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研究成果の概要（和文）：ヒストンH2AのC末端リン酸化が癌細胞において亢進していることを明らかにした。こ
のリン酸化はVRK1により触媒されることを証明した。VRK1をノックダウンするとCyclinD1の発現が低下し、癌細
胞増殖は低下する。CyclinD1のプロモーター領域ではVRK1の局在とヒストンH2AのC末端リン酸化を認めた。これ
らの所見はヒストン修飾酵素の異常が癌化を引き起こすエピジェネティックなメカニズムを証明したものであ
る。
　大熊らは、自然免疫に関わるTLR9活性化にメディエーターが重要な役割を果たすことを明らかにした。さら
に、基本転写因子TFIIEの結晶構造を決定した。

研究成果の概要（英文）： We found that histone H2A Thr 120 is phosphorylated in human cancer cell 
lines and proved that H2A Thr 120 phosphorylation is catalyzed by hVRK1. By knocking down VRK1, 
cyclin D1 was found to be down-regulated by loss of H2A Thr120 phosphorylation and increased H2A 
Lys119 ubiquitylation of its promoter region resulted in impaired cell growth. In vivo, we 
identified that histone H2A is hyper-phosphorylated with up-regulated cyclin D1 in human 
gastrointestinal tract cancer tissues. In vitro, mutated H2A Thr 120 Asp that mimics phosphorylation
 transformed NIH3T3 cells. This suggested that histone H2A Thr 120 hyper-phosphorylation by hVRK1 
causes inappropriate gene expression including up-regulated cyclin D1, resulting in carcinogenesis.
　
 Ohkuma et al determined TFIIE structure using X-ray crystallography. They demonstrated that 
Mediator is functioning by activating essential genes using kinase module.  

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
真核細胞は遺伝情報を安定に保ち、正確に
発現し、細胞分化を維持するため、多彩な
機構を働かせている。その中の１つがクロ
マチンと呼ばれる DNA 高次構造である。ク
ロマチン構造の最小単位はヌクレオソー
ム構造で、ヌクレオソームはゲノムにおけ
る様々な生物学的現象に伴い、ダイナミッ
クに変化する。 
我々は遺伝子転写の際に、ヌクレオソーム
が、その構成成分であるコアヒストンのア
セチル化により流動化することを明らか
にした(Genes Dev 14: 1899-1907, 2000)。
コアヒストンの修飾にはアセチル化に加
え、ユビキチン化、リン酸化やメチル化等
が知られ、その実体と生物学的な意義が国
内外でしのぎを削り研究されている。我々
は特にヒストンのリン酸化とユビキチン
化、メチル化による遺伝子発現の調節に焦
点をしぼっている。ヒストンのアセチル化
及びメチル化は遺伝子発現の共役因子と
して働くことが示されたが、詳細な調節の
機構はいまだに未知の部分が多い。この研
究の目的は、転写サイクルでの機能制御機
構におけるヒストンの翻訳後修飾とクロ
マチン構造の役割を解明し、それらが引き
起こす生命現象を明らかにすることであ
る。 
 一方ヒトなどの高等真核生物では、細胞
の分化・脱分化は少数の転写因子により決
定される。その際には、これら転写因子と
転写を行う RNA ポリメラーゼ II (Pol II)
の間を仲介し、遺伝子発現シグナルを Pol 
II に伝えるメディエーター複合体と、Pol 
II を遺伝子プロモーター上で補助し、正確
で効率的な転写を開始させ、伸長段階へと
誘導する基本転写因子が重要な役割を果
たしている。研究分担者、大熊らは Pol II
による転写サイクル前半のこれらの過程
に関わるメディエーターと基本転写因子
の中で Pol II の転写開始の引き金を引き、
伸長への移行のスイッチを入れる役割を
果たしている TFIIEについて解析していく。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子転写再構築系により転写サイク
ルによる遺伝子転写開始機構を明らかに
する。特にヒストンの翻訳後修飾とクロマ
チン構造と転写の間のクロストークを解
明することによって、生体内での転写サイ
クルと生命現象との接点を探る。 
(1)転写サイクルにおいてダイナミックに
変化するヒストン翻訳後修飾がクロマチ
ン構造変換と遺伝子転写開始のネットワ
ーク制御機構に与える影響を in vitro 再
構築系にて明らかにする。 
(2)RNA ポリメラーゼ II（Pol II）が構成
する転写開始複合体と転写制御因子を橋
渡しするメディエーター複合体、これと相
互作用するタンパク因子及びその標的遺

伝子を同定、解析することにより、転写サ
イクル内でのメディエーター複合体が引
き起こす転写活性化と抑制のスイッチ機
構を解明する。 
(3)領域全体での共同研究により、試験管
内で明らかにした機構をゲノムワイドの
機構に対比させ、生理現象との関連を解析
する。 
 
３．研究の方法 
本研究は転写サイクルとしてのヒスト
ン翻訳後修飾の相互クロストーク、転
写調節因子および共役因子による遺伝
子転写開始機構の解明、ネットワーク
制御により引き起こされる生命現象の
解明を目的として以下の研究を計画し
ている。 
(1) ヒストン H2A 脱ユビキチン化とヒ
ストン H3K4 メチル化のクロストーク
の機構を明らかにする。(2) ヒストン
H3K4 メチルによる遺伝子転写開始制御
機構を明らかにする。(3) 転写活性化
クロマチンリモデリング SWI/SNF 型複
合体を形成する Brg1 と転写活性化の
際のメディエーター複合体の協調機構
を解明する。(4) 培養細胞にヒストン
翻訳後修飾を模倣した変異ヒストンを
導 入 し 表 現 型 を 調 べ る 。 
(5)NHK-1,USP21 のノックアウトマウス
を作成する。 (6)ヒストン翻訳後修飾
を模倣した変異ヒストンを導入した遺
伝子改変マウスを作製しその影響を調
べる。(7)ヒトメディエーターに関しては、
キナーゼモジュールの CDK8 と CDK19 と
いう２つのキナーゼの活性を調べるため、
キナーゼモジュールを生化学的に再構成
し、それらの制御標的と機能を解析する。
また、細胞の分化の際に、これら CDK や
他のサブユニットがどのような機能をし
ているか、これらのメディエーターサブユ
ニットを siRNA によりノックダウンして
解析した。(8)基本転写因子 TFIIE について
は、ヒト TFIIE を大腸菌で発現し、精製後、
結晶構造を X 線で決定した。また、と
の各サブユニットの欠失および点変異体
を用いて、その転写機能と Pol II や他の基
本転写因子との相互作用の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)遺伝子転写再構築系及びがん細胞を
用いてヒストンのリン酸化が癌化を引き
起こすことを明らかにした。我々はヒス
トン蛋白の翻訳後化学修飾の中でも特に
リン酸化に注目しヒストン H2A の C 末
端リン酸化が種々の癌細胞において亢進
していることを明らかにした。これらの
リン酸化は我々が同定したショウジョウ
バエ NHK-1のヒトホモログーVRK1によ
り触媒されることを証明した。培養細胞
を用いてヒストンリン酸化酵素である



VRK1 をノックダウンすると種々の遺伝
子発現が低下し癌細胞増殖も低下する。
複数の細胞で共通して発現が低下し、癌
細胞増殖と関連し癌遺伝子と考えられて
いるものとして CyclinD1 を見いだした。
CyclinD1 の遺伝子発現を調節するプロ
モーター領域では VRK1 の局在とヒスト
ン H2A の C 末端リン酸化を認めた。ヒ
ストン H2A の C 末端リン酸化の癌化へ
の役割を明らかにするため、ヒストン H
２AThr120 をリン酸化トレオニンの模倣
であるアスパラギン酸で置換し NIH3T3
に導入し高発現とした。変異ヒストンの
発現は NIH3T3 を悪性転化トランスフォ
ームすることを明らかにした。これらの
所見はヒストン修飾酵素の異常が癌化を
引き起こすエピジェネティックなメカニ
ズムを証明したものである(Aihara et al, 
Mol Cell, 2017)。 
(2)TLR9 刺激による炎症遺伝子転写活性
化へのメディエーターCDK サブユニット
の関与 
 自然免疫機能は、多細胞真核生物に備わ
っている生体防御機構において重要な役
割を果たしている。我々は以前、免疫応答
遺伝子の転写の際、メディエーターキナー
ゼの CDK8 と CDK19 がヒストンアルギニ
ンメチルトランスフェラーゼ PRMT5 をリ
クルートすることで転写を抑制している
ことを示した(Tsutsui et al., J . Biol. Chem. 
288, 20955-20965,2013)。そこで、バクテリ
アやウイルスの感染の際に、その防御に関
わる Toll 様受容体 9(TLR9)の CpG オリゴに
よる活性化に伴う炎症遺伝子活性化の際
に、転写活性化に関わることが知られてい
る NFB と C/EBPと共にメディエーター
の CDK8/19 がいかに挙動するか調べた。 
 まず、細胞としては、ミエローマ由来の
RPMI8226 細胞が最もよく自然免疫に反応
すること、特に TLR9 に対する反応性が高
いことがわかった。そして炎症性遺伝子と
しては IL8、IL10、PTX3 の３遺伝子が特に
CpG に対する反応性が良いため、これらを
用いて解析を進めた。まず siRNA を用いて
CDK8 と CDK19 がこれらの遺伝子の発現
に及ぼす影響を調べたところ、 IL10 と
PTX3 は CDK8 の関与が強かったが、IL8
は両方の CDK が、同程度に反応した。次
に、これらの遺伝子上でのこれらタンパク
因子の挙動を ChIP アッセイにより調べた
ところ、いずれの遺伝子でも転写因子はプ
ロモーター近傍に CpG オリゴ特異的に誘
導されたが、CDK8 の関与の強い IL8 では
CDK8 がより強くプロモーターに結合して
おり、一方 IL10、PTX3 では CDK8 と CDK19
は同程度に CpG によりプロモーターに誘
導された。以上からこの反応における
CDK8/19 の関与が示された (Yamamoto et 
al., Genes Cells, 22, 265-276, 2017)。 
 

(3)基本転写因子 TFIIE 構造と機能の解明 
 基本転写因子 TFIIE は、Pol II の転写開
始と開始から伸長への移行段階で機能す
る。今回、この TFIIE の両サブユニットの
結晶構造が決定できた。TFIIE は２つのサ
ブユニットが直線状につながり、Pol II の
上顎とクランプと呼ばれる口の形を形成
する領域を跨ぐように結合し、Pol II が転
写を開始する際の構造変化を誘導する。今
回の我々の構造決定により、この構造が原
子レベルで決定され、その機能メカニズム
が詳細に理解できるようになった (Miwa, 
et al., J. Mol. Biol. 428, 4258-4266, 2016)。 
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