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１．はじめに
1-1. DNA メチル化
　たった 1個の受精卵が DNA複製・細胞分裂を繰り返し
た結果，約 60兆個もの細胞が人の身体を形成していると
言われている。従って，免疫系の細胞などの一部の例外を
除いてどの細胞も同じゲノム情報，つまり同じ遺伝子のセ
ットを持つことになる。しかし，人では約 230種類の細胞
が固有の形質を持ち続け生命活動が行われる。なぜ，同じ
遺伝情報を持つのに，細胞は多種多様な形質を発揮し，そ
の形質が維持され続けるのだろうか？これには，DNAに
起こる化学修飾であるメチル化が重要な働きをしている。
真核生物の DNAはヒストン 8量体に巻き付きヌクレオソ
ーム構造を形成し，この構造を基盤として高次のクロマチ
ン構造が形成される。ゲノム DNAの 5’ -CpG配列中のシ
トシン塩基はメチル化修飾を受ける。一般的に DNAメチ
ル化が起こる領域はヘテロクロマチンが形成され，その領
域の遺伝子発現は抑制される。DNAメチル化は分化多能
性を持つ胚盤胞の状態から，細胞が分化していく過程で確
立する。従って，DNAメチル化パターンは細胞の種類に
よって異なり，細胞の種類に特有の遺伝子発現パターン
が DNAメチル化によって決定づけられる。重要なことに，
分化した細胞の DNAメチル化パターンは，塩基配列と同
様に，細胞分裂を経て次世代の細胞に正確に受け継がれて
いく。この DNA維持メチル化機構により，細胞はその形
質を維持し続けることができる。DNAメチル化の維持機
構の破綻は，異常な発生や分化に加えて，細胞のがん化
や染色体の不安定化を引き起こす原因となる [1]。様々な
がん細胞では DNAメチル化パターンの異常によりがん抑
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Abstract
　次世代の細胞に引き継がれる情報であるゲノム DNA のメチル化パターンは，細胞に固有の遺伝子発現を定義づける重
要な役割を果たす。DNAメチル化酵素 DNMT1 と，その集積にかかわるユビキチンリガーゼ UHRF1 は DNA維持メチル
化において必須の役割をする。筆者らは，UHRF1によって 2か所のリジン残基がモノユビキチン化されたヒストン H3が
DNMT1 RFTSドメインによって認識される機構をＸ線結晶構造解析で明らかにした。さらに、ユビキチン化ヒストン H3
による DNMT1の新規の酵素活性化機構を解明し，DNA維持メチル化の新しい分子機構を提唱した。

制遺伝子の発現が正常に行われないことが分かっており，
DNAメチル化の情報が正しく引き継がれていくことがい
かに重要であるかがわかる。

1-2. DNA メチル化パターンの継承の分子機構
　DNAメチル化パターンの継承では，維持型 DNAメチ
ル化酵素 DNMT1と，ユビキチンリガーゼ活性を有する
UHRF1が必須の因子として働く。DNMT1は，複製サイ
トへの局在に関与する RFTSドメイン，非メチル化 CpG 
DNAに結合する CXXCドメイン，それに続く BAH1-
BAH2ドメイン，DNAメチル化活性を有する触媒ドメイ
ンからなる（Fig. 1）[2]。DNMT1は，RFTSドメインが触
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Figure 1	 Domain structure and its function of DNMT1. A), Schematic 
view of maintenance of DNA methylation. After each cycle of 
DNA replication, cytosines in a newly synthesized strand are 
methylated by DNMT1. B), Domain structure and function of 
DNMT1. 
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媒ドメインの活性部位に入り込み，自己活性阻害の高次
構造をとることが知られている [3-4]。一方で，UHRF1は
ユビキチン様ドメイン，ヒストン H3のメチル化リジン 9
を認識する tandem tudor domain，ヒストン H3のアミノ末
端を認識する PHDドメイン，片鎖メチル化 DNA（親鎖
DNAのみがメチル化されている状態）を認識する SRAド
メイン，ユビキチン化活性を有する RINGドメインからな
る [5]。DNMT1と UHRF1が関与する DNA維持メチル化
の分子機構は次のように考えられている（Fig. 2）。UHRF1
は，DNA複製ののちに一時的に生じる片鎖メチル化 DNA
と特異的に結合する [6–8]。その後，UHRF1は近傍のヒス
トン H3をユビキチン化する [9-10]。このユビキチン化ヒ
ストン H3を DNMT1の RFTSドメイン（以下 RFTS）が
認識することにより DNMT1が片鎖メチル化サイトに呼
び込まれ，片鎖メチル化 DNAが両鎖メチル化 DNAに変
換されることで DNA維持メチル化が完了する（Fig. 2）
[11]。これまでに，UHRF1 SRAドメインによる片鎖メチ
ル化 DNAの認識機構や [6-8]，DNMT1による DNAメチ
ル化機構に関する構造生物学的な研究は行われてきた [3-
4, 12-13]。しかし， UHRF1がどのような形状のユビキチン
鎖をヒストン H3に付加するのか，DNMT1はユビキチン
化されたヒストン H3をどのように認識するのか，そして，
その結合が DNMT1の活性化にどのような役割をもつのか
は不明であった。本稿では，DNMT1 RFTSとユビキチン
化ヒストン H3のＸ線結晶構造解析により明らかにした，
DNA維持メチル化機構の詳細について紹介する。

２．DNMT1 RFTS によるユビキチン化ヒストン H3 の認識
機構
2-1. UHRF1 はヒストン H3 の K14, K18, K23 の複数のリジ
ン残基をユビキチン化する
　UHRF1によるヒストン H3のユビキチン化に関して，
アフリカツメガエルの無細胞系を用いた研究からは K23
がユビキチン化されることが報告されている一方で，哺乳
類細胞を用いた研究からは K18がユビキチン化されると
いう一見相反する報告がされていた [9-10]。そこで，我々
は UHRF1によるヒストン H3のユビキチン化サイトを同
定するために，in vitroでの DNA維持メチル化の再現が可
能な染色体複製系であるアフリカツメガエルの卵抽出液
を用いた。間期の卵抽出液を脱ユビキチン化酵素の不可
逆的な阻害剤であるユビキチンビニルスルホンで処理し，

ユビキチン化ヒストン H3を高度に含むクロマチン抽出
液と組換え DNMT1を用いて結合実験を行った。すると，
DNMT1は，2分子のユビキチンが付加されたヒストン H3
と特異的に結合することがわかった。さらに，ユビキチン
化されたヒストン H3を抗ヒストン H3抗体で免疫沈降し，
質量分析法によりユビキチン鎖を絶対定量した結果，ポリ
ユビキチン鎖は全体のわずか 5%しか存在しないことがわ
かった。さらに解析を進めることにより，ヒストン H3は
よく知られていたポリユビキチン化ではなく，K14，K18，
K23の複数のリジン残基がマルチプルにモノユビキチン化
されることがわかった。

2-2. DNMT1 RFTS による K18 と K23 がモノユビキチン化
された H3 の認識機構 
　DNMT1 RFTSによるマルチプルモノユビキチン化 H3
の認識機構を解明するために，ユビキチン化ヒストン H3
の調製を行った。酵素反応で部位特異的に均一にヒスト
ン H3をユビキチン化するのは困難である。そこで，ユビ
キチン化の標的となるリジン残基をシステイン残基に置換
したヒストン H3（1-37残基）と，C末端の Gly76をシス
テイン残基に置換したユビキチンをジスルフィド結合で結
合させたユビキチン化 H3アナログを作製した [14]。等温
滴定型カロリーメトリーを用いた解析から，RFTSは K18
と K23がモノユビキチン化されたヒストン H3（以下 H3-
K18Ub/K23Ub）と解離定数 17 nMで結合し，その化学量
論比は 1:1であった。また，K18および K23の 1か所のみ
がモノユビキチン化された H3とは 1:1の特異的な結合を
示さず，さらにユビキチン単体とはまったく結合しなかっ
た。
　RFTSと H3-K18Ub/K23Ubの複合体をゲルろ過カラムで
調製し，複合体を結晶化した。得られた結晶のＸ線回折強
度データの収集は Photon Factory BL-1Aで行い 2.0 Å分解
能のデータを得た。回折強度データの位相決定には，ユ
ビキチン（PDB ID; 1UBQ）と RFTS単体の構造（PDB ID; 
3EPZ）をサーチモデルにして分子置換法で行った。RFTS
は β構造から成る N-lobeと αヘリカル構造の C-lobeから
成る。RFTS単体をサーチモデルにして分子置換を行った
が，N-lobeの電子密度は明瞭に観測されたものの，C-lobe
の電子密度はモデルと一致せず解釈ができなかった。この
ことから lobe間の配向に変化が起きていると考え，それ
ぞれの lobeをサーチモデルにして分子置換を再度行った
ところ，RFTS全体の電子密度がモデルとフィットする解
が得られた。
　K18および K23に付加されたユビキチン（以下，Ub18, 
Ub23）は，RFTSの N-lobeのみと相互作用していること
がわかった。RFTSの 387-403番目の領域は全長 DNMT1
や RFTS単独の構造では disorderしていたが，H3-K18Ub/
K23Ubと結合することによりループ構造が誘起されてい
た（Fig. 3A）。興味深いことにこのループ構造は，Ub18と
Ub23を物理的に完全に隔てる役割をしていた。以下のこ
のループをユビキチン認識ループと呼ぶ。ユビキチンは他

Figure 2　Molecular mechanism of DNA methylation maintenance. 
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の分子と相互作用する際に，いくつかの分子表面を使うこ
とが知られている。最も有名なのは L8， I44，V70から成
る I44パッチであるが，Ub18の I44パッチは既に報告さ
れていた RFTSの UIM（ubiquitin interacting motif，381-395
番目のアミノ酸残基）と相互作用していた（Fig. 3C）。一
方で，Ub23の I44パッチは RFTSの別の疎水性の分子表
面と相互作用していることがわかった。さらに，RFTSの
ユビキチン認識ループは Ub18と Ub23と親水性の相互作
用をしていた。Ub18では I36パッチや 9-11番目のアミノ
酸で構成される flexible loopが認識されていた（Fig. 3C）。
興味深いことに Ub23は flexible loopに加えて，これまで
報告されていなかった新たな分子表面が RFTSのユビキチ
ン認識ループによって認識されていることがわかった。ユ
ビキチンの I44パッチと相互作用する RFTSのアミノ酸残
基に変異を入れると，アフリカツメガエルの無細胞系に
おいてクロマチンへの DNTM1の局在が阻害されたことか
ら，RFTSによるユビキチン化 H3の認識が重要であるこ
とが示された。
　一方で，ヒストン H3の構造に着目すると，Arg2-Leu20
までの広範囲の電子密度が観測された。ヒストン H3は
RFTSの N-lobeと C-lobeの間からなる酸性の溝に入り込
んで認識されていた。H3の Arg2-Lys9は RFTSの C-lobe
によって認識され，さらに Ser10-Lys14は β構造を形成
し，β構造に富む N-lobeと分子間 βシートを形成してい
た。H3のAla15-Arg17はN-lobeと水素結合を形成していた。
興味深いことに，H3の Arg2-Lys9は RFTSの C-lobeのみ
ならず，Ub23によっても認識されていた（Fig. 3B）。つま
り付加されたユビキチンが H3の認識に関与するという極
めて珍しい認識機構であることがわかった。

2-3. ユビキチン化 H3 による DNMT1 の活性化機構
　DNMT1の全長に近い構造解析から，DNMT1の RFTS
は触媒ドメインの活性部位に入り込み自己活性阻害型の

構造をとることが知られている [3-4]。in vitroの生化学的
な実験においても，全長 DNMT1の DNAメチル化活性は
低く抑えられていることが知られている。しかし，本研
究での生化学的な実験により H3-K18Ub/K23Ubの結合が
DNMT1の DNAメチル化を大幅に促進することがわかっ
た。この酵素活性の促進はユビキチンのみ，ヒストン H3
のみを加えても起こらなかった。DNMT1全長構造では，
RFTSの C末端領域の 596-600番目のアミノ酸が lobe間
の溝に入り込んでいる。しかし，上述の様に H3-K18Ub/
K23Ubが結合すると，lobe間の溝にはヒストン H3が入
り込み RFTSの C末端領域は追い出され，さらに lobe間
の配向が大きく変化することがわかった。我々は，H3-
K18Ub/K23Ubの結合による DNMT1の酵素活性の促進機
構は，lobe間の構造変化によって RFTSが活性部位から抜
け出ていくことにあると考え，分子動力学計算による分子
モデリングを行った。すると，100 nsecのシミュレーショ
ンにより，H3-K18Ub/K23Ubの結合により RFTSと触媒ド
メインの間の重要な水素結合が消失していくことがわか
り，RFTSが活性部位から解離していく最初の過程を再現
することに成功した。このことから，ユビキチン化 H3は
DNMT1を働く場に呼び込むだけでなく，酵素の活性化に
も寄与することが明らかになった（Fig. 4）。

３．おわりに
　本研究成果は，マルチプルモノユビキチン化という非常
にユニークなユビキチン修飾を認識する機構を解明し構造
生物学的な観点から興味深い結果を得た。タンパク質のユ
ビキチン化は linkage依存的なポリユビキチン鎖がシグナ
ルとなって，タンパク質分解，DNA修復，炎症応答など
幅広い生物学的現象を制御する [15]。また，ユビキチンシ
グナルの基本単位となるポリユビキチン鎖中のダイユビキ
チンと，それを認識するユビキチン結合タンパク質との構
造解析例は多数報告されている [16]。しかし，DNA維持
メチル化におけるユビキチンシグナルは予想に反して，基
質上（ヒストン H3）の複数のリジン残基がモノユビキチ
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ン化されるという，マルチプルモノユビキチン化であった。
DNMT1の RFTSは基質上の 2つのモノユビキチンを同時
に認識する機能をもつドメインである。筆者が知る限り，
マルチプルモノユビキチンを認識するタンパク質の構造解
析は本例が初めてである。一般的に，ダイユビキチンとユ
ビキチン結合タンパク質の結合は数 µMの解離定数である
が，RFTSとユビキチン化 H3の結合は Kd = 17 nMであり，
まさしく桁違いに強い相互作用である。この強い親和性
が DNMT1を働く場に正しく呼び込み，DNA維持メチル
化の堅牢性が保たれている仕組みであると考えられる。ま
た，本研究ではユビキチン化 H3の結合が DNMT1のメチ
ル化活性を促進することを明らかにした。これまで，ユビ
キチン化 H3の役割は DNMT1を正確に適切な場所に呼び
込むためのマークであると考えられていたが，本研究によ
り DNMT1のヘミメチル化 DNAへの呼び込みと DNMT1
の活性化がカップリングして起こることが明らかになり，
DNA維持メチル化の新しい分子機構を提唱した。
　RFTSは哺乳類では DNMT1しか持たない固有のドメ
インである。興味深いことに，神経変性疾患と関連する
DNMT1の突然変異のほとんどは，RFTSドメイン内の
アミノ酸置換をもたらす変異であることが知られている 
[17]。従って，RFTSとユビキチン化 H3の結合を阻害する
ような低分子化合物のスクリーニング系を今後構築してい
くことは，DNMT1の立体構造情報に基づいた上記疾患の
治療薬の開発つながる重要な課題の一つになると考える。
（ 掲 載 論 文：*Ishiyama S, *Nishiyama A et al., **Suetake 
I, **Arita K, **Nakanishi M. Structure of the Dnmt1 reader 
module complexed with a unique two-mono-ubiquitin mark on 
histone H3 reveals the basis for DNA methylation maintenance. 
Mol Cell 68 350-360, 2017.  doi: http://dx.doi.org/10.1016/
j.molcel.2017.09.037）
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