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研究成果の概要（和文）：DNAにメチル基が導入される際、それがどのように制御されるかを理解することは、細胞分
化、癌化の分子機構を明らかにするうえで重要なことである。なかでも、一旦形成されたDNAのメチル化模様は、細胞
分裂を超えて、正確に維持されないと、癌化などの異常を引き起こすことが知られている。DNAメチル化模様を維持す
る酵素,Dnmt1,のC末端には触媒領域があり、N末端側には機能が解明されていない領域がある。そのN末端の機能解析を
した結果、Dnmt1のN末端に存在するRFTS領域に依存して、その活性が制御されることをみいだした。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation of cytosine is a key epigenetic modification and crucial for 
normal development of mammals. DNA methylation patterns were maintained by Dnmt1. Mouse Dnmt1 is composed 
from multiple domains; the replication foci targeting sequence (RFTS), catalytic domain, and so on. From 
three-dimensional structure of mouse Dnmt1 lacking the N-terminal platform domain, a striking feature 
that the RFTS plugs the catalytic pocket is observed. Substrate DNA cannot gain access to the catalytic 
center unless the RFTS is removed from the catalytic pocket. Uhrf1 is reported to be a prerequisite 
factor. The SRA domain of Uhrf1 specifically recognizes hemi-methylated CpG.
In the present study, I have demonstrated that the direct interaction between the SRA of Uhrf1 and Dnmt1 
contributes to the removal of the RFTS from the catalytic pocket to allow access of the substrate 
hemi-methylated DNA to the catalytic center. I elucidated one of the mechanisms to regulate maintenance 
methylation.

研究分野： 生化学

キーワード： Dnmt　DNA methylation　epigenetics
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物のゲノムのシトシン塩基はメチ
ル化修飾を受け、その修飾は遺伝情報発現に
抑制的に働く。繊維芽細胞に DNA メチル化
阻害剤を与えた場合、様々な種類の細胞に分
化転換する。これは、各体細胞ゲノム DNA
の塩基配列は同一であっても、DNA メチル化
による遺伝子発現抑制の膨大な数の組み合
わせにより、細胞特有の遺伝子発現が行われ、
固有の性質を示しうることを示している。従
って、ゲノム DNA 化修飾の調節機構を理解
することは、細胞分化などの生理的現象を考
える上で重要な課題となる。DNA メチル化が
遺伝子発現抑制機構の 1 つとして機能するに
は、細胞特異的な遺伝子発現を保障する組織
特異的な遺伝子のメチル化模様の確立が必
須である。それには、3 つの概念的なステッ
プ、つまりDNAにメチル基を書き込むこと、
書き込まれた模様を維持すること、さらには
分化転換などの際に一旦書き込まれた模様
を消去することがある。DNA のメチル化模様
を積極的に消去する機構として、これまでに
いくつか提案されているが、生体内でどのよ
うに機能するかについては不明で、今後の研
究が待たれるところが大きい。一方、DNA に
メチル基を導入する酵素（Dnmt 群）には、
ゲノム上に新たにメチル化模様を書き込む
Dnmt3a と Dnmt3b、DNA 複製時に次世代の細
胞にメチル化模様を正確に伝えるのに機能
する Dnmt1 がある。これら Dnmt 群のいずれ
の遺伝子をノックアウトしても、マウスは致
死となることから、これらの酵素の生理的重
要性ならびに DNA メチル化修飾の重要性が
確認されている。また、Dnmt1 に関しては、
それを潰すと ES 細胞を分化誘導すると致死
になること、また体細胞でも細胞周期に異常
が出ることが知られており、Dnmt1 は生体内
で重要な役割を果たしていることがうかが
える。 
 これまでに、Dnmt1 は、部分発現体を解析
することやホモロジー検索により、マルチド
メイン構造をとっていることが示唆されて
きた。よくわかっているものでは、N 末端か
ら、DNA 複製点に局在化するのに必要とされ
てきた RFTS 領域、2 価金属を配位する Zinc 
フィンガー（CXXC）領域、BAH 領域、最後
にバクテリアから保存された活性領域であ
る。しかし、各ドメインの配置については、
3 つのグループが独立に立体構造を報告する
まで明らかになっていなかった。なかでも、
私たちが明らかにした構造は、291-1620 アミ
ノ酸領域と、最も長く、分子内のほぼ全ての
領域の配置を明らかにした（Takeshita et al.,  
PNAS 2011）。本研究では、この構造を基にし、
Dnmt1の機能構造連関について明らかにした
い。 
 
２．研究の目的 
真核細胞では、DNA 塩基配列に依存しない遺
伝様式がある。その制御には、DNA のメチル

化、ヒストンの化学修飾、低分子 RNA など
が関与することが知られている。DNA のメチ
ル化模様はゲノムに一旦形成されると、その
模様は、細胞分裂を超えて、安定に受け継が
れていく。受け継がれない場合は、細胞分裂
異常や癌化などを引き起こす。DNA 複製時に、
メチル化模様を維持する酵素に Dnmt1 があ
る。本研究では、これまでに明らかにした構
造を基盤として Dnmt1 の触媒反応機構を解
析すること、ならびに結合因子による機能調
節機構を解明するのを目的とする。  
 
３．研究の方法 
 Dnmt1やDnmt1の結合因子などの組換え体
を用意する。種々の因子が試験内で Dnmt1 の
メチル化活性に与える効果、さらに変異が与
える効果について調べた。この際、メチル基
受容基質として合成オリゴヌクレオチド、メ
チル基供与体基質として放射ラベルした S-
アデノシルメチオニンを用いた。メチル化反
応後に、DNA に取り込まれる放射活性の量を
定量することで、DNA メチル化活性をモニタ
ーした。 
 
４．研究成果 

Dnmt1 の N 末端に存在する RFTS 領域の存
在に依存して、Dnmt1 の酵素学的性質に違い
が現れることを見いだした（Berkyurek et al., J. 
Biol. Chem. 2014）。具体的には、人工的では
あるが、非常に短い 12 bp の DNA を基質とし
た際、RFTS を含む Dnmt1（Dnmt1(291-1620) ）
は活性を示さないが、RFTS 領域を欠いた
Dnmt1（Dnmt1(620-1620)）は、有意な活性を
示すことを見出した。これは、結晶構造から、
触媒領域に RFTS 領域が刺さりこんでいるた
め、DNA が認識しにくいのではないかと考え、
RFTS 領域と触媒領域との間で水素結合を担
うアミノ酸に変異を入れたところ、RFTS 領
域を含む Dnmt1(291-1620)でも、期待通り
Dnmt1(620-1620)に近い性質を示すようにな
った。 
一方、DNA メチル化の維持に必須である

Uhrf1 分子内部の SRA ドメインはヘミメチル
化DNAを認識することが知られている。SRA
は、Dnmt1 の RFTS と結合すること、また SRA
の添加により、Dnmt1(291-1620)は短い DNA
に対して活性を示すことから、2 者の相互作
用が触媒活性の制御に関与することを示す
ことができた。なお、SRA のヘミメチル化
DNA 認識に必須のアミノ酸に変異を入れて
も、Dnmt1(291-1620)の活性促進が認められた
ため、SRA の DNA 結合能は、Dnmt1 の活性
制御には直接関与しないことも示すことが
できた。 
これらのことから、ヘミメチル化 DNA を

認識し結合することが知られている SRA が、
その DNA 結合を介さず、Dnmt1 の RFTS 領
域を触媒領域から乖離させ、基質 DNA が触
媒領域にアクセスできるように制御をかけ
ると提案することができた。 



 得られた成果は、よく似た研究展開をして
いるドイツのグループと比べ、一歩前をいく
ものであるとともに、現段階では国内に同等
の研究を行っているグループはなく、オリジ
ナリティーが高いといえる。今後は、この実
験系をさらに発展させることで、Dnmt1 の変
異の中でも神経疾患と関連がある変異につ
いて、その性質を調べ、疾患の分子機構を明
らかにすることができるのではないかと考
えている。 
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