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研究成果の概要（和文）：DNA損傷修復過程でヒストンH3タンパク質に施される翻訳後修飾である4あるいは9番
目のリジン残基のトリメチル化によりH3の構造が変化することを放射光円二色性分光により初めて明らかにし
た。また、メチル化により誘起される構造変化は、メチル化された残基近傍だけでなく、分子全体で生じている
ことが予測された。これらの結果は、DNA損傷に誘起されたヒストンの構造変化が、修復過程における翻訳後修
飾によって生じたものであるという作業仮説を支持するものであると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This work revealed that the global structural changes in histone H3 proteins
 induced by lysine-4 or -9 mono-, di-, and tri-methylation, which are part of the critical 
post-translational modifications for DNA damage responses, using synchrotron radiation circular 
dichroism spectroscopy. The structural alterations occurred at residues not only close to but also 
distant from the methylated sites. These alterations would regulate the interactions between 
modified histones and other molecules and play an important role in DNA damage responses.

研究分野： 放射線生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA損傷修復機構を理解する上で重要な要因の一つである修飾されたヒストンタンパク質の構造は未解明の部分
が多い。本研究は、メチル化によりヒストンタンパク質H3全体の構造が変化し得ることを初めて示した。修飾に
よって生じるヒストンの構造変化過程を解明することは、DNA損傷修復機構の全容解明に寄与すると期待され、
本研究はその端緒を開いたと考えられる。またこれらの成果は、将来的に、ヒストンの修飾を人工的に制御する
ことで抗がん作用などの薬効を得るエピジェネティック薬の開発にもつながると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 代表者らはこれまでに、DNA 損傷を与えた細胞から抽出したヒストンタンパク質が通常とは
異なる「異常な」構造をとっていることを明らかにしてきた[1-3]。ヒストンは DNA 損傷修復を
はじめとした様々な細胞機能に関わるタンパク質であり、また、タンパク質の構造は反応を左右
する重要な要因であることから、ヒストンの構造変化はこれらの機能に重要な役割を果たして
いる可能性が考えられる。しかしながら、構造変化が生じる原因は明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 「ヒストンの「異常」構造は DNA 損傷修復中に施される翻訳後修飾によって生じる」という
作業仮説を検証するために、放射光円二色性分光法を用いて 4あるいは 9番目のリジン残基（以
下、それぞれ K4、K9 と書く）がトリメチル化されたヒストンタンパク質 H3 の構造解析を行っ
た。また、同残基がモノ、ジメチル化した場合あるいは非修飾の場合の構造と比較を行った。 
 
３．研究の方法 
 K4 あるいは K9残基がモノ、ジ、あるいはトリメチル化された H3タンパク質（以下、H3KNmeX 
(N = 4, 9; X = 1, 2, 3)と書く）および非修飾の H3（以下、単に H3と書く）を試料として用
いた。ヒストンを溶解し、1 mg/mL の試料溶液を得た。溶媒として、250 mM のフッ化ナトリウム
を添加した 20 mM リン酸バッファーを用いた。 
 円二色性（CD）スペクトルの測定は、広島大学の放射光施設 HiSOR の真空紫外円二色性ビーム
ライン BL-12 で行った[4]。試料セルとして、光路長 10μmの CaF2セルを用いた[5]。SELCON3 プ
ログラム用いて得られたスペクトルを解析し、ヒストンの二次構造成分割合を決定した[6-9]。
また、VUVCD-NN 法[10]により、二次構造形成位置の予測を行った。 
 
４．研究成果 
 図 1(a)に H3 および H3K4meX (X = 1, 2, 3)の CD スペクトルを示す。H3K4me1 のスペクトルは
H3 のそれと比較すると、190 nm 付近の正のピークおよび 210 nm 付近の負のピークの強度がど
ちらも増加しているのが見て取れる。CD スペクトルの強度と形状は、タンパク質の構造を反映
するため、この結果は、4番目のリジン残基のモノメチル化で構造変化が生じることを示す。ま
た、H3K4me2 は H3K4me1 のスペクトルとほぼ一致したので、両者は近しい構造をとっていると考
えられる。他方、H3K4me3 は H3 および H3K4me1 および H3K4me2 とは異なるスペクトルを示し、
トリメチル化によって、モノあるいはジメチル化とは異なる構造変化が生じることが示された。
K9 残基のメチル化の場合（図 1(b)）にも同様の傾向が見られたが、特にトリメチル化において、
正のピークが消失するなど、K4 と K9 残
基では異なる変化が見られた。 
メチル化による構造変化をより詳細に

調べるために、二次構造解析を行った結
果を表 1 に示す。モノメチル化、ジメチ
ル化の結果は、誤差範囲で一致したので
まとめて示した。K4、K9 どちらの場合も、
モノおよびジメチル化によって、α-ヘリ
ックス構造が増加し、β-ストランド構造
が減少した。他方、トリメチル化では逆
にα-ヘリックス構造が減少し、β-スト
ランド構造が増加した。K4 と K9 メチル
化の結果を比較すると、K9の方がより大
きな構造変化が起きたことがわかった。
これらのことから、修飾位置や修飾基の
数で異なる構造変化が生じることが明ら
かとなった。これらの結果は、DNA 損傷に
誘起されたヒストンの構造変化が、修復
過程における翻訳後修飾によって生じた
ものであるという作業仮説を支持するも
のであると考えられる。 
続いて、上記の結果をもとに、二次構

造形成位置予測を行った（図 2）。興味深
いことに、K4、K9 どちらのメチル化の場
合も、メチル化された残基近傍だけでな
く、遠く離れた残基で構造変化が生じて
いることが予測された。この変化は、メ
チル化により静電的な相互作用や立体障
害などが変化し、メチル化されたテール
部分と中央付近の残基が相互作用し非修
飾時とは異なる構造をとることで安定化

図 1. H3 およびメチル化 H3 の CD スペクトル 



を図った結果生じたのではないかと予想している。X 線結晶構造解析などによるメチル化 H3 の
立体構造決定とシミュレーションなどによる構造変化過程の同定が待たれる。 
本研究では遊離の（メチル化）H3 タンパク質を用いた。しかしながら、実際の細胞中では H3

は他のヒストンタンパク質（H2A、H2B、H4）とコアヒストンを形成し、さらに DNA と共にヌクレ
オソームやクロマチンを形成していることから、H3 の構造変化がコアヒストンやクロマチンの
構造にも影響を与える可能性が考えられる。また、当然のことながら、アセチル化やリン酸化と
いった他の修飾や他のヒストンが修飾された場合も同様のことが起こり得ると考えられる。し
たがって、DNA 損傷細胞由来のヒストンで観測された「異常構造」は、非常に複雑な修飾状態に
よって生じている可能性が高い。今後は、質量分析などにより「異常構造」をとるヒストンで顕
著に見られる修飾状態を同定し、それを模した系で「異常構造」が確認されるかどうかを確かめ
るなどして、構造変化過程の同定を行っていくことが重要であると考えられる。 
以上、本研究の成果をまとめると、DNA 損傷修復過程でヒストン H3 タンパク質に施される翻

訳後修飾 K4、K9 のトリメチル化により構造変化することを初めて明らかにした。また、同残基
のモノ、ジメチル化によっても構造変化が生じることが明らかとなり、修飾位置やメチル基の数
の違いで異なる構造をとることが示された。加えて、メチル化により誘起される構造変化は、メ
チル化された残基近傍だけでなく、分子全体で生じていることが予測された。これらの結果は、
DNA 損傷に誘起されたヒストンの構造変化が、修復過程における翻訳後修飾によって生じたもの
であるという作業仮説を支持するものであると考えられる。 

 

表 1. H3 およびメチル化 H3 の二次構造成分（単位：%） 

 H3 
H3K4me1 

H3K4me2 
H3K4me3 

H3K9me1 

H3K9me2 
H3K9me3 

α-ヘリックス 25.0±1.2 30.7±1.3 21.8±0.8 36.5±1.7 13.1±0.8 

β-ストランド 21.3±1.5 18.9±2.0 25.1±2.0 13.6±2.6 29.6±1.9 

ターン 21.1±1.0 23.5±1.2 21.4±0.7 23.1±1.0 22.7±1.2 

無秩序 32.7±1.7 27.0±1.8 31.7±1.6 27.8±1.8 36.3±2.4 

 

 

図 2. H3 およびメチル化 H3 の二次構造形成位置予測 
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