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研究成果の概要（和文）：ヒストンH2Bのリジンユビキチン化は、転写伸長とDNA修復を制御し、がん抑制に寄与
する。本研究では、H2Bユビキチン化酵素Bre1複合体（Bre1A/RNF20とBre1B/RNF40）がヌクレオソームに結合し
た構造を解明した。2つのRINGドメインがヌクレオソームの酸性パッチとDNAに結合し、E2酵素とユビキチンを標
的リジンの近くに導いていた。本構造と先行研究から、ヌクレオソームDNAの柔軟性がH2Bユビキチン化を制御す
る可能性が示された。変異体解析により、Bre1AがE2とユビキチンをリクルートすることが示された。

研究成果の概要（英文）：Lysine ubiquitination of histone H2B regulates transcription elongation and 
DNA repair, contributing to cancer suppression. In this study, we solved the cryo-EM structure of 
the H2B ubiquitination enzyme Bre1 complex (comprising Bre1A/RNF20 and Bre1B/RNF40) bound to the 
nucleosome. The two RING domains bind to the acidic patch of the nucleosome and DNA, directing the 
E2 enzyme and ubiquitin near the target lysine. This structure, along with previous studies, 
suggests that the flexibility of nucleosomal DNA may regulate H2B ubiquitination. Mutant analysis 
showed that the Bre1A subunit recruits E2 and ubiquitin for H2B ubiquitination. 

研究分野：構造生物学

キーワード： クライオ電子顕微鏡　エピジェネティクス　転写　修復　ユビキチン化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ヒストンの翻訳後修飾がゲノム機能を制御する仕組みの一端を解明した。この成果は細胞の運命決定
機構やDNA修復機構の深い理解につながる。また、Bre1Aはがん抑制因子として知られており、本研究はH2Bユビ
キチン化の異常が関与するがんの発症機構の理解やその診断法・治療法開発に有用な情報を与える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒストンは様々な翻訳後修飾を受け、それによりゲノム機能が制御されている。それらのヒス
トン修飾の間には互いに機能制御を行うものも存在し（修飾間のクロストーク）、またヒストン
修飾と様々なクロマチンイベント（転写・複製・修復）も互いに機能制御を行っている。ヒスト
ン H2B は C 末端側のリジン残基（ヒトでは K120）でモノユビキチンを受ける（H2BK120ub）。
H2BK120ub は転写伸長と複製を制御し、また下流のヒストン修飾である H3K4 と H3K79 のメチル
化酵素を活性化する。ヒトでは互いに相同な 2種類のタンパク質である Bre1A（別名 RNF20）と
Bre1B（別名 RNF40）がヘテロ 2量体を形成して H2BK120ub 導入の E3 酵素として働く。がん細胞
においてしばしば Bre1A や H2BK120un の細胞内レベル低下が観察され、H2BK120ub はがん抑制機
能を持つと考えられている。Bre1 複合体がどのようにして H2BK120 特異的にユビキチン化を行
うか、そしてその活性がどのように制御されているかは詳しく分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 以下が研究目的である。  
 Bre1 複合体がどのようにしてヌクレオソームと結合し、H2BK120 特異的にユビキチン化を行
うかを解明する。 
 Bre1 複合体の機能がどのように制御されているかを理解する。 
 
３．研究の方法 
(1) サンプルの調製 
 Bre1A と Bre1B を昆虫細胞で共発現させアフィニティークロマトグラフィーで精製すること
で Bre1 複合体を得た。E1 酵素、Rad6A（E2 酵素）、ユビキチン、4種類のコアヒストンはそれぞ
れ大腸菌で発現させて精製した。ヌクレオソーム DNA は PCR で増幅した後にイオン交換クロマ
トグラフィーで精製した。高塩濃度下でコアヒストンと DNA を混合した後に透析により塩濃度
を低下させることでヌクレオソームを再構成した。 
(2) 構造予測 
 プログラム AlphaFold2 を用いて全長 Bre1 複合体の予測構造を計算した。 
(3) クライオ電子顕微鏡による構造解析 
 Bre1 複合体とヌクレオソームを 4:1 のモル比混合したサンプルを用いて構造解析を行った。
東京大学のクライオ電子顕微鏡 Titan Krios G3i を測定に用い、プログラム CryoSPARC で密度
の再構成と 3D Flex 解析を行った。モデル構築と精密化にはプログラム Coot と Phenix を用い
た。 
(4) 生化学的解析 
 E1 酵素、Rad6A、ユビキチン、Bre1 複合体、ヌク
レオソームを ATP 存在下でインキュベートし、ユビ
キチン化 H2B に対する特異的抗体を用いたウェス
タンブロッティングにより反応産物を検出した。
Bre1 変異体を用いるアッセイには、Bre1A と Bre1B
の RING ドメインのみをコードし Rad6A と融合した
キメラ発現系を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 全体構造 
 Bre1 複合体がヌクレオソームに結合した構造を
全体分解能約 2.8 Åで決定した（図 1）。Bre1A と
Bre1B は共に約 1000 アミノ酸残基からなるが、密
度マップにおいてはその C 末端側に存在する RING
ドメインのみが観察され、それらの部分分解能は 3
－6 Å程度にとどまった。3D Flex 解析により部分
分解能が向上し、約 4 Å程度の密度マップを得るこ
とができた。 
 二つの RING ドメインのうち一つはヌクレオソー
ムの酸性パッチに結合し、保存されたアルギニン残
基を介して酸性パッチ上の酸性残基とイオン性相
互作用を形成していた。このような相互作用はこれ
までに解析されたヌクレオソーム結合因子において
もしばしば観察されている。もう一つの RING ドメイ
ンはヌクレオソーム DNA の SHL6.0-6.5 領域のリン

図１ 上: 複合体の密度マップ。

中・下：原子モデルのリボン図。 



酸基とやはりイオン性相互作用を形成していた。 
 Bre1A と Bre1B は RING ドメインにおいてアミノ酸配列が非常によく似ており、密度マップか
らどちらのサブユニットがどちらの密度に対応するかを断定することができなかった。そのた
め、ヘテロ二量体の配向が異なる 2種類の原子モデル(Model I, Model II)を構築した。後述す
る変異体解析から、Bre1A が酸性パッチに結合した状態で E2 酵素とユビキチンをリクルートし
て H2BK120 ユビキチン化反応が進行すると考えられる。 
(2) DNA 柔軟性による制御 
 先行研究から、ヌクレオソーム DNA の柔軟性を上げるヒストン修飾やヒストン変異は Bre1 複
合体のユビキチン化活性を上昇させることが明らかになっていた。Bre1 複合体がヌクレオソー
ム DNA と直接結合している本構造はこの結果を説明し得る。今後は、このような制御機構が細胞
内で働いているかどうかを解析する必要があるだろう。 
(3) 変異体のユビキチン化活性解析 
 Bre1 サブユニット上のアミノ酸残基の重要性を調べるため、点変異体を作成してヌクレオソ
ームのユビキチン化活性を解析した。酸性パッチやヌクレオソーム DNA とイオン性相互作用を
形成する塩基性残基をアラニンに置換した変異体はどれもユビキチン化活性が低下し、これら
の残基を介したヌクレオソーム相互作用が活性に必要であることが明らかになった。興味深い
ことに、Bre1A 上の塩基性残基の置換は活性をほとんど消失させるのに対し、Bre1B 上の置換が
活性に与える影響は小さく、両ホモログが非対称の役割を担うことが示唆された。 
 Bre1A と Bre1B の RING ドメインにおけるアミノ酸残基は保存性が高いが、E2 酵素を結合する
と予想される部分において Bre1A は 2 つのスレオニン残基を持ち（T948 と T952）、一方で Bre1B
では応する残基が異なっていた（G974 と A978）。これらの残基の重要性を調べるため、Bre1A の
T948 と T952 をそれぞれグリシンとアラニンに置換した（T948A-T952A）ところ、ユビキチン化
活性はほとんど消失した。一方で、G974 と A978 の両者をスレオニンに置換した Bre1B を作成し
T948A-T952 を持つ Bre1A とのヘテロ二量体を作成したところ、これはユビキチン化活性を回復
した。これらの結果は、Bre1A の RING ドメインが T948 と T952 を含む領域で E2 酵素とユビキチ
ンを結合することを示唆する。 
(4) E2-ユビキチン複合体の仮想モデル 
 これまでの RING ドメインと E2 酵素、ユビキチンとの複合体構造をもとに、ヌクレオソーム-
Bre1-E2-ユビキン複合体の仮想モデル構造を構築した。この構造において、ユビキチンの C末端
でリジン残基とイソペプチド結合を形成する G76 はまさに H2BK120 の近傍に位置していた。す
なわち、本構造は Bre1 が H2BK120 特異的ユビキチン化反応を行うためにヌクレオソームを認識
した状態をとらえたものである。 

(5) 今後の展望 
 本研究により、Bre1 による H2BK120 特異的なユビキチン化に関する構造的知見を得ることが
できた。また、H2BK120 ユビキチン化が DNA の柔軟性によって制御される可能性が示唆された。
細胞内では RNA polymerase II の転写と伴って H2BK120 ユビキチン化が導入されることが知ら
れており、またこの転写はヌクレオソーム構造の一時的な変換を伴う。転写と H2BK120 の共役機
構に関する詳細な研究は今後の課題である。 
 また、本研究では Bre1A と Bre1B が非対称な役割を持ち、Bre1A が E2 酵素を結合する触媒サ
ブユニットであることが明らかになった。二つの Bre1 ホモログの機能の違いと細胞の正常な機
能やがんなどの病的環境との相関は今後の研究課題である。 

図２ 左: E2-ユビキン複合体の仮想モデル。右：H2BK120 周辺の拡大図。 
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