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研究成果の概要（和文）：DNAのメチル化はCpG配列上のシトシンに多く存在し、塩基配列の変化を伴わずに遺伝子機能
を制御するエピジェネティクス機構であり、細胞の発生、分化の制御や細胞の老化や癌化に密接に関連している。DNA
のメチル化維持機構の詳細は完全には解明されておらず、DNA複製時における片鎖のみがメチル化された非対称な“ヘ
ミメチル化”二本鎖DNAの生成から消失挙動の解明はエピジェネティクス研究に重要な知見を与えると考えられる。本
研究はヘミメチル化DNAの検出技術を開発することを目的として、これを認識する人工蛋白質・ペプチドを作製しDNAと
の相互作用を検討した。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation is involved in the regulation of many epigenetic processes, 
including embryonic development and cellular differentiation. DNA methylation particularly appears at the 
5’-position of cytosine residue in 5’-CpG-3’ sequence. In addition, erroneous DNA methylation may 
contribute to the etiopathogenesis of tumorigenesis and aging. The inheritance of DNA methylation is 
coupled to the DNA replication process, however, the mechanisms in detail involving hemimethylation is 
not completely clarified, in which only one of two complementary strands is methylated. The development 
of a new detection method of hemimethylation should contribute to coming epigenetics research.
In this study, an artificial protein/peptide has been developed that bind preferentially to a 
hemimethylated DNA rather than the full-methylated and unmethylated DNAs.

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
DNA のメチル化はゲノム DNA の 5’-CG-

3’ 配列上のシトシンに多く存在し、塩基配

列の変化を伴わずに遺伝子機能を制御する

エピジェネティクス機構であり、細胞の発

生、分化の制御や細胞の老化や癌化に密接

に関連していることが知られている。ゲノ

ム上に存在する多数の DNA メチル化・非メ

チル化のパターンは細胞の種類に特異的で

あり、細胞分裂のサイクルを通して DNA 複

製時にも忠実に継承され、細胞分化状態を

維持している。DNA 複製直後、鋳型 DNA
鎖はメチル化されているが、新生した相補

的な DNA 鎖はメチル化されておらず、非対

称な“ヘミメチル化”二本鎖になっている。

従って、親細胞のメチル化パターンを維持

するためにメチル化酵素 Dnmt1 が相補鎖

DNA をメチル化するが、その際、ヘミメチ

ル化 DNA 結合タンパク質が SRA（SET 
and RING finger-associated）ドメインを介

してヘミメチル化部位に特異的に結合し、

これがメチル化酵素 Dnmt1 をリクルートす

ることが知られている。 
このようにメチル化パターンの維持機構

には SRA ドメインによるヘミメチル化

DNA の厳密な認識が必須であるが、メチル

化維持機構の詳細は完全には解明されてお

らず、ヘミメチル化 DNA の生成から消失挙

動の解明はエピジェネティクス研究に重要

な知見を与えると考えられる。また、ゲノ

ム上に存在する多数の DNA メチル化・非メ

チル化のパターンは細胞の種類に特異的で

あり、ES 細胞や iPS 細胞等の幹細胞と分化

細胞とでは、そのメチル化パターンが大き

く異なることから、分化誘導機構の解明や

分化誘導法の開発が近年盛んに研究されて

いる。これまでに ES 細胞を神経細胞や内胚

葉系細胞、血球細胞等へ分化誘導する手法

が報告されているが、今後、より効果的に

任意のターゲット部位のメチル化維持機能

を検出および制御できる技術の開発は、分

化や発生の研究のみならず再生医療にも大

きく貢献できると考えられ、重要性が高い。 
 
２．研究の目的 

上記を鑑み、ヘミメチル化 DNA 結合タ

ンパク質の SRA ドメインに着目した。

SRA ドメインは約 200 アミノ酸残基から

なる比較的小さな蛋白質であること、およ

び、構造や作製方法が既知であることから、

プローブ化や機能を改変・導入した人工蛋

白質やペプチドの設計が十分に可能であり、

本研究の人工蛋白質の基本骨格として有望

である。 
本研究は、ヘミメチル化 DNA をターゲッ

トとし、これを認識する人工蛋白質・ペプ

チドを作製し、ヘミメチル化 DNA の検出技

術を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
メチルシトシンのメチル基は DNA のメ

ジャーグルーブに位置している。いくつか

の DNA-SRA 複合体の構造が報告されてお

り、フリップアウトしたメチルシトシン-ア
ミノ酸残基間の疎水性相互作用および水素

結合を介してメチルシトシンを認識するこ

とが知られている（ Shirakawa et al., 
Nature, 2008, 455, 818–821., Jacobsen et 
al., Genes Dev., 2011, 25, 137–152.）。これ

を基にヘミメチル化 CG 配列の認識に必要

な相互作用、および各相互作用間の効果的

なネットワークを分子モデリング計算を用

いて設計する。メチルシトシンのフリップ

アウトによって生じたスペースに挿入され

て相補鎖 DNA の塩基と相互作用するアミノ

酸側鎖を設計する。DNA 二重鎖は塩基間の

πスタッキングと水素結合によって安定化

されているため、芳香族と水素結合が可能

な置換基を併せ持つ側鎖を設計する。 
上記検討から得た人工蛋白質と DNA と

の親和性をまずは in vitro 実験で検討する。

具体的には標的 DNA と作製した蛋白質・ペ

プチドとのゲルシフト実験、および蛍光ラベ

ルを導入した人工蛋白質とゲノム DNA を用

いて蛍光偏光測定を行う。各実験から標的

DNA との相互作用を定量化し、評価する。

併せて、NMR 等の分光学測定から構造や相

互作用に関する知見を得て分子設計にフィー

ドバックする。 
 
４．研究成果 
（１）ヘミメチル化 DNA を認識する人工蛋

白質・ペプチドの設計 

DNA-ヘミメチル化 DNA 結合タンパク質

複合体の構造を基に、ヘミメチル化 CpG 配

列を認識するアミノ酸を分子モデリング計算



を用いて設計した。メチルシトシンのメチル

基および DNA のリン酸ジエステルとの相互

作用を狙って、チロシンおよびリン酸化チロ

シンを用いることとした。フリップアウトし

たメチルシトシンのメチル基と側鎖として導

入したチロシン間に CH-π相互作用、およ

び、DNA のリン酸ジエステルとチロシン水

酸基間に水素結合を形成し、DNA-蛋白質を

安定化可能なことが示唆された。（図１） 

 
（２）人工蛋白質・ペプチドの作製と分光学

的性質の評価 
分子設計から得られた結果を基に、基本

骨格候補の蛋白質のうち、まずは、より分

子量が小さく作製が容易なペプチドを作製

した。フリップアウトしたメチルシトシン

塩基との相互作用、あるいは、フリップア

ウトによって生じたスペースへの挿入と二

重鎖 DNA の塩基との相互作用を狙い、前項

で得たチロシン、リン酸化チロシンに加え

て、疎水性アミノ酸残基を導入したペプチ

ドも併せて作製した。得られたペプチドの

分光学的特性を検討した結果、変異アミノ

酸を導入しても天然型と同様にフォール

ディング構造を形成することを確認した。 
 

（３）人工蛋白質・ペプチドとメチルシト

シンとの親和性の評価 
前項で作製したペプチドを用いて DNA と

の相互作用を検討した。ゲルシフト実験に

よりペプチドと DNA との親和性を評価した

結果、疎水性アミノ酸残基を有するペプチ

ドはメチルシトシンとシトシンを識別する

ことが示された。さらに、メチルシトシン

との親和性は分子モデリング計算による分

子設計から予測されたように、疎水性アミ

ノ酸残基側鎖のサイズと形状に依存するこ

とが明らかとなった。 
 

（４）人工蛋白質・ペプチドによるヘミメ

チル化 DNA の検出 
DNA との親和性の結果をフィードバック

して、人工蛋白質・ペプチドの分子設計を

再検討し、人工蛋白質、ペプチドの機能向

上を図った。 
作製が容易なペプチドを用いてヘミメチ

ル化 DNA との相互作用を検討した結果、疎

水性アミノ酸残基を有するペプチドは、メ

チル化 DNA とヘミメチル化 DNA に対して

異なる親和性を示し、両者を識別すること

を確認した。さらに、当該ペプチドは非メ

チル化 DNA に対しては、親和性が大きく低

下することも確認された。以上の結果から、

本研究のペプチドは、メチル化、ヘミメチ

ル化、非メチル化 DNA を識別可能なことが

明らかとなった。 
 

以上、本研究から得られる成果は、エピ

ジェネティクス解析、エピジェネティクス

制御などの研究分野へ多くの貢献が期待で

きる。 
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図 1. ヘミメチル化 DNA-人工蛋白質(SRA)複合
体のモデル. フリップアウトしたメチルシト
シンのメチル基とチロシンとの CH-π相互作用
および DNA リン酸ジエステルとチロシンとの
水素結合を設計. 
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