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研究成果の概要（和文）：本研究では、エピジェネティクス研究における重要な研究対象である「ヒストンコード仮説
」にアプローチするための化学的研究基盤の作製を行った。具体的には、クロマチン構造の重要構成単位である、コア
ヒストンH2AおよびH2B、またリンカーヒストンH1の完全化学合成をペプチド固相合成法とNative Chemical Ligation（
NCL）法を組合せることで達成した。また、化学合成ヒストンがヌクレオソームおよびクロマトソーム形成能を持つこ
とを確認し、さらには核内に局在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed a chemical platform for approaching “histone code hypothesis”, 
that is one of the most important issues in epigenetics research. Total chemical synthesis of core 
histone H2A, H2B, and linker histone H1, all of which play essential roles in gene regulation and 
chromatin integrity, have been achieved by solid-phase peptide synthesis (SPPS) and native chemical 
ligation (NCL). The chemically-synthesized histones showed comparable ability to form nucleosome and 
chromatosome in vitro. Furthermore, we introduced dye-labelled H2A into HeLa cells and observed that the 
synthetic histone protein successfully localized into nucleus.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： ヒストン　エピジェネティクス　タンパク質化学合成　Native Chemical Ligation　翻訳後修飾
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１．研究開始当初の背景 
 
DNA 配列解析技術の進歩により様々な生物
のゲノム配列が解読され、バイオインフォマ
ティクスの進歩により遺伝子の数や位置を
より簡単に推定できるようになってきた近
年、「細胞は何故単一の DNA 配列から多様な
機能・構造を持つ異なった形態を創り出せる
のか？」という普遍的な疑問に答えるべく、
「エピジェネティクス」という分野が立ち上
がり世界中の人員・研究資金を巻き込みなが
ら破竹の勢いで研究が進んでいる。この疑問
に対する答えは、単純化すれば「細胞内で発
現する遺伝子群が細胞の状態によって異な
るから」なのだが、この現象に関する分子メ
カニズムやドライビングフォースは未だに
未解明の部分が多い。細胞が細胞内で発現す
る遺伝子の種類を変化させるためには、単一
遺伝子レベルで考えるとその遺伝子の発現
を ON/OFF 制御する必要がある。「DNA の
メチル化と脱メチル化」は、ほぼ全ての生物
に共通する遺伝子制御の仕組みであるが、ヒ
トを含む真核生物においては、DNA のメチ
ル化だけで遺伝子発現の制御を理解するこ
とは難しく、ヒストンタンパク質と DNA の
複合体であるヌクレオソームを構成単位と
して形成されるクロマチン構造の変化を捉
えることが、遺伝子発現調節のメカニズム理
解に不可欠だと考えられている。この構造変
化を誘起するための“着火剤”がヒストンへの
化学修飾であり（ヒストンコード仮説）、そ
の種類は図１に示すように、メチル化、アセ
チル化、リン酸化等多岐にわたる(Dhall and 
Chatterjee ACS Chem.Biol.2011)。これらの
化学修飾がヌクレオソームの構造・機能に及
ぼす影響を試験管内で再構築したヌクレオ
ソームを用いたボトムアップアプローチに
よって解明することを目指した研究が始ま
っ て い る が （ Fierz and Muir et al. 
Nat.Chem.Biol. 2012）、生体内に存在するヌ
クレオソームのバリエーション（つまり化学
修飾のパターン）が多様なのに対し、現在再
構築できるヌクレオソームの種類は限られ
ている。 
 

 
 

２．研究の目的 
 
真核生物の遺伝子発現は、「エピジェネティ
ック制御」と呼ばれる DNA やヒストンの可
逆的化学修飾を介した転写制御機構によっ
て緻密に調節されている。最近ではヒストン
の化学修飾がメチル化やアセチル化にとど
まらず、計１０種類以上存在することが明ら
かなってきた。また、これらの多様な修飾パ
ターンはヒストン上に単一で存在する訳で
はなく同時多発的に存在することがわかっ
ている。これらの化学修飾がクロマチン構
造・機能に及ぼす影響を研究するために、ヌ
クレオソームを試験管内で人工的に構築す
る研究が始まっているが、複数の化学修飾を
持ったヌクレオソームを汎用的に構築する
方法は未だにない。そこで本提案研究では、
化学修飾の数・種類に制限のないヌクレオソ
ーム構築法を確立することを第一目的とす
る。さらには構築したヌクレオソームを用い
てヒストンの化学修飾が DNA との相互作用
に与える影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
今日までに構築されてきたヌクレオソーム
の例として、Jason Chin らは、遺伝暗号拡
張法を用いて大腸菌にアセチル化されたリ
シンを翻訳合成によって導入し、アセチル化
ヒストンを含むヌクレオソームを作製して
いる（Neumann et al. Nat.Chem.Biol.2008）。
一方、Tom Muir らは、固相合成によって作
製した化学修飾含有ヒストン N 末端配列と
大腸菌に翻訳させた C 末端側配列を Native 
Chemical Ligation によって連結することで、
N末端に修飾の入ったヌクレオソームの試験
管内構築に成功している（Chatterjee and 
Muir J.Biol.Chem.2010）。これらはエピジェ
ネティクス研究において重要な役割を果た
しているが、上述のように、未だに複数種類
の化学修飾を任意のアミノ酸に同時に導入
可能なヌクレオソーム構築法は存在しない。
そこで本提案研究では、遺伝暗号リプログラ
ミングを応用した試験管内翻訳合成法と有
機化学的手法であるペプチド固相合成法を
組み合わせることで、多様な化学修飾に適応
可能な４種類のヒストンタンパク質（H2A、
H2B、H3、H4）合成法の確立を第一目的と



して研究を行う。ヌクレオソーム構築の概要
としては、試験管内翻訳合成によって全長ヒ
ストンを合成する方法、あるいは翻訳合成あ
るいは固相合成によってヒストンを断片化
したペプチドを合成した後に「Traceless 
Native Chemical Ligation 法」を用いて連結
させる手法を用いて全長ヒストン４種類を
合成し、その後 DNA と複合体形成をするこ
とで行う（図２）。 
 
４．研究成果 
 
①ヒストン H2A の化学的全合成および生細
胞イメージングへの応用 
 
ヒストンは細胞内で DNA との複合体である
ヌクレオソーム構造を形成する。ヌクレオソ
ームが連なったポリヌクレオソームと関連
タンパクとがクロマチン構造を形成し、ダイ
ナミックにその形態を変化させている。その
動態変化と遺伝子発現パターンは密接に関
連していると考えられており、構造変化の駆
動力の一つとしてヒストンの翻訳後修飾が
挙げられる。ヌクレオソーム上での翻訳後修
飾は細胞周期の制御や、DNA の複製・転写
の制御に関わり、その一方で細胞質での翻訳
後修飾は核内への輸送シグナルとして作用
していることが示唆されている。しかし、こ
の細胞質での翻訳後修飾の機能は未だに多
くが解明されていない。また、この機能解析
のために必要な標識タグや修飾アミノ酸な
どの分子を部位特異的に導入することは、従
来の研究方法では困難であった。 
本研究では、ペプチド固相合成法とケミカル
ライゲーション法を用いてヒストンタンパ
クを化学的に合成し、その挙動を細胞内で追
跡することを目標とする。我々はヒストン
H2A に着目し、アラニン残基を指標として全
長を 3個の断片に分割して各々を固相合成法
によって合成した。続いてネイティブケミカ
ルライゲーション法によって各断片を連結
し、システイン残基の脱硫反応を経て H2A
を合成した。この手法により、アセチル化・
メチル化・リン酸化の修飾が自在に導入でき
ることを確認した。 
加えて、蛍光色素を標識したH2Aを合成し、
その後に細胞への導入を試みた。合成ヒスト
ンが細胞内でどのような挙動を示すかイメ
ージングを行った。 
 
②ヒストン動態解析を指向したヒストン
H2B の化学的全合成 
 
メチル化、アセチル化、リン酸化などのヒス
トンの翻訳後修飾はリーダーやヒストンシ
ャペロンなどとの結合だけでなくヌクレオ
ソームの安定性を変化させることで遺伝子
発現制御に深く関わっている。研究が進んで
生物学的意義が明らかになってきているも
のもあるが、他のほとんどの翻訳後修飾にお

いてはその機能、役割は未知のままである。 
これらを研究するためには目的の位置に目
的の修飾が導入されたヒストンを用いる必
要がある。しかし主流である大腸菌に発現さ
せる方法では、得られる翻訳後修飾の種類や
数に限りがあり、蛍光色素やビオチンなどの
導入も難しい。一方、ペプチド固相合成法を
応用した化学合成法では導入できる修飾の
数や種類は飛躍的に高まり、翻訳後修飾の研
究に適している。一度に合成できるペプチド
の長さに制限はあるが、1994 年に Kent らに
よ っ て 報 告 さ れ た Native Chemical 
Ligation 法を用いることでペプチドフラグ
メント同士の連結が可能である。 
本研究で着目したのは、H2A/H2B ダイマー
形成の平衡状態の翻訳後修飾による変化で
ある。ダイマーの安定性を検討した報告は過
去にあるが、それらは塩濃度やバリアントで
の変化をみており、翻訳後修飾の影響は調べ
られていない。また、細胞内でダイマーの安
定性を研究することも大きな意義があるた
め、in vitro、in vivo 両方で機能する系とし
て、ダイマーとモノマーの平衡を FRET 効率
の変化により可視化する系を考えた。 
H2A/H2B ダイマー形成の平衡状態を可視化
するために、FRET ペアが導入された H2B
を化学合成する。翻訳後修飾のない H2B で
ダイマーやヌクレオソームを組むことを確
認した後、翻訳後修飾が導入された H2B を
合成する予定である。 
 
③全長ヒストン H1 の化学的全合成法の確立 
 
コアヒストンにおける翻訳後修飾は、様々な
ものが発見されており、その機能についての
研究が活発に行われている。近年では、タン
パク質の全化学合成方法が発展し、バーコー
ド DNA と組み合わせることで、様々な翻訳
後修飾を持つヌクレオソームライブラリの
構築も達成され、修飾による認識タンパクと
の相互作用の違いの研究も可能になった。一
方でヒストンには、ヌクレオソームと相互作
用し高次クロマチン構造の形成に関与する
リンカーヒストンH1(以下H1と呼ぶ)も存在
する。昨年はドデカヌクレオソーム内におけ
る H1 の位置についての電子顕微鏡画像がと
られ、その機能の重要性も示唆された。H1
もコアヒストンと同様に多様な翻訳後修飾
を持つことがMS解析によって明らかになっ
ているが、その機能についての研究は未だ不
明な点が多い。そこで、私は化学合成 H1 を
作製し、様々な翻訳後修飾や自在な機能を組
み込むことで高次クロマチン構造の形成に
与える H1 の機能解明に取り組むことを考え
た。しかし H1 はコアヒストンよりも 100 残
基程度大きなサイズを持ち、化学合成方法は
報告されていない。そこで、最初のステップ
として H1 の化学合成方法の確立に取り組ん
だ。ターゲットとしては H1.4 に注目した。
H1 の化学合成にはヒドラジドを用いた



Native Chemical Ligation と脱硫反応を利
用しており、また配列の特徴から 4 種類のフ
ラグメントからの合成が可能であることを
示した。更に、大腸菌由来のリコンビナント
ヒストン及び 601 DNA を利用することでク
ロマトソームの再構成も行い、化学合成 H1.4
がヌクレオソームと相互作用する能力を有
していることの確認を行うことにも成功し
た。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
http://park.itc.u-tokyo.ac.jp/okamoto/index.
html 
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