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研究成果の概要（和文）：これまでに、タンパク質は化学修飾されることが知られている。その機能を分子的に
理解するには、修飾されたタンパク質を用意する必要がある。近年、化学修飾が遺伝子発現など重要な機能に関
与するとされ、しかも分子量が小さい核タンパク質であるヒストンに注目した。本研究計画中に、ユビキチン化
ヒストンの合成法を確立した。この修飾ヒストンが、他のエピジェネティクス制御であるDNAメチル化を維持す
る活性を見出し、新制御系を報告することができた。

研究成果の概要（英文）：Proteins are posttranlationally modified. Post-translational modifications 
are known to be essential mechanisms to diversify their protein functions and dynamically coordinate
 their signaling networks. To reveal the molecular mechanisms how the modifications function, we 
tried to chamically prepare modified proteins. As the molecular weight is small and various 
modifications are reported, we focused histone, which is nuclear protein. We established a method to
 prepare histone H3 carrying ubiquitin analogue at specific amino acid. By using the modified 
histone H3, we found new epigenetic regulation that ubiquitinated histone H3 stimulated maintenance 
DNA methylation activity, via direct interaction, in vitro.  

研究分野：生化学

キーワード： 修飾ヒストン

  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで修飾タンパク質を用意して、タンパク質修飾の機能を調べるという研究は少なかった。その理由は、修
飾タンパク質（特に、低分子蛋白質が修飾として導入される場合）を作成するのが難しいことによる。本研究成
果で、目的のアミノ酸にユビキチン化修飾を導入することができる。そのため、その修飾の生理機に迫ることが
でき、私が報告した以外の新制御系も見出すことが出来ると考えている。さらに、これまで導入が容易である修
飾と同時に導入することにより、さらに複雑な制御系を明らかにできうる基盤的技術を準備できたため、今後の
修飾研究が大きく進むと期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでに、生体分子が化学修飾されることにより、機能が制御されることが知られていた。
特に、核タンパク質であるヒストンは修飾されることにより、遺伝子発現を促進あるいは抑制
することが良く知られている。また、DNA も修飾されることが知られており、その主たる修
飾は、シトシンのメチル化であり、一般に遺伝子発現抑制に関与することが知られている。こ
れらヒストン修飾と DNA メチル化には、相互作用があることも推定されているが、それらの
分子間に直接の相互作用があるか明らかでないことが多かった。そのため、化学修飾間の関連
性が分子レベルで明らかでないことが多かった。 
 
２．研究の目的 
DNAメチル化の制御に関して、正に機能する可能性があるヒストンの修飾がある DNAが巻き
付くヒストンには 4種（H2A,H2B,H3,H4）あるが、中でもヒストン H3 のユビキチン化修飾
が、DNAメチル化と関連することが知られていた。そこで、ヒストン H3の特定のアミノ酸だ
けにユビキチン修飾を導入したユビキチン化ヒストンを有機合成により、合成する方法を確立
し、DNAメチル化酵素に与える効果を調べた、またヒストン修飾は、ユビキチン化に限らず、
様々な修飾が導入されることが知られているので、それら修飾を導入したヒストンを合成し
DNAメチル化酵素活性に与える効果を調べた。このようにして、ヒストン修飾と DNA修飾と
の間に直接的な関連性があるかを調べることにした。 
 
３．研究の方法 
研究にあたり、研究分担者によって、修飾ヒストンの有機合成の系を立ち上げた。アセチル化、
メチル化は比較的に容易に合成できたが、特異的なアミノ酸にユビキチン化修飾を導入するこ
とは、工夫が必要であった。というのも、ユビキチン化タンパク質は、ユビキチン化ターゲッ
ト部位にシステインを導入し、S-S 結合でつなげる場合が多いが、DNA メチル化活性を測定する
には、一定量の還元剤が必要だから、これまでの方法は利用できないのである。そこで、有機
化学的にユビキチン化修飾を導入することにした。 
 
４．研究成果 
ユビキチン化修飾は、チイ
ランリンカーを用いたイソペ
プチド類似構造を介して、連
結させることにした（右図；
図中の丸印がユビキチンであ
る）。これにより、還元剤存在
下でもはずれることがなく、
ユビキチン化が安定に維持で
きる系を構築することが出来
た（文献 12）。 
 これを用いて、DNAメチル
化を維持する酵素（Dnmt1）
の活性に与える効果を調べた
（文献 5）。その結果、数 10 nM 
という低い濃度で、Dnmt1活
性を約 10 倍弱促進すること
を見出すと共に、酵素反応の
活性化エネルギーを下げることを見出しました。一方、ユビキチン化するアミノ酸の部位
に応じて、その活性促進効果に差があることも報告ししました。 
さらに、共同研究の構造解析で、ユビキチン化ヒストンが Dnmt1の構造を変化させ、触
媒領域をOPENにして、基質DNAが反応しやすい状況を作り出していることが分かった。
ユビキチン化ヒストンは、一旦形成された DNA メチル化模様を安定に維持させるのに関
与することが分かった。 
ユビキチンは分子量約１万弱であり、他の修飾に比べてかなり大きいので、この修飾自
体が、核内 DNA がとる基本構造であるヌクレオソーム構造にどのような影響を与えるか
を調べた。まず、ユビキチン化したヒストン全長分子を合成し、他の 3種のヒストン、DNA
と混合し、試験管内で核内の基本構造であるヌクレオソームが再構成できるかを調べた（業
績 9）。結果として、正常に再構成できることが分かった。さらに、ヌクレオソームの性質
について調べたが、大きな影響はなかった。そのため、ユビキチン化修飾が機能するため
には、Dnmt1のような結合因子が認識して、特定の機能をユビキチン化修飾の近傍に連れ
てくるのであろうと推察できる。 
 
一方、ヒストンはユビキチン化以外にも、メチル化やアセチル化が導入される。そこで、
メチル化ヒストン H3,アセチル化ヒストン H3を合成し、Dnmt1活性に対する効果をみた。
非修飾のヒストン H3 は、高濃度で、Dnmt1 活性を阻害するものの、アセチル化するとそ



の阻害効果がなくなることを見つけた。一方、メチル化の場合は、ヒストン H3 の阻害効
果の解消を引き起こすことは無かった（業績７）。 

 
このように、本研究計画において、分子レベルで DNA メチル化酵素にヒストン分子上
の化学修飾がどのように機能するかを調べる系を立ち上げると共に、特定の修飾に関して
はその効果を報告することができた。 
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