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研究成果の概要： 
本研究では様々なアミノ酸側鎖翻訳後修飾を位置特異的に施したヒストンテールポリペプ

チドライブラリの構築を行った。さらに、構築したライブラリを用いて、代表的クロマチ

ン関連因子由来のブロモドメインやクロモドメインとの相互作用を解析した。また、得ら

れた情報に基づき、ヒストン認識ドメインや人工の刺激応答部位を複合化した分割型 
GFP を設計し、任意のタンパク質翻訳後修飾反応や外部刺激を特異的に検出可能な蛍光プ

ローブを構築することに成功した。 
 
 
交付額 
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  年度  
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学 
キーワード：生体機能関連物質・ポリペプチド・ライブラリ 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ポストゲノムシーケンス時代において、従来
のセントラルドグマやメンデルの法則の例
外に位置する「エピジェネティクス」機構の
解明および制御が緊急かつ重要な研究題材
となりつつある。エピジェネティクスとは、
DNA 塩基配列非依存的な遺伝情報記憶と遺
伝子発現制御を意味し、生物の発生、細胞分
化、細胞周期、癌化、種々の遺伝病、老化な
ど様々な生命現象や疾患に関与しているこ

とが判明している。エピジェネティクスにお
ける代表的な制御機構として、ゲノム DNA 中
のシトシン塩基メチル化や、ヒストンタンパ
ク質の後成的修飾に基づくクロマチン高次
構造変化等が示唆されている。なかでも、ヒ
ストン N および C 末端に存在するヒスト
ンテール (20〜30 残基) におけるアセチル
化、メチル化、リン酸化、ADP-リボシル化、
ユビキチン化、SUMO 化等の翻訳後修飾はク
ロマチンを構成する種々の生体分子の組



成・分布に影響を与え、クロマチンモデリン
グならびに遺伝子発現チューニングにおい
て重要な役割を果たしている（「ヒストンコ
ード」仮説）。従って、エピジェネティクス
制御機構の本質を理解するためには、H2A、
H2B、H3 および H4 の各ヒストンテールにおけ
る様々な翻訳後修飾やその組み合わせパタ
ーンが、クロマチン関連タンパク質との相互
作用に与える効果を詳細かつ系統的に評価
する必要がある。また、細胞内に存在する
種々のヒストン修飾酵素やヒストンシャペ
ロン等の活性、種類ならびにその経時的発現
分布変化をタンパク質レベルで可視化し、モ
ニタリングできれば、複雑に分化した各細胞
機能を分子レベルで解析することが可能と
なる。しかしながら、分化前後の細胞内にお
いて、染色体あるいは染色体上の位置依存的
にヒストンテール修飾パターンは複雑かつ
多様な変化を示す。すなわち、ヒストンテー
ル修飾の細胞表現型に及ぼす効果を定量的
に計測分析するためには、試験管内クロマチ
ン再構成や固定化細胞抗体染色等の従来法
とは異なる新規のケミカル・バイオロジー的
手法に基づく方法論の開発が必須と考えた。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景をふまえた基礎的研究として、
本研究では様々なアミノ酸側鎖翻訳後修飾
を施したヒストンテールポリペプチドライ
ブラリの構築と基板上へのアレイ化を第一
段階の目標とした。すなわち、クロマチンを
構成するヒストンタンパク質である H3 お
よび H4 の各ヒストンテールポリペプチド
配列を基体として、種々の翻訳後修飾を位置
特異的に施したペプチドライブラリを化学
的に調製することを試みた。ライブラリの構
築に化学法を用いることによって、既存の分
子生物学的手法では困難な位置選択的なア
ミノ酸側鎖翻訳後修飾の導入が可能となる。
次いで、クロマチン関連因子由来のドメイン
タンパク質との相互作用を解析し、各クロマ
チン関連因子に対する特異的認識およびリ
クルートに必要となるファクターを分子レ
ベルで見いだすことを目指した。最終的には、
上記のスクリーニングにより得られた情報
を基に、タンパク質翻訳後修飾反応等を特異
的に検出可能な新規蛍光プローブの開発を
目標とした。 
 
３．研究の方法 
1) ヒストンテールライブラリの設計・合成
と固相上への固定化 
計画の第一段階としてヒストンテールライ
ブラリの構築を行った。クロマチンを構成す
るヒストンタンパク質である H3 および 
H4 の各 N  末端に存在する 20〜30 残基の
ペプチド配列をライブラリの基体として用

いた。ライブラリ中、翻訳後修飾が予想され
ている Lys、Arg、Ser 残基に対してアセチ
ル化、モノメチル化、ジメチル化、トリメチ
ル化、リン酸化等を系統的にした。ヒストン
テールペプチドライブラリの調製にはスプ
リット法やスポット法等のペプチド固相化
学合成法を採用し、各翻訳後修飾の位置特異
的なアミノ酸側鎖上への導入が可能となっ
た。実験においては、迅速なペプチドの調製
を行うために、固相担体、カップリング試薬、
側鎖保護基、反応条件等の最適化を行うこと
で、高純度なライブラリの獲得に成功した。
また、得られた一連のヒストンテールペプチ
ドをセルロースシート等に固定化すること
で、クロマチン関連因子認識ペプチドアレイ
構築を行った。ペプチド固定化に関しては、
リンカーの種類・長さ等を検討検討し、最適
な方法を採用した。加えて、表面上へのペプ
チド導入量調節やブロッキング剤の最適化
によって、標的クロマチン関連因子の非特異
吸着挙動を抑制し、高感度・低バックグラウ
ンド解析を可能とするヒストンテールペプ
チドアレイの開発を目指した。 
 
2) クロマチン関連タンパク質由来各ドメイ
ンとヒストンテールペプチドとの相互作用
解析   
構築したヒストンテールペプチドライブラ
リを用いて、各ヒストンテール構造とクロマ
チン関連因子との相互作用を系統的に解析
する。標的タンパク質として、複雑な要素を
排除するために、高次構造が明確かつ安定な
タンパク質もしくは既知の認識ドメイン構
造を用いる。具体的には、heterochromatin 
protein 1 (HP1)、GCN5 、Swi3p 等のクロ
マチン関連因子が有するクロモドメイン、ブ
ロモドメイン、 SANT ドメイン等のポリペ
プチド部分構造をターゲットとした。標的タ
ンパク質遺伝子は、主として酵母染色体 
DNA もしくは cDNA ライブラリから発現
用プラスミドベクター上へとクローニング
した。親和性の定量的評価を可能とするため、
標的タンパク質には蛍光色素によるラベル
化を行い。ヒストン修飾様式およびその位
置・組み合わせパターンが相互作用に及ぼす
効果を系統的に評価した。 
 
3) タンパク質翻訳後修飾・脱修飾反応を検出
可能なタンパク質型蛍光プローブの開発 
上記のスクリーニングにより得られたヒス
トンテールペプチド配列やクロマチン関連
因子の情報を基に、任意のタンパク質翻訳後
修飾・脱修飾反応を特異的に検出可能なタン
パク質型蛍光プローブの開発を試みた。すな
わち、クロモドマイン、ブロモドメイン、
PHD、SH2 ドメイン等の翻訳後修飾認識
ドメインとその基質配列を導入した分割型 



GFP を設計し、各修飾・脱修飾反応を特異
的に検出可能なタンパク質型蛍光プローブ
の開発を試みた。 
 
４．研究成果 
1) ヒストンテールライブラリの構築とクロ
マチン関連因子との相互作用解析 
ヒストンタンパク質 H3 および H4 の各 N  
末端に存在する 20〜30 残基のペプチド配列
中、アセチル化、メチル化、リン酸化等の翻
訳後修飾を位置特異的に施したペプチドラ
イブラリの構築に成功した。さらに、得られ
たヒストンテールペプチドを固相上に固定
化したペプチドアレイ構築を達成した。また、
蛍光色素でラベル化したクロモドメインや
ブロモドメインを用いた分析の結果、ヒスト
ン修飾様式およびその位置・組み合わせパタ
ーンが相互作用に及ぼす効果に関する知見
を得た。 
 
2) タンパク質翻訳後修飾・脱修飾反応を検出
可能なタンパク質型蛍光プローブの開発 
クロモドマイン、ブロモドメイン、PHD、
SH2 ドメイン等の翻訳後修飾認識ドメイ
ンを複合化した分割型 GFP を設計するこ
とで、各修飾・脱修飾反応を特異的に検出
可能なタンパク質型蛍光プローブの開発に
成功した。また、得られた知見を発展させ、
人工の分子認識部位や非天然機能団を分割
型タンパク質に複合化することで、任意の
ゲスト分子存在下や特定波長の光照射等の
外部刺激に応答可能な機能性タンパク質の
開発にも成功した。 
 
以上の成果の一部は、J. Am. Chem. Soc., 130, 
9574-9582 やChem. Lett., 37, 582-583, 2008 に
報告した。 
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