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研究成果の概要（和文）：高等生物においてヒストンは様々な修飾を受け、その組み合わせは精

巧な転写制御を生み出し多様な高次生命現象に関与している。本研究ではヒストン修飾因子の

うち転写活性化能を持つメチル化因子MLLと抑制能を持つHPC2 の相互作用に注目し、因子間の

調節メカニズムの解明を目指した。二つの因子の構造学的な解析から、お互いが相反する機能

を持つドメインを介して直接相互作用することが判明し、これにより機能のバランスを取って

転写を行っている事が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In vertebrate, histones are modified in various combinations to 
produce the elaborate transcriptional control. In this study, we focus on the interaction of 
the trithorax MLL and polycomb Pc proteins to clarify the new regulatory mechanism by 
histone methylation. From structural analysis, two proteins were found to interact directly 
through a domain that has the opposite function of each other. This interaction was 
considered to adjust the balance of transcriptional activation and repression. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 真核生物においてはゲノムDNAのほとんど
はヒストン蛋白質に巻き取られ、クロマチン
として格納されている。ヒストンのアミノ酸
残基はアセチル化、リン酸、メチル化等の化

学修飾を受けることが知られており、それに
よりクロマチン構造に変化が生じ、転写の活
性化、不活性化やサイレンシング等の現象を
引き起こす。ヒストン上で修飾を受けるアミ
ノ酸残基の位置、修飾の種類、また様々な修
飾の組み合わせは、精巧な転写制御を生み出



し、多様な高次生命現象に関与している。こ
れまで、ヒストンのメチル化は、リン酸化、
アセチル化と比べて比較的静的で変化の少
ないものとして考えられてきた。しかし、
2004 年にLSD1、また 2006 年になってJHDM1
といった脱メチル化反応を行う酵素群が同
定された事で、他の修飾と同様に可逆的な修
飾であり、ダイナミックな制御を受けうるこ
とが示されていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、多様な転写制御に関わるヒスト
ンのメチル化に注目し、ヒストンメチル化の
制御因子群を生化学的、構造学的な手法によ
って調べることで、メチル化修飾による転写
制御の調節機構についての新たな知見を得
ることを目的としている。特にメチル化因子
が他のヒストン修飾因子により制御を受け
る現象に注目することで、ヒストンメチル化
の新たな調節メカニズムの提案を目指すも
のである。本研究では、ヒトにおいてヒスト
ンメチル化制御で中心的な役割を果たして
おり、白血病の原因タンパク質でもあるヒス
トンH3K4 メチル化酵素MLLを中心に研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
 
 MLLを中心としたヒストンメチル化の制御
因子群を生化学、構造生物学的な手法によっ
て調べることにより研究を遂行した。立体構
造解析にはX 線結晶構造解析法を、複合体の
X 線構造解析に必要な相互作用部位の同定、
結合強度の見積もりにはNMR 法を用いた。X 
線回折装置は本大学の所有するBruker 社
Proteum R を、NMR 装置も本大学の所有する
Bruker 社 600MHｚ、700MHz 高磁場NMR 装置
を使用した。NMR 装置にはクライオプローブ
と呼ばれる高感度の検出装置が付属してい
るため、微量の蛋白質でも感度良く測定する
ことが可能であり、初期段階の相互作用の見
積もりを効率よく行うことが出来た。 
 
４．研究成果 
 
 2008 年度は、まずヒストンメチル化酵素
MLLの転写制御機構の解明を行った。MLLタン
パク質は分子内に含まれるシステインに富
んだCXXCドメインによりCpGに富んだプロモ
ーター領域に結合するが、どのようにCpGと
いう短い配列を見分けているのかは不明で
あった。そこでMLLのCXXCドメインとターゲ
ットであるCpG-DNAとの複合体の構造解析を
行い、2種類の配列の異なるCpG-DNAとの複合
体の構造決定に成功した（図１）。   
 得られたCXXCドメインの 2種類の基質との

相互作用様式を比較することで、ドメインが
非特異的な塩基認識機構をうまく用いてCpG
という短い配列を見分けている事が判明し
た。また、生体内ではCpG配列中のシトシン
塩基はメチル化を受けている事が多いが、
CXXCドメインはメチル化が起きている場合
は立体障害が起こってDNAに結合出来ない事
が明らかになった。さらにCXXCドメインは、
申請者が過去に研究を行って来たメチル化
されたCpG配列特異的な結合ドメインである
MBD（Ohki et. al, Cell 105, 487-97, 2001）
と比較して、DNAを深く包み込むような形で
結合しており（図 1）、ヌクレオソーム存在下
では立体障害によりCpG-DNAと結合出来ない
事が予想された。 
 これらのCXXCドメインの特異的な性質よ
りMLL蛋白質がターゲットであるDNAがメチ
ル化されておらず、ヌクレオソームも存在し
ていないプロモーター領域のみに局在出来
ているメカニズムを説明する事ができた。 
 これらの成果はMBDの研究で得られていた
結果と合わせてBiochemistry誌に発表した
（雑誌論文 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 2009 年度は、MLL蛋白質の新たな制御因子
として同定されてきたポリコーム蛋白質
HPC2 との構造学的解析、相互作用解析を行っ
た。HPC2 タンパク質はH3K27 メチル化ヒスト
ン結合タンパク質であり、クロマチンを凝集
させて転写抑制を行うことが知られている。
発生の過程においては、HPC2 は転写活性化を
行うMLLと共に働き、相反する機能のバラン
スを取りつつ分化に関わる遺伝子群の転写
調節を行っていることが知られている。 
 NMR法を用いた実験からMLLとHPC2 の相互



作用する領域を決定し、MLLのCXXCドメイン
がHPC2 のクロモドメインと直接相互作用す
る事を決定した。MLLのCXXCドメインはMLLを
メチル化する予定のゲノム領域にリクルー
トする役目を持っている。このCXXCドメイン
がアミノ酸変異したMLLは、本来メテル化す
るべきゲノム領域に対するメチル化能が失
われることが知られている。HPC2 のクロモド
メインはこのCXXCドメインに結合すること
から、HPC2 はMLLに結合することでMLL のメ
チル化能を調整している可能性が考えられ
た。そこで、この分子間相互作用メカニズム
を明らかにするため、HPC2 クロモドメインの
解析を行った。 
 興味深い事に、相互作用解析の過程におい
て、クロモドメインがCXXCドメインだけでな
くDNAとも結合し、DNAの凝集を強く引き起こ
すことを独自に発見した。この機能はHPC2 の
クロマチン凝集機構と関わっていることが
予想された。 
 この機構を解明するためHPC2 クロモドメ
イン単独の結晶構造解析を進め、立体構造を
決定した（図 2）。得られたHPC2 のクロモド
メインの立体構造は二量体を形成しており、
DNA結合部位と考えられる高度に保存された
塩基性領域は二量体表面の両端に離れて存
在していた。このダイマー両端に存在するア
ミノ酸残基に変異を入れるとDNAの凝集が抑
えられた。この領域はNMRで決定したMLLとの
結合部位と重なっていた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 他のクロモドメインファミリーではこの
ようなダイマー構造は報告されておらず、
HPC2 のクロモドメインは、この独自な構造に
よりDNAあるいはヌクレオソームをクロスリ
ンクしてクロマチン凝集を引き起こすとい
う新たな機能をもっている可能性が示唆さ
れた。MLLのCXXCはこのDNAを介したHPC2 のク
ロマチン凝集能を変化させる事でMLLとHPC2
の相反する転写能のバランスを取りつつ、ヒ
ストンのメチル化状態を変化させ分化関連
遺伝子群の転写調節を行っていることが考

えられた。 
 
 今後、この調整メカニズムの解明のために、
MLL-CXXC、HPC2 クロモドメイン、DNA及びク
ロモドメインが結合するH3K27 メチル化ヒス
トンの 4者間の詳細な相互作用解析、立体構
造解析を行い、MLLとHPC2 という機能の異な
るメチル化修飾因子間の機能のクロストー
クを明らかにしていきたい。 
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