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研究成果の概要（和文）：我々は、VRK1がヒストンH2A１２０番目スレオニンをリン酸化すること、転写制御において
このリン酸化が１１９番目リジンのユビキチン化と相互に拮抗して機能することをin vitroで証明してきた。しかし、
この拮抗作用の実在や分子メカニズムは不明である。本研究で我々は、VRK1によるH2Aリン酸化で転写が活性化され、H
2Aユビキチン化で抑制される標的遺伝子を同定した。標的遺伝子の一つであるサイクリンD1の過剰発現が、VRK1ノック
ダウンによる細胞増殖低下を部分回復できることから、VRK1のH2Aリン酸化によるサイクリンD1転写制御が細胞増殖・
癌化の引き金となることが推測される。

研究成果の概要（英文）：We have found that 120th threonine of histone H2A (H2A-T120) is phosphorylated by 
VRK1 in human cancer cell lines. We have also demonstrated that H2A-T120 phosphorylation and mono-ubiquity
lation of 119th lysine (H2A-K119) are mutually inhibitory and this mutual inhibition functions at transcri
ptional regulation in vitro. However, the existence of this mutual inhibition in vivo and the molecular me
chanism are still unknown. In this study, we identified direct target genes that are activated by VRK1-med
iated H2A-T120 phosphorylation, and are conversely repressed by H2A-K119 ubiquitylation. Overexpression of
 CyclinD1, one of these direct target genes, can rescue a growth defect caused by VRK1 knockdown. Our resu
lt suggest that transcriptional regulation of CyclinD1gene by VRK1-mediated H2A-T120 phosphorylation is a 
key regulator to control cell growth and trigger tumorigenesis.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
（１）NHK-1 キナーゼの発見と NHK-1 ファミ
リーの機能的役割 

我々は、ヌクレオソーム特異的にクロマチ
ンに結合してショウジョウバエヒストン H2A
の 119 番目スレオニン(dH2A-T119)をリン酸
化 す る キ ナ ー ゼ Nucleosomal Histone 
Kinase-1（NHK-1）をショウジョウバエ胚を
用いて生化学的に精製・同定した（Aihara et 
al., 2004）。dH2A-T119 のリン酸化が分裂期
を通じて顕著に観察されるのに一致して、
NHK-1 は、細胞分裂の初期に核内に集積し、
（Aihara et al., 2004）、分裂期の進行・促
進に必須であると考えられる（Cullen et al., 
2005）。また NHK1 は、核内クロマチン DNA と
核膜の相互作用を仲介する Barrier to 
autointegration factor (BAF)をリン酸化し、
このリン酸化によって BAF とクロマチン DNA
の相互作用が弱まり、核膜崩壊が促進される
事が、ショウジョウバエ、線虫、哺乳類培養
細胞で証明されている（Nichols et al., 2006, 
Gorjanacz et al., 2007, Molitor and 
Traktman 2014）。他方、NHK-1 による H2A リ
ン酸化は、糖新生などの遺伝子発現に関与す
る（我々のグループによる出芽酵母のリン酸
化部位変異体を用いた発現マイクロアレイ
解析、未発表データ）。また NHK-1 キナーゼ
ファミリーおよび H2A リン酸化部位は、進化
上高度に保存されており、ヒストンコード仮
説に基づく普遍的なエピジェネティック制
御因子であると考えられる。 
（２）生殖細胞分化や減数分裂過程における
NHK-1 および H2A リン酸化の役割 
ショウジョウバエ NHK-1 変異体では、卵細胞
減数分裂過程において、H2A リン酸化の消失
にともない、シナプトネマ構造の異常や染色
体凝縮・分配に必須なコンデンシン複合体の
染色体への集積が損なわれることから
（Ivanovska et al., 2005)、NHK-1 による
H2A リン酸化が減数分裂における染色体の安
定維持へ関与することが推察される。もう一
方で、NHK-1 哺乳類オーソログである VRK1 の
遺伝子破壊マウスは不妊であり、精原細胞数
の著しい減少が観察されている（Wiebe et 
al., 2010）。精原細胞、減数分裂、精子形成
過程で働く複数の遺伝子の発現異常が観察
されているが（Choi et al., 2010）、これら
の遺伝子発現制御の分子メカニズムは不明
であり、VRK1 機能の解明に至っていない。
我々のグループは独自に、野生型マウスの精
巣では、他の組織と比較して、H2A の 120 番
目スレオニン(H2A-T120; dH2A-T119 と同部
位)のリン酸化が高レベルであるという興味
深い結果を得ており、VRK1 による H2A-T120
リン酸化が転写をコントロールする、その制

御機構が、生殖系列細胞の増殖・分化に必須
であると推測される（図４）。 
 
２．研究の目的 
 
（１）本研究開始以前に我々のグループは、
①VRK1 が H2A-T120 をリン酸化することを、
in vitro リン酸化アッセイ（塩透析法によ
りプラスミドDNAと精製ヒストンから作製し
たヌクレオソームを基質とし、VRK1 は HeLa
細胞から精製したものを用いる）や siRNA に
よる VRK1 のノックダウンにより証明し、②
H2A のリン酸化模倣変異体が、NIH3T3 細胞の
トランスフォーム活性を持ち、ヌードマウス
を用いて腫瘍形成能を有することを発見し
ている。また、H2A-T120 のリン酸化が、隣
119 番目リジン残基（H2A-K119）のユビキチ
ン化を抑制することも in vitro の生化学的
アッセイにより証明している。以前我々は、
このユビキチン化が、転写活性化のマークで
あるヒストン H3 の 4番目リジン（H3-K4）の
メチル化を抑制し、USP21 酵素によって、
H2A-K119が脱ユビキチン化されるとH3-K4が
メチル化されて転写活性を促進することを
証明している（Nakagawa et al., 2008）。 
（２）上記①②の研究結果から、私は、VRK1
による H2A-T120 のリン酸化が転写を活性化
する、一方 H2A-K119 のユビキチン化が不活
性化に働き、両者の相互拮抗作用によって転
写状態が調節・維持され生殖細胞の増殖・分
化が調節され、これらの調節破綻が、癌化や
不妊の原因であるという仮説（図４）をたて、
実証することを最終目標とした。本研究では、
まず①H2A-T120 リン酸化および H2A-K119 ユ
ビキチン化の転写制御メカニズムを培養細
胞で明らかにすること、さらに②vrk1 ノック
アウトマウスを用いて精子形成異常の原因
を探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）①siRNAによりVRK1をノックダウンし、
遺伝子発現マイクロアレイ解析により、VRK1
の標的遺伝子の候補をリストアップする（デ
ータは研究開始前に得られていた）。②クロ
マチン免疫沈降および次世代シーケンサーを
用いた解析（ChIP-seq）により、VRK1 のクロ
マチン結合領域、H2A リン酸化およびユビキ
チン化領域をゲノムワイドスケールで同定す
る。①②の統合解析により、VRK1によって直
接転写制御される標的遺伝子を同定し、転写
が制御される領域、段階を予測し、転写の分
子メカニズムを解析する。 
（２）（１）－①のマイクロアレイ解析から、
染色体分配に必要な構成因子や細胞周期の進
行に関与する遺伝子群がVRK1標的候補である



と考えられたため、これら遺伝子の転写が、
VRK1 によるH2A-T120 リン酸化によって細胞
周期でどのように正確に制御されているか、
また細胞分裂後にこれらヒストン修飾が親細
胞から娘細胞へどのように伝播・維持される
かを調べるため、細胞周期の各時期に同調さ
せた細胞を用いてChIP解析を行う。 
（３）VRK1 によるH2A-T120 リン酸化がどの
ように転写活性化へ導くかを説明するため、
仲介因子（図４）を想定し、タグをつけたVRK1
融合タンパク質を培養細胞で発現させ、アフ
ィニティー精製により、VRK1 結合因子の精製
同定と機能解析を行う。 
（４）仮説に基づき、VRK1 によるH2A-T120 リ
ン酸化に対して拮抗的に働くH2A-K119 ユビ
キチン化酵素（H2A-HUB）や、逆に協調的に働
く脱ユビキチン化酵素（H2A-DUB）を同定する
ため、siRNAによるH2A-HUBやH2A-DUBのノック
ダウンおよびRT-qPCRを用いて、VRK1標的遺伝
子への影響を調べる。 
（５）vrk1ノックアウトマウスにおいて、生
殖細胞形成過程のどの段階で異常が観察され
るか、各分化マーカーを指標に特定し、クロ
マチン形態レベルの異常も検討する。またこ
のマウスを用いたゲノムワイドスケールの
Cistrome 解析（RNA-seqおよびChIP-seq）に
より、生殖系列細胞におけるVRK1 が転写をコ
ントロールする標的遺伝子を同定する。 
 
４． 研究成果 
 
（１）Cistrome 解析を用いた VRK1 標的伝子
の同定 
HeLa 細胞などに比べて H2A-T120 リン酸

化状態が高い HT1080(ヒト繊維腫由来)お
よび MDA-MB-231(ヒト乳腺癌由来)細胞を
用いて遺伝子発現マイクロアレイ解析を行
った。その結果、siRNA による VRK1 の発現
抑制によって、発現が低下した 40 以上の遺
伝子を同定した。次に HT1080 細胞を材料
に、H2A-T120 リン酸化、H2A-K119 ユビキチ
ン化、および VRK1 抗体を用いて ChIP-seq 解
析を行った結果、VRK1 標的候補遺伝子領域に
おける VRK1 の結合が確認でき、かつ siVRK1
処理によって H2A-T120 リン酸化レベルが低
下する遺伝子を同定した。このリン酸化レベ
ルの低下は遺伝子領域の広範にわたって見
られるものもあるが、転写開始点に限って低
下して見られる遺伝子もあった。VRK1 標的遺
伝子の代表的な例として、細胞増殖・細胞周
期制御のキーレギュレーターであるサイク
リンD1遺伝子のChIP-seq解析結果を図１に
示す。VRK1 のクロマチン結合領域と
H2A-T120 のリン酸化領域のオーバーラ
ップを確認した（図１ 上２段および中
段）。また siVRK1 処理サンプルでは、オ

ーバーラップする領域の H2A-T120 リン
酸化のシグナルが低下することから、
VRK1 が直接 H2A をリン酸化することを
強く示唆される（これと同じ傾向が認め
られる遺伝子を１５以上同定している）。
さらに、それら遺伝子のうち、リン酸化
H2A-T120 のシグナルが強い領域ではユ
ビキチン化 H2A-K119 のシグナルが弱く、
また siVRK1 処理によってそのパターン
が逆転する遺伝子を５つ同定した（図１
下２段）。 

以上の結果は、研究目的の項目２－（２）
に 記 し た 仮 説 ： H2A-T120 リン酸化と
H2A-K119 ユビキチン化の相互拮抗作用によ
る転写制御を支持する。 

VRK1 および H2A-T120 リン酸化の標的
遺伝子として同定したサイクリン D1 遺
伝子は、多くの癌細胞において発現の異
常亢進が観察されており、癌治療標的と
して注目されている（Musgrove et al.,  
2011）。一方で我々は、VRK1 を過剰発現
させると細胞増殖率は上昇し、siVRK1 処
理すると低下するという結果を得ている。そ
こで以下の発展的実験を行った。サイクリン

図１ サイクリン D1 遺伝子領域における ChIP-seq 解析結果 
Control: siRNA コントロール処理の細胞、 
siVRK1: siVRK1 処理の細胞 
上２段:リン酸化 H2A-T120、中段：VRK1、 
下２段:ユビキチン化 H2A-K119。 
TSS : サイクリン D1 遺伝子の転写開始点 

図２ siRNA による VRK1 ノックダウン細胞のサイクリン D1

過剰発現による回復実験 

縦軸：siRNA 処理から４日後の細胞数をカウントし、siRNA

コントロール処理の細胞数を基準として、その相対値を示す。、 

青色: コントロール細胞、  

赤および橙色：siVRK1 処理細胞 



D1 を安定的に発現する細胞株を作製し、これ
に siVRK1 処理を行うと、コントロールの細
胞に比べて、siVRK1 処理により低下する細胞
増殖率が、サイクリン D1 の発現によって、
完全ではないが部分的に回復した（図２）。 
この結果から、VRK1 の H2A-T120 リン酸化に
よるサイクリン D1 遺伝子の転写活性化が細
胞増殖コントロールのメインストリームで
あると推測される 
（２）VRK1標的遺伝子領域におけるH2A-T120
リン酸化動態および遺伝子発現の細胞周期的
制御の解析 
HT1080細胞をダブルチミジンブロック法を

用いてG1/S境界に同調し、リリース後のタイ
ムコース実験を行った。まずイムノブロット
解析によって、VRK1の発現レベルは細胞周期
を通じて一定であり、H2A-T120リン酸化はG1
では低レベルであり、S期に中程度レベルにな
り、G2初期でもう一度低レベルになり、M期に
高レベルになることが判明した。次に、ChIP
解析により、個々のVRK1標的遺伝子領域にお
けるH2A-T120 リン酸化レベルを各周期時期
で比較した結果、おおむねイムノブロットと
同様の結果（つまり調べたどの遺伝子でもM
期にH2A-T120 リン酸化レベルが高い）を得た。
当初、サイクリンD1などのM期で発現レベルが
低い遺伝子においては、その遺伝子の発現レ
ベルがピークのG1/S期にH2A-T120 リン酸化
レベルも高いことを予想していた。これは、M
期特異的なBub1キナーゼによってH2A-T120が
リン酸化されていると推測され、このリン酸
化がVRK1によるものか、Bub1によるものか見
分けをつけることができないため、これ以上
の解析は困難であると結論づけた。しかしな
がら、G1およびS期におけるH2A-T120 リン酸
化レベルは、siVRK1処理によって低下するた
め、このリン酸化はVRK1によるものであると
考えている。 
（３）VRK1 結合因子の精製・同定 
VRK1 タンパク質の N 末端に Flag やヒスチ

ジンタグを付加した融合タンパクを HeLa 細
胞や HT1080 細胞で発現させ、VRK1 複合体を
アフィニティー精製し、候補となるペプチド
の同定を進めていたが、精製した VRK1 の
H2A-T120 リン酸化活性が著しく低い、さらに
これらのタグをつけた VRK1 を HT1080 細胞に
過剰発現させても siVRK1 による細胞増殖低
下を回復できないなどの問題から、以下のよ
うに原因究明を行った。まず内在性の VRK1
を精製するため、N 末端のペプチドを認識す
る抗体を用いて免疫沈降し、VRK1 を N末端ペ
プチドで溶出し、この各分を用いてキナーゼ
アッセイを行った結果、十分な H2A-T120 リ
ン酸化活性を検出することができた。このこ
とから、N末端にタグを付加すると VRK1 の構
造が変化し、H2A-T120 をリン酸化できないこ

とが推測される。そこで解決策として、VRK1
抗体を用いて複合体精製を行っており、また
C末端側にタグを付加した VRK1 を作製し、こ
の H2A-T120 リン酸化活性を確認している。 
（４）VRK1 標的遺伝子における H2A-HUB
および DUB の同定 
H2A-HUB 3 種（DZIP3, RING1B, RNF8）、

H2A-DUB５種（USP3, USP16, USP21, USP22, 
MYSM1）の siRNA 処理を行い(１酵素につき３
種類の siRNA オリゴをテスト)、RT-qPCR を行
った結果、DZIP3 や RING1B によって発現が抑
制される VRK1 標的遺伝子を２つ同定した。
また Ring1B については ChIP 解析も行い、
VRK1 標的遺伝子への結合も確認している。こ
の結果は、VRK1 と Ring1B を含むポリコーム
複合体（Polycomb repressive complex 1：
PRC1）が拮抗的に働いていることを示唆する。 
（５）vrk1 ノックアウトマウスにおける生殖
細胞形成異常の解析 
研究開始段階では、vrk1 ノックアウトマウ

スは作製できていたが、他の研究グループの
vrk1 ノックアウトマウスのみの解析結果が
発表されており、我々は方針を変更し、
H2A-T120 リン酸化と H2A-K119 ユビキチン化
の拮抗メカニズムというオリジナルの観点
から有益な知見を得るため、 vrk1-/-, 
usp21-/- ダブルノックアウトマウスを作
製しており、マウス掛け合わせの最終段階で
ある F3 世代の解析を行っている（図３）。
vrk1-/-, usp21-/-マウスは低リン酸化かつ
高ユビキチン化であると推測されるため、
vrk1-/-
マウスの
精巣での
表 現 型
（精原細
胞数の著
しい減少 
Wiebe et 
al., 
2010）を
さらに増
強するこ
とを予想
している。 
 
まとめ 
 
図４に示すように、本研究結果は、

H2A-T120 リン酸化および H2A-K119 ユビキチ
ン化の拮抗作用によって転写制御が行われ
ていることを培養細胞で証明している。研究
結果（１）と H2A リン酸化模倣変異体の腫瘍
形成能の結果を取りまとめ、論文投稿中であ
る。この拮抗作用の詳細な分子メカニズムは、
VRK1 複合体を解明し、ポリコーム複合体との

 
図３ マウス掛け合わせ工程  



分子的なやりとりを調べていくことによっ
て明らかにされていくことが期待される。ま
た、この分子メカニズムの生理機能の解明に
は、細胞癌化のモデル系や生殖細胞の形成過
程において、VRK1 や HUB・DUB の変異体の作
製が必要である。さらに、H2A リン酸化模変
異体のみならずユビキチン化変異体の解析
によって、新たな知見が得られることを期待
している。例えば、研究目的の項目２－
（１）に記した H2A リン酸化模倣変異体が
腫瘍形成能をもつことから、H2A-T120 リン
酸化が異常亢進によって CyclinD1 の恒
常的発現の獲得が細胞癌化のキーステ
ップである可能性を想起させる。これに
腫瘍形成能を持つH2Aユビキチン化変異体で
はH2Aのリン酸化レベルが上昇するかなど調
べることによって、分子メカニズムのさらな
る補強にもつながる。何よりも H2A の変異が
癌患者の検体でも起きているかを調べるこ
とが今後の急務となる。 
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図４ ヒストン H2A リン酸化-ユビキチン化による転写制御と

生理的役割のモデル 

P: リン酸化 H2A-T120、 Ub: ユビキチン化 H2A-K119、 

Me: メチル化 H3-K4  

HUB: ヒストン H2A ユビキチン化酵素、  

DUB: ヒストン H2A 脱ユビキチン化酵素 

RNAPII: RNA ポリメラーゼ II・基本転写因子複合体、 

FactorX: 仮想 VRK1 結合因子 


