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研究成果の概要（和文）：修飾ヒストン合成法の開発を目的とし、修飾アミノ酸の大量合成法の

検討、修飾アミノ酸含有ヒストンテイルの合成を実施した。修飾ヒストンテイルを用いた研究

からメチル化酵素複合体の活性発現機構の解析を行い、従来提案されている機構は再考される

べきとの結論を得た。全長ヒストン合成法について検討し、目的とした全長 9Lys(Me3)ヒスト

ン H3 の分子質量を観測することが出来た。さらなる合成効率の向上を目的として合成法の再検

討を実施した。 

 
研究成果の概要（英文）：To establish synthetic methods of histone H3 tail and modified histone H3, we 
searched methods for modified lysine synthesis, chemical synthesis of modified lysine-containing 
histone H3 tails, and chemical synthesis of full sequence histone H3. Synthetic modified histone H3 tails 
contributed to the biochemical elucidation of polycomb repressive complex 2. 9Lys(Me3)-histone H3 
was also synthezised. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

2007年度 3,900,000 1,170,000 5,070,000 

2008年度 3,900,000 1,170,000 5,070,000 

2009年度 3,900,000 1,170,000 5,070,000 

  年度    

総 計 15,800,000 4,740,000 20,540,000 

 
研究分野：生物分子科学 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒストンのアセチル化、メチル化、リン酸
化などによる遺伝子の発現制御の解析が、近
年急速な展開を見せている。しかしながら多
くの場合、ある部位の修飾に焦点を当て、そ
の機能を分子生物学的に解析するという手
法がとられ、ヒストン H3 だけに限っても、

翻訳後修飾とそれがもたらす機能との関係
を俯瞰的に捉えるには至っていなかった。 
 ところが、限定的ではあるが化学合成され
た修飾ヒストンをヌクレオソームへ導入す
る手法が開発され、化学合成修飾ヒストンを
導入したヌクレオソームとDNA との相互作用
の解析、さらにヒストンの修飾構造と機能と
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の相関関係の解析という一連の研究を開始
する環境が整ってきた。そこで、生命科学の
発展に寄与することの出来る修飾ヒストン
合成法を開発することとした。 
 
２．研究の目的 
 申請者らにより開発されたペプチド・蛋白
質合成法を駆使し、Nε-アセチル化リシン、Nε-
モノメチル化リシン、Nε-ジメチル化リシン、
Nε-トリメチル化リシン、Nω-モノメチル化ア
ルギニン、リン酸化セリンを含有する多様な
修飾ヒストンの効率的合成法を開発すると
ともに、合成修飾ヒストンを通して遺伝子発
現制御の分子機構の解明の推進に寄与する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では有機化学的手法に基づき、まず、
修飾ヒストン H3 の N 末端部位（以後ヒスト
ンテイル）を合成ターゲットとし、Fmoc ペプ
チド合成法による Nε-アセチル化リシン、Nε-
モノメチル化リシン、Nε-ジメチル化リシン、
Ne-トリメチル化リシン、Nω-モノメチル化ア
ルギニンやリン酸化セリン含有ヒストンテ
イルの合成条件を探索する。その結果を基に
多種類の修飾ヒストンテイルを正確かつ同
時並行的に合成することのできる条件を確
立する。また、ここで得られる合成標品は蛍
光ならびにビオチン標識を施し、ヒストンテ
イルの修飾パターンとDNA との結合実験や結
合蛋白質の解析研究に提供する。これと平行
して、修飾された全長ヒストンの化学的合成
法の開発を行う。 
 
４．研究成果 
（1）修飾ヒストンの合成に必要とされる保
護修飾アミノ酸の合成：Fmocペプチド合成
法による Nε-アセチル化リシン、Nε-モノメ
チル化リシン、Nε-ジメチル化リシン、Nε-
トリメチル化リシンを合成した。 
（2）修飾ヒストンテイルの合成：修飾ヒ
ストンテイルの合成条件を確立し、修飾ヒ
ストン H3(1-43)-Cys-Pro-OCH2CONH2  
(ARTKQTARKS TGGKAPRKQL ATKAA 
RKSAP ATGGVKKPHR YRP-Cys-Pro- 
OCH2CONH2, K9:  Me0, Me, Me2, Me3)を合成
した。さらに、蛍光ならびにビオチン標識さ
れた修飾ヒストンテイルを合成した。 
（3）修飾ヒストンテイルの標識体の調製と
核内蛋白質並びに DNA との相互作用解析： 
 修飾状態の差異、特にＫ９のメチル化状態
の差異は、遺伝子の発現に変化をもたらすこ
とが知られている。(２)で合成したヒストン
テイルや、それらの C末端部位にビオチンと
蛍光体を導入したものを用い、ヒストン
H3K27 メチル化酵素の特定のリシン残基依存
的な活性促進効果の解明を行った。ヒストン
H3K27 をメチル化酵素複合体（PRC2）の活性

には、3 因子（Ezh2, Suz12, Eed）が必要で
あるとされているが、Suz12 の一部を改変す
ると Ezh2 と Suz12 だけでヒストン H3K27 の
メチル化修飾活性があることを明らかにし、
この系を用いてヒストン H3K9 のメチル化修
飾価数依存的な活性促進効果を明らかにし
た。以上の結果は、Eed がメチル化修飾を認
識して PRC2 のメチル化活性を促進するとい
う従来から提案されている機構は再考され
るべきとの結論を得た。 
 また、合成ペプチドを用い、メチル化修飾
ペプチドの新たな分析手法を提案すること
が出来た。すなわち、これまで、蛋白質のメ
チル化状態を調べるには、リシン残基をプロ
ピオニル化し、トリプシンなどで酵素消化し
て得られるペプチド断片を質量分析装置に
より解析する手法などが用いられてきた。メ
チル化した合成ペプチドを用いて検討した
結果、リシン残基のメチル化修飾によってリ
シルエンドペプチダーゼ（Lys-C）よる酵素
消化が阻害されることを見出した。この知見
を利用すれば、ヒストンに限らず、生体内で
リシン残基がメチル化された蛋白質を Lys-C
で酵素消化し、得られたペプチド断片を質量
分析装置により解析すれば、比較的簡便にメ
チル化修飾部位とメチル化価数の同定が可
能となることを明らかとした。 
 
（4）修飾ヒストンテイルのチオエステル体
の調製法の検討：ペプチドの末端に Cys-Pro
エステル(CPE 基)を導入しておくと、図 1 に
示す反応経路に従ってペプチドチオエステ 
ルを調製できるという方法を我々は開発し、
この方法に基づいてヒストンペプチドのチ
オエステルを調製することとした。まず、通
常の Fmoc 固相法でペプチドを調製し、ペプ 

 
 
図１ ペプチドC-末端にCPE基を有するペプ
チドのペプチドチオエステルへの変換反応 



 

 

チド鎖の伸長操作終了後、N-S アシル基転位
反応により、アミド結合をチオエステルへと
変換した。溶媒、pH、Ｃ末端時ペプチドの構
造等について、チオエステルへの至適変換条
件を探索した。その結果、pH7.5-8.0 の緩衝
液中で HSCH2CH2SO3Na 存在下、室温 2 日で 70%
の収率でペプチドチオエステルが得られる
ことが明らかとなった。しかし、チオエステ
ルを形成しているアミノ酸が一部ラセミ化
すると言うことも判明した。 
（ 5 ） 発 現 ヒ ス ト ン 部 分 ペ プ チ ド 、
Met-histone H3(14-135)、のヒストン合成用
ブロックへの誘導とハイブリッド法による
全長修飾ヒストンの合成：ヒストン H3 では
アミノ末端部分（ヒストンテール）に修飾が
ある。その部分を化学的に調製し、それ以外
の部分を組換え蛋白質として生物学的に調
製して、それぞれを縮合することによって、
効率的に修飾ヒストンを調製するルートの
開発を試みた。 
 大腸菌を用いて、Met-histone H3(14-135)
の N-末端に His-tag_Factor Xa site が結合
した組み換体蛋白質（His-tag_Factor Xa 
site-Met-histone H3(14-135)）を調製した。
このものを部位特異的加水分解酵素である
Factor Xa で処理して His タグを除去し、
Dixon 法により末端アミノ基のカルボニル基
へ変換、側鎖アミノ基への Boc 基の導入、α-
ケトアシル基の除去というプロセスを通し
て、チオエステル法に用いることの出来る合
成ブロックを調製する計画を立てた。しかし、
Factor Xa での処理の際に、目的部位以外に
Arg128 位で切断されたペプチドが観測され
た。また，逆相 HPLC での精製でも収率が低
く、効率的な合成ブロックの調製は困難であ
ると判断し、この合成計画を断念した。 
(6) 修飾された全長ヒストンの合成法の開
発：申請者らの開発した拡張型ライゲーショ
ン法と、自発的チオエステル生成ユニットで
ある CPE ユニットを用い、9Lys(Me3)-ヒスト
ン H3 の全合成を図２に示す経路に従って試
みた。 
 まず、合成ブロックである histone 
H3(1-33)-CPE (1), N 末 端 ア ミ ノ 基 に
3,4-dimetoxi-2-mercaptobenzyl(Dmmb) 基と
Fmoc 基が、C-末端に CPE 基が導入された
histone H3(34-95) (2)、並びに histone 
H3(98-135)(3)を Fmoc 固相法で調製した。合
成ブロック2 と3 をpH 8の水溶液中でnative 
chemical ligation 法 に よ り 縮 合 し 、
Fmoc,Dmmb-histone H3(34-135)(4)を得た。
この中間体をピペリジン処理することによ
り Fmoc 基を除去したのち、拡張型ライゲー
ション法により合成ブロック1 と縮合させ中
間体 5 を得た。5 を単離することなくトリフ
ルオロメタンスルホン酸含有トリフルオロ
酢酸で処理し、Dmmb 基と Boc 基を除去した。 

 
図２ 自発的チオエステル生成ユニットで
あるCPE基をもつ合成ブロックを用いnative 
chemical ligation 法と拡張型ライゲーショ
ン法を組み合わせた9Lys(Me3)-histone H3の
全合成経路 
 
その結果、収率は低いものの目的とする
[Lys(Me3)

9]- histone H3(1-135)(6)が生成し
ていることを質量分析法により確認するこ
とができた。（図 3）しかし、縮合反応効率の
改善や反応混合液からの生成物の単離・精製
効率を向上させるには、それぞれの点におい
て抜本的検討が必要であるとの結論に至っ
た。 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
図３[Lys(Me3)

9]- histone H3(1-135)の分子
質量（計算値：15316.8） 
 

 
図4 native chemical ligation法とチオエステル
法を組み合わせた修飾ヒストン全合成経路 

 そこで、 図 4 に示す経路により、合成ブ
ロックとしてペプチドチオエステルを、縮合
法として native chemical ligation 法とチ
オエステル法を組み合わせ、9 位が Lys(Me3)
となった全長ヒストンの再合成に挑戦する
こととした。 
 Fmoc-histon H3(44-95)チオエステル(7)と
histon H3(96-135)(8) を native chemical 
ligation 法で縮合させる。その生成物である
Fmoc-histon H3(44-135)(9)のチオール基を
適切な保護基で保護し、側鎖のアミノ基に
Boc 基を導入したのち、Fmoc 基を除去して、
側鎖保護 H-histon H3(44-135)(10)とする。
これに Fmoc-histon H3(13-43)チオエステル
(11)をチオエステル法で縮合させて、
Fmoc-histon H3(13-135)とし、Fmoc 基を除去
して H-histon H3(13-135)を得る。このもの
と Boc-9Lys(Me3)-histone(1-12)チオエステ
ル(13)をチオエステル法で縮合し 9 位
Lys(Me3)-histone(1-135)の合成を目指した。 
 まず、このプロセスで全長ヒストンの合成
を 可 能 と す る た め に は 、 histone 
H3(44-135)(9)中の遊離のチオール基を穏和
な条件下で修飾でき、しかもチオエステル法
での縮合の際に用いる銀イオンに対しても
安定なチオール保護基を見出す必要があっ
た。探索の結果、保護基として CH3-S-基が、
導入試薬として CH3-S-SO2-CH3 がその目的に
合致することを見出した。 
 現在、化合物 10 までの合成条件を確立
することが出来た。また、合成ブロック
11,13 の調製も完了している。 
 
（7）合成全長ヒストンのヌクレオソームへ
の導入：田嶋らの方法により、全長ヒスト
ンのヌクレオソームへの導入実験を行い、
転写効率の変化を生化学的手法により解析
する予定であったが、全長ヒストンが合成
できず、実施できなかった。 
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