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研究成果の概要（和文）：ヒストンH2Aの40番目セリンがN-アセチルグルコサミン化（H2AS40Gc）される新規エ
ピジェネティクス修飾を発見した。栄養外胚葉由来の栄養膜幹細胞（TS細胞）と内部細胞塊由来の胚性幹細胞
（ES細胞）は、発生初期の分化運命機構に重要な示唆を与えてきた。本研究では、H2AS40Gcがこれら幹細胞の緩
んだクロマチン領域に豊富で、分化に伴い大きく変化し、遺伝子発現に促進的であること、またグルコース感受
性およびゲノム修復機能を有することを明らかにした。H2AS40Gcは代謝とゲノム正常性維持を結ぶエピジェネテ
ィクス系で、脊椎動物から哺乳類への進化上重要な位置に存在するなど、予想以上の成果となった。

研究成果の概要（英文）：We discovered O-linked-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) modification of 
histone H2A at Serine 40 (H2AS40Gc). The H2AS40Gc site is in the L1 loop structure where two H2A 
molecules interact in the nucleosome. The novel O-GlcNAcylation is specific to the Serine 40 
isoforms, which emerged in Marsupialia and persisted thereafter in mammals. Targets of H2AS40Gc are 
distributed genome-wide and are dramatically changed during the differentiation in mouse trophoblast
 stem cells. The level of H2AS40Gc is also responsive to glucose level and DNA damage. Intriguingly,
 hyper-H2AS40Gc induced by changing glucose level or the overexpression of the H2A3 Serine 40 
isoform protected the genome from DNA damage in mouse embryonic stem cells. Thus the H2AS40Gc 
functions DNA damage repair. Based on these data, the emergence of H2A Serine 40 and its 
O-GlcNAcylation linked a genetic event to genome-wide epigenetic events that correlate with the 
evolution of placental animals.

研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 内部細胞塊と栄養外胚葉への分化は、受精
後に最も早期に起きる現象である。栄養外胚
葉に由来する栄養膜幹細胞（TS細胞）は、内
部細胞塊に由来する胚性幹細胞（ES細胞）と
は著しく異なった特徴的細胞である。TS細胞
は胎盤栄養膜細胞系列にのみ分化するのに
対して、ES細胞は通常の培養下では栄養膜細
胞に分化することは無い。この初期胚由来細
胞の厳密な分化運命の制御はエピジェネテ
ィクス制御による。申請者らはヒストン H2A
の 40 番 目 の セ リ ン の GlcNAc 修 飾
（H2AS40Gc）を発見した。研究開始当初、
ヒストンの GlcNAc 修飾はグルコース代謝と
ゲノム制御の接点となる新たなエピジェネ
ティクス制御系として注目されていたが、特
異抗体が作製・市販されていないこともあっ
て解析が困難であった。 
 
２．研究の目的 
 新規ヒストン GlcNAc修飾 H2AS40Gcの生
物学的な意義を明らかにすることが目的で
ある。 
（１）H2AS40Gc標的ゲノム領域を決定する。
インフォーマティクス解析を行い、遺伝子領
域、非遺伝子領域、遺伝子の種類などの
H2AS40Gcの特徴を明らかにする。 
（２）H2AS40Gcゲノム・ワイド標的情報と
既知のヒストン修飾情報との関係を知るこ
とは、機能を推定する上で重要である。（１）
のH2AS40Gcデータをこれまでに集積されて
いるエピゲノム情報（DNA メチル化情報や
様々なヒストン修飾情報）に重ね合わせるこ
とで GlcNAc修飾の役割を浮上させる。 
（３）幹細胞は分化能を維持した状態で分裂
するが、分化に伴い特有の遺伝子発現が開始
され増殖能を失う。幹細胞の分化誘導後の
H2AS40Gc領域を決定する。 
（４）H2AS40Gcがグルコース濃度に影響を
受けるか否かを調べる。細胞に取り込まれた
グルコースの 2‐5%は、へキソサミン生合成
経路によりタンパク化学修飾の N-アセチル
グルコサミン（GlcNAc）供与体である
UDP-GlcNAcとなる。栄養とエピゲノムを結
ぶエピジェネティクスであることを確認で
きる。 
 
３．研究の方法 
（１）クロマチン免疫沈降シークエンス
（ChIP-seq）によるゲノム・ワイドなヒスト
ン GlcNAc 修飾解析を行い、H2AS40Gc 標的
領域（遺伝子領域、非遺伝子領域、エクソン
/イントロン境界域、繰り返し配列等）の特性
を明らかにする。 
（２）免疫組織化学およびウェスタンブロッ
ト解析を行い標的領域の GlcNAc 修飾の幹細
胞における生物学的意義を探る。 
（３）H2AS40Gcの機能解析のため、標的領
域の遺伝子発現との関連を調べる。また、ゲ
ノムダメージへの影響と細胞外グルコース

濃度に対する反応も調べる。 
（４）上記（１）-（３）の結果、H2AS40Gc
はゲノム修復能を有する可能性が浮上した。
この機能を ES細胞を用い追求する。 
 
４．研究成果 
（１）ヌクレソーム構造と H2AS40Gcの特徴。
これまでに13のヒストンGlcNAc修飾が報告
されている。H2AS40Gc の興味深い点は、
GlcNAc化される Ser40が L1領域に存在する
ことである。L1は H2A、H2B、H3、H4から
なる４量体ヒストンが２つ集まり、ヒストン
８量体を形成するとき、H2A同士の会合する
位置にある。H2AS40 が GlcNAc 化されるか
否かで、ヌクレソームの構造が変わる可能性
が生じる。この発見は H2AS40の機能につい
て考える基盤となる（Hirosawa et al., Sci Rep, 
2016）。 

 
（２）ヒストン修飾の中でH2AS40GcはH2A
サブタイプに限られる特徴がある。既知のヒ
ストン修飾は全てのヒストンに見られるの
が一般的である。ヒストン分画の液体クロマ
トグラフィー解析とウェスタンブロットや
MS 解析より、H2AS40Gc は一部のヒストン
H2A 分画に限られていることが明らかにな
った。マウスゲノム上には H2A遺伝子クラス
ターとして GlcNAc 修飾部位である Ser40 を
有する H2Aサブタイプと Ala40タイプが、そ
れぞれ複数存在するためである（Hirosawa et 
al., Sci Rep, 2016）。 

 
（３）H2AS40Gcは哺乳類特有である（予想
外の研究成果）。GlcNAc 化されうる 40 番目



の Ser(Ser40)をゲノム情報データベースで確
認すると、Ser40を有するヒストン H2Aは哺
乳類特有であることが判明した。H2AS40Gc
は哺乳類の進化に伴い獲得された新たなヒ
ストン修飾である。MS 解析や GlcNAc を認
識する非特異抗体でH2AS40Gcの検出が困難
であったことは、Ser40を有する H2A自体が
限られており、既知のヒストン修飾と比べて
H2ASer40 の GlcNAc 修飾の総量が少ない理
由となる（Hirosawa et al., Sci Rep, 2016）。 
 

 
（４）TS 細胞におけるゲノム・ワイド
H2AS40Gc標的の特徴。H2AS40Gcの標的領
域をマウス TS 細胞で解析した結果、標的の
約 50%は遺伝子領域に存在することが明ら
かになった。遺伝子領域内で特にエクソンに
豊富であることが明らかとなってきた。また、
H2AS40Gc 修飾は TS 細胞の分化に伴い増加
し、遺伝子発現に促進的なエピジェネティク
ス修飾であるであることも分かった
（Hirosawa et al., Sci Rep, 2016)。 

 
（５） TS 細胞について分化誘導後の
H2AS40Gc は栄養膜細胞の分化関連遺伝子
を含む。ChIP-seq 解析により決定されたこれ
らの TS細胞の H2AS40Gc標的遺伝子群の特
徴に加え、H2AS40Gc標的遺伝子オントロジ
ーおよび KEGGパスウェイ解析により TS細
胞の未分化時と分化時の遺伝子領域が浮か
び上がった。その例として、Wntシグナルパ
スウェイの遺伝子群（図の赤枠）が挙げられ
る。正常発生のみならず、がん化との関連も
示唆される（Hirosawa et al., Sci Rep, 2016）。  

 
（６）H2AS40Gc標的が遺伝子領域に豊富で
あることは普遍的特徴である。TS 細胞で得
られたゲノム・ワイド解析で浮上した
H2AS40Gc の特徴について、マウス ES 細胞
を用いて解析した。その結果、ES 細胞でも
H2AS40Gc標的は遺伝子領域に豊富で、エク
ソンへの偏りをもって存在していることが
確認された。遺伝子領域に豊富なヒストン修
飾として H3K36メチル化が知られている（論
文投稿中）。 
 
（７）既知のエピゲノム情報との比較解析か
らゲノムダメージ・修復関連が推測された。
幸いに ES 細胞では既存のヒストン修飾情報
は蓄積しており、H3K36メチル化情報が報告
されている（TS細胞での報告は無い）。そこ
で、ES 細胞で得られた H2AS40Gc 情報を既
知のヒストン修飾情報と比較解析した。その
結果、約 50%の H2AS40Gcは H3K36メチル
化とオーバーラップしていた。また驚いたこ
とに、γH2AXおよびアセチル化 H2AZと標的
を共有していることも判明した（論文投稿
中）。H2AX および H2AZ はゲノム修復機能
を有するヒストンバリアントである。したが
って、H2AS40Gcはゲノム修復能を有する可
能性が浮上してきた（論文投稿中）。 
 
（８）H2AS40Gcはグルコース反応性で、そ
の反応性は細胞の種類で異なる。通常 ES 細
胞は 25 mMグルコースを含んだ培地（高グル
コース培地）で培養されている。一般の培地
では、血液中の濃度を考慮してグルコース濃
度は 5 mM程度（低グルコース培地）である。
ES 細胞は経験的に高グルコース培地で飼育
されており、低グルコース培地で飼育すると
分化能が損なわれる。ES細胞を低グルコース
培地で培養し、H2AS40Gc修飾について免疫
染色法・ウェスタンブロッティング、ChIP-seq
解析を行った結果、低グルコースで
H2AS40Gc化が増加することが明らかになっ
た。一方、TS細胞や体細胞（血管内皮細胞な
ど）ではグルコース濃度を上げると
H2AS40Gc化も増加した（論文投稿中）。 
 



（９）ヒトオレキシン細胞の誘導。先のマウ
ス ES 細胞からオレキシン細胞の誘導に続い
て、本実験でもヒト iPS細胞を誘導すること
に成功した。その過程でオレキシン細胞の誘
導にヒストン GlcNAc 化が関与していること
を証明した。また、誘導されたヒトオレキシ
ン細胞は、高グルコース下ではオレキシン遺
伝子（HCRT遺伝子）がサイレントになる（そ
の結果オレキシン細胞が消失する）が、
ManNAcおよびその誘導体により同遺伝子は
再活性化され、オレキシン細胞も再出現する
ことも示された（論文投稿中）。 

 
（１０）H2AS40Gcはゲノム修復機能を有す
る（予想外の研究成果）。ES細胞では興味深
いことにH2AS40Gc化がH2AXおよびH2AZ 
と共にダメージ部位に集積していた。さらに
トポイソメラーゼ阻害剤（CTP, ETP）で処理
しゲノムダメージを誘導するとH2AS40Gc化
も増加することがウェスタンブロッティン
グと免疫組織化学実験から明らかになった。
H2AS40Gcはグルコース感受性で変動するこ
とを利用してゲノムダメージを調べた結果、
H2AS40Gc が増加したとき ES 細胞ではゲノ
ムダメージが阻止されることが判明した（論
文投稿中）。 
 
（１１）H2AS40Gc はヒストンバリアント
（H2AXや H2AZ）と共にゲノムダメージ修
復に関わる。野生型 H2AS40タイプ（GlcNAc
化される）と変異体 H2AS40A（GlcNAc化さ
れない）を発現させた ES 細胞を用いた実験
からH2AS40Gcがゲノム修復機能を有してい
ることが確認された。免疫沈降実験などを組
み合わせた実験より、H2AS40Gcはゲノムダ
メージ初期にはアセチル化 H2AZと、中期〜
後期にかけては γH2AX と複合体を形成し修
復作用を発揮していることも判明した（論文
投稿中）。さらに興味深いのは、GlcNAc化さ
れ得る H2AS40 タイプの H2A には、通常の
H2A（Ala40 を含む）と異なり細胞周期を通
じて発現されるサブタイプも存在すること
である。 
 
（１２）哺乳類の進化における H2AS40Gc
の位置付け。H2AS40Gcはグルコース依存性

である。加えてデータの蓄積で浮上してきた
予想外の展開が、①H2AS40Gcが哺乳類特有
で、②H2AS40Gcがゲノム修復能を有するこ
とである。哺乳類では Ser40 以外に、Ala40
を有するH2Aが存在する。生物の有するH2A
の殆どは Ala40タイプであるのに対して、哺
乳類では Ser40 も有している。したがって、
哺乳類ではヌクレソームは H2ASer40 で
GlcNAc 化の有無と、H2ASAla40 であるか否
かの組み合わせも生じる。哺乳類ではヌクレ
ソームの多様性が飛躍的に増すことになる。
興味は、L1はヒストンの球状部の表面に存在
していることになる。いわゆるヒストンテー
ルの多くのヒストン修飾とは異なるのであ
る。このように特徴的な H2AS40Gcがゲノム
修復能を持つこと、グルコース依存性である
ことは哺乳類進化の上で重要な出来事であ
る。広く生物界でゲノム修復に関わることが
知られているDNA photolyaseは哺乳類では変
異により機能を失っている。それに代わり哺
乳類ではH2AS40Gcが獲得・保持されている。
当初予想できなかった発見である。 

 
＜まとめ＞ 
近年、ヒストンの GlcNAc 化は新たなエピジ
ェネティクス制御系として注目されている。
申請者らは新規ヒストン修飾 ［N-アセチル
グルコサミン（GlcNAc）修飾］を発見した。
本研究では、この新規ヒストン H2Aサブタイ
プの GlcNAc修飾を解析し、ヒストン H2Aの
40 番目セリンの N-アセチルグルコサミン修
飾（H2AS40Gc）は哺乳類特有であり、ヌク
レソーム構造に重要な L1 領域に存在するこ
とを確認した。次に TS 細胞のゲノム・ワイ
ドなヒストン GlcNAc 修飾解析を行い、
H2AS40Gcは緩んだクロマチン領域に豊富で
転写促進的に機能していること、さらに
H2AS40Gcは、グルコース感受性でマウス栄
養膜幹細胞や胚性幹細胞の分化に伴い劇的
に変化すること、加えてゲノム修復機能を有
するという予想外の機能も明らかになった。
H2AS40Gcは有胎盤動物の代謝とゲノム正常
性維持を結ぶ、進化上獲得されたエピジェネ
ティクス系と位置付けられる。以上、本研究
より、新規ヒストン GlcNAc 化である
H2AS40Gcの役割と機能が明らかになった。
ヒストン GlcNAc 修飾の幹細胞における生物



学的意義が深まり基礎生物学に貢献した。本
成果は、新たな細胞誘導系や生殖生理学にも
新たな視点を提供できる。 
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