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Гистоновые шапероны – это класс белков, которые связывают и транспортируют гистоны, предот-
вращая их хаотичное агрегирование при образовании нуклеосом. Гистоновые шапероны семейства
NAP (Nucleosome Assembly Protein) содержат высоко консервативный центральный домен NAP, не-
обходимый для связывания гистонов и сборки нуклеосом. Они являются неотъемлемым компонен-
том в создании и поддержании динамики эукариотического хроматина, от которой зависит тран-
скрипция многих генов. В обзоре рассматривается семейство белков NAP и его конкретные пред-
ставители: NAP1, NAP2 и CG5017/Hanabi. Будучи каноническими переносчиками гистонов, и
обеспечивая эффективный ремоделлинг хроматина, белки семейства NAP участвуют в нейрональ-
ной дифференцировке, сперматогенезе и формировании долговременной памяти, что указывает на
важность этого семейства в онтогенезе.
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ВВЕДЕНИЕ

Сборка и разборка хроматина – это динамиче-
ский биологический процесс, который обуславли-
вается конформационной подвижностью нукле-
осом. Благодаря ему осуществляется доступность
эукариотического генома для репликации, тран-
скрипции, репарации ДНК и клеточного цикла.
Основной структурной единицей эукариотическо-
го хроматина является нуклеосома, в которой нить
ДНК длиной 146 п.н. обернута вокруг гистонового
октамера, состоящего из двух тетрамеров – каж-
дый из которых складывается из гистоновых бел-
ков H2A, H2B, H3 и H4 (Luger et al., 1997; Ham-
mond et al., 2017).

Сборка хроматина представляет собой по-
этапный процесс, который начинается с присоеди-
нения гистонового тетрамера (H3-H4)2 к ДНК и по-
следующим включением димеров H2A-H2B для
образования нуклеосомы. В физиологических
условиях гистоны и ДНК не способны самосто-
ятельно собираться в нуклеосомы. Гистоновые
шапероны – это класс белков, которые связывают
гистоны, предотвращая формирование неспеци-
фических агрегатов при образовании нуклеосом-
ной частицы. Они являются ключевыми элемента-
ми, участвующими в поддержании стабильности и

динамики гистоновых белков в клетке. Разнооб-
разные структурные мотивы и олигомерные состо-
яния обеспечивают электростатические и конфор-
мационно-специфические взаимодействия между
контактными поверхностями гистонов и гистоно-
выми шаперонами, что приводит к перемещению
последних от одного гистона к другому (“туда-об-
ратно”) и упорядочиванию процесса сборки и
разборки нуклеосом. Ковалентные модифика-
ции сдвигают гистон-связывающее равновесие
шаперонов в сторону тех или иных партнеров до
тех пор, пока не будет достигнуто наиболее ста-
бильное состояние – собранная и позициониро-
ванная нуклеосома. Таким образом, гистоновые
шапероны играют важную роль, обеспечивая эф-
фективность процессов сборки и разборки нукле-
осом, замещая гистоны новыми каноническими
или вариантными формами. К таким шаперонам
относят антисайленсинговый фактор 1 (Asf1), ги-
стоновый регулятор (HIR), фактор сборки хрома-
тина 1 (CAF-1), белки сборки нуклеосом (NAP –
Nucleosome Assembly Protein) и др. (Elsässer, D’Arcy,
2012; Mattiroli et al., 2015; Valieva et al., 2016).

В последнее время накапливаются факты о
разнообразии функций гистоновых шаперонов,
которое они приобрели в ходе эволюции (Okuwa-
ki et al., 2010). Однако основной функцией белков
семейства NAP остается их контакт с гистоновы-# Равный вклад авторов.
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ми димерами H2A-H2B, в результате чего обеспе-
чивается правильная сборка и разборка базовых
частиц нуклеосом. Недавно в бесклеточной си-
стеме было показано, что NAP1 мыши участвует в
генерировании интермедиатных частиц – гекса-
сом, вытесняя из нуклеосомы один из димеров
H2A-H2B, содержащий убиквитинилированный
гистон H2B (Krajewski, 2020). Кроме того, в по-
следнее время особый интерес вызывает вовлечен-
ность белков семейства NAP в процессы развития
нервной системы (Qiao et al., 2018), поддержания
пролиферации гемопоэтических стволовых клеток
(Heshmati et al., 2018) у животных и развития раз-
личных органо-тканевых структур у растений
(Zhou et al., 2015; Zhu et al., 2017; Barna et al., 2018).
Понимание связи между разнообразием белков
семейства NAP и специфичностью их взаимодей-
ствия с основными и вариантными гистонами
важно для изучения ключевых клеточных про-
цессов. Обзор посвящен характеристике семей-
ства белков гистоновых шаперонов NAP (Nucleo-
some Assembly Protein) и его отдельным предста-
вителям – NAP1, NAP2 и CG5017.

СЕМЕЙСТВО БЕЛКОВ NAP
(NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN)

В семейство NAP входят белки, содержащие вы-
соко консервативный центральный домен NAP, со-
стоящий примерно из 300 аминокислот. Основной
функцией этого домена является связывание гисто-
нов. В работе, посвященной описанию структуры
дрожжевого белка NAP1 (yNAP1), дана характери-
стика домена NAP (Park, Luger, 2006). Этот белок
имеет два домена. Домен I состоит из протяженной
α-спирали, фланкированной двумя короткими α-
спиралями. Он отвечает за димеризацию. Глав-
ной структурной особенностью домена II (домен
взаимодействия с белками) является β-слой, со-

стоящий из четырех антипараллельных β-цепей,
который прикрыт α-спиралями с нижней сторо-
ны. В структуре этого домена присутствует не-
большой выступающий участок, состоящий из
антипараллельной β-шпильки – сайта ядерной
локализации NLS (nuclear localization sequence)
(Мosammaparast, 2002). Каждый домен поделен
на два субдомена: A (домен I), B (домен I), C (до-
мен II) и D (домен II). Субдомен А (показан си-
ним цветом на рис. 1) представляет собой α-спи-
раль, на конце которой находится последователь-
ность NES (nuclear export sequence), отвечающая
за ядерный экспорт (рис. 1). Далее следует субдо-
мен B, контролирующий доступ к NЕS. Субдомен С
формирует амфипатический β-слой, который
снизу защищается субдоменом D.

Отличительной чертой подсемейства NAP1
является кислый C-концевой домен (рис. 1б), не-
обходимый для кратковременного вытеснения
димеров H2A/H2B, что обеспечивает скольжение
нуклеосом. Несмотря на варьирующий размер и
непостоянное присутствие, С-концевой домен
белков разных подсемейств имеет консерватив-
ный аминокислотый состав. Так у белков подсе-
мейства SET кислый С-концевой домен есть; у
белков других подсемейств NAP он иногда при-
сутствует, но его длина варьируется, например, у
NAP1L5 он короче, а у NAP1L3 и TSPY он прак-
тически отсутствует. Предполагают, что именно
кислый С-концевой домен способствует контак-
ту белков NAP с гистонами (Park, Luger, 2006; Liu
et al., 2019).

Длина аминокислотной последовательности
субдомена В является наиболее вариабельной ча-
стью у разных белков. Этот домен у yNAP1 Парк
и Лагер (Park, Luger, 2006) обозначили как домен
“доступности” к NES (accessory domain), или “до-
полнительный” домен, поскольку он иногда отсут-
ствует у других представителей семейства NAP. Тем

Рис. 1. Структурная организация белков семейства NAP и домена NAP. (a) Модель третичной структуры (контактная
поверхность) дрожжевого NAP1. Субдомены A, B, C и D представлены в синем, желтом, красном и зеленом цветах со-
ответственно. (б) Доменная организация членов семейства NAP: дрожжей – yNAP1, мыши – mNAP1L3 и человека –
hSET и hTSPY. Фиолетовым цветом указано положение кислого С-концевого домена. Повторяющийся мотив у
mNAP1L3 является частью субдомена B и обозначен штриховкой. Пунктирной линией обозначено отсутствие субдо-
мена B. NES − последовательность ядерного экспорта, NLS – последовательность ядерной локализации.
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не менее, Парк и Лагер предположили, что субдо-
мен B может обеспечить свободный доступ к NES
и ядерный экспорт или, наоборот, может маски-
ровать NES, предотвращая перенос белка NAP1
из ядра в цитоплазму. Полностью принять эту ги-
потезу затрудняет факт того, что у белков SET
субдомен В отсутствует. В специфичном для моз-
га белке NAP1L3 длина субдомена B составляет
примерно 181 аминокислотных остатков (рис. 1б). У
NAP1L3 субдомен B содержит повторяющийся
мотив неизвестной функции, первоначально
идентифицированный в белке нейрофиламента Н
(NF-H) (Shen et al., 2001). Эти различия в последо-
вательностях, вероятно, определяют специфиче-
ские функции белков семейства NAP.

У разных организмов члены белкового семей-
ства NAP были идентифицированы по наличию
домена NAP на основании сравнительного ана-
лиза гомологии последовательностей, но без уче-
та выполняемых ими функций. Поэтому класси-
фикация “NAP”-белков остается запутанной. Для
дрожжей характерен один член семейства − NAP1,
высшие эукариоты, как правило, имеют несколь-
ко гомологов NAP1. Семейство NAP можно раз-
бить на подсемейства: NAP1, транслокация SE
(SET), NAP1-подобные белки (NAP1L), семен-
ник-специфичные белки Y (TSPY) и специфич-
ные для семенников Y-подобные белки (TSPYL)
(von Lindern et al., 1992; Schnieders et al., 1996; Vo-
gel et al., 1998; Attia et al., 2013).

SET – консервативные белки семейства NAP,
включают белки дрозофилы и человека. Кристал-
лическая структура SET, состоящая из N-конце-
вой спирали, основной спирали (backbone helix) и
домена “earmuff”, который отвечает за формиро-
вание димера, формирующего структуру, напо-
минающую наушники, сходную со структурой
димеров NAP1 (рис. 2). Белки NAP1 и дрожжевой
белок Vps75 (гомолог SET, идентифицирован
сначала как белок подсемейства NAP1) сходны с
SET по доменной структуре и по способности
специфически связываться с гистонами. В ре-

зультате тщательного анализа было показано,
что SET и NAP1-белки относятся к гистоновым
шаперонам. Одни могут формировать комплек-
сы с гистоновыми ацетилтрансферазами (Vps75),
другие – с гистоновыми деацетилазами (Nap1).
SET является компонентом белкового комплек-
са INHAT, участвующего в процессе ингибирова-
ния гистоновых ацетилтрансфераз (Eitoku et al.,
2008; Moshkin et al., 2009; Das et al., 2010).

Среди функций SET − участие в функциони-
ровании гистонов, взаимодействие с ДНК-связы-
вающими факторами и протеазами, а также регу-
ляция транскрипции, обеспечение стабильности
мРНК и участие в процессе апоптоза (Kawase et al.,
1996; Brennan, Stetez, 2001; Fan et al., 2003; Gamble
et al., 2005; Haruki et al., 2006). В основе много-
функциональности белка SET лежит его значи-
мость в сборке и разборке нуклеосом. Также со-
гласно недавним исследованиям SET участвует в
вытеснении линкерного гистона H1, способствуя
декомпактизации хроматина, формированию
преинициаторного комплекса в районе промото-
ра гена и инициации транскрипции. Все экспери-
менты проводили in vitro, тем не менее, предпола-
гают, что белки SET служат важными регулятора-
ми активации генов и in vivo (Zhang et al., 2015).

TSPY был идентифицирован как член семейства
NAP главным образом на основании гомологии
аминокислотных последовательностей. Предпола-
гается, что TSPY выполняет функцию, связанную с
пролиферацией сперматогониев (Schnieders et al.,
1996), но его конкретная роль в клетке не была
охарактеризована. Последующая идентифика-
ция многих специфичных для семенников Y-по-
добных белков (TSPYL, TSPYL4) (Ozbun et al.,
2001) и продуктов альтернативного сплайсинга
(TSPY-S и TSPY-L) в других тканях говорит о том,
что функции TSPY тканеспецифичны (Ozbun et al.,
2001; Krick et al., 2003; Puffenberger et al., 2004). Ре-
зультаты некоторых исследований показали, что
TSPY активирует гены, контролирующие клеточ-

Рис. 2. Структура “наушники” димеров гистоновых шаперонов: дрожжевого yNAP1 (слева) и hSET человека (справа).

Семейство NAP

yNAP1 hSET
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ный цикл и жизнеспособность клеток, и подавляет
гены, контролирующие апоптоз (Kido, Lau, 2019).

Экспрессия белков NAP высокоспецифична
для многих типов клеток и тканей (Kellogg et al.,
1995; Hu et al., 1996; Zhou et al., 2015). Известно,
что белки семейства NAP через ремоделирование
структуры хроматина участвуют в разнообразных
клеточных событиях, они регулируют экспрес-
сию генов на эпигенетическом уровне, смещая
гистоны, открывая тем самым доступ регулятор-
ным факторам к местам связывания на ДНК (Kel-
logg et al., 1995; Compagnone et al., 2000; Chai et al.,
2001; Canela et al., 2003; Oram et al., 2006; Okuwaki
et al., 2010; Moshkin et al., 2013; Zhou et al., 2016).

Поскольку белки семейства NAP вовлечены во
множество жизненно важных для организма про-
цессов, рассмотрим подсемейства NAP1 и NAP1-
подобных белков подробнее.

Подсемейство NAP1

Первоначально NAP1 был идентифицирован у
Xenopus laevis как кислый белок, который участву-
ет в сборке нуклеосом (Laskey et al., 1978). По-
скольку NAP1 является одним из самых первых

исследованных представителей семейства NAP,
его структура взята за образец.

NAP1 является консервативным белком у всех
эукариот, от дрожжей до человека (Ishimi et al.,
1983; Ishimi, Kikuchi, 1991; Ito et al., 1996; Steer et al.,
2003) и, кроме участия в процессах, отвечающих
за сборку хроматина, выполняет множество дру-
гих функций in vivo.

Дрожжевой NAP1 (возможно, наиболее оха-
рактеризованный из всех гомологов NAP1) пред-
ставляет собой полипептид с молекулярной мас-
сой 48 кДа, который связывает гистоны H2A-H2B,
H3-H4 и линкерный гистон H1 и может обеспе-
чивать сборку нуклеосом in vitro и in vivo (рис. 3)
(Ishimi, Kikuchi, 1991; McBryant et al., 2003; Kepert
et al., 2005; Aguilar-Gurrieri et al., 2016). Структур-
ный и функциональный анализ центрального до-
мена yNAP1 (с 74 по 365 аминокислотный оста-
ток) показал, что именно эта область сохраняет
нативную структуру и функционирует при сборке
нуклеосом (Fujii-Nakata et al., 1992; McBryant
et al., 2003).

В клетках HeLa NAP1 взаимодействует с вновь
синтезированными гистонами H2A и H2B, что
указывает на его участие в сборке хроматина de
novo (Chang et al., 1997).

Рис. 3. Механизм ступенчатой сборки нуклеосом, с участием NAP1. Первый этап (I) сборки нуклеосомы заключается
в связывании двух комплексов NAP12(H3-H4) с ДНК, вследствие чего, формируется частица тетрасомы и два свобод-
ных димера NAP1. Второй этап (II) заключается в том, что тетрасомная частица взаимодействует с комплексом
NAP12(H2A-H2B), образуется гексасомная частица и димер NAP1. На третьем этапе (III) происходит увеличение гек-
сасомы до нуклеосомы при помощи еще одного комплекса NAP12(H2A-H2B), в итоге получается полная нуклеосома
и свободный димер NAP1. Четвертый, но не обязательный этап (IV) − это добавление в нуклеосому линкерного гисто-
на H1.
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Кроме того, в экспериментах in vitro было по-
казано, что NAP1 обладает способностью удалять
димеры H2A-H2B из нуклеосом и заменять их ли-
бо основными типами димеров, либо альтернатив-
ными димерами – H2A.X-H2B, H2A.Z-H2B или
макро-H2A1.2-H2B (Park et al., 2005; Chen et al.,
2016). Также в бесклеточной системе было пока-
зано, что NAP1 мыши стабилизирует гексасомы –
функционально-активные интермедиаты нукле-
осом, содержащие только один димер H2A-H2B.
Особенно сильно это проявляется в случае убикви-
тинилирования гистона Н2В, которое существенно
увеличивает мобильность димеров H2A-H2B даже
в отсутствии ремоделирующих хроматин ком-
плексов и положительно влияет на процесс элон-
гации транскрипции (Krajewski, 2020).

Таким образом, NAP1 участвует как в реплика-
тивной, так и в независимой от репликации сборке
хроматина, обеспечивая скольжение нуклеосом
вдоль ДНК, которое происходит в следствие дина-
мического обмена гистоновых димеров (Park et al.,
2005). В результате такого скольжения открывается
или закрывается доступ к регуляторным элементам
(промоторы, энхансеры, сайленсеры и т.п.), кото-
рые влияют на транскрипционный статус соседних
генов (Kawase et al., 1996; Ito et al., 2000; Shikama
et al., 2000). Так общегеномный анализ, прове-
денный на дрожжевом штамме с дефицитом экс-
прессии Nap1 у Saccharomyces cerevisiae, показал на-
рушение экспрессии 10% всех генов (Ohkuni et al.,
2003). У мышей нокаутирование нейрон-специ-
фического гена Nap1l2 (представитель семейства
NAP1-подобных белков) приводило к эмбрио-
нальной летальности примерно на средней ста-
дии беременности (Rodriguez et al., 1997).

NAP1 может не только связывать гистоны и
участвовать в сборке нуклеосом, регулируя тран-
скрипцию, он также задействован в регуляции
клеточного цикла. Например, дрожжевой NAP1
специфически взаимодействует с регуляторами
митоза: циклинами типа B (clb2), киназой Gin4 и
NBP (NAP1 связывающий белок) (Kellogg, Mur-
ray, 1995; Altman, Kellogg, 1997; Shimizu et al., 2000;
Mortensen et al., 2002). Ядерно-цитоплазматиче-
ский транспорт канонических и вариантных ги-
стонов в ответ на сигнал, полученный клеткой,
является важным этапом в активации сборки хро-
матина и регуляции экспрессии генов (Park,
Luger, 2006). Микроскопия флуоресцентно-мече-
ного NAP1 показала, что в S-фазе клеточного
цикла он находится в ядре, а во время фазы G2 он
присутствует и в цитоплазме. Локализация NAP1
в цитоплазме у различных видов организмов
предполагает его вовлеченность в механизм ми-
грации гистонов между цитоплазмой и ядром
(Marheineke, Krude, 1998). Это предположение
подтверждается тем, что NAP1 взаимодействует с
Kap114p – членом семейства белков кариофери-
нов (импортинов), ответственных за транспорт в

ядро гистонов H2A и H2B (Miyaji-Yamaguchi et al.,
2003).

Представляет интерес вовлеченность NAP1 в
эпигенетические процессы, связанные с модифи-
кацией гистонов. Исследования, проведенные на
D. melanogaster, показали, что NAP1 участвует в ре-
гуляции транскрипции целевых генов сигнального
Notch-пути, обеспечивая: 1) связывание белкового
комплекса RLAF с комплексом Su(H)/H, 2) эф-
фективное деметилирование гистона H3K4 гисто-
новой деметилазой LID, 3) эффективное деацети-
лирование H3 гистоновой деацетилазой RPD3,
осуществляя таким образом контроль плотности
нуклеосом в репрессированных локусах – целевых
генах сигнального Notch-пути. Участие шаперона
NAP1 в деметилировании и деацетилировании ги-
стона H3 является примером эпигенетической ре-
гуляции генов, контролирующих развитие, через
активность гистон-модифицирующих ферментов
(Moshkin et al., 2009, 2013).

Также NAP1 вовлечен в процессы клеточной
пролиферации (Kellogg et al., 1995), рекомбина-
ции ДНК (Gao et al., 2012; Machida et al., 2014;
Zhou et al., 2016), расхождении хромосом в митозе
(Higgins, Herbert, 2013; Tachiwana et al., 2013; Shin-
tomi et al., 2015) и репарации ДНК (Lankenau et al.,
2003; Liu et al., 2009; Moshkin et al., 2013). Кроме
того, гомологи NAP1 играют важную роль в раз-
витии различных организмов. Например, в раз-
витии листа и корневых волосков у Arabidopsis
(Galichet, Gruissem, 2006; Zhu et al., 2017; Barna
et al., 2018), а также в процессе формирования
эпителия в эмбриогенезе у C. elegans (Patel et al.,
2008), в сперматогенезе, миогенезе и нейрональ-
ном развитии у Drosophila (Bogdan et al., 2004;
Schröter et al., 2004; Kimura, 2013), в дифференци-
ровке и функционировании нервной системы у
мышей (Attia et al., 2007).

Подсемейство NAP1-подобных белков

Количество представителей подсемейства
NAP1-подобных белков (NAP1-like proteins), ко-
торые выявляют по гомологии их аминокислот-
ных последовательностей с NAP1, постоянно
растет. Функция многих из них до сих пор оста-
ется неизвестной. Есть доказательства того, что,
по крайней мере, некоторые из них играют важ-
ную роль в регуляции пролиферации нейрональ-
ных клеток и формировании нервной системы
(Okuwaki et al., 2010; Attia et al., 2013).

Подсемейство белков NAP1L включает: NAP1L1,
NAP1L2, NAP1L3, NAP1L4, NAP1L5 и NAP1L6
(табл. 1) (Attia et al., 2013). Было обнаружено, что
белковые последовательности самых древних чле-
нов семейства NAP1L1 и NAP1L4 идентичны на
64%. NAP1L1 и NAP1L4 экспрессируются повсе-
местно в тканях человека, тогда как NAP1L2,
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NAP1L3 и NAP1L5 экспрессируются в мозге (At-
tia et al., 2013). Результаты недавних исследований
показывают, что NAP1L1 и NAP1L4 играют ос-
новную роль в сборке и разборке базовых частиц
нуклеосом, а также связываются с димерами
H2A-H2B, регулируя тем самым механизм тран-
скрипции (Okuwaki et al., 2010). Также они могут
быть вовлечены в регуляцию судьбы клеток, кон-
тролируя экспрессию p53-зависимых генов, оста-
навливающих клеточный цикл и активирующих
апоптоз, посредством ацетилирования специфи-
ческих сайтов p53 в ходе поддержания клеточного
гомеостаза или в ответ на стресс (Tanaka et al.,
2019).

У человека и мыши семейство NAP1-подоб-
ных белков состоит как минимум из пяти членов.
Два из них (NAP1L1 и NAP1L4) были охарактери-
зованы как повсеместно экспрессирующиеся ги-
стоновые шапероны, функции которых, за ред-
ким исключением, похожи (Simon et al., 1994; Ro-
driguez et al., 1997, 2000; Okuwaki et al., 2010).
NAP1L1 человека (аналогично мышиному) игра-
ет ключевую роль в регуляции эмбрионального
нейрогенеза, способствует пролиферации нейро-

нальных предшественников и ингибирует диффе-
ренцировку нейронов во время развития коры моз-
га (Qiao et al., 2018). Остальные три члена NAP1-
подобных белков (NAP1L2, NAP1L3 и NAP1L5)
являются нейрон-специфическими (Rougeulle,
Avner, 1996; Watanabe et al., 1996; Shen et al., 2001;
Smith et al., 2003). Биологическое значение нейрон-
специфического белка NAP1L2 определили по де-
фектам нервной трубки, вызванной избыточной
пролиферацией нейрональных стволовых клеток,
и по снижении дифференцировки нейронов, воз-
никающих во время эмбрионального развития у
мышей-мутантов по гену Nap1l2. Другие члены
подсемейства NAP1L также участвуют в раннем
развитии нервной системы и важны для форми-
рования мозга, поскольку демонстрируют раз-
личные специфичные для мозга паттерны экс-
прессии (Watanabe et al., 1996; Smith et al., 2003;
Steer et al., 2003). Было показано, что NAP1L2
контролирует в нейрогенезе экспрессию регуля-
тора клеточного цикла Cdkn1c (cyclin-dependent ki-
nase inhibitor 1c), воздействуя на ацетилирование
гистонов (Attia et al., 2007). Исследования в дрож-
жевой двугибридной системе, коиммунопреципи-

Таблица 1. Представители семейства NAP1-подобных белков у человека

Название 
белка/альтернативное 

название

ID белка в базах 
данных Известные функции Ссылки на первое 

упоминание

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 1/NRP

NP_631946.1 
P55209

Регулирует транспорт гистоновых димеров 
H2A-H2B и вариантного H2A (H2A.X, H2A.Z 
и макро-H2A1.2)-H2B и участвует в ассоциа-
ции этих гетеродимеров с ДНК, задействован 
в процессах разборки нуклеосом и замены 
гистонов

Simon et al., 1994

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 2/BPX

NP_068798.1
Q9ULW6

Контролирует экспрессию генов-мишеней, 
таких как регулятор клеточного цикла 
Cdkn1c, посредством воздействия на ацетили-
рование гистонов

Rougeulle, Avner, 
1996

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 3/HB20

NP_004529.2
Q99457.2

Регулирует клеточный цикл, в частности 
арест в фазе G0 клеточного цикла

Watanabe et al., 
1996

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 4/NAP2

NP_005960.1
Q9ULW6

Регулирует транспорт гистоновых димеров 
H2A-H2B и вариантного H2A (H2A.X, H2A.Z 
и макро-H2A1.2)-H2B и участвует
в ассоциации этих гетеродимеров с ДНК, 
задействован в процессах разборки нукле-
осом и замены гистонов

Prawitt et al., 1996 
обнаружили ген
и указали на гомо-
логию с NAP
Hu et al., 1996 – 
впервые упомина-
ется как NAP2

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 5/DRLM

NP_715638.1
Q96NT1.1

Прекращение или экстремально низкая экс-
прессия вызывает онкогенез в тканях печени

Harada et al., 2002

Nucleosome assembly pro-
tein 1-like 6, 
pseudogene/NAP1L6

A6NFF2 Предположительно продукт псевдогена Luo et al., 2009



ОНТОГЕНЕЗ  том 51  № 6  2020

ГИСТОНОВЫЕ ШАПЕРОНЫ СЕМЕЙСТВА NAP 409

тация и компьютерный анализ структурных после-
довательностей всех пяти NAP1-подобных белков
показали, что они способны напрямую взаимодей-
ствовать друг с другом через свои высококонсерва-
тивные α-спирали. Коэкспрессия всех NAP1-по-
добных белков в нейронах и влияние делеции
Nap1l2 на паттерны ядерно-цитоплазматического
распределения белков NAP1L1 и NAP1L4 в клетке,
позволяют предположить, что разнообразие взаи-
модействий между вышеупомянутыми белками
необходимы для подготовки клеток к специфиче-
ским условиям нейрональной дифференциров-
ки, таким как: межклеточное перераспределение
определенных белков, модификация хроматина,
регуляция транскрипции или рекрутирование на
ДНК специфических факторов транскрипции
(Attia et al., 2011).

NAP2 (NAP1L4)
При сравнении первичных последовательно-

стей белков Nucleosome assembly protein-2 (NAP2
или NAP1L4) человека, мыши, дрожжей и дрозо-
филы было обнаружено несколько сходных обла-
стей. Участки, состоящие из кислых аминокис-
лот, подобные тем, которые обнаруживаются в
других белках NAP, могут облегчать контакт этих
молекул с гистонами или другими основными
белками (Stein et al., 1979; Jantzen et al., 1990; Sark-
ar et al., 2019). Кластеры отрицательно заряжен-
ных областей также обнаружены в гистон-свя-
зывающем белке N1 (histone-binding protein N1),
нуклеоплазмине и негистоновом белке с высо-
кой электрофоретической подвижностью (High-
mobility-group protein-1) (Lapeyre et al., 1987;
Schmidt-Zachmann et al., 1987; Wen et al., 1989). Де-
леционный анализ NAP1 дрожжей показал, что не
все кислые домены необходимы для NAP-стиму-
лированного переноса гистонов на ДНК (Fujii-Na-
kata et al., 1992). Спектр их функций в составе
NAP значительно шире. В отличие от других бел-
ков NAP млекопитающих, которые имеют три
кислых домена, NAP2 имеет только два таких до-
мена. Как и NAP1, NAP2 переносит гистоны на
“оголенную” (депротеинизированную) ДНК, хо-
тя и с меньшей эффективностью. Делеция его
С-концевого богатого кислыми аминокислотами
региона останавливает перенос гистонов, что го-
ворит о важности этого домена для активности
NAP2.

Размер мРНК гена Nap2 составляет 2.6–3.0 т.п.н.
Она присутствует во всех проанализированных
тканях человека, демонстрируя в три раза более
высокий уровень в семенниках (Hu et al., 1996).
Хотя позже было выяснено, что у свиньи NAP2 в
наибольшей степени представлен в плаценте (Li
et al., 2012).

Nap2 был впервые идентифицирован с помощью
позиционного клонирования области 11p15.5, нару-

шение которой приводит к различным заболевани-
ям, включая опухоль Вильмса (Prawitt et al., 1996).
Функциональный анализ рекомбинантного белка
NAP2 человека показал, что он может взаимодей-
ствовать как с коровыми, так и с линкерными ги-
стонами (Rodriguez et al., 1997). Последние иссле-
дования демонстрируют, что NAP2 регулирует
пролиферацию клеток и апоптоз путем контроля
экспрессии p53-зависимых генов (Tanaka et al.,
2019).

Было показано, что NAP2 мигрирует между
цитоплазмой и ядром. Его концентрация увели-
чивается при переходе клеток от пограничной
фазы G0/G1 к фазе М (Rodriguez et al., 1997, 2000).
В фазе G0/G1 он присутствует в цитоплазме, а за-
тем начинает транслоцироваться в ядро, где и на-
ходится на протяжении всей S-фазы. Эти резуль-
таты аналогичны результатам, полученным для
NAP1 дрозофилы (dNAP1). Отсюда сделали вы-
вод, что белок присутствует в ядре во время S-фа-
зы и является преимущественно цитоплазматиче-
ским во время фазы G2. Ито и соавторы (Ito et al.,
1996) первыми предположили, что dNAP1 может
функционировать в качестве шаперона для до-
ставки гистонов из места их синтеза (цитоплаз-
мы) в место использования (ядро), где они затем
включаются в состав нуклеосом. NAP2 также спо-
собен связываться с коровыми и линкерными ги-
стонами, транспортировать их, и его локализация
зависит от фазы клеточного цикла, то есть этот ша-
перон функционирует аналогично dNAP1. Пред-
полагаемый сигнал ядерной локализации высоко
консервативен у NAP2, hNAP1L1 и mNAP1L1. Эта
последовательность характерна ядерным белкам,
но не было показано, что именно она определяет
ядерную локализацию шаперона NAP2 (Dingwall,
Laskey, 1991; Rodriguez et al., 1997).

Максимальная концентрация гистонов, свя-
занных с NAP2, характерна для фазы G1/S, когда
идет усиленный синтез гистонов для упаковки реп-
лицированной ДНК (Rodriguez et al., 2000). Количе-
ство NAP2 в фазах G1/S и G2/M одинаково, но во
время фазы митоза количество гистонов, связан-
ных с NAP2, меньше, что свидетельствует о суще-
ствовании NAP2, свободных от нехромосомной
фракции гистонов, которые возможно участвуют в
других процессах (Kellogg, Murray, 1995). Несколько
работ решительно поддерживают идею фосфори-
лирования белка NAP2 во время его миграции из
цитоплазмы в ядро. В этом отношении фосфори-
лирование может вызывать противоположные
эффекты: либо это активация сигнала старта
транспорта NAP2 в ядро (Jans, Hübner, 1996), либо
маскировка сигнала ядерной локализации, кото-
рая предотвращает транспорт NAP2 в ядро (Jans,
Hübner, 1996; Schwab, Dreyer, 1997). Кроме того,
фосфорилирование NAP1 и NAP2 в экстрактах
клеток HeLa устраняется гепарином, специфиче-
ским ингибитором протеиновой киназы CKII
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(Casein Kinase 2), функция которой заключается в
фосфорилировании различных субстратов. До-
бавление коровых гистонов in vitro может стиму-
лировать фосфорилирование dNAP1 дрозофилы
и NAP2 человека киназой CKII, в результате чего
эти шапероны остаются в ядре и не выходят в ци-
топлазму. Наконец, в экспериментах in vivo было
показано, что NAP2 является фосфопротеином
(Rodriguez et al., 2000).

NAP2 образует комплекс как с коровыми, так
и с линкерными гистонами на протяжении всего
клеточного цикла. Связь с линкерным гистоном
H1 белок NAP2 осуществляет эффективнее, не-
жели NAP1 (Rodriguez et al., 2000). Селективное
связывание NAP1 с гистонами H2A/H2B (Ishimi
et al., 1987), а NAP2 с гистоном H1 предполагает
участие этих шаперонов в дополнительной стадии
образования нуклеосом (этап IV) (рис. 3). Дальней-
шие исследования на культурах клеток HeLa пока-
зали, что NAP2 является частью мультибелковых
комплексов, которые, возможно, определяют спе-
цифичность связывания различных белков NAP c
их гистоновым пулом (Rodriguez et al., 2004).

Позже Окуваки и соавторы (Okuwaki et al.,
2010) обнаружили, что hNAP1L1 и NAP2 способ-
ны связываться с гистонами H2A-H2B и различ-
ными димерами вариантного H2A с H2B в кле-
точных экстрактах, где нет репликации ДНК.
Этот факт позволил предположить, что оба
hNAP1L играют решающую роль в независимой
от репликации ДНК сборке хроматина (Okuwaki
et al., 2010). В этой же работе было показано, что
активность hNAP1L1 в плане разборки нукле-
осом значительно выше, активности NAP2, что
предполагает разные роли шаперонов hNAP1L1 и
NAP2 в регуляции динамики гистонов. Было обна-
ружено, что N- и C-концевые области hNAP1L1
больше необходимы для эффективного вытесне-
ния димеров H2A/H2B из базовой частицы нукле-
осомы, чем для переноса гистонов на ДНК. Более
того, области N- и C-концов NAP2 у химерных
белков, полученных в результате совмещения их с
последовательностью hNAP1L1, функциониро-
вали независимо друг от друга при вытеснении
димеров H2A/H2B из базовой частицы нуклеосо-
мы. Из этого следует, что для вытеснения гисто-
нов необходимо совместное участие N- и C-кон-
цов обоих hNAP1L. Авторы сделали вывод, что
N- и C-концевые области определяют специфич-
ность hNAP1L к гистонам (Okuwaki et al., 2010).

Таким образом, шаперон NAP2 помимо участия
в образовании нуклеосом играет важную роль в
связывании с линкерным гистоном H1. Кроме то-
го, NAP2 и hNAP1L1 связывают разные вариант-
ные гистоны H2A, образующие димеры с H2B, а
особенности структуры этих белков, вероятно,
определяют их специфическую роль в регуляции

динамики гистонов в ходе различных клеточных
процессов.

CG5017 (HANABI, MILKAH, TNAP)
Изучение гена CG5017 началось с получения

мутации, которая вызывала усиление проявления
аллеля ssa гена spineless у Drosophila melanogaster
(Kuzin et al., 1991). Мутация была получена путем
мутагенеза после скрещивания мух линии ssa40a с
мухами дисгенной линии w oc/FM4. Индуциро-
ванный мутагенез вызвал инсерцию мобильного
генетического Р-элемента в регуляторную об-
ласть гена CG5017. Полученная линия была обо-
значена ssaSc. Мутантные особи линии ssaSc отли-
чались от мух исходной линии ssa40a более выра-
женной трансформацией дистальных сегментов
антенны в тарзус, слиянием тарсальных сегмен-
тов, уменьшением размера щетинок и увеличени-
ем количества зубцов полового гребешка (Sex
comb – Sc) на передней ноге у самцов. Это была
первая мутация гена CG5017 с видимым феноти-
пическим проявлением, которое выражалась в
усилении проявления мутации ssa40a (Kuzin et al.,
2010; Vorontsova et al., 2012).

Другими исследователями, в экспериментах
по поиску мутаций, нарушающих память дрозо-
филы, были получены и две гипоморфные мута-
ции гена CG5017 (линии milkah-1 и milkah-2).
Оказалось, что они не приводят к морфологиче-
ским дефектам, но влияют на формирование дол-
госрочной памяти у дрозофил (Dubnau et al.,
2003). Интересно, что эти две линии (и другие му-
тантные линии, полученные Дубнау и др.) были
так названы в честь собак Павлова. Имена и фо-
тографии 40 собак были обнаружены в 1992 году
Тимом Талли (Tim Tally), одним из соавторов, во
время его экскурсии по домашней резиденции
Ивана Петровича Павлова в Санкт-Петербурге.
Поиск генов, влияющих на долгосрочную и крат-
косрочную память дрозофилы, навело исследова-
теля на мысль присвоить найденным мутантам
имена подопытных собак Павлова.

Дубнау с соавторами продемонстрировал вли-
яние гена CG5017 на память и обучение у мух
(Dubnau et al., 2003). Данные этих исследователей
позднее были подтверждены в независимых экс-
периментах с использованием гипоморфного ал-
леля CG5017 – ssaSc (Kuzin et al., 2014). У самцов
дрозофил, несущих этот мутантный аллель, была
нарушена долговременная память и обучение.
Таким образом, было показано, что мутации гена
CG5017 влияют не только на морфогенез, но и на
тонкие физиологические процессы формирова-
ния памяти.

Ген CG5017 был картирован в районе 98B-5
хромосомы 3R. Последующие исследования по-
казали, что открытая рамка считывания гена
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CG5017 дрозофилы кодирует белок длиной 283
аминокислот, большая часть которого (амино-
кислоты с 46 по 252) представляет собой домен
NAP. Выравнивание белковой последовательно-
сти CG5017 и NAP1 выявило их сходство на 52%,
в следствии чего, его отнесли к семейству NAP
(Kuzin et al., 2010). На данный момент, ген имеет
несколько названий: CG5017, milkah (Dubnau
et al., 2003), Hanabi (Kimura, 2013) и tNAP – testis-
specific NAP (Doyen et al., 2015).

Чтобы оценить физиологическую роль белка
CG5017, была создана линия, несущая нулевую
мутацию по этому гену (Kimura, 2013). Оказалось,
что нуль-мутация CG5017 нарушает процесс
элонгации сперматид. Японский исследователь
Кимура (Kimura, 2013) присвоил гену CG5017 имя
Hanabi, что в переводе значит “фейерверк”, по-
скольку фенотип сперматид в семеннике, в норме
собранных в пачки на стадии их удлинения в ходе
сперматогенеза, напоминал фейерверк из-за от-
сутствия их правильной кластеризации. Было по-
казано, что мРНК CG5017/Hanabi присутствует в
семенниках и теле самцов. Однако его мРНК не
детектируется у дрозофил с удаленными семен-
никами, также CG5017 не экспрессируется у са-
мок (Kimura, 2013). Взрослые самцы, гомозигот-
ные по нулевому аллелю CG5017, были полностью
стерильны и не имели другого фенотипа; с другой
стороны, самки были фертильны. Таким обра-
зом, было показано, что белок CG5017 необходим
для нормального протекания сперматогенеза у
дрозофилы (Kimura, 2013) и является семенник-
специфическим NAP (tNAP). Действительно,
анализ данных, полученных методом RNA-seq,
показал, что экспрессия CG5017 крайне ткане-
специфична в отличие от экспрессии NAP1, ко-
торый широко экспрессируется во всех тканях на
всех стадиях развития. мРНК гена CG5017 в ос-
новном присутствует в семенниках и придаточ-
ных железах у самцов, однако она также детекти-
руется в имагинальных дисках на третьей личи-
ночной стадии и в жировом теле на стадии
предкуколки (Brown et al., 2014). Кроме того, бы-
ло показано, что CG5017/tNAP связывается с бел-
ком MST77F, который является обязательным
компонентом хроматина сперматозоидов и необ-
ходим для мужской фертильности (Doyen et al.,
2015).

К сожалению, белковый продукт гена CG5017
пока остается практически не изученным. Одна-
ко можно предположить, что белок CG5017 явля-
ется важным эпигенетическим фактором, кон-
тролирующим работу гена ss во время развития (в
делящихся клетках имагинальных дисков и в моз-
ге), а также участвующим в организации цитоске-
лета сперматид в семенниках у D. melanogaster. Его
гомология с NAP1 указывает на возможное уча-
стие в таких процессах, как сборка нуклеосом и
регуляция генетической экспрессии через кон-

троль эффективности механизма ремоделирова-
ния хроматина. Эта гипотеза была проверена при
помощи гуманизированных дрозофил, экспрес-
сирующих ген Арил-гидрокарбонового рецепто-
ра (AhR) человека.

AhR является лиганд-активируемым транскрип-
ционным фактором (Busbee et al., 2013; Larigot et al.,
2018). При воздействии определенными вещества-
ми (ксенобиотиками) на клетку, AhR активирует
экспрессию своих целевых генов. Для изучения по-
следствий активации AhR ксенобиотиками in vivo
была разработана оригинальная модельная систе-
ма на основе трансформированных дрозофил,
экспрессирующих AhR в клетках семенников, го-
мологичных клеткам Сертоли человека. Однако
во время экспериментов экспрессия некоторых
тестируемых целевых генов AhR не повышалась.
Поскольку AhR является гомологом белка дрозо-
филы Spineless, который в свою очередь взаимо-
действует с CG5017 (Kuzin et al., 1991), было выдви-
нуто предположение, что мутация гена CG5017
может повлиять на транскрипционный статус
целевых генов AhR при внесении ее в геном гума-
низированных дрозофил. И действительно, акти-
вации AhR на фоне сниженной экспрессии
CG5017 привела к дерепрессии его генов-мише-
ней, участвующих в поддержании клеточного го-
меостаза (Cyp6g1, Mgat1, GstT4, Csas и Nans) (Akishi-
na et al., 2019).

Таким образом, независимые эксперименты
Кимура (Kimura, 2013), Доен (Doyen et al., 2015) и
Акишиной с соавторами (Akishina et al., 2019) по-
казали участие нового белка семейства NAP –
CG5017/Hanabi/tNAP – в сперматогенезе дрозо-
филы, где по данным Кимура (Kimura, 2013)
CG5017, вероятно, взаимодействует со специфич-
ным для семенников β-тубулином и актином, ре-
гулируя процессы полимеризации и деполимери-
зации белков цитоскелета, по данным Доен с со-
авторами (Doyen et al., 2015) формирует комплекс
с семенник-специфическим белком MST77F и по
данным Акишиной с соавторами (Akishina et al.,
2019) может участвовать в эпигенетической ре-
прессии ряда целевых генов AhR в клетках семен-
ника, выполняющих трофическую функцию.

Известно, что другой член семейства NAP –
TSPY является мультикопийным геном, продукт
которого, также участвует в сперматогенезе у че-
ловека и крупного рогатого скота (Hamilton et al.,
2012; Shen et al., 2013). В этом отношении белок
дрозофилы CG5017 может стать полезной моде-
лью для понимания функции семенник-специ-
фических белков семейства NAP, включая TSPY,
в сперматогенезе человека.
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АКИШИНА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С момента открытия гистоны впечатляют своей

уникальной и необычной биохимией. Знания,
полученные в ходе изучения этих белков, в тече-
ние последнего десятилетия превратили их из
статичных белков упаковки ДНК, в динамиче-
ские модуляторы практически всех процессов,
протекающих с участием ДНК. С гистонами тес-
но связана сеть гистоновых шаперонов. Благода-
ря своему структурному и функциональному раз-
нообразию, гистоновые шапероны облегчают
сборку нуклеосом. Они участвуют во всех аспек-
тах биологии гистонов, от фолдинга в цитоплазме
до импорта в ядро и формирования нуклеосом.

Подводя итоги, необходимо сказать, что почти
все рассмотренные нами белки-шапероны (NAP1,
NAP1L1, NAP1L2, NAP1L3, NAP1L4/NAP2,
NAP1L5 и CG5017/Hanabi), взаимодействуя с ги-
стонами, участвуют в регуляции клеточного цикла и
ремоделировании хроматина. Идентификация се-
мейства родственных гистон-связывающих бел-
ков-шаперонов с одинаковыми аминокислотны-
ми последовательностями в ряду от дрожжей до
человека, говорит о том, что сборка хроматина яв-
ляется эволюционно консервативным процессом.
Будучи каноническими переносчиками гистонов,
и обеспечивая эффективный ремоделлинг хрома-
тина, белки семейства NAP участвуют в нейро-
нальной дифференцировке, трофических процес-
сах в сперматогенезе и формировании долговре-
менной памяти, что указывает на важность этого
семейства в онтогенезе.

Снижение нормальной экспрессии шаперо-
нов семейcтва NAP или потеря их функциональ-
ности делает организм уязвимым к условиям
внешней среды, нарушает фертильность, процесс
запоминания и может стать причиной летального
исхода. Таким образом, трудно переоценить важ-
ность гистоновых шаперонов для развития и нор-
мальной жизнедеятельности организма, поэтому
поиск и характеристика подобных белков важны
не только для фундаментальной науки, но также
будут иметь прикладное значение.

Однако ряд вопросов, касающихся механизма
действия гистоновых шаперонов, остается пока
без ответа. Является ли предложенная модель по-
следовательной сборки нуклеосом реальной в
условиях in vivo? Какие структурные особенности
характерны для еще неописанных гистоновых ша-
перонов? Что способствует образованию отдель-
ных специфических комплексов шаперонов с ги-
стонами? Каково назначение регионов, богатых
кислыми аминокислотами, присутствующих в по-
следовательности большинства гистоновых шапе-
ронов? Является ли функция шаперонов простой
защитой гистонов от их неспецифических взаимо-
действий in vivo? Как регулируется активность ги-
стоновых шаперонов? Одинаков ли механизм их

взаимодействия с коровыми и линкерными ги-
стонами?

Отсутствие полного списка комплексов, кото-
рые могут формировать разные шапероны с раз-
ными гистонами, трудности интерпретации ре-
зультатов, полученных in vitro, к ситуации in vivo
затрудняют понимание механизма функциониро-
вания гистоновых шаперонов. Несмотря на это, в
процессе изучения термодинамики сборки и раз-
борки нуклеосом предлагаются гипотетические
модели действия гистоновых шаперонов. Эти мо-
дели объясняют, как они связываются с гистона-
ми, обеспечивая их специфическое взаимодей-
ствие и как сохраняют баланс процессов сборки и
разборки нуклеосом. Доказательство этих гипо-
тетических моделей должно стать ключевым в бу-
дущих исследованиях механизма действия гисто-
новых шаперонов.
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NAP Family Histone Chaperones: Characterization
and Role in Ontogenesis
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Histone chaperones are a class of proteins that bind and transport histones, preventing them from chaotic ag-
gregation during nucleosome formation. NAP (Nucleosome Assembly Protein) family histone chaperones
contain the highly conserved central NAP domain required for histone binding and nucleosome assembly.
They are an integral component in the creation and maintenance of eukaryotic chromatin dynamics, which
determines the transcription of many genes. Here, we review the NAP protein family and its specific mem-
bers: NAP1, NAP2 and CG5017/Hanabi. NAP family proteins are canonical histone transporters and make
effective chromatin remodeling. They are involved in neuronal differentiation, spermatogenesis and the for-
mation of long-term memory, indicating the importance of this family in ontogenesis.
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