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2-1

 

DNA H2A H2B H3 H4

Fig 2A

DNA H1

H1

2 DNA

DNA

Fig 2B DNA
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S DNA DNA

S DNA

G1

 

ATP

3

 

 

2-2

 

2-1

H3-H4 2 H2A-H2B 8

146 bp DNA 1

Å Å

N C Å
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Å Å

Strahl et al., 2000 DNA

Å Å DNA

Å

H3K9 Å Heterochromatin protein HP 1

Writer Eraser Reader
˚  

 
 2-3 H1

 
7 H1

S H1.1 H1.2 H1.3
H1.4 H1.5 H1.0 H1.X

Happel and Doenecke, 2009 H1 2-2

DNA
H1

Bresnick et al., 1992 H1

3
H1 H1c H1d H1e H1.2 H1.3 H1.4

Å ES

Hox Zhang et al., 2012
H1

 

H1 3 winged-helix
Globular domain GD N C

N-terminal tail domain NTD C-terminal tail domain CTD Fig 3A

H1 DNA GD
Zhou et al., 2015

Fig 3B On-dyad model 2 GD 2
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DNA 2
Off-dyad model 2

H1 GD DNA GD
On-dyad model

H1

 
H1

DNA H1

Myogenin Myogenin

H1
Gong et al., 2002 H1 DNA

H1
Yellajoshyula et al., 2006; Jullien et al., 2010 ES H1

Å

ES

 
H1

Msx1 H1b H1.5

Lee et al., 2004
H1.3

Medrzycki et al., 2013 H1

H1.2

Sancho et al., 2008
H1c Å H1c

H1e Å

H1c	 H1e Å H1o H1a H1b
H1

H1c  H1e H1d Å
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Fan et al., 2003 H1
 

 
2-4 

 
ATP DNA

DNA

˚ X. laevis
DNA

DNA ˚

 
H1

2

Chromatin assembly factor CAF -1 DNA ±

Histone regulatory homolog A HIRA

H3.3 H3.3 HIRA
Tagami et al., 

2004  

H1
H1

H2A-H2B

Nucleosome assembly protein-1 NAP-1 Shintomi et al., 2005
H3-H4 X. laevis N1/N2
Nuclear auto-antigenic sperm protein NASP  

 H1 NASP
H1 H1

Osakabe et al., 2010

H1 H1 Template 
Activating Factor-I TAF-I Kato et al., 2011 TAF-I

H1  
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2-5 Template activating factor TAF  

 

Å SV40 DNA

Å Å Å

DNA Å

Å DNA Å

Å

Å Å DNA

Å HeLa

Template activating factor TAF -I II III Matsumoto et al., 1993

Fig 4 TAF-I α β 2 TAF-Iβ

SET Nagata et al., 1995 Fig 5A TAF-I Å

VII Å

Kawase et al., 1996; Haruki et al., 2003 TAF-II

NAP-1 TAF-I NAP-1 NAP-1±

Park et al., 2006b; Muto et al., 2007 TAF-III

2 B23.1 B23.2  

 

2-6  TAF-I

 

TAF-I Å VII Å

TAF-I X. laevis
±

Å Å VII

Sperm specific protein; Sp1-Sp6 TAF-I

TAF-I

Matsumoto et al., 1999a TAF-I

Kawase et al., 1996; 

Matsumoto et al., 1999b TAF-I Å

Å

TAF-I Å

Kato et al., 2007  
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Fig 5A TAF-I N TAF-Iα β

TAF-I HeLa

Nagata et al., 1998 TAF-I
Nagata et al., 1995 Fig 5B

TAF-Iα TAF-Iβ
Asaka et al., 2007; Pippa et al., 

2016 TAF-I 2 TAF-Iα/α TAF-Iβ/β
TAF-Iα/β TAF-I C

NAP-1 B23 TAF-I 2 C
Å

 

 
2-7  TAF-I ˚

 
TAF-I DNA-

TAF-I

PP2A Å mRNA
DNA Li 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., 2015 TAF-I

 
TAF-I oncogene

Protestate collagen triple helix PCOTH TAF-I
TAF-I

Anazawa et al., 2005 TAF-I
TAF-I He 
et al., 2016 TAF-I

TAF-I
 

 
2-8 H1 TAF-I

 
TAF-I TAF-I
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H1 H1
Kato et al., 2011 Fig 6 TAF-I H1

TAF-I H1 Okuwaki et al., 2016
Fluorescent Recovery After Photobreaching FRAP  H1

TAF-I H1
 

TAF-I H1

Human T-cell leukemia Virus HTLV -1 Å

TAF-I HTLV-1 H1
Zhang et al., 2015

Interferon-stimulated-gene ISG TAF-I H1 ISG
 Kadota et al., 2014

TAF-I H1

TAF-I
H1

TAF-I

H1 H1.1 Zhang 
et al., 2016 TAF-I H1.0 H1.X

Okuwaki et al., 2016

TAF-I
H1 TAF-I H1

TAF-I

2 H1 TAF-Iβ TAF-Iα
TAF-I H1

 
TAF-I H1
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3��$,-�+*�
 

TAF-I α β Å

DNA-

TAF-Iβ TAF-Iα

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

2011 )

TAF-I 2 TAF-I

TAF-I

 

  



 12 

4. TAF-I . H1
 
4-1

 
TAF-I H1 2 C

TAF-Iα TAF-Iβ TAF-Iα
TAF-Iβ H1 TAF-Iα β

TAF-I 2

H1
˚ TAF-I

H1  

H1 DNA
H1

H1 DNA H1

DNA
H1

H1 FRAP

H1 H1 H1
H1 H1

H1 H1

H1 3 Raghuram et 
al., 2009 TAF-I H1

H1 DNA

H1 H1
H1 DNA

TAF-I H1

TAF-Iα DNA H1 H1
TAF-Iβ Kato et al., 2011 TAF-I

H1

H1 DNA TAF-I
 

 
4-2

 
MilliQ MILLIPORE 18.0 ΩM
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SS-240 TOMY
± Å Millex-GP Filter Unit 0.22 µM Pore Size, 

MILLIPORE  

  
4-2-1  TAF-I N

 

TAF-Iα N TAF-Iα6, 18, 24, 32
PCR  

 
TAF-Iα6 5’  

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

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

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

5’-CTCGGATCCGATATCGCTAGCGGCTTGCCCGAAGAA-3’ 
5’ BamH I EcoR V Nhe I

 

 
TAF-I 3’   

5’-GCGAATTCTTAGTCATCTTCTCCTTCATCC-3’ 
5’ EcoR I  

 
5’ 3’ PCR

pET28a TAF-Iα cDNA

PCR KOD plus polymerase TOYOBO
Å PCR BamH I EcoR I

Fast gene Gel/PCR purification kit 

BamH I EcoR I
DNA pET28a BamH I EcoR I Å ±

± TaKaRa 5’ ˚ DNA

Ligation High TOYOBO
pET28a-TAF-Iα6 α18 α24 α32  
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TAF-Iα N 5’ 3’ 2 PCR
1 PCR TAF-I 5’ 3’ 2

cDNA TAF-I 5’ 3’
cDNA

 

 
 

TAF-I 5’ pGEX 5’ primer  

5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ 
TAF-I 3’ pGEX 3’ primer  

5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’ 

 
 

TAF-IαKR2sA 3’   

5’- GAGTGGAGACTGGGCTGCAGGGGCCAT-3’ 
TAF-IαKR2sA 5’  

5’-ATGGCCCTGCAGCCCAGTCTCCACTC-3’ 
TAF-IαKR4sA 3’  

5’-AGGAGGTGGTGCTGGTGCCGCCGCTTGAGGCGGGAG-3’ 
TAF-IαKR4sA 5’  

5’-CCACTCCCGCCTCAAGCGGCGGCACCAGCACCACCTCCT-3’ 
 
pGEX6p-1-TAF-Iα TAF-Iα cDNA 5’ BamH I 3’ 

EcoR I TAF-I 5’
3’ TAF-I 3’ 5’

PCR TAF-Iα cDNA PCR

TAF-I PCR 3’ PCR 5’
PCR

TAF-I 5’ TAF-I 3’ PCR

TAF-I cDNA PCR PCR BamH I EcoR 
I DNA

pGEX-6p-1 BamH I EcoR I Å ± ±

TaKaRa) 5’ ˚ DNA
DNA Ligation High TOYOBO

pGEX6p-1-TAF-IαKR2sA αKR4sA 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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TAF-Iα-Ncc 3’   

5’-ACAGCAGCCTGGACAGCAGCTAGCGATATCGGATCC-3’ 
TAF-Iα-Ncc 5’   

5’-AAGAAGAAACCAAGACCACCT-3’ 
TAF-Iα-Ccc1 3’   

5’-ACAGCATCCTTCTCCTTCTTCATCATCCATATC -3’ 
TAF-Iα-Ccc1 5’   

5’-GAAGAAGATGATGATGATGAAGAG-3’ 
TAF-Iα-Ccc2 3’   

5’-ACAGCATTCCTCCTCTTCATCATCATCATCATC-3’ 
TAF-Iα-Ccc2 5’   

5’-GGATTAGAAGATATTGACGAAGAAGGG-3’ 
TAF-Iα-Ccc3 3’   

5’-ACAGCAACCTTCATCCTCATCCCCTTCTTCGTC-3’ 
TAF-Iα-Ccc3 5’   

5’-GAAGAAGATGAAGATGATGATGAAGGG-3’ 
TAF-Iα-Ccc4 3’   

5’-ACAGCATTCATCATCATCTTCATCTTCTTCACC-3’ 
TAF-Iα-Ccc4 5’   

5’-GGGGAGGAAGGAGAGGAGGATGAAGGA-3’ 
 

3’

T4 polynucleotide kinase
TOYOBO 5’ PCR

pGEX6p-1-TAF-Iα cDNA 5’ BamH I 3’ EcoR I

PCR
PCR BamH I EcoR I

DNA pGEX6p-1 BamH I

EcoR I TAF-I DNA
DNA Ligation High TOYOBO

pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc Ccc1 Ccc2 Ccc3 Ccc4  

N Å pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc
N C

Å
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pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc1 Ccc1  
pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc2 Ccc2  
pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc3 Ccc3  

pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc4 Ccc4  

 
DNA Å

pGEX6p-1-TAF-Iα-Ncc/Ccc1 Ncc/Ccc2 Ncc/Ccc3 Ncc/Ccc4  

 
4-2-2 TAF-I

 
His-TAF-Iβ ΔN1 α α6 α18 α24 α32 αΔC3 βΔC3

pET-28a-TAF-Iβ ΔN1 α α6 α18 α24 α32 αΔC3 βΔC3

BL21 DE3
600 nm 0.6 Isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside IPTG 2

Binding ± 20 mM Tris-HCl [pH7.9], 0.5 
M NaCl, 5 mM imidazole ˚

His-bind resin Novagen 1

4˚C Wash ± 20 mM Tris HCl, 0.5 M NaCl, 60 mM 
imidazole SDS Å ± 62.5 mM TrisHCl 
[pH6.8], 0.25% SDS, 145 mM β-mercaptoethanol, 10% Glycerol 95˚C 5

Å 10% SDS-PAGE Å

TAF-I
Å ± 50 mM Hepes-NaOH [pH8.0], 150 mM 

NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1% NP-40 30
Å 6 M

± A 50 mM TrisHCl pH7.4, 50 mM KCl, 12.5 mM MgCl, 

1mM EDTA, 0.1% NP-40, 20% Glycerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSF TAF-I ±

20 mM TrisHCl pH7.9, 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 10% Glycerol
 -80

 
His-TAF-IβPME pET14b-TAF-IβPME

Saito et al., 1999  
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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-ter GST-TAF-IαKR6sA-N-ter cDNA pGEX6p-1

BL21 DE3

600 nm 0.6

IPTG 2

GST Binding ± 50 mMTris-HCl [pH7.9], 0.5 M NaCl, 1 mM EDTA

˚

Glutathione Sepharose resin GE Healthcare 4 C

GST binding ±

GST-TAF-Iβ-N-ter α-N-ter αKR6sA-N-ter ± 50mM Tris-HCl 

[pH7.9], 40 mM reduced glutathione TAF-I ± rTAF-Iβ

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

Ncc/Ccc2 Ncc/Ccc3 Ncc2/Ccc4 Ncc/Ccc1 PreScission protease GE healthcare

PreS ± 50 mM Tris-HCl [pH7.9], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA

GST 80˚C

 

 

4-2-3  H1 DNA

 

DNA PCR  

 

5S 147 bp 5’ -73 -51    

5’-GGATTTATAAGCCGATGACGTCA-3’ 

5S 147 bp 3’ +54 +74   

5’-AGTACTAACCGAGCCCCTATGC-3’ 

   

sea urchin 5S rRNA gene

pB1000-Uless/strider, J. Svejstrup PCR

147 bp DNA 5% Å Å

DNA DNA His

histone H1.1 His-H1.1 Kato et al., 2011  

DNA His-H1.1 15 DNA His-H1.1

TAF-I 30 30

Å 5% Å Å GelRed
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Nacalai tesque DNA TAF-I DNA DNA TAF-I
TAF-I ± 30˚C 30

Å 5% Å Å GelRed DNA  

 
4-2-4  TAF-I N Å ±

 
  GST GST-TAF-Iβ-N-ter α-N-ter α-KR6sA-N-ter His-TAF-IΔN1

GST GST-TAF-Iα-N-ter His-TAF-IΔN1ΔC3 TAF-I ±

30 30 Å 6% Å Å

GST His
 

 
4-2-5 H1 Å ±

 
GST H1.1 GST-H1.1

Kato et al., 2011 His-TAF-I GST-H1.1 TAF-I ±

30˚C 30 TAF-I ± NaCl 100 250

400 mM 3 Å Å 6% 
Å Å GST His

 

 
4-2-6

 
Å Å Å SDS-PAGE ±

25 mM Tris [hydroxyl] aminomethane, 192 mM Glycine, 0.1% SDS
15 4 45 V 30 90 V 60 PVDF

Å ˚

± ± 25 mM Tris [hydroxyl] aminomethane, 192 mM Glycine, 20% 
Methanol 5% Milk/TBS-T 24.8 mM Tris [hydroxyl] 

aminomethan, 18.3 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.1% Tween 20 30
5% Milk/TBS-T

TBS-T 3 TBS-T 2

10 10 3 TBS-T Chemi-Lumi 
One Nacalai tesque LAS4000 Fuji film  
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4-2-7  FlAsH

 
Cys TAF-I 10 µM FlAsH EDT2 8 µM EDT FlAsH

± 10 mM Hepes-NaOH [pH8.0], 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 25 mM 
Tris-HCl [pH 7.9] 30

Å Varioskan Thermo Fisher Fluorescent 
emission at 535 5nm  

 
4-2-8  EDC/NHS

 
GST-TAF-I-N-ter ± 20 mM 

Hepes-NaOH [pH7.9], 80 mM NaCl, 0.1 mM DTT 30˚C 30
EDC NHS 30 SDS

Å ± 95 5 ˚

10% SDS-PAGE CBB  

 
4-2-9 Å Å Å

 
TAF-I GA ± 20 mM Hepes-NaOH [pH 8.0], 150 mM NaCl
0.05% Å Å Å 5

SDS Å ± 10% SDS-PAGE
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4-3

 
4-3-1  TAF-Iα  N H1

 
TAF-I H1

TAF-I DNA H1 H1
TAF-I H1

C H1

H1 DNA 15
TAF-I Fig 7A) TAF-I H1

DNA Å

Å DNA TAF-I
Fig 7B  

TAF-Iα β N TAF-Iα β
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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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Globular  domain (GD) C-terminal domain (CTD) N-terminal domain (NTD) 

B

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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