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研究成果の概要（和文）： 

脊椎動物ゲノムはしばしばメチル化修飾を受けている。DNAメチル化は、遺伝情報発現を抑制

する要因の一つであり、発生・分化に欠くことができない。DNAメチル化模様は細胞が増殖する

とき次世代の細胞に正確に伝えられる。このメチル化模様の正確な伝達にはDnmt1と呼ばれるDNA 

メチル化酵素の一つが働いている。研究では、Dnmt1が維持メチル化する機構と細胞内でメチル

化模様の維持に必須な要因について、構造生物学的、生化学的考察を加えた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Vertebrate genome is often methylated. DNA methylation is one of the factors that 

suppresses gene expression, and is crucial for development. DNA methylation patterns of 

genome are inherited to next generation during replication. DNA methyltransferase called 

Dnmt1 is responsible for faithful propagation of DNA methylation patterns. In the project 

we have provided structural and biochemical insights into the maintenance methylation. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類では、初期胚と生殖細胞形成期にゲノ

ムDNAのメチル化模様は大きく書きかえられ、

一旦形成されたDNAメチル化模様は、細胞系列

特異的に維持される。DNAメチル化模様の維持

は胚発生にとり必須であり、阻害されると多

くの場合細胞や個体は死に至る。ゲノムに書

き込まれたメチル化模様は、複製の過程で出

現する、片鎖だけがメチル化された（ヘミメ

チル化）DNAのCpG配列を選択的に認識してメ

チル化する酵素である、Dnmt1により維持され

ている。マウスDnmt1は1988年にcDNAが単離さ

れた、1,620アミノ酸残基からなる大分子であ

る。その後さまざまな動物種から単離されて

いるが、そのアミノ酸配列は良く保存されて

いる。Dnmt1は複製フォークにPCNAと結合して
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存在することから、細胞周期と連動している

ことが予想される。実際、Dnmt1は増殖期の細

胞で高発現し、その蛋白質はS期に安定で、そ

れ以外の細胞周期では半減期が短くなる。ま

た、Xenopus初期胚でDnmt1の働きを阻害する

と、細胞周期がG2-M期で停止する。このこと

は、Dnmt1が細胞周期のチェックポイント機構

に深くかかわっていることを示している。し

かし一方で例外的に、卵母細胞とニューロン

では、細胞が増殖していないにもかかわらず、

高発現しており、しかも、細胞質に高濃度で

存在する。いずれの細胞でも、細胞質はDnmt1 

を蓄える場となっていると考えられる。細胞

質への局在化機構は不明であるが、申請時に

我々は、Dnmt1のN末端と特異的に結合しリン

酸化するキナーゼCDKL5を同定した。Dnmt1の、

例えばリン酸化修飾などが細胞内での局在化

に寄与している可能性が考えられる。Dnmt1

の243 アミノ酸残基からなるN末端領域は独

立の領域構造を形成しており、DNA結合モチー

フ、PCNA結合部位、転写抑制因子DMAP1などを

結合するプラットフォームとなっている。 

Dnmt1は、へミメチル化DNAを特異的に認識

してメチル化を入れ、それにより複製（ある

いは修復された）DNAをフルメチル化して、メ

チル化模様を保持することが特徴であり、こ

の性質のために維持型メチル化酵素であると

されている。このDnmt1の示す、へミメチル化

DNAを認識してメチル基を導入する活性は、バ

クテリアから高等動物までの他のどのDNAメ

チル化酵素ももたない性質であり、そのヘミ

メチル化認識機構の解析は我々を含めて、多

くの研究者の研究対象でありつづけている。

しかしながらDnmt1は、C末端の触媒領域だけ

や、N末端調節領域を削り込んだものでは活性

を示さないため、ヘミメチル化状態を認識す

る機構は酵素の発見以来ほとんど進んでいな

いといってよい。生体内でDnmt1はヘミメチル

化DNAを特異的にメチル化し、忠実にメチル化

模様を維持している。着床前の胚体ではゲノ

ム全体が脱メチル化を受けるが、メチル化イ

ンプリントを受けている遺伝子のメチル化模

様は忠実に維持されることが知られている。

以前、インプリント遺伝子の維持メチル化活

性はDnmt1とは異なる酵素によるとの報告も

あったが、申請時、このインプリント遺伝子

のメチル化模様維持活性も、専らDnmt1だけに

よることを報告した。生体内でのDnmt1の忠実

な維持メチル化活性に対して、組換えDnmt1

を用いた試験管内の反応ではかなり高いde 
novo型のメチル化活性を示す。しかし、Dnmt1

のメチル化活性は、生体内では新たなメチル

化模様をゲノムに書き込まないとされている。

強いプロモーターの支配下にDnmt1を細胞内

で発現させると、異常なde novoメチル化が誘

導され、これにより細胞をトランスフォーム

させる。また、筋芽細胞にDnmt1を発現させる

とMyoD遺伝子が高メチル化されるとことが観

察される。さらに、核内でDnmt1はPCNAと結合

して複製フォーク上を順次へミメチル化しな

がら移動していくと考えられているが、試験

管内では、PCNA結合配列を欠くDnmt1でもDNA

上をスライドして、順次ヘミメチル化DNAをメ

チル化していく。しかも、組換えDnmt1は20

個のへミメチル化CpG当たり1 回メチル化を

入れ損なう。これはDnmt1が生体内で、次世代

の細胞に99%以上の信頼性でメチル化模様を

伝えていることと大きな隔たりがある。2007

年に我々は、生体内でメチル化模様を維持す

るにはNp95（別名Uhrf1）と呼ばれる因子が必

須であることを明らかにした。Np95は分子内

のSet and Ring associated (SRA)ドメインで

ヘミメチル化DNA に結合して、メチル化され

たシトシン塩基を2重鎖DNAの外に引き出すこ

とから、Dnmt1にヘミメチル化部位を確実に手

渡す機能を担っている可能性が考えられる。

しかし、その分子機構については明らかでは

ない。このNp95によるヘミメチルDNA認識と

Dnmt1への引き渡しが細胞内での信頼性高い

メチル化維持機構の実態である可能性が高い。 

 
２．研究の目的 

脊椎動物ゲノムのCpG配列中のシトシン塩

基は、しばしばメチル化修飾を受けている。

シトシン塩基のメチル化は、遺伝情報発現に

抑制的に働く“エピジェネティティック”要

因の一つであり、DNAのメチル化による遺伝情

報制御は発生・分化に欠くことができない重

要な役割を果たしている。メチル化模様は複

製の過程で次世代の細胞に正確に伝えられる。

この世代を超えたメチル化模様の伝達には

Dnmt1と呼ばれるDNAメチル化酵素の一つが責

任酵素として働いている。研究計画ではDnmt1

について、へミメチル化（片鎖だけがメチル

化された）DNAを認識する機構と、生体内でメ

チル化模様の維持に必須な因子であるNp95

（別名Uhrf1）との共役について、構造生物学

的、生化学的に明らかにすることを目指した。 
 

３．研究の方法 

バキュロウイルス/昆虫細胞系で組換え

Dnmt1を発現、精製、結晶化し、SPring-8で回

折データを収集する。2Å代の分解能のデータ

を収集できるまでこれを繰り返す。すでに得

られた回折データと決定した位相から計算を

おこない、Dnmt1 の原子構造を決定する。構



造情報をもとにして、Dnmt1に部位特異的な変

異、欠失を入れ、これら組換え体の試験管内

での活性を解析するとともに、培養細胞内で

の維持メチル化活性への影響を解析、評価す

る。これによりDnmt1の維持メチル化活性に必

要な領域と配列を同定する。また、Np95によ

るDnmt1のへミメチル化DNAメチル化活性に対

する影響をin vitroで解析し、へミメチル化

DNAのNp95からDnmt1への受け渡し機構を明ら

かにする。 
 
４．研究成果 

以前（2008年）報告したCDKL5キナーゼが

Dnmt1のN末プラットフォーム領域に結合し、

結合部位をリン酸化することを報告したが、

2010年には、カゼインキナーゼがこの領域に

結合し、CDKL5よりも強いリン酸化をおこない、

このリン酸化によってこの領域のDNA結合活

性が阻害されることを見出した。 

2011年度にマウスDnmt1のN末端のプラット

フォーム領域を欠く、大きな断片（291-1620）

のX線結晶構造を解くことに成功し、報告した

（下図）。 

得られた立体構造から以下の3つの新知見を

得た。１）メチル基供与基質であるS-アデノ

シルメチオニンが触媒中心に結合することで、

DNA結合非依存的に、メチル化標的シトシン塩

基が結合すると予想される方向に触媒中心の

システイン残基側鎖が向くことを見出した。

これは細菌の酵素で報告されているような、

DNA結合に依存したシステイン残基の構造変

化とは大きく異なる。２）驚いたことに、Dnmt1

を複製フォークにガイドするとされる標的化

領域（TS）が、DNAが結合する触媒ポケットに

嵌まり込んでいて、そのままでは基質DNAが触

媒中心にアクセスできない配置となっていた。

活性を発現するためには、このN末領域を触媒

ポケットから排除する必要がある。この領域

は触媒領域とは4本の水素結合で固定されて

いた。３）触媒領域の中心に位置する基質配

列認識領域（TRD）の中のトリプトファン残基

がメチル化されているシトシン塩基の近くに

位置し、認識していることを予想した。この

残基に変異を入れることによりDNAメチル化

活性は失われた。以上得られた結果は、複製

フォークでDnmt1がどのようにして標的のDNA

をメチル化するのかについて、新知見を与え

るものである。 

ES細胞にDnmt1の各種欠失体を発現させ、そ

の後内在的なDnmt1遺伝子をノックアウトさ

せ、ゲノム全体のメチル化状態と維持メチル

化活性を解析したところ、ゲノムのメチル化

模様維持にはPCNA結合配列は不要であり、TS

は必要であった。また、TSがDnmt1の触媒ポケ

ットに嵌まり込むことにより、ゲノムを異常

なメチル化から守っていることを明らかにし

た。試験管内でDnmt1の活性に対するNp95の影

響を解析し、Np95内のヘミメチル化を認識す

るSRA領域がTSと相互作用して、TSを触媒ポケ

ットから取り除き、ヘミメチルDNAを触媒中心

に供給していることを明らかにした。 
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最新研究成果：ゲノムのメチル化模様維持を

触媒する酵素の立体構造を解明 
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ゲノムのメチル化模様維持を触媒する酵素の

立体構造を解明－がん細胞を制御する創薬の

開発につながる－ 
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