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研究成果の概要（和文）：私達はヌクレオソーム近傍で機能する UHRF1 タンパク質複合体に水酸

化酵素 JMJD6 が含まれている事を発見し、試験管内で JMJD6 がヒストンタンパク質中のリジン

残基を水酸化することを見出した。さらに	 Jmjd6 野生型マウス胚から精製したヒストンに水酸

化リジンが含まれ、ノックアウトマウス胚からのヒストンには含まれないことから、生体内で

Jmjd6 がヒストンのリジン残基水酸化の責任酵素であることを明らかにした。	 	 

 
研究成果の概要（英文）：We identified a hydroxylase JMJD6 as a member of the UHRF1 
complex, which works around nucleosomes, and found that JMJD6 hydroxylates histone 
lysine residues in vitro. We also revealed that histones purified from Jmjd6 wild-type 
mouse embryos include 5-hydroxylysine, but those purified from Jmjd6 knockout mouse 
embryos do not include it, indicating that Jmjd6 is a hydroxylase, which hydroxylates 
lysine residues of histones in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
我々はUHRF1をメチル化DNA結合タンパク質と

して同定して以来(Unoki	 et	 al.,	 2004)、こ

のタンパク質の機能に興味を持ち、研究を進

めてきた。UHRF1はさまざまな癌種で顕著に

発現が上昇しており、発現を抑制すると癌細

胞の増殖が抑制されることから癌細胞の増殖

に関係が深いと考えた	 (Unoki	 et	 al.,	 2004)

。また我々はUHRF1がヒストン脱アセチル化

酵素HDAC1による脱アセチル化を介して遺伝

子発現を負に制御している可能性を提示した	 

(Unoki	 et	 al.,	 2004)。その後の研究により
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、1)UHRF1はDNAの複製起点でヘミメチル化

DNAを認識・結合し、維持メチル化酵素DNMT1

をリクルートして、ヘミメチル化DNAを両鎖

メチル化することによって、DNAのメチル化状

態を親細胞から娘細胞へ継承するのに関与し

ている事、2)ヒストンメチル化酵素G9aをリ

クルートしてヒストンH3リジン9(H3K9)のメ

チル化に関与している事、3)UHRF1はメチル

化したヒストンH3K9を認識・結合する事など

が明らかにされ、UHRF1は「DNAのメチル化」

と「ヒストン修飾」というエピジェネティク

スにおける二つの重要な修飾に関与すること

が明らかにされた。我々はUHRF1の機能をさ

らに解明するためにUHRF1複合体タンパク質

の探索をおこない、JMJD6という水酸化酵素を

UHRF1複合体の構成タンパク質として同定し

た（未発表）。JMJD6の基質としてスプライシ

ング因子であるU2AF65が報告されていたが、

UHRF1はヌクレオソーム近傍で機能すること

から、ヒストンがJMJD6の基質になるのではな

いかとの仮説を立て、in	 vitroでリコンビナ

ントJMJD6タンパク質とヒストンペプチドを

用いて水酸化アッセイをおこなったところ、

JMJD6はヒストンのリジン残基を水酸化した

（未発表）。JMJD6抗体を用いて肺癌組織の組

織免疫学染色をおこなったところ、JMJD6は隣

接する正常細胞と比較して	 肺癌細胞で高発

現していることが分かった（未発表）。そこ

で、我々は「ヒストンの水酸化という新しい

修飾が、in	 vivoでも存在するのか？」、「存

在するとして、その生理的意義は何か？」「肺

癌で高発現しているJMJD6は発癌に関与して

いるのか？」という課題に取り組んだ。	 

	 

２．研究の目的 
UHRF1 複合体に含まれる JMJD6 が生体内でヒ

ストンのリジン残基の水酸化を行う可能性

と、正常細胞におけるヒストンの水酸化の

生理的意義について解明する。正常細胞に

おけるヒストン水酸化の生理的意義が明ら

かになれば、肺癌で高発現している JMJD6 が

癌細胞で果たす役割についても明らかにな

るものと考える。 
 
３．研究の方法 
(1)	 JMJD6 はリジン残基のどの炭素を水酸化

するのかを核磁気共鳴法（京大・白川研との

共同研究）およびアミノ酸組成解析（理研・

堂前研との共同研究）にて同定する。	 

(2)	 生体内において水酸化されたヒストン

リジン残基をアミノ酸組成解析（理研・堂前

研との共同研究）にて検出する。	 

	 (3)	 生体内において JMJD6 はヒストンの水

酸化の責任酵素かどうかを、JMJD6 ノックア

ウトマウスから得たヒストンを用いて検証

する（九大	 生医所・福井研、理研・堂前研

との共同研究）。	 

(4)	 ヒストンのリジン残基の水酸化の生理

的意義を探るために、試験管内でアセチル化

酵素やメチル化酵素が、水酸化リジンを修飾

できるかどうかについて、水酸化リジンを含

むペプチドを基質に酵素反応をおこない検

討する。	 

(5)	 ヒストンリジンの水酸化の生体内での

生理的意義を解明するために、そのツール

となる水酸化リジン特異的抗体を作製する

。そのために、生体から得たヒストンの、ど

のリジンが水酸化されているかを質量分析

で同定する。	 

 
４．研究成果 
(1)	 JMJD6 はリジン残基のどの炭素を水酸化

するのかを核磁気共鳴法（京大・白川研との

共同研究）およびアミノ酸組成解析（理研・

堂前研との共同研究）にて検討し、JMJD6 が

リジン残基の５位の炭素に水酸基を付加す

る事を見いだし、アセチル基やメチル基が付



 

 

加される６位炭素のアミノ基（εアミノ基）と

は異なることを明らかにした。 

	 

(2)	 我々は Jmjd6 が高発現しているマウスの

精巣および、Jmjd6 の発現が中程度である ES

細胞および 14.5 日胚からヒストンを精製し

た。このヒストンをアミノ酸組成解析（理

研・堂前研との共同研究）にて分析し、生体

内のヒストン中に水酸化されたリジンが一

定量含まれていることを明らかにした。	 

	 

(3)	 生体内において JMJD6 はヒストンの水酸

化の責任酵素かどうかを、Jmjd6 ノックアウ

トマウスから得たヒストンを用いて検討し

た（九大	 生医所・福井研、理研・堂前研と

の共同研究）。Jmjd6 ノックアウトマウスは

周産期致死であることから、Jmjd6 ノックア

ウト 14.5 日胚と、対照として Jmjd6 野生型

14.5 日胚からヒストンを精製し、アミノ酸組

成解析で分析したところ、Jmjd6 非存在下で

は、ヒストンに水酸化リジンが含まれないこ

とが明らかになった。また、JMJD6 安定高発

現細胞株から得たヒストンには、対照細胞か

ら得たヒストンより多くの水酸化リジンが

含まれていた。これらの結果より、ヒストン

のリジン残基の責任酵素は JMJD6 であること

が明らかとなった。	 
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図!"アミノ酸組成解析による$/水酸化リジンの検出。" 	 

	 

(4)	 リジン残基の水酸化される炭素とアセ

チル化／メチル化される炭素が異なること

より、水酸化はこれらの修飾が付与されるの

を直接的には阻害しないが、水酸基がつくこ

とで、アセチル化酵素やメチル化酵素の酵素

活性部位に影響する可能性が考えられため、

この可能性を試験管内酵素反応にて検討し

た。この結果、水酸化リジンはアセチル化酵

素やメチル化酵素による修飾を非常に受け

にくくなっている事が分かり、水酸化はアセ

チル化やメチル化修飾と拮抗する修飾であ

る可能性が示唆された。	 

	 

(5)	 我々は当初、ヒストンリジンの水酸化

の生体内での生理的意義を解明するために

、そのツールとなる水酸化リジン特異的抗

体を作製するところまでを計画していたが、

特的抗体作製までには至らなかった。これは

当初の予想と異なり、質量分析によって水酸

化されるリジンが容易に決定できなかった

ことによる。水酸化リジンが特定のリジン残



 

 

基に付加される可能性以外に、生体内では中

間産物である可能性や（注：アミノ酸組成解

析では加水分解をするため、糖鎖修飾などは

はずれる）、水酸化がランダムにヒストンの

リジン残基に入りヒストンの物性に影響を

与える可能性なども視野にいれ、現在、引き

続き生体内での水酸化リジンの生理的意義

の解明を目指し、さまざまなアプローチを試

みている	 。	 
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