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研究成果の概要（和文）： 
真核細胞の核内ではゲノム DNA は様々な蛋白と相互作用しクロマチンを形成する。クロマチ
ンテンプレートは遺伝子転写開始、伸長を抑制する。アセチル化、メチル化、ユビキチン化な
ど様々なヒストン翻訳後修飾は遺伝子転写、修復、複製と関連している。このプロジェクトで
は新奇のヒストン脱ユビキチン化酵素 USP21 を同定した。さらに USP21 は脱ユビキチン化、
ヒストンのメチル化、転写活性化と進むカスケードによって遺伝子転写を活性化することを明
らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the eukaryotic nucleus, genomic DNA interacts with numerous proteins to form chromatin. Packaging 
of the template into chromatin appears to affect all stages of transcription, including initiation and 
elongation. Diverse histone modifications, such as acetylation, methylation and ubiquitylation have been 
linked to the regulation of cellular activities such as transcription, repair and replication. In this project 
we clarified unique histone deubiquitylase USP21. USP21 hydrolyzes isopeptide bond between histone 
H2A and ubiquitin. We identified that USP21 activate transcription through histone modification 
cascade that connects deubiquitylation of ubiquitylkated histone H2A, histone H3 K4 methylation and 
subsequent transcriptional activation. 
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１．研究開始当初の背景 

真核細胞の核内では遺伝子転写、複製など

様々な生物学的現象がおきている。細胞は

遺伝情報を、安定に保ち、正確に発現すな

わち細胞分化を維持するために、多様な機

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

とよばれる構造で、この構造は遺伝子上で

の様々の生物学的現象とともに、ダイナミ

ックに変化している。この研究の目的は、

遺伝子転写や分化の調節機構を解明する

ことである。最近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で流動化するこ

とを明らかにしてきた(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、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。ヒ

ストンのメチル化は細胞情報の長期記憶

と関連し、最近脚光をあびて来ている。

我々はこれらヒストンのメチル化酵素活

性を増強させる活性ヒストンメチル化増

強 因 子 Enhancer of core histone 

methylation(EHM)を見い出し部分的に精

製した。この活性はクロマチンの存在下で

ヒストン H3 のメチル化を増強する。ヒス

トンのメチル化が細胞の分化と密接に関

連している事よりこのヒストンのメチル

化を増強させる因子は細胞の分化を調節

する可能性がある。 

 

２．研究の目的 

（１）ヒストンのメチル化よる遺伝子発現の

調節などの生物学的現象を解析する。 

（２）リン酸化、ユビキチン化、メチル化な

どの翻訳後修飾間のクロストークと生物学

的な意義を明らかにする 

 

３．研究の方法 

ヒストンメチル化増強因子の同定方法ヒス

トンメチル化増強因子Enhancer of core 

histone methylation(EHM)の部分精製と活

性を図に示す。この活性はクロマチンの存在

下でヒストンH3のメチル化を増強する。ヒス

トンのメチル化はクロマチンを鋳型として

トリチウムラベルのS-adenosyl-methionine

を基質として反応させ検出する。反応後SDS 

gel 電気泳動を行いフルオログラフィーに

より検出する。ヒストンのメチル化が細胞の

分化と密接に関連している事よりこのヒス

トンのメチル化を増強させる因子は細胞の

分化を調節する可能性がある。このような活

性は未だ報告されておらず、機能ドメイン検

索などではゲノム情報から見つける事は不

可能でアッセイを指標とした精製によって

のみ同定する事ができると考える。 

SDS gel

Histone 
methylation

H3

ヒストンメチル化酵素の増強因子の精製と同定

E nhancer of core h istone m ethylation(EHM)  

 

 

ヒストンメチル化酵素促進活性の精製方

法 

カラムクロマトグラフィーにより活性を

精製する。分画を用いてアッセイを行い活

性のある分画を同定する。活性のある分画

をさらにカラムクロマトグラフィーによ

り分画を続けていく。 

図ヒストンメチル化増強因子 Enhancer 

of core histone methylation (EHM)は

クロマチンとヒストンメチル化酵素の

存在下でヒストン H3 のメチル化を増強

する新規の活性を持っている。現在精製

をさらに進め蛋白を同定中である。 



 

 

たんぱく質の同定 

活性のあるたんぱく質の同定はSDS電気泳

動の後、エドマン分解法や質量分析法で同

定する。 

活性の解析 

精製したたんぱく質が長期記憶などに関

与していないかまたは肝臓再生などの現

象と関連していないか調べる。肝臓再生に

おいてはマウス70％肝切除モデルを用い

て解析する。肝切除前後でヒストンのユビ

キチン化リン酸化メチル化を免疫染色、

Westernブロット、Chip assay などにより

調べる。 

 

肝臓再生とクロマチン翻訳後修飾 

肝臓再生は劇的な遺伝子転写の変化を引

き起こす。肝切除後の遺伝子発現を発現マ

イクロアレイにて調べる。肝切除前と切除

後 3，6，12，18時間の肝臓を回収し遺伝

子変化とクロマチン中のヒストンの翻訳

後修飾を調べる。さらに Chip assay によ

り遺伝子転写と局所の変な k を明らかに

する。 

 

４．研究成果 

2005年；核細胞の核内では遺伝子転写、複製

など様々な生物学的現象がおきている。細胞

は遺伝情報を、安定に保ち、正確に発現すな

わち細胞分化を維持するために、多様な機構

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。平成 17 年

度は細胞核の遺伝情報の収納と発現のメカ

ニズムに焦点をあて、クロマチン中のコアヒ

ストン蛋白質修飾と遺伝子発現制御との関

連、および機構の一端を明らかにした。すな

わち試験管内で構築したクロマチンを用い

てクロマチン中のヒストンのみをリン酸化

する酵素 NHK-1 を発見した。この酵素は H2A

の C末端の 119番目トレオニンのみにリン酸

化を導入する(Genes Dev 18:877-888,2004)。

このキナーゼは生物種間でも保存されてお

り重要な酵素とリン酸化部位であると考え

られる。さらにこのリン酸化酵素が減数分裂

において重要な働きをしていることを見出

し た (Genes Dev 19:2571-82、 2005)また

H2A118番目、119番目のアミノ酸の翻訳後修

飾に着目し、ヒストン H3 のメチル化と両者

がクロストークしている事を明らかにした。

またリン酸化酵素 NHK-1はヒトがん細胞にお

いても増殖に重要な役割をしており、H2A の

C 末端リン酸化部位の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。今後

も引き続きクロマチン構造変換の生物学的

意義を構造機能の面から明らかにしていく。 

 

2006年；遺伝子転写の制御機構にクロマチン

中ヒストンの翻訳後修飾が重要であること

が明らかにされてきた。翻訳後修飾による

DNA 高次構造変換の観点から遺伝子転写や分

化の調節機構の一端を解明した。我々の見つ

けたリン酸化酵素 NHK-1はヒストン単独では

活性を全く示さないが、クロマチン中のヒス

トンは強くリン酸化する。さらにこのリン酸

化酵素はヒストン H2Aの C末端 119番目のト

レオニンを選択的、特異的にリン酸化する。

ヒストン H2Aユビキチン化とヌクレオソーム

特異的ヒストンリン酸化酵素 Nucleosome 

Specific Histone Kinase-1(NHK-1)のクロス

トークを中心に解析した。ヒストンは非特異

的なリン酸化の基質にも使われ程リン酸化

されやすい蛋白であるが、申請者が同定した

リン酸化酵素 NHK-1は遊離のヒストンは全く

リン酸化しないが、リコンビナント NAP-1 と

リコンビナント ACFでクロマチンを形成する

とヌクレオソーム中のヒストンをリン酸化

する。さらに基質特異性が強く H2A119 番目



 

 

のトレオニンのみをリン酸化する。しかし

H2A118 番目リジンのユビキチン化を伴うと

このリン酸化は完全に抑制された。H2A118番

目リジンのユビキチン化に対する抗体を作

成し、免疫沈降するとこのユビキチン化は遺

伝子転写抑制と密接に関係していることが

明らかとなった。さらに試験管内遺伝子転写

実験によりユビキチン化が遺伝子転写を抑

制することを明らかにした。 

 

2007年；細胞核の遺伝情報の取納と発現のメ

カニズムに焦点をあて、クロマチン中のコア

ヒストン蛋白質修飾と遺伝子発現制御との

関連、および機構の一端を明らかにした。

我々が発見したクロマチン中のヒストンの

みをリン酸化する酵素 NHK-1は H2Aの C末端

の 119番目トレオニンのみにリン酸化を導入

する(Genes Dev 18:877-888,2004)。2007 年

度はリン酸化酵素 NHK-1よる遺伝子発現の調

節などの生物学的現象を解析し他のヒスト

ン修飾である H2Aの C末端の 118番目リジン

のユビキチン化とのクロストークを明らか

ににした。またこれらの修飾はヒストン H3

のメチル化に影響することにより遺伝子転

写開始を調節することを明らかにした

(Genes Dev 22:37-49,2008)。 

 

2008年；肝臓再生のモデルを用いてヒストン

の翻訳後修飾と生物学的な現象の関連を明

らかにした。肝臓は再生を始めると、肝細胞

クロマチン中のヒストンのユビキチン化は

減少する。遺伝子発現マイクロアレイを用い

てこの脱ユビキチン化と関連した脱ユビキ

チン化酵素 USP21を同定した。この脱ユビキ

チン化酵素 USP21は肝切除後遺伝子転写の上

昇する遺伝子プロモーター領域の脱ユビキ

チン化を促進することにより遺伝子転写を

調整していることを明らかにした。肝臓再生

は劇的な遺伝子変化を伴いこれらの遺伝子

変化は肝臓の再生に重要であることが推察

される。この酵素 USP21による遺伝子転写機

構の解明は USP21を標的とした創薬にも応用

できると考える。 

 

2009 年；2008 年の研究をさらに発展させ、

肝臓再生のモデルを用いてヒストンの翻訳

後修飾と遺伝子転写、生物学的な現象の関連

を明らかにした。肝臓再生後転写が上昇する

遺伝子プロモータ領域においては、UYSP21に

よるプロモータ領域の脱ユビキチン化が引

き起こされる。引き続いて脱ユビキチン化は

ヒストン H3メチル化酵素 MLL3によるヒスト

ン H3K4 のメチル化を許容する。ユビキチン

化ヒストンは MLL3 の基質にならないが脱ユ

ビキチンかヒストンは MLL3 の基質になるこ

とを試験管内の実験により明らかにした。こ

れらのクロストークによりカスケードが形

成され、肝再生に必要な遺伝子転写がプロモ

ータ領域の脱ユビキチン化により開始され

る。 
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