō�B

ApZf�OS_|�,ĩ�¡
!�jS�O]�~EųĢÝª)�AʎFig 2Aʏ	�?,�

jS�O]�~ɯ.��P�DNAʃĀ,�pZf� H1�Ǵì��S�|f^�~EĹō�

A	pZf� H1 /S�|a�ǿǷ*��EŻ-'�>@V�oSf+S�|a�Ƈɖ.Ĺ

ōE²ɘ�A	S�|a�Ƈɖ/ƃÃ(�ƈ+ƇɖE)$'
AD�(/+���.Æǽ.

ıì
( 2Ǡʇ,É�?BA	vd�S�|a�/ʍı,Ɓș¬ DNA �Æǽ�!ɻĐĝı

.ʍ
ʃĀ)�'ĖȄ�BA	ɈÅȦȁ=�ɈÅúĐǥ�ɈÅƠņÙ,ɰ��AúĐȃ/�

ʍı,S�|a�Ƈɖ�Æǽ�! DNA ,/ǣ¬ɶĚ,>@Ɏ&�+
!;�vd�S�|

a�/ĂŹǎ,/ɈÅ�Ơņ+ʃĀ)Ȇ�?B'
AʎFig 2Bʏ	�ũ(�DNA.ĝı�Ɩ

ɉǎ,Ǽ
��S�|a�(/�ɈÅƠņÙ,ɰ��AúĐȃ�HS[Z�=���ɈÅƠ

ņÙƼŋ,�Aɡ§Đ�Ɩɉǎċ
	�.>�,�S�|a�Ƈɖ/�!"Ɓș¬ DNA E

Ģ��œ@!!F(ƃ.�,å;A"�(/+���.ƇɖEĉÙ��A�)(ɡ§Đǌƿ

.Ïŀ,ǡƆǎ,ɰD$'
A	8!�S�|a�Ƈɖ.`Jh}bS+ĉÙ/ǱȋñŶE

ɔ�'<Ȱğ�BA	S Ŷ,/�ÁƁș¬ DNA .Ȫȩ)�ȣ�'�Ũȭìō DNA ɬ4.

pZf�ɣȁ�Ïŀ�B'�@�MrYLkdIbS+Ňă<Ȫȩ�BA	ÉȥŶ,+A)�

S Ŷ(Ȫȩ�B!Ɓș¬ DNA /�S�|a�ƇɖÁ¬�Æǽ���?,V�oSf+Ƈɖ

E)$'ďǱȋ,Éɣ�B�G1 Ŷ,ÀA)ɈÅäŅ.Äɮ,î�'�S�|a�Ƈɖ/ɕ

=�,ȎÆǽ�A	 

� �.>�+S�|a�Ƈɖ.Ïŀ,/�ATP±đņS�|a���e��TúĐ�pZf

�´ʈɤǰ�ã2pZf�X�x��úĐ��,ńȫ(�A)Ȇ�?B'
A	�B? 3%

.úĐȃ��ƿɂ,Ņ�'ÜȾǎ,º��)(ɟÊ+S�|a�Ƈɖ.ĉÙE<!?��)

�(�A	 

 

2-2��VHpZf�,>AS�|a�Ƈɖ.Ïŀ�

 

� 2-1 (<ɏ5!>�,�S�|a�Ƈɖ.ųĢÝª/jS�O]�~(�A	VHpZf

�/pZf� H3-H4df�|�) 2%. H2A-H2B`J|��?+A 8ɩ¬EĹō�'


A	VHpZf�,Ǯ 146 bp . DNA�Ǯ 1ùɈÛĩ�¡
!Ƈɖ�jS�O]�~(�

A	VHpZf�,>AS�|a�Ƈɖ.ÏŀEȆ�A�(<$)<ɧȫ+.��pZf�

´ʈ,>AÏŀ(�@���ɥÙ�H[aÅÙ��aÅÙ+*�.Ǡʇ/ċħ,D!A	p

Zf�_�oSɃ/�B B N ŸǤ) C ŸǤ¸,ƇɖE)?+
d�ÅʃĀE<#�ċ�
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.pZf�´ʈ/d�ÅʃĀ(ƅÈ�BA	pZf�d�Å.´ʈ/�.ǲ9ìD�,>$

'�S�|a�,ǈ+AÏŀEȼġ�A)Ȇ�?B'�@��B/pZf�V�g¤Ƚ)ó

0B'
AʎStrahl et al., 2000ʏ	pZf�´ʈ.ÉĐƋȍ)�'��%/ DNA)VHp
Zf�).Ǔ�­ǃ,ǒŜĭƪ�A�)�Ȇ�?BA	¯�0�ɈÅƠņÙƼŋ.|�P�

)�'Ǘ?BApZf�.H[aÅÙ/�pZf�d�Å.ƏɻțEŐ#Ƥ��)(�DNA

)pZf�).Ǔ�­ǃEĶ;�S�|a�ƇɖEǼ8�A)Ȇ�?BA	pZf�´ʈ.

<��%.ÉĐƋȍ)�'�pZf�´ʈEƻǈǎ,ȻɁ�AúĐȃEƻǈǎ,�SÅ�f

�A�)(S�|a�ƇɖEÏŀ�A�)�ř�?BA	¯�0vd�S�|a�.|�P

�)�'Ǘ?BApZf� H3K9.�aÅÙ(/�Heterochromatin proteinʎHPʏ1�Ȕ
ɇ.ŗ%S��g�J�E��'��.´ʈĂ,ƻǈǎ,Ǵì�A�)(vd�S�|a�

Ù�²ɘ�BA	�.>�+pZf�V�g¤Ƚ.½��B8(,ɽī,ċŤ.pZf�´

ʈ.¡ÖɤǰʎWriterʏ�ɳáɤǰʎEraserʏ�ƻǈǎǴìúĐʎReaderʏ�íĖ�B�ǁÙ
ĒǎƋȍ�>2ǁ˚Ƌȍ�Ơǌ,ȱž�B'
A	 

 
 2-3��pZf� H1 ,>AS�|a�Ƈɖ.Ïŀ�

�  
� pf=|KZ.¬Ǳȋ(/��B Bƽǣ.ɡ§Đ�?ɈÅ�BA 7 Ǡʇ.pZf� H1

n�H�f�đý���B?/ SŶ,.9Ũȭìō�BAȪȩ±đÿʎH1.1�H1.2�H1.3�
H1.4 ) H1.5ʏ)�ǱȋñŶEɔ�'Ũȭìō�BAȪȩɽ±đÿʎH1.0�H1.Xʏ,É�
?BAʎHappel and Doenecke, 2009ʏ	pZf� H1/ 2-2(ɏ5!jS�O]�~ɯ.�

�P�DNA ,Ǵì��S�|a�ƇɖǷŗ,�
'VHpZf�)/ǈ+AĻÔEŗ%	
è�>@�pZf� H1 /�S�|a�E>@ĝ+Ƈɖ,ĉş�A�)(�ɈÅ,őÏǎ,
º�)Ȇ�?B'
!ʎBresnick et al., 1992ʏ	���Ɏį�pZf� H1�ɈÅ,őÏǎ

,º�"�(/+��ɡ§Đ,>$'/ƠņÙ,<º��)�ăð�B'
A	|KZ. 3
Ǡʇ.pZf� H1n�H�f H1c�H1d�H1eʎ�B Bpf H1.2�H1.3�H1.4.|K

Zy��TʏEf�uÅlbSHKf�! ES Ǳȋ.ȱž�?�mKZR�r�Tɡ§Đ(

�AHoxɡ§Đȃ.ǌƿ�ƫģ�A�)�Ǘ?B'
AʎZhang et al., 2012ʏ	�.ăð/�
pZf� H1 �Ýǯ,őÏǎ+S�|a�ƇɖEƇǫ�A"�(/ƶ��ɈÅÏŀ,�
'
>@Ȫɹ+ƋȍE<%�)Eǜö�A	 

pZf� H1/Č�� 3%.Ƌȍg�J�,É�B'�@�winged-helix)ó0BAƇɖ
E)A Globular domainʎGDʏ)��. NŸǤ¸) CŸǤ¸,��B BƇɖE)?+

N-terminal tail domainʎNTDʏ) C-terminal tail domainʎCTDʏ�?Ƈō�BAʎFig 3Aʏ	

Ɏį�pZf� H1 .�ȫ+ DNA Ǵìg�J�(�A GD )jS�O]�~.ÂǴűƇɖ
�ăð�B!ʎZhou et al., 2015ʏ	ɽī,ȖòƦ
�),��.Ǵìƈĳ,/ʑǠʇ.o_
����@ʎFig 3Bʏ�On-dyad model(/�2%.jS�O]�~.ɯ( GD�. 2�Ŏ
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.ʃĀ� DNA )Ǵì�A	�.�)(�2 %.jS�O]�~/>@ɎŜ��S�|a�
Ƈɖ/>@Æǽ�!ĹŋE)A)ňĖ�BA	�ũ(�Off-dyad model(/�2%.jS�

O�~.ɯ(�pZf� H1. GD��ũ.ʃĀ.9( DNA)Ǵì�A	�.�)(�GD
)Ǵì�'
+
¸.jS�O]�~�ɆɺE³%�)(�On-dyad model>@<ģ�Ǽ

S�|a�ƇɖE)A)ňĖ�BA	�B?�?ňĖ�BA�))�'�pZf� H1 �Ǵ

ì�A�)(�ń��<ʍı,Æǽ�!ƇɖE)AD�/+���ɢǼ=�+ƇɖE)A�

)Eǜ�'
A	 
8!�pZf� H1 .ƻł)�'�í�S�|a�Ƈɖ_�oSɃ(�AVHpZf�>

@< DNA �(`Jh}bS+ȎǖäŅ�Ʉ�A�)���?BA	pZf� H1 .`Jh
}SZ/�ɡ§Đǌƿo_��.ĉÙ)Ǔɰņ��A�)�ăð�B'
A	|KZǄŽǿ

ǷȚǱȋ,ǦȈÉÙ,ɧȫ+ɈÅúĐ(�A Myogenin Eǌƿ��A)�Myogenin .�ơ

ɡ§Đ.ɈÅɩ�ćÖ�A�)�Ǘ?B'
A	�.ż¥�(��ȣ�'pZf� H1 .`
Jh}SZ.ćÖ�Ȱğ�B'�@ʎGong et al., 2002ʏ�pZf� H1. DNA�?.Ȏǖ
ùŤ�ć�!�)(S�|a��>@ĵǼ�!ƇɖE)@�ɈÅƠņÙúĐ.u���_�

ʃĀ4.HS[Xq�dI�ćÖ�!)�ň�BA	�?,�Ǳȋ.ÉÙ=�u�T�}�

T.ɜǟ,�
'<�pZf� H1 .`Jh}SZ�ĉÙ�A�)�ăð�B'
A
ʎYellajoshyula et al., 2006; Jullien et al., 2010ʏ	ŷÉÙ+ ESǱȋ(/�pZf� H1+

*.S�|a�ƇōúĐ.`Jh}SZ�ʍ
�wÅ(Ȱğ�BA��ÉÙȼġĽ,/«�

�A	�B/�ÉÙ,¨$'�S�|a��>@ĵǼ�!Ƈɖ�?pZf��ĔĖ,Ǵì�

!ĝ+Ƈɖ4ĉÙ�A�)Eǜö�'�@�ES Ǳȋ.ɡ§Đǌƿo_��.ĉÙ)Ǜǣ,

ɧȫ(�A)Ȇ�?BA	 
pZf� H1 n�H�fɯ.ƋȍǎĨǈ,%
'/�ƿý.)�C�ŭ+Ƶ�ċ
	ǦÉ

Ù.ɜǟ(/�ǦÉÙ.őÏúĐ(�A Msx1�ƻǈǎ,pZf� H1bʎpf H1.5.|K

Zy��Tʏ)Ǔ�­ǃ��ÉÙőÏEȣ��)�ăð�B'
AʎLee et al., 2004ʏ	8
!�Đę�FǄŽǱȋ,�
'�pZf� H1.3 ƻǈǎ+ǌƿ.�ɘ�Ȱğ�B'
A
ʎMedrzycki et al., 2013ʏ	ëpZf� H1n�H�fEµ
,lbS`K��!Ǳȋ.|

JS�H�JȱžEȣ�)��B B.n�H�f(Ïŀ�Aɡ§Đȃ�ǈ+A�)�ăð

�B'
A	8!�pZf� H1.2 ElbS`K��!Ąì(.9ǱȋÃS�|a�.jS
�O]�~ɯ.ɆɺʎZx�X�Tʏ.ĉÙ�Ȼ;?BA+*�n�H�fɯ(Ƌȍǎ,Ĩ

ǈ��A�)�ǜö�B'
AʎSancho et al., 2008ʏ	�����B B.ƋȍǎĻÔ.ɝ

,%
'/
8"�ŭ(�A	�ũ(�pZf� H1cEX�TÅ��A
/pZf� H1c�

H1e E`tÅ(y�lbSHKf�!|KZE­ȩ�'<ǁđ,/ĺʀ/+
	pZf�

H1c	
 H1e E`tÅ(y�lbSHKf�!|KZ.Ȍȑ(/�pZf� H1o�H1a�H1b
.ǌƿɩ�ćÖ�'�@�pZf� H1 ɡ§Đ.Ƌȍȧ»�Ʉ�$'
A�)�ňĖ�B'

A	�ũ�pZf� H1c� H1e�H1d Ef�uÅ(y�lbSHKf�A)�ȊǁȕƑ
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)+AʎFan et al., 2003ʏ	>$'�pZf� H1n�H�f/�B Bn�H�fɯ(ɧ
Ȫ�!Ƌȍ)µ
,ƻǈǎ+Ƌȍ.�ũEŗ%�)�ŝƮ�BA	 

 
2-4 �pZf�X�x��,>AS�|a�Ƈɖ.Ïŀ�

 
� pZf�X�x��/�pZf�,ǒŜǓ�­ǃ��ATP .ÖƘÉȱ,ɽ±đǎ, DNA
)pZf�).ȎǖEÏŀ�AúĐ)�'ĖȄ�B�S�|a�Ƈɖ.Ƈǫ=ȱ¬,ɰ��

AúĐȃ(�A	8! DNA )pZf�.ɽƻǈǎ+ÆɸEőÏ��pZf�_�oSɃ.

ǁ˚ƠņEǷŗ�AƋȍ<<%	ųÌ,íĖ�B!pZf�X�x��/�X. laevisßŕÈ
ƥ>@íĖ�B!jS�Ou�Z}�(�A	DNA )ąĂņ_�oSɃEƧì�!Ąì�
Æɸ¬E­@�jS�O]�~Ƈɖ/Ĺō�B+
	����í�äŅEjS�Ou�Z}

�đý�(ȣ$!Ąì�pZf�) DNA ,>Aɽƻǈǎ+Æɸ¬/ȱƤ�Bǁ˚ǎ+jS
�O]�~Ƈɖ�Ĺō�BA	 
� pZf�X�x��/�Č��VHpZf�EƉǎ)�A<.)�pZf� H1 EƉǎ)

�A<.,Éʇ�BA	�.�#VHpZf�X�x��úĐȃ/Ȫȩ±đǎ,S�|a�

ƇɖÏŀ,ɰDA_JuʎȪȩ±đÿʏ)�Ȫȩ,±đ��,S�|a�ƇɖÏŀ,ɰDA

_JuʎȪȩɽ±đÿʏ. 2Ǡʇ,Éʇ�BA	<$)<>�ȱž�B'
AȪȩ±đÿp

Zf�X�x��(�A Chromatin assembly factorʎCAFʏ-1/�DNAȪȩ±N�S,
Ĥý��Ũȭìōɬ,pZf�E°ǵ�AƋȍEŗ%	�ũ(�Ȫȩɽ±đÿpZf�X�

x��.¢Ȥǎ+¯)�'�Histone regulatory homolog AʎHIRAʏ���?B�Ȫȩɽ

±đǎ,ìō�BApZf� H3.3.X�x��)�'Ƌȍ�A	pZf� H3.3/�HIRA
,>$'ƻǈǎ+ɡ§Đ.S�|a��,æ@ɍ8B�ɈÅEƠņÙ�AʎTagami et al., 
2004ʏ	 

� VHpZf�)í�>�,�pZf� H1 ,<X�x���đý�A��VHpZf�X
�x��,Ɩɉ�A)ȱž/ɘF(
+
	ųÌ,pZf� H1 .X�x��ƋȍEŗ%�
)�ǁÙĒǎ,ŭ?�)+$!./��B8(pZf� H2A-H2B.X�x��)�'ăð

�B'
! Nucleosome assembly protein-1ʎNAP-1ʏ(�AʎShintomi et al., 2005ʏ	�
?,�pZf� H3-H4.Ǔ�­ǃúĐ)�'�X. laevisßŕÈƥ>@íĖ�B! N1/N2.
õ�ʇy��T Nuclear auto-antigenic sperm proteinʎNASPʏ 

��pZf� H1.Ǔ�­ǃúĐ)�'íĖ�B!	NASP<8!VHpZf�)pZf�
H1 �ũ.X�x��)�'<Ƌȍ�A�)�ăð�B�VHã2pZf� H1 .*#?E
_�Ubf)�A�(Ƌȍg�J��ǈ+AʎOsakabe et al., 2010ʏ	8!�õ�ʇ.¬Ǳ

ȋÃ(�pZf� H1 .`Jh}SZEÏŀ�ApZf� H1 X�x��)�' Template 
Activating Factor-IʎTAF-Iʏ�íĖ�B!ʎKato et al., 2011ʏ	TAF-I<VHpZf�)
pZf� H1.�ũ,Ƌȍ�ApZf�X�x��.1)%(�A	 
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2-5� Template activating factorʎTAFʏ.íĖ  

�  

� Ɛêǎ,�ǔƃǁƺ.ɈÅ�>2ȪȩƋƇ/�HelKJÅZ= SV40 +*. DNA KJ

ÅZE�eÅ)�!ǁÙĒǎȱž,>@ŭ?�,�B'�!	�B,>@�HelKJÅZ

Ul~ DNA �?.ɈÅã2Ȫȩ,ńʂ+KJÅZǄŽ�ě�ǄŽ.úĐ�íĖ�B!	H

elKJÅZUl~/�ŹɬǒɬƼ. DNA ,�KJÅZǄŽ.ąĂņ_�oSɃ(�AV

H_�oSɃ�Ǵì�!S�|a�ƈƇɖʎHelKJÅZVHȪì¬ʏE)$'
A	�

.HelKJÅZVHȪì¬Eɫÿ)�!Ąì�Ȩ.KJÅZUl~ DNA �?.ɈÅã2

Ȫȩ,ńȫ+úĐ"�(/äŅE²ɘ�A./�ÚÉ(�@��?+AúĐ�ńȫ(�A	

��(�HelKJÅZVHȪì¬�?.ȪȩE²ɘ�AúĐ)�'�ɽŊƁ HeLaǱȋŕ

Èƥ>@ Template activating factorʎTAFʏ-I�II�III�íĖ�B!ʎMatsumoto et al., 1993ʏ

ʎFig 4ʏ	TAF-I/αã2β. 2%.Wt_Ju�đý��TAF-Iβ/ǍȢǊɰɗɡ§Đ(�A

SET)í�(�AʎNagata et al., 1995ʏʎFig 5Aʏ	TAF-I/HelKJÅZ.ąĂņVH

_�oSɃ VII)Ǔ�­ǃ��HelKJÅZVHȪì¬.ƇɖĉşEȣ��)(ɈÅ�Ȫ

ȩE²ɘ�A�)�ŭ?�)+$'
AʎKawase et al., 1996; Haruki et al., 2003ʏ	TAF-II

/ NAP-1)í�.úĐ(�@�TAF-I) NAP-1/í� NAP-1±G}��,Ħ��Ƌȍǎ

,<Ƈɖǎ,<>�©!_�oSɃ(�AʎPark et al., 2006b; Muto et al., 2007ʏ	TAF-III

< 2%.Wt_Ju�đý��ƃĢ¬Ĥý_�oSɃ B23.1�B23.2)í�úĐ(�$!	 

 

2-6  TAF-I .ǁÙĒǎƋȍ�

 

� TAF-I/HelKJÅZ.ąĂņVH_�oSɃ VIIE��'HelKJÅZVHȪì¬

.ƇɖĉşEȣ��)(�ɈÅ�ȪȩE²ɘ�A	�.Ľ.ȱž�?�TAF-I / X. laevis
ǄŽ.ǬĐS�|a�,Ġ�'<ȎÆǽƠņEŗ%�)�ŭ?�)+$!	H±�Pc�Q

MÅ.ǬĐS�|a�/�HelKJÅZ.VHu�dJ� VII)Ǔíņ.ʍ
ǬĐƻǈǎ

_�oSɃʎSperm specific protein; Sp1-Sp6ʏ(Ƈō�B'
A	ǬĐS�|a�) TAF-I

EäŅƥ�(J�R�w�X���A)��Ʃ�,ǬĐƻǈǎ_�oSɃ�ƅÈ�BA�)

�?�TAF-I/ǬĐƻǈǎ_�oSɃEǬĐS�|a���?ȱɺ��A�)(�ȎÆǽE

²ɘ�A)Ȇ�?BAʎMatsumoto et al., 1999aʏ	8! TAF-I/VHpZf�,Ġ�'<�

VHpZf�X�x��)�'Ƌȍ�A�)�ŭ?�)+$'
AʎKawase et al., 1996; 

Matsumoto et al., 1999bʏ	�.Ľ�ǱȋÃ,�
' TAF-I��eÅ�{�_�ɡ§Đ�?

.ɈÅEpZf�.H[aÅÙ)/ƽǣ,²ɘ�A�)�ăð�B!	�.ăð,�
'�

TAF-I/�VHpZf�,Ǵì��S�|a�ƇɖEĉş�A�)(ɈÅE²ɘ�A�eÅ

�Ş÷�B'
AʎKato et al., 2007ʏ	 
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Fig 5A,ǜ�>�,�TAF-I,/ NŸǤʃĀ.9ǈ+A TAF-Iα ã2β.ʑ%.Wt_J

u�đý�A	TAF-I.ǌƿɩ/Đęʄ�FǄŽ HeLaǱȋ,�
'�ǱȋñŶEɔ�'�

Ė(�A�)�ăð�B'
AʎNagata et al., 1998ʏ	8!�TAF-IWt_Ju.ǌƿo_
��/ǱȋǠɯ(Č��ǈ+A�)�ăð�B'
AʎNagata et al., 1995ʏʎFig 5Bʏ	
TAF-Iα) TAF-Iβ/í�ɡ§ĐĲ,đý���B Bǈ+Au���_��?ɈÅ�B�ʐ
ǇǑ.MS]��ǈ+$'
A�)�ăð�B'
AʎAsaka et al., 2007; Pippa et al., 
2016ʏ	TAF-I / 2 ɩ¬Ĺōg�J�E��'�TAF-Iα/α�>2 TAF-Iβ/β.y�`J|�
)�TAF-Iα/β.vd�`J|�EĹō�A	8! TAF-I / C ŸǤ¸,ɥņH}lɥ,Ğ:

ʃĀE<%	�.>�+ɥņH}lɥ.S�Z_�/ċ�.pZf�X�x��,ȬÈ�B

'�@�NAP-1= B23<íƈ.ʃĀE<%	TAF-I. 2ɩ¬Ĺōȍ) CŸǤɥņH}lɥ
ʃĀ/�HelKJÅZVH.ƇɖĉşƠņ=pZf�X�x��Ơņ,�
'ńʂ(�A

�)�ŭ?�)+$'
A	 

 
2-7  TAF-I .ǁ˚Ƌȍ�

 
� TAF-I/ DNA-ąĂņ_�oSɃȪì¬.ƇɖĉşƠņ£Ċ,<�ƈ
+ƋȍEŗ%�)
�ăð�B'�@�TAF-I�ɰ��AǱȋÃƿɂ/ċħ,ƬA	
�%�¯E��A)�Ȏ

��ɥÙɤǰ PP2A.ɱĚ�pZf�H[aÅÙɤǰ.ɱĚ�H{f�XZ.őÏ�mRNA
.ɋɑ�ǱȋɛØņ.Ïŀ�ǱȋñŶÏŀ�DNA´Ł+*�ċŤ.ăð��AʎLi et al.,1995; 

Seo et al., 2001; Beresford et al., 2001; Brennan et al., 2000; Klooster et al., 2007; Canela 
et al., 2003; Kalousi et al., 2015ʏ	�B?.ăð/�TAF-I�S�|a�Ƈɖĉş£Ċ(<
Ƌȍ�AċƋȍ+úĐ(�A�)Eǜ�	 
� TAF-I/�FÙ,ɰ��A).ăð<�@��Fɡ§Đʎoncogeneʏ)Ȥ�BA�)<ċ


	Òǣȑ�F,ʍǌƿ�Aɡ§Đ)�'�|JS�H�Jȱž�?Ũȭ,íĖ�B!

Protestate collagen triple helixʎPCOTHʏ.ǌƿ,>@�TAF-I.��ɥÙ��ɘ�A�
)�8! TAF-I .ǌƿɩ.ƫģ,>@�FĹɃ�őÏ�BA�)�ăð�B'
A

ʎAnazawa et al., 2005ʏ	8!�ȪŤ.ǝǳȓȚȏǱȋƂ,�
' TAF-I�ʍǌƿ�'�@�
TAF-I.lbS`K�,>@�ǱȋćƓ.«��H{f�XZ.²ɘ+*�Ȱğ�BAʎHe 
et al., 2016ʏ	�B?.ăð�?�TAF-I�
�%�.�FǱȋ,�
'��FÙE²ɘ�

AȍÕEŗ%�)��Ʈ�BA��TAF-I.ŗ%*.Ƌȍ�ɰ��A�,%
'/ƿůƵ(
/�ŭ(�A	 

 
2-8 �pZf� H1 X�x��)�'. TAF-I�

 
� TAF-I .ȱžEɘ;A�(�TAF-I �ǱȋÃ�>2ȹʊǩÃ.�ɾ,�
'�pZf�
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H1 .S�|a�ǴìƠņEÏŀ�ApZf� H1 X�x��)�'Ƌȍ�A�)�ŭ?�
)+$!ʎKato et al., 2011ʏʎFig 6ʏ	ȹʊǩÃ,�
'�TAF-I/�pZf� H1EjS

�O]�~,ɟÊ,ɣȁ��S�|f^�~ĹōE²ɘ�A�)�ǜ�B'
A	�ũ(�

TAF-I/S�|f^�~�?.pZf� H1.ȱɺ,<ɰDAʎOkuwaki et al., 2016ʏ	�
?,�Fluorescent Recovery After PhotobreachingʎFRAPʏƜ ,>ApZf� H1.Ǳȋ

ÃØŋ.ȱž>@�TAF-I/ǱȋÃ,�
'<pZf� H1.S�|a��?.ȱɺ�ã2
Ǵì.�ũîEÏŀ�A�)�ǜö�B'
A	 
� TAF-I�pZf� H1X�x��)�'�ƻĖ.ɡ§Đ.ɈÅÏŀ,ɰDA�)�
�

%�ăð�B'
A	Human T-cell leukemia VirusʎHTLVʏ-1.u���_�E�eÅ
)�'ǃ
!ǱȋÃ(.ɈÅ(/�TAF-I� HTLV-1u���_���?pZf� H1EÓ
���)(ɈÅE²ɘ�A�)�ŭ?�,+$'
AʎZhang et al., 2015ʏ	�ũ(�

Interferon-stimulated-geneʎISGʏu���_��?.ɈÅE�TAF-I�pZf� H1E ISG
u���_��4Ǵì��A�)(őÏ�A�)�ăð�B'
A ʎKadota et al., 2014ʏ	
�B?.ăð�?�TAF-I�ƻĖ.ɡ§ĐĲ,�
'�pZf� H1.ȱɺ8!/ǴìE²

ɘ�A�)(�ɈÅÏŀ,ɰDA�)�ǜö�B!	���+�?�TAF-I�*.>�,ɡ
§Đƻǈǎ,pZf� H1 .S�|a��?.ȱɺ)�S�|a�4.ɣȁEÏŀ�'
A
���.ÉĐƋƇ.ȺǱ/ƿý.)�C�ŭ(�A	ǱȋÃ,�
'�TAF-I �pZf�

H1.�(<�pZf� H1.1).Ǵì,Ġ�ƻǈņEŗ%éȍņ�ǜö�B'
AʎZhang 
et al., 2016ʏ	�ũ(�TAF-I/pZf� H1.0ã2 H1.X)ǱȋÃ(Ǔ�­ǃ�A).ăð
<�AʎOkuwaki et al., 2016ʏ	�ȵ�%.ăð/�pfʋȈȏǄŽǱȋ)pfĐęʄ�F

ǄŽǱȋ)
�ǈ+AǱȋǠEǃ
'�@�ǱȋǠɯ( TAF-I��,Ǔ�­ǃ�ApZf�
H1 n�H�f�ǈ+Aéȍņ�Ȇ�?BA	TAF-I /ǈ+ApZf� H1 n�H�fE�
�'�ǱȋǠƻǈǎ+ɡ§Đǌƿo_��.Ǜǣ,ɰDAéȍņ�ǜö�BA	8!�TAF-I

/ 2%.Wt_Ju�đý���.pZf� H1X�x��Ơņ/ TAF-Iβ)Ɩɉ��TAF-Iα
(/Ķ
	ǱȋǠɯ(. TAF-I.Wt_Ju.ǌƿɩƖ.ɝ
/�pZf� H1,>AS�
|a��?.ɈÅÏŀE��'�B B.Ǳȋ,ɟ�!ɡ§Đǌƿo_��.Ǜǣ,ɰDA

éȍņ<Ȇ�?BA	 
� �.>�,�TAF-I/pZf� H1X�x��)�'�ɈÅE/�;)�Aċ�.ƃÃä
Ņ,ɰDAéȍņ�ǜö�BA	 
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3��$,-�+*�
 

� İȿ(<ɏ5!>�,�TAF-I/αã2β.ʑ%.Wt_Ju�đý�A��HelKJÅ

ZVHȪì¬=ǬĐS�|a�+*. DNA-ąĂņ_�oSɃȪì¬�?.ƇɖĉşƠņ�

ã2pZf�X�x��Ơņ/�
�B.Ąì,�
'< TAF-Iβ)Ɩɉ�' TAF-Iα.ũ�

Ķ
 (Nagata et al., 1995; Kawase et al., 1996; Matsumoto et al., 1999a; Kato et al., 

2011 )	í�.ɡ§ĐĲ,V�g�B'
A�u���_���B BÎ(�A�)�8!

ǱȋǠƻǈǎ,Wt_Juɯ.ǌƿo_���ǈ+A�)�?�Wt_Ju.ǌƿo_��

,>@ TAF-I 2ɩ¬.ƇōƖEĉÙ��A�)(�TAF-IÁ¬)�'.Ơņ�Ïŀ�B'


Aéȍņ�Ȇ�?BA	�.�)�?�ŹǘǢ(/�TAF-I.Wt_Juɯ,ƠņĨE<!

?�ÉĐƋƇEŭ?�,�A�)EǑǎ)�!	 
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4. TAF-I ��������*�.��� H1 
����(���'&�1%�
 
4-1 ǺȲ�

 
� TAF-I.pZf� H1X�x��Ơņ,/�2ɩ¬ĹōƠņ) CŸǤ¸,đý�Aɥņʃ

Ā�ńʂ(�@�TAF-Iα/�.�ũE TAF-Iβ)íƈ,³ŗ�'
A	����TAF-Iα/
TAF-Iβ>@<pZf� H1X�x��Ơņ�Ķ
	�.�)�?�TAF-Iα)β.ǌƿo_�

��Ǳȋ�),ǈ+A�)(�TAF-I.y�ã2vd� 2ɩ¬.ƇōƖ�ĉÙ�'pZf�

H1 X�x��Ơņ�ȾǪ�B�Ǳȋ�A
/ǲȀƻǈǎ+ɡ§Đǌƿo_��.Ǜǣ,Ĝ
��Aéȍņ�ǜö�BA���.ǁ˚ǎŉȄ/ŭ?�(/+
	��(�TAF-IWt_J
u.pZf� H1X�x��Ơņ,ĨE<!?�ÉĐƋƇEŭ?�,�A�))�!	 

� pZf� H1 /�X�x��ɽđý�(/ DNA )ɽƻǈǎ,Ǔ�­ǃ�'�ȭÑņ.+

�ɹ+ɸì¬ʎɽƻǈǎÆɸ¬ʏEĹō�=�
	ėɵ.ǱȋÃ(/�pZf� H1 X�
x���pZf� H1 ) DNA .ɽƻǈǎ+ǴìEőÏ���%pZf� H1 EɟÊ+S�

|a� DNA �,ɣȁ�A�)(�Ɓș¬ĔĖņ.Ƿŗ=ɟÊ+ɡ§ĐǌƿÏŀ,ɰDA)
Ȇ�?BA	8!�pZf� H1 .Øŋ/S�|a�Ǵìņ.ķĶ)Ǔɰ��Øŋ.ū
p
Zf� H1 /S�|a�Ǵìņ.Ķ�EäŮ�A	FRAP Ɯ,>A¬ǱȋƃÃ.pZf�

H1.Øŋȱž�?�pZf� H1/ʎʐʏƖɉǎū
Øŋ.pZf� H1ʗS�|a�)ɽ
ƻǈǎ,Ǵì�!pZf� H1�ʎʑʏƖɉǎə
Øŋ.pZf� H1ʗS�|a�)ĔĖ,
Ǵì�!pZf� H1���'ʎʒʏ6)F*ØŋĉÙ.Ȭ?B+
pZf� H1ʗS�|a

�)�Ø.ǴìE�!pZf� H1�. 3Ǡʇ,Éʇ�BA)Ȇ�?B'
AʎRaghuram et 
al., 2009ʏ	TAF-I/�,S�|a�)ɽƻǈǎ,Ǵì�!pZf� H1.ØŋÏŀ,ɰDA
�)�?�pZf� H1 ) DNA =S�|a�.ɽƻǈǎǓ�­ǃEőÏ��ɚɺÿpZf

� H1 ɩEć=��)(�Ǵſ)�'ɟÊ+S�|a�ɢª4.pZf� H1 .ɣȁE²ɘ
�A.(/+
�)Ȇ�?BA	�.>�,�pZf� H1 . DNA �?.ȱɺE²ɘ�A
Ƌȍ/�TAF-I.pZf� H1X�x��)�'.ƋȍEȆ�A��(ɽī,ɧȫ(�A	

8!�TAF-Iα/�DNA )pZf� H1 ).ɽƻǈǎÆɸ¬�?.pZf� H1 ȱɺƠņ�
TAF-Iβ)Ɩɉ�'Ķ
�)�ǜö�BAʎKato et al., 2011ʏ	��(ŹǘǢ(/�TAF-I
Wt_Juɯ,��ApZf� H1 X�x��Ơņ.ÏŀƋƇ.ɝ
Eŭ?�,�A!;�

pZf� H1. DNA�?.ȱɺEĖɩǎ,ƅÈ(�AHb[JǭEƇǫ�' TAF-I.Ƌȍ
Eƅȸ�A�))�!	 

 
4-2� źŦ)ũƜ�

�  
�5'.ȹȟ/Ȥȵ.+
ɲ@�MilliQ ǯƘȩɖȦȁʎMILLIPOREʏ( 18.0 ΩM£�
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.ȞǆƘEǃ
'Ⱦȩ�!	ƱȜ/ȹȟ,>@O�fS��t SS-240ʎTOMYʏ,>AO
�fS��tƱȜ8!/±IÅ_�ʎMillex-GP Filter Unit 0.22 µM Pore Size, 

MILLIPOREʏƱȜEȣ$!	  

  
4-2-1  TAF-I NŸǤʃĀĉǈ¬.ǲş�_�oSɃǌƿwS_�.­ȩ�

 

� TAF-Iα NŸǤʃĀ.ƌŠĉǈ¬ʎTAF-Iα6, 18, 24, 32ʏ.ČȐȜǌƿwS_�/��B
 B£�.u�J|�Eǃ
! PCRʎ{����\ɗɬäŅʏƜ,>$'­ȩ�!	 

 
TAF-Iα6 5’ ¸ 

5’-CTCGGATCCGATATCGCTAGCCAGTCTCCACTCCC-3’ 
TAF-Iα18 5’ ¸ 

5’-CTCGGATCCGATATCGCTAGCCCACCTCCCTGCTCT -3’ 
TAF-Iα24 5’ ¸ 

5’-CTCGGATCCGATATCGCTAGCCCGGAGGAGCACTC-3’ 
TAF-Iα32 5’ ¸ 

5’-CTCGGATCCGATATCGCTAGCGGCTTGCCCGAAGAA-3’ 
�B?.u�J|�. 5’ ŸǤ,/ BamH I�EcoR Vã2 Nhe I.ʁ(ÏɲɤǰWJfEġ
À�!	 

 
TAF-I 3’ ¸ʎÁwS_�Âɔʏ  

5’-GCGAATTCTTAGTCATCTTCTCCTTCATCC-3’ 
�.u�J|�. 5’ŸǤ,/ EcoR IWJfEġÀ�!	 

�  
�B? 5’¸) 3’¸.u�J|�[bfEǃ
' PCR Eȣ$!	ɫÿ,/pZaY�_T

ȡì_�oSɃǌƿǃu�Z}g pET28a ,ǲ9ɍ8B! TAF-Iα. cDNA ɣËEǃ
!	

PCR,/ KOD plus polymeraseʎTOYOBOʏEǃ
�ȽŭŲ,ȵɊ�B!ƉƯǎ+ƭıW
JSÅȶĖã2äŅż¥(ȣ$!	Ŀ?B! PCRǂƺE BamH Iã2 EcoR I(ƤÙ��H
Q��ZɻƗƞØ,'ÉɺĽ�Fast gene Gel/PCR purification kit ʎŪŹYLkdISZʏ

Eǃ
'Ǭȩ�A�)( BamH I ã2 EcoR I ,>@Êŧ�B!ŸǤEŴ�AJ�W�f
DNAEȾȩ�!	wS_�/ pET28aE BamH Iã2 EcoR I(ƤÙĽ�HÅP��±NZ
±G_�\ʎTaKaRaʏ,' 5’ŸǤ.Ȏ��ɥÙÇ˚Eȣ
�J�W�f DNA )íƈ.ũ

Ɯ(Ǭȩ�!	�B?E Ligation HighʎTOYOBOʏEǃ
'ɗǴäŅEȣ
�
pET28a-TAF-Iα6�α18�α24ã2α32EĿ!	 
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� TAF-Iα NŸǤʃĀƵĉǈ¬/�ȵ. 5’¸) 3’¸.u�J|�[bfEǃ
'�2ƔɴPCR
Ɯ,'­ȩ�!	1ùǑ. PCR(/�TAF-Iɡ§ĐEÒÛʎ5’ ¸ʏ)ĽÛʎ3’ ¸ʏ. 2%

,É�' cDNAEćĬ�!	TAF-Iɡ§ĐÒÛɢÉ. 5’¸u�J|�)ĽÛɢÉ. 3’¸u�
J|�/��B Bɫÿ)�! cDNA�S���Ù�B'
AwS_�¸.ɣËEǃ
�ë
ĉǈ¬.­ȩ(Âɔ,®ǃ�!	u�J|�.ɣËE£�,ǜ�	 

 
ëĉǈ¬.­ȩ,Âɔ�'®ǃ 
TAF-I.ÒÛ. 5’ ¸ʎpGEX 5’ primerʏ 

5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ 
TAF-I.ĽÛ. 3’ ¸ʎpGEX 3’ primerʏ 

5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’ 

 
ëĉǈ¬.­ȩ,µÎ,®ǃ 
TAF-IαKR2sA ÒÛ. 3’ ¸  

5’- GAGTGGAGACTGGGCTGCAGGGGCCAT-3’ 
TAF-IαKR2sA ĽÛ. 5’ ¸ 

5’-ATGGCCCTGCAGCCCAGTCTCCACTC-3’ 
TAF-IαKR4sA ÒÛ. 3’ ¸ 

5’-AGGAGGTGGTGCTGGTGCCGCCGCTTGAGGCGGGAG-3’ 
TAF-IαKR4sA ĽÛ. 5’ ¸ 

5’-CCACTCCCGCCTCAAGCGGCGGCACCAGCACCACCTCCT-3’ 
�  

pGEX6p-1-TAF-IαEɫÿ)�!Ąì�TAF-Iα cDNA . 5’ ¸,/ BamH I�3’ ¸,/

EcoR I�ƻǈǎ+ÏɲɤǰWJf)�'®ǃ(�A>�,ȶȳ�!	ÒÛ/ TAF-I 5’¸u�
J|�)�ëÒÛ. 3’ ¸�ĽÛ/ TAF-I. 3’¸u�J|�)ëĽÛ. 5’¸u�J|�Eǃ

' PCREȣ$!	TAF-Iα cDNA.ÒÛ)ĽÛ�B B. PCRǂƺE�HQ��ZɻƗ

ƞØEȣ
Ǭȩ�!	TAF-IÒÛɢÉ PCRǂƺ. 3’¸ʃĀ)ĽÛɢÉ PCRǂƺ. 5’¸ʃĀ
/�ɢO�n��bu�'
A!;�Ǭȩ�!ÒÛ)ĽÛ. PCR ǂƺEƧì���?,
TAF-I 5’ ¸ã2 TAF-I 3’ ¸.u�J|�Eǃ
' PCREȣ��)(�Ǒǎ.ªȁ,Ƶĉ

ǈEġÀ�!TAF-I cDNAÁɭ.PCRǂƺEĿ!	Ŀ?B!PCRǂƺEBamH Iã2EcoR 
I(ƤÙ��HQ��ZɻƗƞØ(ÉɺĽ�ǬȩEȣ
��BEJ�W�f DNA)�!	w
S_�¸/�pGEX-6p-1 E BamH I ã2 EcoR I (ƤÙĽ�HÅP��±NZ±G_�\

ʎTaKaRa),' 5’ŸǤ.Ȏ��ɥÙÇ˚Eȣ
�J�W�f DNA)íƈ.ũƜ,'Ǭȩ�
'wS_�DNA EȾȩ�!	�B?E Ligation HighʎTOYOBOʏEǃ
'ɗǴ��
pGEX6p-1-TAF-IαKR2sAã2αKR4sAEĿ!	�?,pGEX6p-1-TAF-IαKR6sA,%
'�
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ɫÿ, pGEX-TAF-IαKR4sAE�u�J|�[bf, KR2sA.­ȩ,ǃ
!<.E®ǃ��
�ȵ)í�ŏʁ(­ȩ�!	 

�  
� GSTEȡì�! TAF-I NŸǤʃĀĉǈ¬.ǌƿwS_�/�£�.u�J|�Eǃ
!
PCRƜ,'­ȩ�!	ǃ
!u�J|�E£�,ǜ�	 

 
TAF-Iβ-N-ter 3’ ¸ 
¸ 5’-TTTGAATTCTTATGAGGTCTCGTC-3’ 

TAF-Iα and αKR6sA-N-ter 3’ ¸  

5’-TTTGAATTCTTATCCCTTCTTCGG-3’ 
�  

5’ ¸.u�J|�/�ɫÿ cDNA�S���Ù�B'
AwS_�¸.ɣËEï: pGEX 
5’ primerEǃ
�ëĉǈ.­ȩ(Âɔ,®ǃ�!	ćĬĽ.TAF-I cDNA. 5’ ¸,/BamH 
IWJf�śÀ�B�3’ ¸,/u�J|�ǄŽ. EcoR IWJfʎu�J|�Ã�ǻɢʏ�ś

À�BA	�ȵu�J|�[bf)�ɫÿ DNA)�'�B B pGEX6p-1-TAF-Iβ�α�ã
2αKR6sAEǃ
' PCREȣ$!	Ŀ?B! PCRǂƺ/�BamH Iã2 EcoR I(ƤÙ��
HQ��ZɻƗƞØ(ÉɺĽ�ǬȩEȣ
��BEJ�W�f DNA )�!	wS_�/

pGEX6p-1E BamH Iã2 EcoR I(ƤÙ��TAF-IƵĉǈ¬­ȩů)í�ũƜ,'Ⱦȩ�
!	 J�W�f DNA )wS_�DNA E Ligation HighʎTOYOBOʏEǃ
'ɗǴ��
pGEX6p-1-TAF-Iβ-Nter�α-Nter�ã2αKR6sA-N-terEĿ!	 

 
TAF-Iα Cys_Tĉǈ¬.ǌƿwS_�/�£�,ǜ�u�J|�Eǃ
! PCRƜ,'�

2%.XZdJ�ʎXZdJ�xHʏEǑǎ.ĄŎ,śÀ�A�)(­ȩ�!	TAF-Iα cDNA

�.XZdJ�xH.śÀ.ªȁEĆ,�ÒÛʎ5’ ¸ʏ)ĽÛʎ3’ ¸ʏ. 2%,É�' PCR
Eȣ
�wS_�) 2 %.J�W�f DNA EɗǴ�A�)(Áɭ TAF-Iα Cys _Tĉǈ¬
. cDNA EĿ!	TAF-Iɡ§ĐÒÛɢÉ. 5’¸u�J|�)ĽÛɢÉ. 3’¸u�J|�/�

ɫÿ)�! cDNA�S���Ù�B'
AwS_�¸.ɣËEǃ
�ëĉǈ¬.­ȩ(Âɔ
,®ǃ�!	£�,ǃ
!u�J|�.ɣËEǜ�	 

 
ëĉǈ¬.­ȩ,Âɔ�'®ǃ 
TAF-Iα.ÒÛ. 5’ ¸ʎpGEX 5’ primerʏ 

 5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ 
TAF-Iα.ĽÛ. 3’ ¸ʎpGEX 3’ primerʏ  

5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’ 
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ëĉǈ¬.­ȩ,µÎ,®ǃ 
TAF-Iα-NccÒÛ. 3’ ¸  

5’-ACAGCAGCCTGGACAGCAGCTAGCGATATCGGATCC-3’ 
TAF-Iα-NccĽÛ. 5’ ¸  

5’-AAGAAGAAACCAAGACCACCT-3’ 
TAF-Iα-Ccc1ÒÛ. 3’ ¸  

5’-ACAGCATCCTTCTCCTTCTTCATCATCCATATC -3’ 
TAF-Iα-Ccc1ĽÛ. 5’ ¸  

5’-GAAGAAGATGATGATGATGAAGAG-3’ 
TAF-Iα-Ccc2ÒÛ. 3’ ¸  

5’-ACAGCATTCCTCCTCTTCATCATCATCATCATC-3’ 
TAF-Iα-Ccc2ĽÛ. 5’ ¸  

5’-GGATTAGAAGATATTGACGAAGAAGGG-3’ 
TAF-Iα-Ccc3ÒÛ. 3’ ¸  

5’-ACAGCAACCTTCATCCTCATCCCCTTCTTCGTC-3’ 
TAF-Iα-Ccc3ĽÛ. 5’ ¸  

5’-GAAGAAGATGAAGATGATGATGAAGGG-3’ 
TAF-Iα-Ccc4ÒÛ. 3’ ¸  

5’-ACAGCATTCATCATCATCTTCATCTTCTTCACC-3’ 
TAF-Iα-Ccc4ĽÛ. 5’ ¸  

5’-GGGGAGGAAGGAGAGGAGGATGAAGGA-3’ 
 
ëĉǈ¬.­ȩ(µÎ,ǃ
!ÒÛ. 3’¸u�J|�.�B B,��ǻ(ǜ�>�,X

ZdJ�.Vg�ExH(ġÀ�!	ëu�J|�/®ǃÒ, T4 polynucleotide kinase
ʎTOYOBOʏEǃ
'�5’ ŸǤE��ɥÙ��'�? PCR ,ǃ
!	ɫÿ,ǃ
!
pGEX6p-1-TAF-Iα cDNAʃĀ. 5’ ¸, BamH IWJf�3’� ¸, EcoR IWJf��@�

ćĬ�! PCR ǂƺ(/�B B.ÏɲɤǰWJf��i�S,®�A>�,+$'
A	
Ŀ?B! PCRǂƺ/�ÒÛ¸E BamH I�ĽÛ¸E EcoR I,'ƤÙ��HQ��ZɻƗƞ
Ø,'ÉɺĽ�Ǭȩ�'J�W�f DNA )�!	wS_�/ pGEX6p-1 E BamH I ã2

EcoR I(ƤÙ��TAF-IƵĉǈ¬­ȩů)í�ũƜ,'Ⱦȩ�!	wS_�DNA)�B 
B.ĉǈ¬.ÒÛ¸�ã2ĽÛ¸.J�W�fDNAEƧì�'�Ligation HighʎTOYOBOʏ
Eǃ
'ɗǴ��pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc�Ccc1�Ccc2�Ccc3ã2 Ccc4E�B BĿ!	 

� XZdJ�xHENŸǤʃĀ,X�TÅ(śÀ�wS_�pGEX6p-1-TAF-Iα-NccEɫÿ
)��¾ɏ.u�J|�[bfEǃ
'�XZdJ�xHE NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ,`
tÅ(ġÀ�!ĉǈ¬E­ō�!	£�,�B B.wS_�­ȩ,ǃ
!u�J|�[b
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fEǜ�	 

 
pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc1ʎu�J|�ʖCcc1ʏ 
pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc2ʎu�J|�ʖCcc2ʏ 
pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc3ʎu�J|�ʖCcc3ʏ 

pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc4ʎu�J|�ʖCcc4ʏ 

 
� ë DNA .­ȩŏʁ/�XZdJ�xHEX�TÅ(śÀ�!wS_�.­ȩũƜ,ľ$

!	�B,>@�pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc1�Ncc/Ccc2�Ncc/Ccc3ã2 Ncc/Ccc4EĿ!	 

 
4-2-2��ǲş� TAF-I _�oSɃ.Ⱦȩ�

 
� ǲş�_�oSɃ His-TAF-Iβ�ΔN1�α�α6�α18�α24�α32�αΔC3ã2βΔC3/��
B B pET-28a-TAF-Iβ�ΔN1�α�α6�α18�α24�α32�αΔC3ã2βΔC3ǌƿwS_�E

ǃ
'Ⱦȩ�!	�B?ǌƿwS_�E BL21ʎDE3ʏƂ,ġÀ�'ĹɃɈşĽ�ƥ¬āþ
, ' ā ʉ � ! 	 600 nm . Ƴ ı � � > � 0.6 , + $ ! ) � C ( Isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranosideʎIPTGʏEƨÖ�_�oSɃ.ìōȼġE����?, 2 ů

ɯāʉ�!	ČȐȜEɞŃƋ,'ùå��Bindingnb±G�ʎ20 mM Tris-HCl [pH7.9], 0.5 
M NaCl, 5 mM imidazoleʏ,ŌƳ�!	ƙ�,'ŌƳƥ.ɅɿƝÇ˚Eȣ
�Ǳȋ.ǚǙ
ƥEɞŃ�'�ưņǅÉEɳ
!	�.�Ʃ, His-bind resin ʎNovagenʏEÖ��1ůɯ

4˚C(��d�X���!	ɞŃĽ�Washnb±G�ʎ20 mM Tris HCl, 0.5 M NaCl, 60 mM 
imidazoleʏ,'�Y�EƟƢ�!.#�SDS W�uÅnb±G�ʎ62.5 mM TrisHCl 
[pH6.8], 0.25% SDS, 145 mM β-mercaptoethanol, 10% Glycerolʏ)Ƨì�95˚C,' 5Éɯ

p�fJ�R�w�X��Eȣ$!	Ŀ?B!W�uÅ/ 10% SDS-PAGE,ĥɮĽ�UÅ
.�ɢEƁș�' TAF-I _�oSɃ.|�P�)��Áɭ._�oSɃ"�EÊ@È�!	
Ê@È�!UÅ/>�ǚǙ��ưÈnb±G�ʎ50 mM Hepes-NaOH [pH8.0], 150 mM 

NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1% NP-40ʏ,ŌƳĽ�Ęƭ,' 30Éɯ��d�X���!	ưƥ
EɞŃ��UÅŧƹEɳ
!�Ʃ/H[f�ƛƕEȣ$!	Ŀ?B!x�bfE 6 MTHi
Y�ąɥ(ĉņ�!Ľ�nb±G�Aʎ50 mM TrisHCl pH7.4, 50 mM KCl, 12.5 mM MgCl, 

1mM EDTA, 0.1% NP-40, 20% Glycerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSFʏ��>2 TAF-I nb±
G�ʎ20 mM TrisHCl pH7.9, 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 10% Glycerolʏ(Ɣɴǎ,ɓ
žEȣ��)(_�oSɃEŁ½�!ʎĉņ�ÄǁƜʏ	 ɓžĽ.ë_�oSɃ/-80�,'

³đ�!	 
� ǲş�_�oSɃ His-TAF-IβPME/�pET14b-TAF-IβPMEǌƿwS_�Eǃ
'�ĸ
ǘǢĘ(Ǜǣ�!ŏƜ,>$'Ⱦȩ�!ʎSaito et al., 1999ʏ	 
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� ǲş�_�oSɃ TAF-Iβ�ΔN1�α�αKR2sA�αKR4sA�αKR6sA�TAF-Iα-Ncc�Ccc1�

Ccc2�Ccc3�Ccc4�Ncc/Ccc1�Ncc/Ccc2�Ncc/Ccc3�Ncc/Ccc4��GST-TAF-Iβ-Nter�

GST-TAF-Iα-N-terã2 GST-TAF-IαKR6sA-N-ter/�B B. cDNAE pGEX6p-1,S

���Ù�!ǌƿwS_�Eǃ
'Ⱦȩ�!	�B?ǌƿwS_�E BL21ʎDE3ʏƂ,ġ

À�'ĹɃɈşĽ�ƥ¬āþ,'āʉ�!	600 nm .Ƴı��>� 0.6 ,+$!)�C(

IPTG EƨÖ�_�oSɃ.ìōȼġE����?, 2 ůɯāʉ�!	ČȐȜEɞŃƋ,'

ùå��GST Bindingnb±G�ʎ50 mMTris-HCl [pH7.9], 0.5 M NaCl, 1 mM EDTAʏ

,ŌƳ�!	ƙ�,'ŌƳƥ.ɅɿƝÇ˚Eȣ
�Ǳȋ.ǚǙƥEɞŃ�'�ưņǅÉEɳ


!	�.�Ʃ, Glutathione Sepharose resinʎGE HealthcareʏEÖ��4�C(ʐůɯ�

�d�X���!	ɞŃĽ�GST binding nb±G�,'�Y�EƟƢ�!	

GST-TAF-Iβ-N-ter�α-N-ter ã2αKR6sA-N-ter /�ưÈnb±G�ʎ50mM Tris-HCl 

[pH7.9], 40 mM reduced glutathioneʏ(ưÈĽ�TAF-Inb±G�(ɓžEȣ$!	rTAF-Iβ�

ΔN1�α�αKR2sA�αKR4sA�αKR6sA�rTAF-Iα-Ncc�Ccc1�Ccc2�Ccc3�Ccc4�Ncc/Ccc1�

Ncc/Ccc2�Ncc/Ccc3�Ncc2/Ccc4ã2 Ncc/Ccc1/�PreScission proteaseʎGE healthcareʏ

EƨÖ� PreSnb±G�ʎ50 mM Tris-HCl [pH7.9], 150 mM NaCl, 1 mM EDTAʏ�(

GST_TEÊŧ�!.#�ĉņ�ÄǁŢ­Eȣ
Ǭȩ�!	ǬȩĽ._�oSɃ/�80˚C,

'³ǩ�!	 

 

4-2-3  pZf� H1 ȱɺHb[Jã2 DNA ǴìHb[J�

 

� Hb[J,ǃ
! DNA/£�.u�J|�Eǃ
' PCRƜ,'­ȩ�!	 

 

5S 147 bp 5’ ¸ʎ-73�-51ʏ   

5’-GGATTTATAAGCCGATGACGTCA-3’ 

5S 147 bp 3’ ¸ʎ+54�+74ʏ  

5’-AGTACTAACCGAGCCCCTATGC-3’ 

   

ɫÿ)�' sea urchin ǄŽ. 5S rRNA gene E_�e~,ï:u�Z}g

ʎpB1000-Uless/strider, J. SvejstrupÞĈ>@É�ʏEǃ
�PCREȣ$!	ćĬ�B!

147 bp. DNAE 5% ɽĉņ{�HS�ÅH}gUÅ,ĥɮĽ�MaYK~t�|Jg,'

DNA EƁș��Ǒǎ.ɭ�. DNA .9EÊ@È��ǬȩEȣ$!	His _TEȡì�!

histone H1.1ʎHis-H1.1ʏ/�ĸǘǢĘ(ăð�!ŏƜ,ľ$'Ⱦȩ�!ʎKato et al., 2011ʏ	 

� DNA)His-H1.1EƧì�Ęƭ( 15ÉɯJ�R�w�f�!	Ŀ?B!DNA)His-H1.1

.Ȫì¬,�ëǠǲş� TAF-I_�oSɃEÖ���?, 30�( 30ÉɯJ�R�w�f�

!	Ŀ?B!W�uÅ/ 5% ɽĉņ{�HS�ÅH}gUÅ,ĥɮ��ƃɥƁșȹȟ GelRed
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ʎNacalai tesqueʏ,' DNA EƅÈ�!	TAF-I ) DNA .Ǵìȹʊ/�DNA ) TAF-I
_�oSɃE TAF-I nb±G���30˚C ( 30 ÉɯJ�R�w�X���!.#�W�u

ÅE 5% ɽĉņ{�HS�ÅH}gUÅ,ĥɮ��GelRed,' DNAEƁș�!	 

 
4-2-4  TAF-I . N ŸǤʃĀ)ÂɔʃĀ.ǴìHb[JʎUÅX±fƜʏ�

 
  GST�GST-TAF-Iβ-N-ter�α-N-ter ã2α-KR6sA-N-ter ĉǈ¬) His-TAF-IΔN1 �A

/ GST�GST-TAF-Iα-N-ter) His-TAF-IΔN1ΔC3ĉǈ¬E TAF-Inb±G��(Ƨì��

30�( 30 ÉɯJ�R�w�f�!	W�uÅ/ 6% ɽĉņ{�HS�ÅH}gUÅ,ĥɮ
Ľ�ɪƁș)Œ GST Œ¬�>2Œ His Œ¬Eǃ
!KMZ_�t�dI�TEȣ
�ë_
�oSɃEƅÈ�!	 

 
4-2-5��pZf� H1 ǴìHb[JʎUÅX±fƜʏ�

 
� GST _TEȡì�!pZf� H1.1ʎGST-H1.1ʏ/�ĸǘǢĘ(ăð�!ŏƜ,ľ$'
Ⱦȩ�!ʎKato et al., 2011ʏ	His-TAF-Iã2 GST-H1.1E TAF-Inb±G��(Ƨì��
30˚C( 30ÉɯJ�R�w�f�!	TAF-I nb±G�/�NaClƴı�ǈ+A 100�250�

400 mM. 3ǠʇEƯ¹���B B.W�uÅ.ǴìäŅ,ǃ
!	W�uÅ/ 6% ɽĉ
ņHS�ÅH}gUÅ,ĥɮĽ�Œ GST Œ¬�>2Œ His Œ¬Eǃ
!KMZ_�t��
dI�TEȣ
�ë_�oSɃEƅÈ�!	 

 
4-2-6� KMZ_�t�dI�TƜ�

 
� ɽĉņ{�HS�ÅH}gUÅ,'ĥɮĽ.UÅE�SDS-PAGE ɻƗƞØǃnb±G�
ʎ25 mM Tris [hydroxyl] aminomethane, 192 mM Glycine, 0.1% SDSʏ,ƣ��Śǐø�
( 15ÉɯJ�R�w�X��Ľ�4�( 45 V 30Éɯ�90 V 60ÉɯɻüE��' PVDF�

�t��4_�oSɃEɈÅ�!	��t��/�?��;�_l�Å(Ç˚��f��Z

±G�nb±G�ʎ25 mM Tris [hydroxyl] aminomethane, 192 mM Glycine, 20% 
Methanolʏ,ƣ�!	ɈÅĽ.��t��/�5% Milk/TBS-T ʎ24.8 mM Tris [hydroxyl] 

aminomethan, 18.3 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.1% Tween 20ʏ,' 30Éɯt�bR�TE
ȣ$!	ʐƍŒ¬/ 5% Milk/TBS-T ,'Īɦ����t��Eƣ�'Ęƭ(ʐůɯäŅ�
�!	�.Ľ���t��E TBS-T( 3ùƟƢ��TBS-T(Īɦ�! 2ƍŒ¬,ƣ�Ęƭ

( 10ÉɯäŅ��!	äŅĽ���t��E 10Éɯ 3ù TBS-T,'ƟƢ��Chemi-Lumi 
OneʎNacalai tesqueʏ(ǌ¿���LAS4000ʎFuji filmʏ,'ƅÈ�!	 
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4-2-7  FlAsH �w��TƜ�

 
Cys _TEġÀ�! TAF-I_�oSɃ)�10 µM FlAsH EDT2ã2 8 µM EDTE FlAsH

�w��Tnb±G�ʎ10 mM Hepes-NaOH [pH8.0], 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 25 mM 
Tris-HCl [pH 7.9]ʏ�(Ƨì��Ęƭ( 30ÉɯJ�R�w�X���!	J�R�w�X

��Ľ�W�uÅ.Ƞ¿ķıE VarioskanʎThermo Fisherʏ,'ƮĖ�!ʎFluorescent 
emission at 535�5nmʏ	ėʊ/ƽǣ,ʒùȣ
�ƉƯ¶ĨEǨÈ�!	 

 
4-2-8  EDC/NHS S�Z��SƜ�

 
ë GST-TAF-I-N-ter _�oSɃ)ɥņH}lɥxuagEnb±G�ʎ20 mM 

Hepes-NaOH [pH7.9], 80 mM NaCl, 0.1 mM DTTʏ�(Ƨì��30˚C( 30ÉJ�R�w
�X��Ľ�EDC�>2 NHSEÖ��?,Ęƭ( 30ÉJ�R�w�X���!	SDSW
�uÅnb±G�EÖ�'�95�( 5 ÉɯƸÇ˚�A�)(S�Z��SäŅE·Ǝ���

10% SDS-PAGE(ĥɮ�' CBBƁșEȣ$!	 

 
4-2-9��TÅ_ÅHÅepgS�Z��SƜ�

 
� ë TAF-I_�oSɃE GAnb±G�ʎ20 mM Hepes-NaOH [pH 8.0], 150 mM NaClʏ
�( 0.05% TÅ_ÅHÅepg)Ƨì��Ęƭ( 5 ÉJ�R�w�f�!	S�Z��S

äŅE SDS W�uÅnb±G�EƨÖ�'·Ǝ��!.#�10% SDS-PAGE (ĥɮ�ɪ
ƁșEȣ$!	 
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4-3� ėʊǴſ�

 
4-3-1  TAF-Iα  N ŸǤʃĀ,>ApZf� H1 X�x��Ơņ.ɱĚ�

 
� ŹǘǢ(/�TAF-I.Wt_Juƻǈǎ+pZf� H1X�x��Ơņ.ÏŀƋƇ.ȱŭ

EǑǎ)��TAF-I � DNA �?.pZf� H1 .ȱɺE²ɘ�AƠņʎpZf� H1 ȱɺ
Ơņʏ,ƷƵEĸ'��.ȹʊǩÃHb[JǭEƇǫ�!	TAF-I.pZf� H1ȱɺƠņ
/ CŸǤ.ɥņH}lɥʃĀ±đǎ(�@�pZf� H1X�x��Ơņ,Ǔɰ�A	ŹH

b[Jǭ(/�pZf� H1) DNAEƧì�'Ęƭ( 15ÉJ�R�w�X��Eȣ
�ɽ
ƻǈǎÆɸ¬EĹō��!.# TAF-IEƨÖ�!ʎFig 7A)	TAF-I,>$'�pZf� H1
�ɽƻǈǎÆɸ¬�?ɚɺ�A�)(�ȱɺ�! DNA ɩ.ćÖ�Ȱğ�BA	W�uÅE

ɽĉņ{�HS�ÅH}g(ĥɮ��ȱɺ�! DNA ɩEƖɉ�A�)(�TAF-I .pZf
�X�x��ƠņEƮĖ(�AʎFig 7Bʏ	 
� TAF-Iαã2β(ǈ+A./�B B. NŸǤʃĀ.9(�A	��(�TAF-Iα�>2β.

NŸǤʃĀ.�#�*#?� TAF-IWt_Juɯ.pZf� H1X�x��ƠņĨEǁ9È
�ȫú)+A�Eŭ?�,�A!;�TAF-Iα) TAF-Iβ.ǲş�_�oSɃE­ȩ�ʎFig 8A
�>2 8Bʏ�pZf� H1. DNA�?.ȱɺƠņEƅȸ�!ʎFig 9ʏ	�.Ǵſ�TAF-Iα

,>ApZf� H1 .ȱɺƠņ/�β)Ɩɉ�'Ķ
�)�Ȱğ�B!ʎFig 9���� 3-4
) 7-8.Ɩɉʏ	�B>@�TAF-Iβ/ TAF-Iα,Ɩɉ�'ʍ
pZf� H1X�x��ƠņE
ŗ%�)�ǜö�B!	ƍ, TAF-Iα)β.pZf� H1X�x��Ơņ.Ĩ��*#?�.

NŸǤʃĀ,>$'�őÏ�BA�)(ǁ�A.��A
/²ɘ�BA�)(ǁ�A.�E
ƅȴ�A!;�TAF-I. NŸǤʃĀEƌŠ�!ĉǈ¬ TAF-IΔN1ʎOkuwaki et al., 1998ʏ
.pZf� H1X�x��ƠņEƅȸ�!	�.Ǵſ�TAF-Iβ)67íǥ.ƠņEŗ%�)

�Ȱğ�B!ʎFig9���� 3-4) 5-6.Ɩɉʏ	£�.Ǵſ>@�TAF-Iα NŸǤʃĀ/�
Ȕɇ.pZf� H1X�x��Ơņ,Ġ��őÏǎ,Ƌȍ�A�)�ŭ?�,+$!	 
ƍ,�TAF-Iα N ŸǤʃĀÃ.pZf� H1 X�x��Ơņ,ɱĚǎ,º�H}lɥɣË

EíĖ�A!;�TAF-Iα NŸǤʃĀ.ɢÉƌŠĉǈ¬ TAF-Iα6�α18�α24�>2α32E
�B B­ȩ�ʎFig 8Aã2 8Bʏ�pZf� H1ȱɺHb[JEȣ$!	�.Ǵſ�TAF-Iα6
ĉǈ¬(/TAF-IαWT)Ɩɉ��D��,Ơņ.�Ŭ�Ȭ?B!ʎFig 9����7-8)9-10ʏ	

�?,�TAF-Iα18�α24 �>2α32 ĉǈ¬(/�TAF-IαWT )Ɩɉ�'Č��Ơņ.�Ŭ
�Ȭ?B�TAF-Iβ)67íǥ.ƠņEǜ�!ʎFig 9���� 3-4) 11-16ʏ	£�.Ǵſ>
@�TAF-Iα. NŸǤ�? 1-17H}lɥ.ʃĀ,pZf� H1X�x��ƠņEɱĚ�Aʃ

Ā�ï8BA�)�ŭ?�)+$!	 
� 8!�Źėʊ.Ǵſ� TAF-I)pZf� H1.Ǵì(/+��TAF-I) DNA.Ǵì,±
đ�'
Aéȍņ,%
'ƅȸ�A!;�TAF-I) DNA.ǴìƠņEƅȴ�!ʎFig 10ʏ	
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�.Ǵſ�Źėʊ.ż¥�(/�TAF-Iαã2β.
�B< DNA ).Ǵì/ǛȻ(�+�$

!	£�>@�Źėʊ(Ȱğ�B! TAF-I.Wt_Ju±đǎ+pZf� H1X�x��.

ƠņĨ/�TAF-I.pZf� H14.­ǃ,.9±đ�A�)�ǜö�B!	 

 

4-3-2  TAF-Iα  N ŸǤʃĀ,đý�AąĂņH}lɥ.pZf� H1 X�x��Ơ

ņ4.ĺʀ�

 

� TAF-Iα NŸǤʃĀ/ TAF-Iβ NŸǤʃĀ)Ɩɉ�'�ąĂņH}lɥ,Ğ:�)�ƻł

(�AʎFig 11ʏ	��(�TAF-Iα NŸǤʃĀ,>ApZf� H1X�x��Ơņ.őÏ��

1-17ǇH}lɥɣË�.ąĂņH}lɥ,±đ�A�Eƅȸ�A!;��B? 6%.ąĂņ

H}lɥEH�i�,ȁş�!ĉǈ¬E­ȩ���.pZf� H1 X�x��ƠņEƅȴ�

!ʎFig 12Aʏ	TAF-Iα. Lys4ã2 Arg5EH�i�,ȁş�! TAF-IαKR2sA(/�TAF-Iα 

WT)Ɩɉ��pZf� H1X�x��Ơņ�D��,ʍ
ƈĐ�Ȱğ�B!ʎFig 12C��

�� 7-8) 9-10.Ɩɉʏ	�?, Lys13-Lys15ã2 Arg17Eȁş�! TAF-IαKR4sAĉǈ

¬(/�KR2sAĉǈ¬>@<�?,pZf� H1X�x��Ơņ.�Ŭ�Ȱğ�B�ʕ�Ŏ

�5'Eȁş�! TAF-IαKR6sAĉǈ¬(/�67 TAF-Iβ WT)íǥ.Ơņ�Ȱğ�B!

ʎFig 12C���� 7-8)��� 12-14.Ɩɉ�ã2��� 3-4)��� 12-14.Ɩɉʏ	£

�.Ǵſ>@�TAF-Iα NŸǤʃĀ. 1-17H}lɥɣË�,đý�A 6%.ąĂņH}lɥ

/�TAF-Iα.pZf� H1X�x��Ơņ.őÏ,ɧȫ(�A�)�ŭ?�)+$!	 

 

4-3-3� UÅX±fHb[J,>A TAF-Iα  NŸǤʃĀ) TAF-IÂɔʃĀ.Ǔ�­ǃ

.ƅȴ�

 

� TAF-Iα N ŸǤʃĀ/�TAF-I)pZf� H1).Ǵì,<�pZf� H1X�x��Ơ

ņ,<ńʂ.ʃĀ(/+
ʎKato et al., 2011ʏ	���+�?�ėʊ 4-3-1ã2 4-3-2.Ǵ

ſ>@�TAF-Iα. N ŸǤʃĀ,đý�AąĂņH}lɥ,>$'�pZf� H1 X�x�

�Ơņ�őÏ�B'
Aéȍņ�ǜö�B!	TAF-Iβ. C ŸǤɥņʃĀƌŠĉǈ¬. X ǻ

ǴűƇɖȱž>@�TAF-I /H�ao��Å,ʑɩ¬EĹō���. N ŸǤʃĀ) C ŸǤ

ʃĀ/�ɎŜ�A�)�ǜö�B'
AʎMuto et al., 2007ʏʎFig 13Aʏ	�B>@�TAF-I 

2 ɩ¬�(�TAF-Iα.ąĂņ,ĞF" N ŸǤʃĀ/�ɥņH}lɥ,ĞF" C ŸǤʃĀ)

Ǔ�­ǃ�A�)(��.ƠņEőÏ�Aéȍņ�Ȇ�?BAʎFig 13Bʏ	Ź¤ȽEėȸ�

A!;�8� TAF-Iα NŸǤʃĀ��CŸǤɥņH}lɥʃĀEï:�TAF-IWt_Juɯ

(Âɔ.ʃĀ,Ǵì�A�Eƅȸ�!	 

/�;,�TAF-I . N ŸǤʃĀ.9E GST _�oSɃ,ȡì�! GST-TAF-I-Nter )�

TAF-I . N ŸǤʃĀ.9Eƌ
! His-TAF-IΔN1 .Ǔ�­ǃEUÅX±fHb[J,>@
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ƅȴ�!ʎFig 14Aã2 14Bʏ	GST-TAF-I-N-terã2 His-TAF-IΔN1EƧì��J�R�

w�X��Ľ�6% ɽĉņ{�HS�ÅH}gUÅ,ĥɮ�!	<��ȇ�Ǵì�!Ąì�

Ȫì¬.ǞØı/�B B._�oSɃEÝƽ(ƞØ�!Ąì>@ə�+@�n�gX±f

�Ȱğ�BA	�B B._�oSɃEÝƽ(ƞØ�!Ąì)Ɩɉ�ʎFig 14B���� 1-5ʏ�

GST-TAF-Iα N-ter )Ƨì�A�)(�His-TAF-IΔN1 .ǞØı.əB�Ȱğ�B!ʎFig 

14B���� 5) 9-11.Ɩɉʏ	�B/ His-TAF-IΔN1� GST-TAF-Iα N-ter)Ǔ�­ǃ�

Ȫì¬EĹō�!Ǵſ)Ȇ�?BA	�ũ�GST-TAF-Iβ)Ƨì�!���(/

His-TAF-IΔN1.n�gX±f/Ȱğ�B+�$!ʎFig 14B ��� 5) 15-17.Ɩɉʏ	

�B>@�TAF-I. NŸǤʃĀ)ÂɔʃĀ).Ǔ�­ǃ/�TAF-Iα ƻǈǎ(�A�)�ŭ

?�)+$!	�?,��. His-TAF-IΔN1 .ǞØı.əB/�GST-TAF-IαKR6sA )Ƨ

ì�!Ąì(/Ȱğ�B+�$!ʎFig 14B����ʔ) 12-14 .Ɩɉʏ	£�.Ǵſ>@�

TAF-Iα ƻǈǎ, N ŸǤʃĀ) TAF-I .ÂɔʃĀ�Ǔ�­ǃ�A�)�8!�.Ǔ�­ǃ

/ TAF-Iα NŸǤʃĀ,đý�AąĂņH}lɥ,±đ�A�)�ŭ?�)+$!	 

��(ƍ,�TAF-IÂɔʃĀ�.*.ʃĀ� TAF-Iα NŸǤʃĀ)Ǔ�­ǃ�A�Eƅȴ

�!	TAF-I.pZf� H1X�x��Ơņ,ńʂ+ CŸǤʃĀ/ɥņH}lɥ,ĞF(


A!;�ąĂņH}lɥ,Ğ: TAF-Iα NŸǤʃĀ)ɼɻǎǓ�­ǃ,>@Ǵì�Aéȍņ

�ʍ
	��(�TAF-I . N ŸǤʃĀ) C ŸǤʃĀ.�ũEƌ
! His-TAF-IΔN1ΔC3 ĉ

ǈ¬)�GST-TAF-Iα-N-ter).Ǔ�­ǃE Fig 14)íƈ.ũƜ(ƅȴ�!ʎFig 15A�>

2 15Bʏ	�.Ǵſ�GST-TAF-Iα N-ter )Ƨì�'< His-TAF-IΔN1ΔC3.ǞØı.əB

/Ȱğ�B+�$!ʎFig 15B���� 3-5ʏ	£�.Ǵſ>@�TAF-Iα NŸǤʃĀ/ CŸ

ǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�Aéȍņ�ǜö�B!	 

 

4-3-4� TAF-Iα  N ŸǤʃĀ)α237-257C ŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ.ƅȴ�

 

  TAF-Iα. N ŸǤʃĀ� C ŸǤʃĀ)ǒŜǎ,Ǔ�­ǃ�A�Eƅȴ�A!;�

GST-TAF-I-N-ter)�ɥņH}lɥ,Ğ: TAF-I CŸǤʃĀ.�ɢʎα237-257�β224-244ʏ

.ʃĀEǃ
!Ǔ�­ǃȱžEȣ$!ʎFig 16Aʏ	Ǔ�­ǃES�Z��P�ȹȟ(�A

1-ethyl-3- ʎ 3-dimethylaminopropyl ʏ carbodiimide hydrochloride ʎ EDC ʏ ã 2

N-hydroxysulfosuccinimideʎNHSʏEǃ
'�TAF-Iα NŸǤʃĀ)α237-257CŸǤʃĀ

ɯ.ǴìEȰğ�!ʎFig 16Bʏ	�.S�Z��P�/�H}lĂ)PÅzRXÅĂ�67

\�Ɇɺ(ɎŜ�!Ąì.9��ȇ.ɯ,ƀƊEĹō�AʎGrabarek et al., 1990; 

Marintcheva et al., 2008ʏ	8��α237-257CŸǤʃĀÝƽ(/�S�Z��P�.đý.

Ŵƶ,��D?�n�g/ƅÈ�B+
ʎFig 16B��� 1-4ʏ	ƍ, GST-TAF-Iα-N-terÝ

ƽ.Ąì�S�Z��P�.đý.Ŵƶ,ɰD?��n�g,ʆȝ+ĉÙ/9?B+�$!

ʎFig 16B���� 5-8ʏ	�ũ�GST-TAF-Iα-N-ter,α237-257CŸǤʃĀEÖ�!Ąì�
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S�Z��P�.ƴı±đǎ,n�g.X±f�Ȱğ�B!ʎFig 16B���� 9-12ʏ	�ũ�

GST-TAF-Iβ-N-ter (/�S�Z��P�.ƴı±đǎ+n�gX±f/Ȱğ�B+�$!

(Fig 16B���� 13-16) 17-20)	£�.Ǵſ>@�TAF-Iα NŸǤʃĀ.9�ǒŜ TAF-I

.α237-257CŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�A�)�ŭ?�)+$!	  

 

4-3-5� TAF-Iα.2ɩ¬Ƈɖ�,��A  N ŸǤʃĀ) C ŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ.ƅȴ�

 

� ėʊ 4-3-3�>2 4-3-4.Ǵſ>@ TAF-Iα NŸǤʃĀ�Ȕɇ. CŸǤʃĀ4Ǵì�Aé

ȍņ�ǜö�B!	����B?.ėʊ(/ TAF-Iα� 2ɩ¬ƇɖE)$!)�,<��.

NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ�Ǔ�­ǃ�A�*��/Ǵȿ&�?B+
	��( 2ɩ¬ƇɖE

Ĺō�AÁɭ TAF-Iα. NŸǤʃĀã2 CŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ,%
' FlAsH�w��T

Ɯ,>@ƅȸ�!	FlAsH-EDT2/�Cys-Cys-Xaa-Xaa-Cys-Cys�?+Adf�XZdJ�

�a�±Eƻǈǎ,ȻɁ�Ǵì�A)Ƞ¿Eǌ�AʎFig 17AʏʎGriffin et al., 1998ʏ	��

(�TAF-Iα NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ�B B,��Ŏ�%XZdJ�xHEġÀ�!ĉǈ

¬E­ȩ�A�),�!ʎFig 17Bʏ	<��FlAsH-EDT2đý�(�TAF-Iα NŸǤʃĀ)

CŸǤʃĀ�B B.XZdJ�xH�ɎŜ�'
!Ąìʎ6-8	
 ʏ�FlAsH-EDT2��B?X

ZdJ�xHɯ,ƀƊEĹō�'Ƞ¿Eǌ�A!;��.Ƞ¿ķıEƮĖ�A�)(�ʃĀ

�ɎŜ�A�Eƅȴ�A�)�(�AʎHisaoka et al., 2014ʏ	TAF-Iα NŸǤʃĀƵĉǈ¬

.pZf� H1ȱɺHb[J.ǴſʎFigs 8�>2 9ʏE<),�NŸǤʃĀ,/ Lys13�

? Arg17.ąĂņH}lɥS�Z_�. NŸǤ¸, 1PŎġÀ�!ʎFig 17Cʏ	�ũ(�

TAF-Iα. CŸǤʃĀ,%
'/�CŸǤʃĀ�(ɗǶ�'ɥņH}lɥ��3ʃĀEŘƉ

, 4�Ŏɠ2�XZdJ�xHEġÀ�!ʎFig 17Cʏ	 

  ŹėʊEĎ;AÒ,�ë Cys_Tĉǈ¬�ɨǁÿ TAF-Iα)íƈ,�ʑɩ¬ĹōƠņ)p

Zf� H1X�x��ƠņEǷŗ�'
A�)EǛȻ�!	2ɩ¬Ĺō/ TAF-I.pZf�

X�x��Ơņ,ńʂ(�A	TAF-Iα WT�ë Cys_Tĉǈ¬�ã2 2 ɩ¬EĹō(�+


 TAF-I.Ƶĉǈ¬ TAF-IβPMEʎFig 18AʏETÅ_ÅHÅepgđý�(S�Z��S

Ľ�10% SDS-PAGE,ĥɮ��ɪƁș(_�oSɃEƅÈ�'�.ÉĐɩEƖɉ�!ʎFig 

18BʏʎMiyaji-Yamaguchi et al., 1999ʏ	TAF-I/ SDS-PAGE�(/Ǯ 45 kDa.ÉĐɩE

ǜ�	TÅ_ÅHÅepgđý�( 2 ɩ¬EĹō�!Ąì�90 kDa ¡Ɏ,n�g�Ȱğ�

BA	Źėʊ.Ǵſ��5'. Cys_Tĉǈ¬/�S�Z��S,>$' TAF-Iα WT)í

ƈ.ÉĐɩEǜ�!�)�?��5'. Cys_Tĉǈ¬�WT)íƈ, 2ɩ¬EĹō(�A

�)�ǛȻ�B!ʎFig 18B���� 2) 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18.Ɩɉʏ	�ũ�TAF-IβPME

/TÅ_ÅHÅepg,>AÉĐÃƀƊ,>$'Ģ��œ@!!8BA)�ň�B'�@�

ėɵ,S�Z��SĽ,ŹŽ.ÉĐɩ>@<Ģ�
ªȁ,Ȱğ�B!ʎFig 18B ��� 19

) 20.Ɩɉʏ	�.Ǵſ>@�Źėʊ(Ȱğ�B! Cys_T TAF-Iαĉǈ¬.n�go_�
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�.ĉÙ/�Ǜ�, 2 ɩ¬Ĺō,>A<.(�A�)�ǛȻ�B!	£�.Ǵſ>@�Cys

_T TAF-Iαĉǈ¬/ TAF-IαWT)íƈ, 2ɩ¬EĹō(�A�)�ŭ?�,+$!	ƍ,�

ë Cys_T TAF-Iαĉǈ¬.pZf� H1X�x��ƠņEpZf� H1ȱɺƠņ(ƅȴ�

!ʎFig 19ʏ	�.Ǵſ�Cys_T TAF-Iαĉǈ¬.
�%�/�TAF-IαWT)Ɩɉ�Ơņ.

�ŬʎFig 19���� 4) 9�12.Ɩɉʏ��A
/ƫģʎFig 19���� 4) 13.Ɩɉʏ

�Ȭ?B!<..�Á¬ǎ,/ɨǁÿ TAF-Iα).ɯ,ʆȝ+ƠņĨ/Ȭ?B+
)Íŧ�

!	£�.Ǵſ>@�Cys _T TAF-Iα ĉǈ¬Eǃ
'ÉĐÃǓ�­ǃEƅȸ�A./čĸ

(�A)Ǵȿ¡�!	 

  ��(��B B. Cys_T TAF-Iαĉǈ¬) FlAsH-EDT2EƧì��J�R�w�X�

�Ľ�Ƞ¿ķıEƮĖ�!	TAF-Iα. C ŸǤʃĀ��Ŏ.9,XZdJ�xHEġÀ�!

ĉǈ¬ Ccc1�Ccc2�Ccc3 ã2 Ccc4 (/�_�oSɃƴı,±đ�!Ƞ¿ķı.ćÖ/Ȭ

?B+�$!ʎFig 20Bʏ	�ň,ä��TAF-Iα. NŸǤʃĀ��Ŏ.9,XZdJ�xH

EġÀ�! Ncc(/�CŸǤʃĀ.9,XZdJ�xHEġÀ�!ĉǈ¬)Ɩɉ��D��

,_�oSɃƴı±đǎ+Ƞ¿ķı.ćÖ�Ȭ?B!	�?,�TAF-Iα. C ŸǤʃĀ.9

XZdJ�xHEġÀ�!ĉǈ¬)Ɩɉ��Ncc/Ccc2�Ncc/Ccc3ã2 Ncc/Ccc4<_�oS

Ƀƴı±đǎ+Ƞ¿ķı.ćÖ�Ȭ?B�Ncc )67íǥ.Ƞ¿ķıEǜ�!	Ncc (_�

oSɃƴı±đǎ+Ƞ¿ķı.ćÖ�Ȱğ�B!˚Ǆ)�'�ɔī�ąĂņ,ĞF" TAF-Iα

. N ŸǤʃĀíĈ�ɎŜ�Aéȍņ/Ȇ�,�
	TAF-I . N ŸǤʃĀ�ɷŜ�A 2 ɩ¬

ĹōʃĀ/�α-v�bSZíĈ�ɒĮȣ,ǉƘņǓ�­ǃE�!Ǵſ�2 ɩ¬ĹōʃĀ.ȯ

Ƙɾ�,ɥņH}lɥ��3�)�ǜö�B'
AʎMuto et al., 2007ʏ	�.!;�TAF-Iα

. 2ɩ¬ɯ.NŸǤʃĀíĈ���ũ)< 2ɩ¬ĹōʃĀ�,�Ŷ��Ĵ�Ĝ�?B!Ǵſ�

ɎŜ�!ɣȁE)$!.�<�B+
	�ũ(�Ncc/Ccc1/ Nccã2 Ccc1)Ɩɉ��_�

oSƴı±đǎ,� .ĉǈ¬>@<ǓĠǎ,ʍ
Ƞ¿ķı.ćÖ�9?B!	£�.Ǵſ

>@�TAF-Iα NŸǤʃĀ/ 2ɩ¬ƇɖE)$!Ąì,<�CŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�Aéȍ

ņ�ǜö�B!	8!�TAF-Iα NŸǤʃĀ�. Lys13/��, CŸǤʃĀ�. Glu246)

ɎŜ�A�)�?��B B.ƚ8$!ʃĀɯ(Ǔ�­ǃ�Aéȍņ�ǜö�B!	 

 

4-3-6  TAF-IΔC3 Eǃ
! TAF-I N ŸǤʃĀ,>AɱĚƋƇ.ȱž�

 
� ėʊ 4-3-5 8(.Ǵſ�?�TAF-Iα. N ŸǤʃĀ/�C ŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�A�)(

�.ƠņEőÏ�AéȍņEŭ?�,�'�!	8!�XǻǴűƇɖȱž.Ǵſ�?�TAF-I 

2ɩ¬�(��ũ. TAF-I. NŸǤʃĀ��<��ũ. TAF-I. CŸǤʃĀ)ɎŜ�Aé

ȍņ�ǜö�B'
AʎMuto et al., 2007ʏ	��(�TAF-I NŸǤʃĀ��ėɵ, TAF-I 2

ɩ¬�( TAF-I.pZf� H1X�x��ƠņEÏŀ�A�Eƅȴ�A!;�CŸǤʃĀ.

ƌŠ�! TAF-IΔC3 ĉǈ¬) TAF-Iβ).vd�ʑɩ¬E­ȩ���.pZf� H1 X�x
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��ƠņEƅȴ�!	TAF-I. CŸǤʃĀ/pZf�H1X�x��Ơņ,ńʂ(�A!;�

TAF-IΔC3/pZf� H1X�x��ƠņEŗ!+
ʎKato et al., 2011ʏ	TAF-Iβ WT�

TAF-IΔC3)vd� 2ɩ¬EĹō�!Ąì�vd� 2ɩ¬.Ơņ/ TAF-Iβ WTy� 2ɩ¬

>@<«�+A	�B8(.Ǵſ�?�TAF-Iβ WT� TAF-IαΔC3)vd� 2ɩ¬EĹō�

!Ąì�TAF-IαΔC3. NŸǤʃĀ� TAF-Iβ WT . CŸǤʃĀ,Ǵì�'��.pZf�

H1X�x��ƠņEőÏ�A)Ȇ�?BA	ľ$'�TAF-Iβ WT) TAF-IαΔC3.vd�

2ɩ¬.pZf� H1X�x��Ơņ/�TAF-IβΔC3) TAF-IβWT .vd� 2ɩ¬>@<

Ķ�+A)�ň�BAʎFig 21ʏ	 

  Źėʊ(/�TAF-I.vd� 2ɩ¬E­ȩ�A!;�_�oSɃ.ĉņ�ÄǁƜEǃ
!	

Ǭȩ�!�Ėɩ. TAF-Iβy� 2ɩ¬,Ġ��TAF-IαΔC3�A
/ TAF-IβΔC3y� 2ɩ¬

E¦ŉ.Ôì(Ƨì��y� 2ɩ¬Eĉņ�!Ľ�ÄǁŢ­,>@ TAF-I 2ɩ¬EÄƇō�

�!	�.ũƜ,>@�TAF-I.y� 2ɩ¬)vd� 2ɩ¬�Ƨì�!W�uÅEĿA�)

�(�A	ëW�uÅ,ï8BA TAF-Iβ WT ) TAF-IαΔC38!/ TAF-IβΔC3.ɩƖ/�

SDS-PAGE(ĥɮ�' CBBƁș,>@ǛȻ�!ʎFig 22Aʏ	Ⱦȩ�!W�uÅE�ɽĉņ

{�HS�ÅH}gUÅ,ĥɮ�' CBB ƁșEȣ
�y� 2 ɩ¬ã2vd� 2 ɩ¬.Ôì

EĖɩ�!ʎFig 22Bã2 22Cʏ	�B,>@�ÄƇō�! TAF-I.W�uÅ/��B B

.y�ã2vd� 2 ɩ¬�67íǟı.Ôì(ï8BA�)EǛȻ�!	Źėʊ(/�

TAF-IαΔC3ã2βΔC3.�B B. NŸǤʃĀ��TAF-Iβ WT CŸǤʃĀ4�>7�ĺʀ

Eƅȴ�A!;�TAF-Iβ WT ��Ėɩï8BAż¥(pZf� H1 ȱɺHb[JEȣ$!	

�.Ǵſ�TAF-Iβ WT.Ơņ/��B B TAF-IαΔC3ã2 TAF-IβΔC3.ɩ±đǎ,«�

�!ʎFig 23���� 4) 5-8ã2��� 10) 11-14ʏ	���+�?�TAF-IβWT,Ġ�

AƠņőÏ×ſ/�TAF-IβΔC3)Ɩɉ� TAF-IαΔCʒ.ũ�ʍ
ƈĐ�Ȱğ�B!ʎFig 23�

��� 4-7)��� 9-12ʏ	TAF-IαΔC3y� 2ɩ¬ÝƽʎFig 23���� 3ʏ�ã2 TAF-IβΔC3

y� 2ɩ¬ÝƽʎFig 23���� 9ʏ.Ąì(/*#?<pZf� H1.ȱɺƠņEǜ�+

�$!�)�?��B?.Ǵſ/ TAF-Iβ WT) TAF-IΔC3�vd� 2ɩ¬EĹō�!!;

(�A)ŝƮ�B!	£�.Ǵſ>@�Fig 21 ,ǜ�)�@�TAF-I vd� 2 ɩ¬�.

TAF-IαΔC3. NŸǤʃĀ��TAF-Iβ WT.pZf� H1X�x��ƠņEőÏ�A�)�

ǜö�B!	íů,��.Ǵſ,>@�Wt_Juƻǈǎ+ÉĐÃǓ�­ǃ,>@�TAF-I

.pZf� H1X�x��Ơņ� 2ɩ¬ƇōƖ,±đ�'Ïŀ�BAéȍņ�ķ�ǜö�B

!	 

 

4-3-7 �TAF-Iα.ąƴı±đǎ+pZf� H1 X�x��Ơņ.ĉÙ�

�  

� �B8(�TAF-I.ĉǈ¬Eǃ
!ȱž�?�TAF-Iα. NŸǤʃĀ/ CŸǤʃĀ,Ǔ�

­ǃ�A�)(�Ȕɇ.pZf� H1X�x��ƠņEőÏ�A�)Eǜ�'�!	����
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�B?.Ǵſ/�5' TAF-Iαĉǈ¬Eǃ
!ȱž�?ɯŜǎ,ėȸ�!"�(�@�ɨǁ

ÿ TAF-IαEǃ
'.ėȸ/ÈŽ'
+
	�.!;�ɨǁÿ TAF-Iα. NŸǤʃĀ) CŸ

ǤʃĀ.Ǔ�­ǃE¦ŉ,ȾǪ�'pZf� H1 X�x��Ơņ4.ĺʀEƅȸ�Aėʊǭ

.Ƈǫ�ńȫ(�A	��(�TAF-Iα WT. NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ�ɼɻǎǓ�­ǃ,

>@Ǵì�Aéȍņ�ʍ
�),ǖǑ�!	ɼɻǎǓ�­ǃ.�#�JO�ɯǓ�­ǃ/�

ȗǎ,ąƴıE��A�)(Ķ;A�)�(�A	��(�8�Ì;,�ąƴı� TAF-Iα N

ŸǤʃĀ) C ŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ,��AĺʀEƅȴ�A!;�Fig14 )íƈ,

GST-TAF-Iα-N-ter ) His-TAF-IΔN1 Eǃ
!UÅX±fHb[JEȣ$!ʎFig 24ʏ	ą

ƴı/�B B�100 mM�? 500 mM8( 100 mMÝª(ĉÙ��'ƅȴ�!	�.Ǵ

ſ�TAF-Iα NŸǤʃĀ) TAF-IÂɔʃĀ).Ǔ�­ǃ/�300 mM£�. NaClđý�(

Ķ�+A�)�Ȱğ�B!ʎFig 24���� 11-15ʏ	ƍ, TAF-Iα.ąƴı±đǎ+pZf

� H1 X�x��Ơņ.ĉÙEƅȴ�!	UÅX±fHb[J.ǴſE<),�100 mM�

250 mM�400 mM NaCl.ż¥�(pZf� H1ȱɺHb[JEȣ$!	�.Ǵſ�100 mM 

NaClż¥�)Ɩɉ��250 mM�400 mM)ąƴıE��A.,¨$'�TAF-Iα.pZf

� H1X�x��Ơņ��Ŭ�AƈĐ�Ȱğ�B!ʎFig 25���� 7-9ʏ	£�.Ǵſ>@�

TAF-Iα. N ŸǤʃĀ) C ŸǤʃĀ�ȱɺ�!�)( TAF-Iα.pZf� H1 X�x��Ơ

ņ��Ŭ�!)Ȇ�?BA	ųĽ,�GST_TEȡì�!pZf�H1ʎGST-H1.1, Fig 26Aʏ

) TAF-I.Ǔ�­ǃ,��Aąƴı±đņE�UÅX±fHb[J,>@ƅȴ�!	pZf

� H1ȱɺHb[J)í���100 mM�250 mM ã2 400 mM. NaClƴı(ƅȴ�!)

�C�
�B.ąƴı.ż¥�,�
'<�TAF-Iαã2 TAF-Iβ)pZf� H1).ǴìƠ

ņ/6)F*ĉD?�³ŗ�B'
!(Fig 26B� ��� 11-13 ã2 14-16)	�B>@�p

Zf� H1ȱɺHb[J.Ǵſ/�pZf� H1) TAF-I.ǴìƠņ�ąƴı,>$'ĉÙ

�!�),>A<.(/+
�)�ǜö�B!	£�.Ǵſ>@�TAF-Iα. N ŸǤʃĀ)

CŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ�ʍąƴıż¥�,>@ȱɺ�!�)(�TAF-Iα.pZf� H1X�

x��Ơņ��Ŭ�!)Ȇ�?BA	�B,>@�TAF-Iα. NŸǤʃĀ� CŸǤʃĀ,Ǔ

�­ǃ�A�),>@��.ƠņEőÏ�A)
�¤Ƚ�ķ�ţŗ�B!)Ȇ�AʎFig 27ʏ	 
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5. /��
 

5-1� TAF-Iα  N ŸǤʃĀƻǈǎ+pZf� H1 X�x��Ơņ.őÏƋƇ�

 

�B8(�TAF-I. NŸǤʃĀ.Ƈɖ/ăð�B'
A���.Ƌȍ/ŭ?�,�B'


+
	TAF-Iβ,%
'/�TAF-Iβ.ɥņʃĀƌŠ¬. X ǻǴűƇɖȱž�ăð�B'�@

ʎMuto et al., 2007ʏ��. NŸǤʃĀ/α-v�bSZƇɖEĹō�'
A	Ġ�'�TAF-Iα

.Ƈɖ/ƚĖ�B'/
+
��NŸǤʃĀ,đý�A 37H}lɥ.�# 10H}lɥ�u

���(�A�)�?�TAF-Iβ.>�,α-v�bSZ/æ?+
�)��ň�BAʎPark 

and Luger, 2006aʏ	8!�TAF-Iβ,%
'/�NŸǤʃĀ� Nuclear export signalʎNLSʏ

)�'Ƌȍ���.Ïŀ/��ɥÙ,>$'ȣDB'
A).ăð��AʎYu et al., 2013ʏ	

TAF-Iα<8! TAF-Iβ)íƈ,�,ƃ,Ĥý�A��TAF-Iα. NŸǤ� NLS)�'Ƌȍ�

A�/�ŭ(�A	TAF-I .ÂɔʃĀ,< NLS )�'Ƌȍ�AH}lɥɣË�ăð�B'

�@�TAF-Iα/ÂɔʃĀ. NLS,>$'ƃĤý�Aéȍņ�ʍ
ʎQu et al., 2007ʏ	Źǘ

Ǣ/�ǁÙĒǎ+ȱžEɔ�'�TAF-Iα. N ŸǤʃĀ.ÉĐƋȍEŭ?�,�!Ì;'.

ăð(�A	 

ŹǘǢ.ȱžǴſ>@�TAF-Iα. N ŸǤʃĀ/Ȕɇ.pZf� H1 X�x��Ơņ,Ġ

��őÏǎ,º��)�ŭ?�)+$!ʎFig 9ʏ	8!�.őÏƠņ/�TAF-Iα NŸǤʃ

Ā,đý�AąĂņH}lɥ,±đ�A�)�ŭ?�)+$!ʎFig 12ʏ	TAF-Iα NŸǤʃ

Ā�. Lys4�Arg5�Lys13-15�Arg17/�pZf� H1X�x��Ơņ.őÏ,ɰDAʎFig 

11ʏ	�ũ�TAF-Iα. NŸǤʃĀ�. Lys35�Lys36/pZf� H1X�x��Ơņ.őÏ

,/ɰ��+
	 

 

5-2� TAF-Iα  N ŸǤʃĀ�Ǔ�­ǃ�A C ŸǤʃĀ�

 

� TAF-Iα NŸǤʃĀ/ TAF-Iβ)Ɩɉ�'ąĂņH}lɥ,Ğ:ʎFig 11ʏ	�.�)�?�

TAF-Iα NŸǤʃĀ�ɥņH}lɥ,Ğ: CŸǤʃĀ4ǒŜǓ�­ǃ��pZf� H1X�

x��ƠņEőÏ�A.(/+
�)�ň�ėʊEȣ$!	UÅX±fHb[J.Ǵſ>@�

TAF-Iα.NŸǤʃĀ/ TAF-I.ÂɔʃĀ,Ǔ�­ǃ�A�)�ŭ?�,+$!ʎFig 14B�

��� 5) 9-11.Ɩɉʏ	�.Ǔ�­ǃ/ TAF-Iβ . NŸǤʃĀ(/Ȱğ�B+
�TAF-Iα 

ƻǈǎ+Ơņ(�A	8!�TAF-Iα NŸǤʃĀ) TAF-I.ÂɔʃĀ.Ǔ�­ǃ/ TAF-Iα

. NŸǤʃĀƵĉǈ¬ TAF-IαKR6sA-N-ter(/Ȱğ�B+�$!ʎFig 14B���� 5)

12-14).Ɩɉʏ	�.�)�?�TAF-Iα NŸǤʃĀ,đý�AąĂņH}lɥ±đǎ+Ǔ

�­ǃ(�A�)�ǜö�B!	�B?.Ǵſ/�TAF-IαKR6sA .pZf� H1 X�x�

�Ơņ��TAF-Iβ)67íǥ(�AǴſ)>�ìȕ�A	8!�TAF-I. NŸǤã2 CŸ
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ǤʃĀƌŠĉǈ¬ TAF-IΔN1ΔC3(/�TAF-Iα NŸǤʃĀĉǈ¬).Ǔ�­ǃ�Ȭ?B+

�+A�)�?�TAF-Iα N ŸǤʃĀ._�UbfʃĀ/ C ŸǤʃĀ(�A)Ȇ�?B!

ʎFig 15B���� 2) 3-5.Ɩɉʏ	�?,�TAF-IαNŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ.ǒŜ.Ǔ

�­ǃEƅȴ�A!;�TAF-I NŸǤʃĀ) TAF-I CŸǤʃĀ.�ɢ(�Aα237-257CŸ

ǤʃĀ.ƀƊėʊEȣ$!	�.Ǵſ�TAF-Iα NŸǤʃĀ�ƻǈǎ, CŸǤʃĀ)ǒŜǓ

�­ǃ�A�)�ŭ?�)+$!ʎFig 16B���� 10-12) 18-20.Ɩɉʏ	�?,�2ɩ

¬ƇɖE)$! TAF-Iα(<íƈ,NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ�Ǔ�­ǃ�A�Eƅȴ�A!

;�TAF-Iα,XZdJ�xHEġÀ�!ĉǈ¬E­ȩ��FlAsH �w��THb[JEȣ

$!	�.Ǵſ>@�2ɩ¬ƇɖE)$!Ąì,�TAF-Iα . NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ�Ɏ

Ŝ�A�)�ŭ?�)+$!ʎFig 20Bʏ	ȖòƦ
�),�TAF-Iα. NŸǤʃĀ) CŸǤ

ʃĀ/�,/ƚ8$!ʃĀ.ɯ(Ǔ�­ǃ�Aéȍņ�ǜö�B!	TAF-Iα NŸǤʃĀ, 1

�Ŏ�ã2CŸǤʃĀ 4�Ŏ,XZdJ�xHEġÀ��ëƒĂ�ɎŜ�A�Eƅȴ�A)�

TAF-Iα . NŸǤʃĀ�. Lys13/�, CŸǤʃĀ�. Glu246,ɎŜ�AʎFig 20ʏ	�

.ʃĀ,/�TAF-Iα N ŸǤʃĀ) C ŸǤʃĀ.ǒŜ.Ǔ�­ǃEƅȸ�!ɵ,ǃ
!

α237-257CŸǤʃĀ.ɣË<ï8B'
AʎFig 16ʏ	 

� TAF-Iβ.VHpZf�X�x��Ơņ/ɥņH}lɥƒĂ.Ť,±đ�A.(/+��

226-248 H}lɥʃĀʎTAF-Iα. 239-261ʏ�ńʂ(�A�)�ŭ?�)+$'
A

ʎKawase et al., 1996ʏ	�ù TAF-Iα NŸǤʃĀ�. Lys13�ɎŜ�A CŸǤʃĀ.�ɢ

/��.VHpZf�X�x��Ơņ,ńʂ.ʃĀ)ɧȪ�A	8!�TAF-I/ȹʊǩÃ,

�
'HelKJÅZVH_�oSɃȪì¬�?.ɈÅ�>2ȪȩE�KJÅZVH_�o

SɃ VII)Ǵì��.ƇɖEĉş�A�)(²ɘ�A���. TAF-I¸.ǴìʃĀ<��ù

ŭ?�)+$! NŸǤʃĀ�¼¾ǎ,Ǵì�AʃĀ)ɧȪ�AʎGyurcsik et al., 2006ʏ	2

ƍƇɖ�Ʈ(/�TAF-I. CŸǤʃĀ/ƻĖ.ƇɖEæ?+
)�ň�BA	�.ʃĀ�*

.>�+ƋȍEŗ%�/ƿý.)�C�ŭ"��CŸǤʃĀ.ɥņH}lɥɣË.�(<�

�B BƋȍǎ,ǈ+AWtg�J��đý�Aéȍņ�Ȇ�?BA	�ù TAF-Iα NŸǤ

ʃĀ��,Ǔ�­ǃ�A)ǜö�B! C ŸǤ.ʃĀ/�ɥņH}lɥS�Z_�.�(<

TAF-I�pZf�X�x��)�'Ƌȍ�AĄì,ų<ɧȫ+Wtg�J�)�'Ƌȍ�'


A.�<�B+
	 

 

5-3� TAF-IΔC3Eǃ
! TAF-I NŸǤʃĀ,>ApZf� H1X�x��ƠņÏŀ�

 

� TAF-Iα NŸǤʃĀ� CŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ��Ȕɇ.pZf� H1X�x��ƠņEő

Ï�Aéȍņ�ǜö�B!	TAF-I/y��A
/vd� 2ɩ¬EĹō�A��XǻǴűƇ

ɖȱž.Ǵſ�?�TAF-I. NŸǤʃĀ/ 2ɩ¬�.<��ũ. TAF-I. CŸǤʃĀ,Ɏ

Ŝ�A�)�ǜö�B'
AʎMuto et al., 2007ʏ	�.�)�?�TAF-I 2ɩ¬�. TAF-Iα
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. NŸǤʃĀ��<��ũ. TAF-I. CŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�'�.ƠņEőÏ�Aéȍ

ņ�Ȇ�?BA	ŹǘǢ(/�.¤Ƚ,%
'�TAF-IΔC3 ) TAF-IβEǃ
!vd� 2 ɩ

¬E­ȩ���.pZf� H1X�x��ƠņEƖɉ�A�)(ƅȴ�!ʎFig 21ʏ	_�o

SɃ.ĉņ�ÄǁŢ­Eȣ$'�TAF-I.�B B.vd� 2ɩ¬)y� 2ɩ¬EƧì�!

W�uÅE­ȩ��pZf� H1 X�x��ƠņEƅȴ�!)�C�Ǵſ/�ň�!ɔ@�

TAF-IαΔC3 )vd� 2ɩ¬EĹō�! TAF-Iβ.Ơņ/�TAF-IβΔC3)vd� 2ɩ¬EĹ

ō�! TAF-Iβ>@őÏ×ſ�ķ
)
�ǴſEĿ!ʎFig 23ʏ	�.Ǵſ>@�TAF-Iα. N

ŸǤʃĀ/�2ɩ¬�(�<��ũ. TAF-I,Ġ��pZf� H1X�x��Ơņ.őÏ×

ſEǜ��)�ŭ?�)+$!	 

 

5-4� ąƴı±đǎ+ TAF-Iα.pZf� H1 X�x��Ơņ.ĉÙ�

 

TAF-Iα. NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ.Ǵìƈĳ/�ąĂņH}lɥ)ɥņH}lɥʃĀ.

Ǔ�­ǃ(�A�)�?�JO�ɯǓ�­ǃ(�A)ŝƮ�B!	��(�ąƴı±đǎ+

TAF-Iα. NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ.ĉÙEƅȴ�!)�C�ʍąƴı.ż¥�

,�
' TAF-Iα NŸǤʃĀ) CŸǤʃĀ.Ǔ�­ǃ�Ķ8A�)EǛȻ�!ʎFig 24ʏ	

�.ąƴıż¥�(�TAF-Iα.pZf� H1X�x��ƠņEƅȴ�!)�C�ąƴı.�

Ŭ,¨
�TAF-Iα WT.pZf�X�x��Ơņ.�Ŭ�Ȱğ�B!ʎFig 25ʏ	�B?.

Ǵſ/�ąƴı.ćÖ,¨� TAF-Iα. N ŸǤʃĀ) C ŸǤʃĀ.ȱɺ)�TAF-Iα.pZ

f� H1 X�x��Ơņ.�Ŭ,Ǔɰņ�Ȭ?BA�)Eǜ�'
A	8!��.ąƴıż

¥�(/ TAF-I )pZf� H1 .Ǔ�­ǃ,/6)F*ĺʀ/Ȭ?B+�$!ʎFig 26ʏ	

£�.Ǵſ/�TAF-Iα N ŸǤʃĀ� C ŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�A�)(��.pZf� H1

X�x��Ơņ�őÏ�BA)
�ǴſEķ�ţŗ�A	�?,�TAF-Iα. N ŸǤʃĀ)

CŸǤʃĀ.Ǵìã2ȱɺEÏŀ�AƋƇ,>$'�TAF-Iα.pZf� H1X�x��Ơņ

EȾǪ�A�)�ÈŽAéȍņEǜö�'
A	�.>�+ƋƇ)�'/�TAF-Iα NŸǤ

ʃĀƻǈǎ+Ǔ�­ǃÉĐ.đý=���ɥÙ+*.ȅȷĽ´ʈ�ňĖ�B��ĽǱȋÃ(

. TAF-Iα ã2β.ȱžEȣ$'
��(��.Ƶ,%
'<ŭ?�,�Ańȫ��A	 
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6��. ��#�
 

6-1�ǹŖ�

�  

� ŹǘǢ(/ TAF-I.Wt_Juɯ,��ApZf� H1X�x��Ơņ.Ĩ�?��.Ï

ŀƋƇ,ƷƵEĸ'ȱžEȣ$!	�.Ǵſ�TAF-Iα NŸǤʃĀ�Ȕɇ. CŸǤʃĀ,Ǔ

�­ǃ�A�)��.Ǔ�­ǃ/�TAF-Iα N ŸǤʃĀ.ąĂņH}lɥ±đǎ(�@�

TAF-Iβ(/Ȱğ�B+
�)Eŭ?�,�!	8!�TAF-Iα N ŸǤʃĀ,ĉǈEġÀ��

CŸǤʃĀ).Ǔ�­ǃEĶ;A)�TAF-Iβ)67íǥ.pZf� H1X�x��ƠņEǜ

�	�.�)�?�TAF-Iα . NŸǤʃĀ/ CŸǤʃĀ,Ǔ�­ǃ�A�)(�Ȕɇ.pZ

f� H1X�x��ƠņEőÏ�A�)Eŭ?�,�!	 

 

6-2��Ľ.ĥŵ�

 

� ŹǘǢ(/�TAF-I.Wt_Juɯ,��ApZf� H1X�x��Ơņ.ɝ
,ƷƵE

ĸ'�Ũȭ.ƠņÏŀƋƇEŭ?�,�!	TAF-I.Wt_Juɯ.ǌƿo_���Ǳȋƻ

ǈǎ,ǈ+A�)�?�Wt_Ju. 2ɩ¬ƇōƖ,>$' TAF-I.Ơņ�ȾǪ�B��B

,>@pZf� H1 E��!ɈÅÏŀ�ȣDB'
Aéȍņ�Ȇ�?BA	�Ľ/�TAF-I

.Wt_Ju.ǌƿo_��.ĉÙ,¨�ɡ§Đǌƿ.ĉÙE�pZf� H1 ._�Ubf
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Fig.1 ��クロマチン構造の生物学的意義 
�
  クロマチン構造には大きく分けて2つの生物学的意義があり、一つは遺伝子発現制御、もう一
つは染色体の安定性の保持である。受精卵から細胞は増殖、分化し、器官形成を経て個体を
形成する。そして老化し、時にがんなどを患うが、再生することもある。そして個体は次世代に
遺伝情報を伝える。これらの過程には、厳密な遺伝子発現制御、安定な染色体の維持が必須
であり、クロマチン構造制御はそれらの制御に重要である。�
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Histone H1 

Fig.2  クロマチン構造 
 
(A) コアヒストンに染色体DNAが巻きついたものをヌクレオソームと呼び、クロマチン構造の最
小単位となる。ヌクレオソーム間をつなぐリンカーDNA領域にリンカーヒストンH1が結合してク
ロマトゾームを形成する。(B) 一般的に、転写制御因子等の転写活性化因子は凝縮したクロマ
チン構造へは立体障害で近づくことができず、一方で�緩やかな領域には比較的アクセスしや
すい。クロマチン構造は動的に変動することで、遺伝子発現をコントロールする。 
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Fig.3  リンカーヒストンH1構造概要�
 
(A) ヒストンH1の模式図を示す。ヒストンH1は大きく3つの機能ドメインに分かれており、
winged helix構造をとるGlobular domain (GD)と、N末端とC末端側に構造を取らないN-
terminal domain(NTD)とC-terminal domain(CTD)が存在する。(B) ヌクレオソームとチキ
ン由来ヒストンH5(ヒトヒストンH1.0ホモログ)のGDとヌクレオソームの結晶構造解析の結果か
らのモデル図。2つのヌクレオソームの間のリンカー領域に、GD中の2カ所で結合する on-
dyad binding(left)では、2つのヌクレオソームが近接し、より密なクロマチン構造をとると想
定される。一方、GD中の1カ所で結合するoff-dyad binding(right)では、GDと結合していな
い側のヌクレオーソームが距離を保つことで、少し緩いクロマチン構造をとると予想される。�
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Fig.4   Template activating factor (TAF)-Iの同定 
�
� アデノウイルスゲノムは二本鎖DNAに塩基性のウイルスコアタンパク質が結合したアデノウ
イルスコアタンパク質複合体(Adコア)と呼ばれる真核細胞クロマチン様の構造をとる。裸のゲ
ノムを鋳型とした複製反応を促進する因子では、Adコアからの複製は促進されない。Adコア、
複製促進活性を指標に非感染HeLa細胞抽出液よりTAF-Iが同定された。TAF-Iは、塩基性コ
アタンパク質VIIに結合し、DNAとコアタンパク質VIIの結合モードを変化させることでAdコアの
構造変換を行い、複製及び転写を促進する。�
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Fig.5   Template activating factor (TAF)-I 
�
(A) TAF-IはN末端のみ異なるα及びβの2つのサブタイプが存在する。TAF-Iは2量体形成領
域を介して、ホモあるいはヘテロ2量体を形成する。C末端領域には、酸性アミノ酸領域が存在
する。2量体形成能と、酸性領域はTAF-Iの構造変換活性及びヒストンシャペロン活性に必須
である。(B) TAF-Iα及びβは同一遺伝子座から転写されるが、そのプロモーターは各々異なっ
ており、サブタイプの発現パターンは細胞株によって異なることが報告されている。図は、分化
ステージの異なる各種血球細胞株におけるTAF-Iαとβの発現を示す。しかしながら、TAF-Iが2
つのサブタイプをもつ生物学的意義は明らかではない。�
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Fig.6   ヒストンH1シャペロンTAF-IはヒストンH1のDNAからの脱着を制御する因子である�
�
�  TAF-IはヒストンH1シャペロンとして、①クロマトゾームの形成、②クロマトゾームの解体およ
び③ヒストンH1とDNA(クロマチン)との非特異的相互作用の抑制に関わる。�
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Fig.7   ヒストンH1解離アッセイ�
�
(A) ヒストンH1解離アッセイの概要を示した。DNAとヒストンH1のみを混合すると、両者は非
特異的凝集体を形成する。そこへ、TAF-Iを添加すると、TAF-IのヒストンH1シャペロン活性依
存的に、非特異的凝集体からヒストンH1が解離することで非特異的凝集体が解消する。(B) 
サンプルを5% 非変性ポリアクリルアミドゲルに展開すると、フリーのDNAはゲルに侵入し、移
動する(レーン1)。一方で、非特異的凝集体はゲルに侵入することができず、wellの位置から
移動することができない(レーン2)。本実験では、非特異的凝集体の解消によって現れるフリー
のDNAを検出することで、TAF-IのヒストンH1シャペロン活性を評価した(レーン3,4)。 �
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Fig.8   TAF-I N末端領域欠損変異体�
 
(A)�今回作製したTAF-Iα N末端領域欠損変異体の模式図を示した。TAF-Iα N末端側から、
それぞれ5、17、23、31アミノ酸ずつ削った4種類の変異体を作成した。 (B) 精製したHis-
TAF-Iβ、ΔN1、α及びN末端領域欠損変異体を10% SDS-PAGEに、His-Histone H1.1を
12.5% SDS-PAGEにそれぞれ展開し、CBB染色にて検出した。�
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Fig.9   TAF-I N末端領域のヒストンH1シャペロン活性への影響 
�
  TAF-Iα、β及びTAF-I N末端領域の欠損変異体(ΔN1,α6,α18,α24,α32)を用いて、ヒストン
H1解離アッセイを行いH1シャペロン活性を検討した。DNA (0.52pmol)とhisotne H1(3.85 
pmol)を混合し、室温でインキュベーションして非特異的凝集体を形成させた。異なる量の
TAF-I (0.87 pmol, 3.48 pmol)の存在下でさらにインキュベーション後、5%�非変性ポリアクリ
ルアミドゲルに展開し、GelRedでDNAを染色した。�
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Fig.10   TAF-IのDNA結合活性の検討 
 
  TAF-Iα及びTAF-Iβ (0.87, 3.48 pmol)とDNA (0.52 pmol)を混合し、5% 非変性ポリアクリ
ルアミドゲルに展開後、GelRedにてDNAを染色した。�
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Fig.11  TAF-IのN末端領域のアミノ酸配列�
�
 模式図の下にTAF-IのN末端領域のみのアミノ酸配列及びその等電点(pI)を示した。TAF-Iα
のN末端領域はTAF-Iβと比較して塩基性アミノ酸に富む。�
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Fig.12   TAF-Iα N末端領域中の塩基性アミノ酸のヒストンH1シャペロン活性への影響�
�
(A) TAF-Iα N末端領域のアミノ酸配列を示した。今回解析した塩基性アミノ酸を青色で示し
た。各TAF-Iα N末端領域変異体のアラニンに置換した箇所を赤色で示した。 (B)�精製した
TAF-Iαのアラニン置換点変異体を 10% SDS-PAGEに展開し、CBB染色にてタンパク質を検
出した。(C) TAF-Iα 点変異体を0.9、3.5 pmol用いて、Fig10と同様の方法にて、H1解離アッ
セイを行った。�
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Fig.13   TAF-I N末端領域とC末端領域は構造上近接している
�
(A) hTAF-Iβ C末端領域欠損変異体の結晶構造を示す(参照論文は下に示した）。2分子の
TAF-Iが�2番目のα-ヘリックスでお互いに逆平行に疎水性相互作用したbackbone�helix�
domain（2量体形成領域）により2量体を形成する。TAF-IのN末端領域とC末端領域を赤丸で
示した。TAF-IのN末端領域は、もう一方のTAF-IのC末端領域と構造上近くに位置することが
推測される。(B)�予想したTAF-IαのヒストンH1シャペロン活性の抑制機構をイラストで示した。
TAF-Iαの塩基性に富んだN末端領域は、自身のC末端領域に相互作用することでその活性を
抑制するのではないかと仮説を立てた。 
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Fig.14   TAF-I N末端領域とTAF-I 共通領域の相互作用の検討 
 
(A)精製したGST及びGST-TAF-I N末端領域変異体タンパク質を12.5% SDS-PAGEに展開
し、CBB染色にて検出した。(B) GST-TAF-I N末端領域変異体とHis-TAF-I N末端領域欠損
変異体 (His-TAF-IΔN1)の相互作用をゲルシフトアッセイにより検討した。His-TAF-IΔN1 (12 
pmol)と各GSTタンパク質(レーン6-8、9-11、12-14、15-17がそれぞれ12、36、108 pmol)を
混合し、インキュベーション後、6% 非変性ポリアクリルアミドゲルにて展開した。タンパク質は
銀染色(上段)及び抗His抗体(中段)と抗GST抗体（下段）を用いたウエスタンブロッティング
により検出した。�
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Fig.15   TAF-I N末端領域とTAF-I N末端及びC末端領域欠損変異体の相互作用の検討 
�
(A)�精製したTAF-I N及びC末端領域欠損変異体タンパク質(His-TAF-IΔN1ΔC3)を15% 
SDS-PAGEに展開しCBB染色にて検出した。(B) GST-TAF-I N末端領域変異体とHis-TAF-
IΔN1ΔC3との相互作用の有無をゲルシフトアッセイにより検討した。His-TAF-IΔN1ΔC3(12 
pmol)とGST-TAF-Iα-N-ter (12、36、108 pmol)を混合し、インキュベーション後、6% 非変
性ポリアクリルアミドゲルに展開した。タンパク質は銀染色(上段）及び抗His抗体(中段)、抗
GST抗体(下段)を用いたウエスタンブロティングにより検出した。�
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Fig.16   EDC/NHSクロスリンカーを用いたTAF-I N末端領域とTAF-I C末端領域の相互作用
の検討 
�
(A) 本実験に用いたα237-257C末端領域(α237-257)の配列を示す。α237-257はTAF-IのC
末端領域の一部である。(B) GST-TAF-I-N-terとα237-257の相互作用を2.5、5、10 mM 
EDC/NHS存在下で検討した。サンプルは10% SDS-PAGEに展開し、CBB染色にてタンパク
質の検出を行った。�
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Fig.17   FlAsHラベリングアッセイとTAF-IのCysタグ変異体作製法�
�
(A) ニ砒素標識試薬であるFlAsH-EDT2はテトラシステインモチーフ(Cys-Cys-Xaa-Xaa-
Cys-Cys)を認識し、結合すると蛍光を発する。(B) 本研究では、システインペア(CC)を全長
TAF-IαのN及びC末端領域それぞれ導入し、その蛍光強度を測定することで、両領域の結合
を検討した。(C) TAF-Iα のN及びC末端領域のアミノ酸配列と、システインペアを導入した位
置を示す。TAF-Iα N末端領域中の塩基性アミノ酸の隣に1カ所、C末端領域中の酸性アミノ酸
が長く並ぶ領域2カ所の、それぞれN側とC側の4カ所に導入した(Cysタグ変異体)。 
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Fig.18  TAF-IαWTとCysタグ変異体の2量体形成活性の比較�
�
(A) 精製したCysタグ変異体及びHis-TAFIβPMEをそれぞれ10%�SDS-PAGEに展開し、
CBB染色にてタンパク質を検出した。 (B) グルタルアルデヒドクロスリンキングアッセイの結果
を示す。TAF-IαWT、TAF-IβPME及び各CysタグTAF-Iαタンパク質(400 ng)をグルタルアル
デヒド(GA)非存在下(-)あるいは存在下(+)で5分反応後、SDS�dyeにて反応を停止させた。サ
ンプルは10% SDS-PAGEに展開後、銀染色にてタンパク質を検出した。�＊はTAF-IβPMEで
特異的に観察されるクロスリンクされたTAF-Iモノマーである。 �
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Fig.19   TAF-IαWTとCysタグ変異体のヒストンH1解離活性の比較�
�
  TAF-Iα WTと各CysタグTAF-Iα変異体を用いたヒストンH1解離活性の比較。DNA 
(0.52pmol) とヒストンH1 (3.85 pmol)を混合後、各TAF-Iタンパク質(3.48 pmol)を加えた。
サンプルは5%�非変性ポリアクリルアミドゲルで展開しDNAを検出した。�
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Fig.20   FlAsH ラベリングアッセイによるN末端領域とC末端領域の相互作用の検討 
 �
(A) 各 TAF-Iα Cysタグ変異体のシステインペアの導入位置を示す。 (B) FlAsHラベリング
アッセイの結果 を示す。タンパク質濃度はそれぞれ81.5、245、734 nM、2.2 µMの条件下で
アッセイを行った。縦軸は81.5 nM TAF-Iα-Nccの蛍光強度を1とした時の各サンプルの蛍光
強度を相対値で示す。実験は独立に3回行い、標準偏差を算出した。 
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Fig.21  �TAF-IΔC3変異体によるヒストンH1シャペロン活性制御のワーキングモデル�
�
 C末端領域欠損変異体TAF-IΔC3はヒストンH1シャペロン活性を持たない。そのため、TAF-Iβ 
WTとヘテロ2量体を形成した場合、その活性はTAF-Iβ WTのホモ2量体と比較し弱い。これま
での結果より、TAF-IβWTがTAF-IαΔC3とヘテロダイマーを形成すると、TAF-Iα�N末端領域
がパートナーのTAF-Iβ WT C末端領域に結合し、その活性を抑制すると予想される。一方で、
TAF-Iβ N末端領域はC末端領域への結合活性を持たないため、TAF-Iβ WTの活性を抑制し
ない。この仮説が正しければ、上記のようなヒストンH1シャペロン活性の差が観察される。�
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Fig.22   変性-再生法によるTAF-Iβ WTとTAF-IΔC3変異体のヘテロ2量体の再編成�
 
�TAF-Iβに対し、TAF-IΔC3を×0.4、×0.8、×1.6、×3.2の割合で混合後、変性ー再生法によって
ホモ2量体を解体し、再形成させることでホモ及びヘテロ2量体が混合したサンプルを作製し
た。(A) TAF-IβWTがサンプル間で一定量(14.7 pmol)含まれるように調整し、10%�SDS-
PAGEに展開後、CBB染色でタンパク質を検出した。(B) (A)のサンプルを、上のパネルでは
5%、下のパネルでは6% 非変性ポリアクリルアミドゲルに展開し、CBB染色でタンパク質を検
出した。(C) (B)の結果をImage Jにて定量しグラフ化した。�
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Fig.23   TAF-IΔC3によるTAF-IβWTのヒストンH1シャペロン活性制御 
�
TAF-IΔC3変異体のTAF-Iβ WTのヒストンH1シャペロン活性への影響をヒストンH1解離アッセ
イにて検討した。各サンプルはTAF-IβWTの量が一定量(3.5 pmol)に対し、TAF-IΔC3が1.4、
2.8、5.6そして11.1 pmol (レーン5-8及びレーン11-14）含まれるように調整した。TAF-IαΔC3
単独(レーン3）及びTAF-IβΔC3単独(レーン9)はそれぞれ11.1pmol加えた。サンプル中に含ま
れるTAF-Iのホモ及びヘテロ2量体の割合はFig22にて定量した通りである。サンプルは5% 非
変性ポリアクリルアミドゲルに展開し、DNAをGelRedにて検出した。 
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Fig.24   TAF-Iα N末端領域とTAF-I共通領域の相互作用に対する塩濃度の影響�
�
TAF-Iα N末端領域とC末端領域の結合活性に対する塩濃度の影響を、100、200、300、400、
500 mM NaCl濃度の条件下で、ゲルシフトアッセイを行い確認した。タンパク質を銀染色(上
段)及び抗His抗体(中段)及び抗GST抗体(下段)を用いたウエスタンブロティングにより検出
した。�
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Fig.25   TAF-IαのヒストンH1シャペロン活性に対する塩濃度の影響�
�
�TAF-IαのヒストンH1シャペロン活性に対する塩濃度の影響を、100、250、400�mMのNaCl濃
度の条件下でヒストンH1解離アッセイを行い検討した。DNAの検出はGelRedにて行った。�
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Fig.26   TAF-IとヒストンH1の相互作用に対する塩濃度の影響�
�
(A) 精製したGST、GST-H1.1タンパク質をSDS-PAGEに展開しCBB染色にて検出した。(B) 
TAF-IとヒストンH1の相互作用に対する塩濃度の影響を、100、250、400 mM NaCl濃度の条
件下でゲルシフトアッセイを行い検討した。タンパク質は抗His抗体及び抗GST抗体によるウ
エスタンブロッティングにより検出した。�
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Fig.27   TAF-Iのサブタイプ依存的なヒストンH1シャペロン活性制御機構�
�
  本研究では、TAF-Iのサブタイプ依存的なヒストンH1シャペロン活性の制御機構を明らかに
した。TAF-Iα の塩基性アミノ酸に富むN末端領域は、TAF-I 2量体中のもう一方のTAF-Iの酸
性アミノ酸に富むC末端領域に相互作用することでヒストンH1シャペロン活性を抑制する。この
制御機構は、TAF-Iサブタイプの発現バランスによって全TAF-Iの活性を制御するために必要
と推測される。�
�
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