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１．はじめに 

2021 年度 (前期) スーパーコンピューター若手•女性利用者推薦制度の採択課題「分子動力学

シミュレーションで解明する維持メチル化酵素(DNMT1)の活性化メカニズム」の研究成果を報告

する.なお,本稿では概略のみを記載するため,詳細については Journal of Molecular 

Biology(JMB)誌に掲載されている論文(https://doi.org/10.1016/j.jmb.2021.167371)を参照し

て頂きたい. 

 

２．イントロダクション 

すべての細胞は基本的に同一の DNA 配列を有しているものの,固有の性質を持つ.これは,エピ

ゲノムと呼ばれるDNA修飾が異なるためである.DNAメチル化は代表的なエピゲノムの一種で,組

織や細胞で特異的な遺伝子発現を誘導することが知られている.そのため,細胞分化を始めとす

る様々な生体内のプロセスにおいて重要な役割を担っている.例えば,ゲノムインプリンティン

グや X 染色体の不活性化は,DNA メチル化によって引き起こされるイベントの代表例である[1].

この DNA メチル化は主に２種類存在することが知られている.1 つ目は de novo メチル化で,メチ

ル化パターンの確立を担っている.より詳細には,初期胚形成の間に,両鎖ともメチル化されてい

ない DNA 鎖をメチル化する役割を持つ.この過程により,メチル化パターンが確立されると,細胞

分裂の間,そのメチル化パターンを維持することが必要になり,これが２つ目のメチル化機構に

あたる維持メチル化である.具体的には,DNA 複製の際,新生鎖に DNA メチル化パターンをコピー

し,エピゲノム情報を親細胞から娘細胞に引き継ぐという役割を担っている[2,3].一般に,この

ような DNA メチル化は DNA メチル化酵素ファミリー（Dnmt1,Dnmt2,Dnmt3A,Dnmt3B,Dnmt3L）によ

り制御されている[4]. DNA メチル化酵素(Dnmt)ファミリーをその機能により大分する

と,Dnmt3A,3B,3L は主に de novo メチル化に関与し,Dnmt1 は主に維持メチル化に関与している

[5].本報告書のテーマでもある維持メチル化酵素１（Dnmt1）に着目すると,機能的にはヘミメチ

ル化DNAにメチル基を付加する酵素であるといえる.また,DNAメチル化パターンは遺伝子発現に

影響するため,Dnmt1は細胞の維持に不可欠な役割を担っており,細胞癌を始めとした様々な疾患

と密接に関連していることが知られている[6]. 

Dnmt1 の活性は DNA 複製時にのみ要求されるため高度に制御される必要があり,結晶構造解析

及び分子生物学的な実験により様々な活性制御メカニズムが報告されている.結晶構造解析では,

複数の Dnmt1 の立体構造が決定され,約 1600アミノ酸残基からなり,特徴的なドメインを持つこ

とが明らかになってきた[7,8].着目すべき点として,Replication Foci Targeting Sequence 

domainドメイン（RFTS）が Dnmt1 の触媒ドメインに入り込んでいることが明らかになった.つま

り,DNA複製時以外は Dnmt1 の DNA結合部位が露出しておらず,活性がない.そのため,活性化には
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Dnmt1 の大規模な構造変化が必要であると考えられてきた.一方,分子生物学的な実験によ

り,RFTSがDnmt1 をヘミメチル化 DNAへと部位特異的にリクルートする役割を担っていることが

明らかにされている[9,10].より詳細には,Ubiquitin like PHD and RING finger domains 1 

(Uhrf1)がターゲット DNA の Histone H3 tail（H3T）をユビキチン化する[11].更に,この Uhrf1

依存的なユビキチン化を,RFTSが認識することでDNMT1がヘミメチル化部位にリクルートされる

ことになる[12,13].このように，ヒストンのユビキチン化は Dnmt1 による部位特異的な DNA メチ

ル化のマーカーとみなされている．さらに,近年の実験的・計算科学的な研究により,２箇所でモ

ノユビキチン化された H3T が RFTSに結合し,RFTSは触媒部位から乖離,Dnmt1 が活性を持つこと

が明らかになった[14].この際,Dnmt1 は複数のユビキチン化パターン（K14/K18, K14/K23, 

K18/23）を有する H3T と結合し, 活性化されることが明らかになっている.興味深いことに,上述

のユビキチン化パターンの違いは,Dnmt1 との結合親和性を変化させることも明らかになってい

る.具体的には,K14および K18の２箇所でモノユビキチン化 H3T（K14/K18）は Dnmt1 に対して最

も高い結合活性を示し, K14および K23 の２箇所でモノユビキチン化された H3T（K14/K23）は最

も低い結合活性を示すが,H3Tを結合していない2つのユビキチン分子（Free Ubiquitin）はDnmt1

にほとんど結合しない[14]. 

このような先行研究により,DNMT1 が２箇所でユビキチン化された H3T により活性化され,ヘミ

メチル化部位で特異的に活性を持つというメカニズムが明らかになってきた.しかし,活性化に

おける H3T の役割を始めとした詳細な分子メカニズムやユビキチン化パターンの差により結合

活性の差が生じるメカニズムについては不明であった.そこで,本研究ではユビキチン化ヒスト

ンによる Dnmt1 活性化メカニズムの解明を目的として,（1）K14 / K18でモノユビキチン化され
た H3T（2）K14 / K23でモノユビキチン化された H3T（3）H3Tと結合していない 2つのユビキチ
ン,の３システムに関して全原子分子動力学計算（MD）シミュレーションを実施した(図-1). 最
終的に,H3Tの構造的な柔軟性が２つのユビキチンの構造状態を制御しており,２つのモノユビキ
チン間の相互作⽤を阻害することで Dnmt1との結合を促進する役割を持つことがわかった. 

 

 
 

第 1図: 計算で使用した構造およびヒストン H3 tail のアミノ酸配列 

(a) K18/K23 の２箇所でモノユビキチン化された H3T（青）と 2つのユビキチン分子（Ub1,Ub2,赤）の複合体結

晶構造（PDBid:5WVO）(b) Dnmt1（緑）と２箇所でモノユビキチン化された H3T の複合体結晶構造 (PDBid: 

5WVO).(c)H3T のアミノ酸配列.3つのユビキチン化部位（K14, K18, K23）はハイライト（赤色）で表示. 
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３．結果 

Dnmt1 の活性化メカニズムを分子レベルで解明するため,(1)K14/K18,(2)K14/K23 でモノユビ

キチン化された H3T,(3)H3T に結合していない２つのユビキチン分子（Free ubiquitin）の 3つ

のシステムについて全原子MDシミュレーションを実施した.解析の結果,H3Tが存在する場合は,

ユビキチン化パターンにより,２つのユビキチンにおける,分子間距離及びコンタクトが異なる

ことが明らかになった.より詳細には,K14/K18システムでは K14/K23システムよりユビキチン間

の分子間距離が長く,分子間コンタクトが多くなっていた.更に,Free ubiquitin の場合,K14/K18

および K14/K23 で H3T と結合したユビキチン分子に比べ,分子間距離が短く,コンタクトが多く

なることが明らかになった.(図-2)これらの結果から,2つのユビキチン間における分子間相互作

用は,ユビキチン化のパターンによって調節されていることが示唆された. 

 

 

 

第 2 図: 異なるユビキチン化パターンにおけるユビキチン間の相互作用 

(a-c)ユビキチン間の分子間距離における自由エネルギー地形(PMF).(d-f)ユビキチン分子間のコンタクト数に

ついての頻度.(a,d) K14/K18 のモノユビキチン化 H3T.(b,e) K14/K23 のモノユビキチン化 H3T.(c,f) H3T と結

合していない 2 つのユビキチン分子.(a-c)の各 PMF の値は kBT でスケーリング.(d-f)では,コンタクト数がゼロ

の場合を除いて,最も高いピークをハイライト（黒色）で表示. 

 

続いて,ユビキチン化部位間の H3T の距離に着目すると,K14-K18の方が K14-K23 と比べて長く

なっていることが明らかになった.K14-K18間の H3Tは 4残基であるのに対し,K14-K23間は10残

基あることを考慮すると非常に興味深い結果であり,ユビキチン化部位間における H3T の構造的

な特徴がその差異を生んでいるのではないかと考察した.そのため,ユビキチン化部位間(K14-

K23)の H3T ペプチドについてのみ MD シミュレーションを実施した.その結果,K14 から K18 まで

の領域が構造的に硬く,K18 から K23 までの領域は柔らかいことがわかった.つまり,K14/K23 の
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H3T のユビキチン化部位間の距離は,K14/18 のユビキチン化部位間の距離よりも構造上の性質か

ら短くなり,これらのユビキチン化部位間の構造がユビキチン分子間相互作用を調節しているこ

とが示唆された(図-3).  

 

 

 

第 3図: H3T が２つのユビキチンに与える影響 

H3T ペプチドの構造的な特徴により,２つのユビキチン分子（Ub1,Ub2）の分子間距離にどのような影響を与え

るかを示す模式図. 

 

MDシミュレーションを実施した3つの系において,ユビキチン間の分子間相互作用は先行研究

で測定された Dnmt1 に対する結合活性とよく一致した.具体的には,実験的に得られた Dmnt1 に

対する結合力は,計算で推定されたユビキチン分子間相互作用が強くなるにつれて弱くなること

がわかった.以上の解析から,H3Tの構造的な柔軟性が２つのユビキチンの構造状態を制御してお
り,H3T はユビキチン間の分子間相互作用を阻害するスペーサーとして働くことで Dnmt1 への結

合を促進していると結論づけた.(図-4) 

 

 

 

第 4図: ユビキチン間相互作用と DNMT1 との結合活性の関係 

ヒストン H3T が存在しない場合,ユビキチン間の相互作用が大きくなり,DNMT1 との結合活性が小さくなる.一方

で H3T が存在する場合,相互作用が小さくなることで DNMT1 との結合が促進される. 
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