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研究成果の概要： 
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。H2Aの 118番目のリジン残基はユビキチン化されることが 30年前に明らかに
されている。われわれは今回の研究により、この H2A118Kのユビキチン化が H3K4のメチル
化とクロストークすることにより遺伝子転写開始を調節していることを明らかにした 
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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。この研究の目

的は、遺伝子転写や分化の調節機構にお

けるクロマチン構造の役割を解明する

ことである。 

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: 
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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、他の修飾に関しては、

いまだに未知の部分が多い。 

我々は粗な核内抽出液の中に、新奇ヒ

ストンのリン酸化酵素活性を発見し、同

定、クローニングを行ない、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)と命名した（Genes 
Dev 18: 877-888, 2004）。ヒストンは非
特異的なリン酸化の基質に用いられ、リ

ン酸化されやすい蛋白であるが、申請者

が発見したリン酸化酵素 NHK-1は遊離
のヒストンは全くリン酸化しないが、い

ったん組換えNAP-1と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
みを特異的にリン酸化する。Ｈ２ＡのＣ

末端はドッキングドメインと呼ばれヌ

クレオソームがさらに高次の構造をと

るときに重要な部位である。 
ショウジョウバエNHK-1のヒトホモ

ログーはVRK-1と命名されていたが、
H2Aキナーゼとしての機能は明らかにさ
れていなかった。我々はヒトNHK-1ホモ
ログーをノックアウトした時にどのよう

な表現形が出るか調べる予定である。ヒ

トH2Aの120番目のトレオニンのリン酸
化フォームに対する抗体を作成し、癌細

胞を染色してみると特に大腸癌で高率に

染色されることを明らかにした。さらに

ショウジョウバエの体細胞分裂および減

数分裂期においてもこのリン酸化部位が

重要な働きをしていることを明らかにし

た（Genes Dev 19: 2571-2582, 2005, J 
Cell Biol 171: 593-602, 2005）。 

 
 
 
２．研究の目的 

Ｈ２Ａ119 番目のトレオニンのリン酸
化と H2Aの 118番目のリジン残基はユ
ビキチン化の翻訳後修飾の生物学的意

義とその機構を明らかにすることが目

的である。 

Ｈ２ＡのＣ末端はドッキングドメイ

ンと呼ばれヌクレオソームがさらに高

次の構造をとるときに重要な部位であ

る。一方、興味深いことに H2A の 118
番目のリジン残基はユビキチン化され

ることが30年前に明らかにされている。
図１にヒストン H2A C末端の配列と生
物種間の比較を示す。しかしこのユビキ

チン化の意義は蛋白破壊の標的ではな

く遺伝子転写に関連があると予想され

ているが、いまだに決め手となる証拠は

ない。われわれはこの H2A 118 番目と
119番目のアミノ酸の翻訳後修飾に着目
し、両者の生物学的意義を構造機能の面

から明らかにすることを目的とする。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１:ヒストンＨ２ＡのＣ末端は 119番目の
トレオニンまで生物種間でよく保存され重
要な働きをしていることが予想される。118
番目(ヒトでは 119)のリジンはユビキチン化
される。 



３．研究の方法 
 我々が同定した肝臓切除後再生肝臓特異
的な遺伝子発現を示す脱ユビキチン化酵素
として同定した USP21 の脱ユビキチン化酵
素活性がヌクレオソーム中のヒストンに特
異的であるのか、また USP21の活性の強さ、
キネティクス、ヌクレオソームに対する親和
性などを中心に生化学的手法により解析し
た。 
ヌクレオソームに対する特異性の検索とし
て、遊離のヒストンとヌクレオソームを基質
にしたときの酵素活性を比較する。さらに疎
抽出液を基質として USP21 と反応させ、反
応産物を抗ユビキチン化抗体によるウエス
タンブロティングで解析し、変化するバンド
がヒストン以外にも存在するか否かを検索
した。これらの研究により特異性を解析でき
たと考える。 
USP4 は USP21 と同様に再生肝臓特異的な
遺伝子発現を示す脱ユビキチン化酵素とし
て同定した。USP4の基質は未知であり、疎
抽出液を基質として USP4と反応させ、反応
産物を抗ユビキチン化抗体によるウエスタ
ンブロティングで解析し、変化するバンドを
疎抽出液の中より基質の候補として検出す
る。変化するバンドの検出が可能であれば、
USP4による脱ユビキチン化の基質をカラム
クロマトグラフィーにより分画・同定を試み
た。 
 ユビキチン化 H2A は蛋白質破壊の標的で
はなく遺伝子転写との関連が示唆されてい
るが明らかな証明は未だにない。近年、クロ
マチン中のヒストン蛋白の翻訳後修飾と、遺
伝子転写を含む様々な生物学的現象との関
連が明らかにされてきている。さらにヒスト
ン中の種々の翻訳後修飾が相互に影響しあ
う現象、すなわちヒストンコードのクロスト
ークが明らかにされてきた。これらの可能性
を確認するため予備実験として H2A のユビ
キチン化と他の翻訳後修飾とのクロストー
クを検索した。 
H2A ユビキチン化部位の C 末端に位置する
トレオニンの NHK-1 によるリン酸化とクロ
ストークすることを明らかにした。興味ある
ことに H2A とは異なった別のヒストンであ
る H3の 4番目のリジンのメチル化にも影響
することも明らかにした。すなわち H2A ユ
ビキチン化はヒストン H3の 4番目のリジン
のメチル化酵素を抑制した。H3 の 4 番目の
リジンのメチル化は活性化クロマチンと密
接に関係していることが明らかになってい
る翻訳後修飾である。この申請の研究方法と
してこれらのクロストークが実際どのよう
にして引き起こされているのかを生化学的
手法により解析した。 
 
 

４．研究成果 
 ヒト NHKとして試験管内で形成したヌク
レオソームを基質として高次構造特異的に
H2AC末端の 119番目トレオニンのみにリン
酸化を導入する酵素 VRK-1 を見つけた。こ
のキナーゼは生物種間でも保存され、重要な
酵素とリン酸化部位であると考えられる
（Genes Dev 18: 877-888, 2004; Genes Dev 
19: 2571-2582, 2005; J Cell Biol 171: 
593-602, 2005；一部未発表）。 
ヒストン H2A119 番目トレオニンのリン酸
化は 118番目のリジンのユビキチン化とクロ
ストークし生物学的に興味深いことを示し
た（Nature 準備中）。 
ヒストン H2A118 番目のリジンのユビキチ
ン化はヒストン H3K4 のメチル化とクロス
トークし遺伝子転写開始を制御しているこ
とを明らかにした (Genes Dev 22: 37-49, 
2008)。 
ヒストンH3K4メチル化は in vitroにおいて
遺伝子転写開始に必須であることを示した
（図２参照）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：ヒストン H3の K4（4番目リジン）
と転写活性化 
H3wtでは転写反応液中において K4がメ
チル化され転写反応は進行する。アラニン
やグルタミンに変換すると転写反応が抑
制される。電荷的にメチル化リジンを模倣
するアルギニンに変換すると転写反応は
進行する。 
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６．研究組織 

研究代表者伊藤敬が研究総括し、研究分

担者中川武弥と協力してUSP21のキネテ

ィクスおよび特異性を検索した。さらに

研究代表者伊藤敬が研究分担者中川武

弥、研究分担者難波泰明と協力して

USP21と遺伝子転写との関連を検索し、

合わせてUSP21の基質の解析を行った。 
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