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１．はじめに
1-1. DNA メチル化
　ヒトの体は約 220種類もの異なる形質をもつ細胞で構成
されている。これらの細胞は 1つの受精卵から増殖した
ものなので，一部の例外を除いて全く同じ遺伝情報を有
する。それにもかかわらず，細胞の種類によってその形質
が異なるのは，細胞ごとに発現する遺伝子が異なるためで
ある。この細胞固有の遺伝子発現パターンを規定している
のが DNAメチル化である。DNAメチル化は 5'-CpG配列
中のシトシン塩基の 5位の炭素に起こり，ヘテロクロマチ
ンの形成を促すことで細胞に不必要な遺伝子の抑制に関
与する。細胞固有の DNAメチル化パターンは，分化多能
性をもつ胚盤胞から細胞が分化する過程で確立する。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へと正確に
受け継がれていく。この DNA維持メチル化機構によって
細胞は脱分化が抑制され，その形質を維持することができ
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Abstract
　DNA維持メチル化に必須の因子である UHRF1は，メチル化された DNA ligase1 (LIG1K126me3) と強い親和性で結合し，
DNA複製サイトへ呼び込まれる。筆者らは，UHRF1 TTDドメインと LIG1K126me3の複合体のＸ線結晶構造解析から，
高親和性結合に重要なアミノ酸残基を同定した。さらに，LIG1K126me3の結合によって UHRF1の構造はコンパクトな構
造からフレキシブルな構造へと変化することを明らかにした。本研究成果は UHRF1の阻害剤開発に向けた重要な知見を
提唱している。

る。DNA維持メチル化機構の破綻は，細胞のがん化・異
常増殖，精神・神経疾患，代謝異常などさまざまな疾患に
関与することから，DNAメチル化パターンの正確な継承
が重要である [1]。

1-2. DNA 維持メチル化の分子機構
　DNA維持メチル化には，ユビキチン E3リガーゼ
UHRF1と DNAメチル化酵素 DNMT1の 2つのタンパク
質が必須の因子として働く（Fig. 1）。UHRF1は DNA複製
後に生じる親鎖のみがメチル化されたヘミメチル化 DNA
を認識し [2–4]，その後近傍のヒストン H3の複数のリジ
ン残基をモノユビキチン化する [5-6]。このユビキチン化
ヒストン H3を DNMT1が認識し，ヘミメチル化 DNAへ
呼び込まれることで新生鎖がメチル化される [7]。DNA維
持メチル化は DNA複製の直後に起こるが，複製に関わる
因子がどのように維持メチル化を制御しているかは不明
であった。近年，我々は DNAクランプである PCNAと相

Figure 1	
Molecular mechanism of DNA methylation 
maintenance. UHRF1 and DNMT1 are essential 
for DNA methylation maintenance to uphold cell 
identity. 
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互作用し，岡崎フラグメントの連結を担う複製因子 DNA 
Ligase 1 （LIG1）が UHRF1を複製サイトに呼び込むことを
報告した [8]。これは，複製と連携した DNA維持メチル
化の分子機構の解明に向けた先駆的な研究成果である。

1-3. UHRF1TTD と LIG1 は強い親和性で結合する
　UHRF1は UBLドメイン，TTDドメイン，PHDドメイ
ン，SRAドメイン，RINGドメインの 5つの機能的なド
メインからなる（Fig. 2）。SRAドメインはヘミメチル化
DNAを認識する。RINGドメインはユビキチン E3リガ
ーゼ活性を有し，ヒストン H3の K14, K18, K23の複数の
リジン残基をモノユビキチン化する。このユビキチン化
活性には，N末端の UBLドメインが関与している [9-10]。
TTDドメインと PHDドメインは協調的に働き，9番目の
リジン残基がトリメチル化されたヒストン H3（H3K9me3）
を認識する [11]。PHDドメインはヒストン H3の N末端
の 1-4番目のアミノ酸を認識し，TTDドメインは 3つの
芳香族アミノ酸からなる aromatic cageによってトリメチ
ル化リジンを認識する。さらに，TTDドメインは peptide 
binding grooveと呼ばれる特徴的な溝を持ち，この領域で
H3K9me3の他に UHRF1のリンカー領域である linker 2や
spacerと相互作用する [12-13]。
　我々は共同研究者 Pierre Antonine-Defossez氏らと共
に K126がメチル化された LIG1が TTDドメインと相互
作用すること明らかにし，これが UHRF1を複製サイト
に呼び込む働きをすることを報告した [8]。LIG1のフレ

キシブルな N末端領域はヒストン H3と類似した配列を
持ち，H3K9に相当する K126がメチル化される。さら
に，H3K9me3と TTDドメインの結合は解離定数 1620 
nMであったのに対し，K126がトリメチル化された LIG1 
(LIG1K126me3) の TTDドメインへの結合は解離定数 9.1 
nMと，H3K9me3と比較して 180倍も強く結合することが
分かった。この UHRF1と LIG1の高親和性の結合が複製
サイトへの UHRF1の正確な呼び込みに重要であり，DNA
維持メチル化の堅牢性に寄与していると考えられる。しか
し，H3K9me3と LIG1K126me3は同じような配列を持つに
も関わらず，LIG1K126me3が TTDドメインと強く結合で
きる機構は明らかではなかった。また，マルチドメインタ
ンパク質である UHRF1は基質の結合によってその高次構
造を変化させ，機能が制御されることが考えられているが，
LIG1K126me3の結合による UHRF1の高次構造の変化は不
明であった。本稿では，TTDドメインと LIG1K126me3ペ
プチドの複合体のＸ線結晶構造解析によって明らかにした
高親和性結合のメカニズムと UHRF1の高次構造の変化に
ついて紹介する。

Figure 2　Domain structure and function of UHRF1.

Figure 3	 Crystal structure of UHRF1 TTD in complex with LIG1K126me3 peptide. A), Overall structure of UHRF1 TTD in complex with 
LIG1K126me3 peptide. TTD is shown as a cyan surface model and LIG1K126me3 peptide is shown as a magenta stick model, respectively. 
LIG1K126me3 peptide bound to the peptide binding groove of UHRF1 TTD. B), The recognition of trimethylated K126 of LIG1 by aromatic 
cage of UHRF1 TTD, C), T123 of LIG1 by W238 of UHRF1 TTD, and D), R121 of LIG1 by Arg-binding cavity of UHRF1 TTD. Black and 
yellow dash lines indicate the CH-π interactions and hydrogen bonds, respectively. 
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２．UHRF1 TTD による LIG1K126me3 の認識機構
2-1. UHRF1 TTD と LIG1K126me3 の高親和性結合に寄与
するアミノ酸残基の同定
　TTDドメインによる LIG1K126me3の認識様式を明らか
にするために，TTDドメインと LIG1K126me3ペプチド
の複合体の結晶化を行った。得られた結晶の X線回折強
度データの収集は Photon Factory BL-17Aで行い，2.65 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，
TTDドメイン単体の構造 (PDB: 5YYA) をサーチモデルに
して分子置換法で行った。
　得られた立体構造から，LIG1K126me3は TTDドメイン
の peptide binding grooveに結合していることを明らかにし
た（Fig. 3A）。LIG1の K126me3は，H3の K9me3と同様
に TTDドメインの aromatic cageによって認識されていた 
（Fig. 3B）。また，立体構造の情報をもとに結合に関与する
アミノ酸残基に変異を導入し，等温滴定型カロリーメトリ
ー (ITC) を用いた相互作用解析を行った。その結果，LIG1
の 2つのアミノ酸残基が TTDドメインとの相互作用に重
要であることがわかった。
　1つめは，T123である（Fig. 3C）。TTDドメインとの
相互作用因子である H3K9me3，UHRF1の linker 2ならび
に spacerにおいて T123に相当する位置のアミノ酸は，側
鎖に水酸基をもつアミノ酸が保存されている。さらに，
H3K9me3, linker 2, spacerのこの位置のアミノ酸のリン酸化
は，TTDドメインとの結合を阻害することが報告されて
いる [11, 13–15]。そこで，123番目のスレオニンをリン酸
化させた LIG1K126me3ペプチドと TTDドメインとの結
合を ITCによって解析すると，K126がトリメチル化され
ているにもかかわらず，LIG1と TTDドメインの結合は非
常に弱くなった（Kd > 104,500 nM）。このことから，LIG1
の T123のリン酸化が TTDドメインとの結合をオフにす
るスイッチの役割をしていることが示唆された。
　2つめは，R121である（Fig. 3D）。LIG1の R121側鎖は，
TTDドメインの peptide binding grooveにある Arg-binding 
cavityに入りこみ，TTDドメインの D142と相互作用して
いた。この R121に相当するヒストン H3のアミノ酸残基

はリジン残基（K4）であった。H3の K4をアルギニン残
基に置換した H3K4R/K9me3と TTDドメインの相互作用
を ITCで解析すると，解離定数 22.2 nMであった。これは
LIG1K126me3と TTDドメインの結合とほぼ同等の親和性
である。したがって，TTDドメインの Arg-binding cavity
と LIG1の R121との相互作用が，高親和性の結合に重要
であることが強く示唆された。

2-2. LIG1K126me3 の結合は UHRF1 の高次構造をフレキ
シブルな構造に変化させる
　UHRF1の TTDドメインから PHDドメインまでの領域 
(TTD-PHD) は，TTDドメインと PHDドメインの間に存
在する linker 2が TTDドメインの peptide binding grooveに
結合し，高次構造を形成する [11]。この時，Arg-binding 
cavityには linker 2の R296が入り込んでいる。H3K9me3
は PHDドメインと TTDドメインが協調的に働くことで
TTD-PHDに結合できる。一方で，LIG1K126me3は TTD
ドメインにのみ結合し，PHDドメインには結合しないこ
とが分かった。そこで，LIG1K126me3の結合部位であ
る peptide binding grooveに linker 2が結合している TTD-
PHDに対し，LIG1K126me3が結合できるかを ITCによ
って解析した。その結果，LIG1K126me3と TTD-PHDは
解離定数 124 nMで結合した。さらに，熱力学的パラメー
タを比較すると，TTD-PHDへの H3K9me3の結合はエン
タルピー駆動であったのに対し，LIG1K126me3の結合は
エントロピー駆動であった。H3K9me3の結合がエンタル
ピー駆動であるのは，TTD-PHDの高次構造を壊すことな
く結合できることを意味し，これは既知の TTD-PHDと
H3K9me3の複合体の結晶構造と一致する。LIG1K126me3
の結合は，peptide binding grooveに結合している linker 2
を追い出す過程がエントロピー駆動として表れたと考えら
れる。
　LIG1K126me3の結合による TTD-PHDの高次構造の変
化を明らかにするために，TTD-PHDと LIG1K126me3ペ
プチドの複合体のゲルろ過Ｘ線溶液散乱（SEC-SAXS）
を行った（Fig. 4）。Ｘ線散乱強度データの収集は Photon 

Figure 4	 Conformational change of TTD-PHD by binding LIG1K126me3. A), P(r) functions are shown for TTD-PHD in complex with H3K9me3 
(green) and LIG1K126me3 (red). B), Low-resolution ab initio beads model of the TTD-PHD in complex with H3K9me3 (green) and 
LIG1K126me3 (red) derived from SAXS data. The ribbon model indicates the crystal structure of TTD-PHD; TTD, linker 2 and PHD are 
shown as a blue, green and orange, respectively (PDB: 3ASK). The ribbon model in the right panel is manually modified to fit the ab initio 
beads model.  
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ドメインの Arg-binding cavityと LIG1の R121との結合が
高親和性結合に重要であることを同定した。つまり，TTD
ドメインの Arg-binding cavityに結合する低分子化合物は
TTDドメインの機能を強力に阻害し，がん細胞で過剰発
現した UHRF1の機能を抑制できると考えられる。
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