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研究成果の概要（和文）：Dnmt1に結合するユビキチン化ヒストンH3はヒストンH3K18Ub/K23Ub、K14Ub/K18Ub、
あるいはK14Ub/K23Ubであることがわかった。Dnmt1とヒストンH3K18Ub/K23Ubペプチドとの結合は、全く新規の
構造であった。また、Dnmt1とヒストンH3K18Ub/K23Ubとの結合は、Dnmt1構造全体の変化を誘導した。実際この
結合は、Dnmt1のDNAメチル化活性を強く活性化した。一方、DNA低メチル化はDNA複製プログラムの異常を誘導
し、ゲノム不安定化を引き起こしていることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dnmt1 specifically binds to two mono ubiquitylated histone H3 such as 
H3K18Ub/K23/Ub, K14Ub/K18Ub, and K14Ub/K23Ub. The crystal structure of the replication foci 
targeting sequence (RFTS) of Dnmt1 in complex with H3-K18Ub/23Ub reveals striking differences to the
 previously identified ubiquitin-recognition structures.The binding of H3-K18Ub/23Ub results in 
spatial rearrangement of two lobes in the RFTS, suggesting the opening of its active site. Actually,
 incubation of Dnmt1 with H3-K18Ub/23Ub increases its catalytic activity in vitro. DNA 
hypomethylation by Dnmt1 knockdown results in an aberrant DNA replication program, leading to 
genomic instability.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
エピゲノム修飾は多細胞生物体における細

胞多様性を生み出す本体であり、その情報

は比較的安定に維持されていると考えられ

ている。エピゲノム修飾のうち DNA メチ

ル化は、最も古くから研究が進められてお

り、ガン細胞においてゲノムワイドにDNA

低メチル化が認められることからガンの発

症あるいは悪性化との関連が報告されてい

る。興味深いことに、DNA メチル化異常

は前ガン状態の細胞においても広範に検出

され、また特定遺伝子のプロモーター領域

においては DNA メチル化がむしろ亢進し

ており、遺伝子発現を抑制していることも

分かってきた。これらの知見は、DNA メ

チル化異常は遺伝子変異と同等に発ガン過

程に寄与していることを示しており、如何

なる原因で DNA メチル化異常が誘導され

るのかその分子基盤の解明は“ガン撲滅”

に必要不可欠である。ガン細胞における

DNAメチル化異常は、DNA複製と共役し

た DNAメチル化（DNA維持メチル化）の

不全から生じると考えられるが、DNA 維

持メチル化の分子機構についてはほとんど

理解されておらず、とりわけ発ガンのきっ

かけとなる感染、DNA 損傷、あるいはガ

ン遺伝子活性化による過増殖刺激によりど

のよう障害されるか全く分かっていない。

Dnmt1はDNA複製により生じたヘミメチ

ル化 DNA からフルメチル化 DNA への変

換を触媒する活性を持っているが、如何な

る分子機構で DNA 複製部位に集積するの

かについてほとんど分かっていなかった。

申請者らは世界に先駆け、アフリカツメガ

エル卵母細胞抽出液を用いて DNA 維持メ

チル化を試験管内において再現することに

成功した。このシステムを用いて、Dnmt1

が DNA複製部位へ集積するのにヘミメチル

化結合タンパク質である Uhrf1 による

H3K23 のユビキチン化が必要であることを

見出した（Nature, 2013）。この集積は

Dnmt1が直接ユビキチン化ヒストンH3に

結合することによることも分かった。これ

らの知見は、H3K23 のユビキチン化と拮

抗するアセチル化、あるいはメチル化とい

った他の修飾や、脱ユビキチン化により

DNA 維持メチル化が制御を受けることを

強く示唆している。実際ゲノムワイドな解

析から H3K23 はアセチル化、およびメチ

ル化を受けることが分かっている。 

２．研究の目的 

申請者らはツメガエル卵細胞抽出液を

用いて既にDNA維持メチル化を試験管

内で再構成できる系を確立しており、さ

らに様々なDNA損傷応答シグナルを解

析できる細胞系を樹立している。これら

の系、さらには結晶構造解析技術、哺乳

動物培養細胞系を用いて、本研究期間内

に 

１） Dnmt1 が認識するヒストン H3 ユビ

キチン化シグナルの本体 

２） Dnmt1 とユビキチン化ヒストン H3

複合体の立体構造 

３） Dnmt1不全によるDNA低メチル化状

態が誘導するゲノム不安定化機構  

を明らかにすることを目的とする。 
３．研究の方法 
１） Dnmt1 が認識するヒストン H3 ユビ

キチン化シグナルの本体 

アフリカツメガエル卵母細胞抽出液に

UbVS 処理することで、DNA 維持メチル化時

におけるユビキチン化ヒストン H3 を調製

する。マウス Dnmt1 と結合する調整したユ

ビ キ チ ン 化 ヒ ス ト ン H3 を

Ubiquitin-AQUA/PRM解析、及びShotgun MS

により Dnmt1 に結合するユビキチン化ヒ

ストン H3 を同定する。 

２） Dnmt1 とユビキチン化ヒストン H3

複合体の立体構造 

Dnmt1 分子のユビキチン化ヒストン H3 結



合 領 域 で あ る Replication foci 

targeting sequence (RFTS)と、合成ヒス

トン H3K18Ub/K23Ub ペプチドとの複合体

を精製し、結晶化したのちに３次元構造解

析を行う。 

３） Dnmt1不全によるDNA低メチル化状

態が誘導するゲノム不安定化機構 

Dnmt1 コンディショナルノックダウン

MEFs 細胞を作製し、細胞増殖率、細胞生

存率、DNA 複製スピード、DNA 複製起点の

発火率、及び DNA 複製異常について解析を

行った。 

４．研究成果 

１） Dnmt1 が認識するヒストン H3 ユビ

キチン化シグナルの本体 

Dnmt1 に結合するユビキチン化ヒストン

H3 を SDS-PAGE で解析したところ、ヒスト

ン H3 一分子に対して、ユビキチン二分子

が結合していることがわかった。

Ubiquitin-AQUA/PRM 解析の結果、Dnmt1

に結合するユビキチン化ヒストン H3 はダ

イマーではなく、2分子のモノマーが結合

していることがわかった。さらに Shotgun 

MS で正確な構造を決定したところ、ヒス

トン H3K18Ub/K23Ub、K14Ub/K18Ub、ある

いは K14Ub/K23Ub であることがわかった。

実際、ヒストン H3 変異体 K14R/K18R/K23R

は DNA 維持メチル化の過程でユビキチン

化されないことがわかった。 

２） Dnmt1 とユビキチン化ヒストン H3

複合体の立体構造 

Dnmt1のRFTSとヒストンH3K18Ub/K23Ub

ペプチドとの複合体を精製し、結晶化し

たのちに 3 次元構造を解析したところ、

これまでにない全く新規のユビキチン

化タンパク質認識機構であることがわ

かった。具体的には、K18Ub と K23Ub は

独立して RFTS 内の 2 つのポケット内に

結合し、ユビキチン同士は全く結合せず、

ユビキチン分子間に RFTS の一部が入り

込んでいることがわかった。さらにヒス

トンH3分子のアミノ末端側がRFTSとユ

ビキチン分子との間に結合しているこ

とも明らかとなった。最も重要なことに、

RFTS とヒストン H3K18Ub/K23Ub との結

合は、活性部位の開口を示す Dnmt1 構造

全体の変化を誘導した。このことは

Dnmt1 とユビキチン化ヒストン H3 との

結合が DNA メチル化酵素活性を活性化

することを示している。実際、ヒストン

H3K18Ub/K23Ubは Dnmt1のメチル化活性

を強く活性化した。 

３） Dnmt1不全によるDNA低メチル化状

態が誘導するゲノム不安定化機構 

Dnmt1 を MEFs からコンディショナルにノ

ックダウンすると細胞増殖が強く抑制さ

れた。この時、DNA 複製の後期起点からの

発火タイミングに異常が生じていた。以上

のことから、DNA 低メチル化は DNA 複製プ

ログラムの異常を誘導し、ゲノム不安定化

を引き起こしていることが強く示唆され

た。 
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