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研究成果の概要（和文）：化学物質の遅発毒性のメカニズムとして注目される「エピジェネティック毒性」研究を発展
させるために、狙ったDNA配列のDNAメチル化を操作する技術の開発に取り組んだ。ゲノム編集技術として実用化が進ん
だ「DNA結合タンパク質-ヌクレアーゼ」技術を応用した。その際、DNAメチル化操作がPCR技術並みに特異的に行われる
工夫を施したアイディアを盛り込んだ。培養細胞を使って技術の検討を進め、予備的ながら開発に目処がつくデータを
得た。

研究成果の概要（英文）：To advance the research for "epigenetic toxicity", which is thought to be the mech
anism for the delayed toxic effects of chemicals, a new technique for editing DNA methylation on the targe
t DNA sequence was tried to develop in this study. For that, "DNA binding protein-nuclease" techniques whi
ch are in the stage of practical use, was applied. In addition, an original idea to achieve the specificit
y comparable to PCR technique was also applied. Though preliminary, data indicating the possibility for th
e successful development of the technique was obtained.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）エピジェネティック毒性研究進展の遅
れとその原因 

DNA配列を変化させずに DNAやクロマ
チンへの化学修飾を介して形質を変化させ
る「エピジェネティクス」が注目を集め、我々
も「エピジェネティック毒性」の展開を図っ
ているが、行き詰まりも感じた。現状を打破
するには、見いだしたエピゲノム変化の毒性
への関わりを検証する術を得る必要があっ
た。本研究では、実用化が進んだ「ジンクフ
ィンガーヌクレアーゼ」技術を応用し、「特
異的に DNA メチル基を導入する技術」を開
発することとした。 
 
（２）ジンクフィンガーヌクレアーゼ技術の
応用が進まない理由 
ジンクフィンガーヌクレアーゼは、任意の
ゲノム配列の特異的切断を介したゲノムの
人為的編集を可能とする。ゲノム編集技術実
用化の最大のポイントは、２量体化して初め
て DNA 切断活性を持つ FokI を用い、２ヶ
所の DNA 配列の同時認識に伴う DNA 切断
酵素活性上昇を実現し、PCR並の特異性を持
たせることに成功したことである。一方で、
ジンクフィンガーに DNA メチル化酵素を直
接融合する「ジンクフィンガーDNA メチル
化酵素」という単純な発案が我々以前に試行
されたが、単量体でも弱い活性を持つ DNA
メチル化酵素の特性のため、非特異的なDNA
メチル基付加が無視できず、実用化は難しい
とされていた（Nucleic Acids Res. 2010 
38:1749-1759.）。 

 
（３）発想の転換による実用化へのチャレン
ジ 
エピゲノムを人為的に操作する技術は期
待に反し開発が遅れており、それがエピジェ
ネティック毒性研究の進展を妨げていた。 
本研究では、特異性を上げられないことが
開発の遅れの最大の原因であると捉え、「２
ヶ所の DNA 配列の同時認識による内在性
DNA メチル化酵素の特異的リクルートと２
量体化による活性上昇の誘導」という斬新な
アイディアを提案し、問題解決を図ることし
た。これにより PCR 並の特異性実現を試み
た。 
本研究の成功の鍵は、内在性の DNAメチ
ル化酵素の特異的リクルートと活性化をい
かに達成するかである。そのために我々は、
内在性の DNA メチル化酵素を制御する因子
を精査し、結合に伴い DNA メチル化酵素の
２量体化および活性化を引き起こすタンパ
ク質として、DNMT3L が適することに気づ
いた。DNMT3L を内在性の DNMT3a また
は DNMT3b を引き寄せる「ノリ」に使い、
特異性問題を解決できる可能性を考えた。 
ジンクフィンガーヌクレアーゼでは、２量
体化して活性を持つ FokI の活用が成功のポ
イントであった。一方、単量体でも弱い活性

を持つ DNA メチル化酵素は、融合したジン
クフィンガーの非特異的 DNA 結合に伴い、
非特異的 DNA メチル化を引き起こしてしま
う。PCRでいえば、片方のプライマーのみで
非特異的に結合した DNA を増幅してしまう
ようなものである。 
そこで原点に立ち返り、細胞内在性の

DNA メチル化酵素の制御について明らかに
なっていることを整理した結果、細胞内在性
DNA メチル化酵素のうち、新規にメチル基
を付加する酵素である DNMT3a および
DNMT3b が、酵素活性を持たない補助タン
パクである DNMT3Lと結合した場合に２量
体化し、酵素活性が格段に上昇することが報
告されていることに気づいた（Nature 2007 
449, 248-251; J Biol Chem. 2005 
280,13341-13348）。すなわち、内在性の
DNMT3aもしくはDNMT3bをDNMT3Lに
結合し目的 DNA 配列にリクルートすれば、
酵素活性が上昇し特異性の高い DNA メチル
化を誘導することが可能になると考えた。 
 
（４）内在性 DNA メチル化酵素の制御の仕組
みの活用という発想 
本研究で提案した技術では、配列の特異性
を２種類のジンクフィンガータンパク質を
用いた２ヶ所の DNA 配列の同時認識により
担保する。融合した DNMT3Lを足場に、内
在性の DNMT3a もしくは DNMT3b をリク
ルートし、２量体化することで酵素活性が格
段に上昇し、特異的な DNA メチル化が生じ
ることを期待する。これは現時点で我々のみ
の独自のアイディアであることに加え、細胞
が元々持っている制御の仕組みを活用する
ことから実現の可能性が高いと考えた。 
 
２．研究の目的 
化学物質のエピゲノム作用により遅発毒
性が生じる「エピジェネティック毒性」が注
目されているが、研究の進展は遅れていた。
その原因として、エピゲノムを配列特異的に
操作する技術が無く、検査研究にとどまらざ
るを得ないことが上げられた。本研究では、
エピゲノムのうち DNA メチル化を取り上げ、
「ゲノム上の任意の配列に対し特異的に
DNA メチル基を導入する技術」を開発し、
エピジェネティック毒性研究を検証型へシ
フトさせることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ジンクフィンガーDNMT3L のアイディアを
検証するために、マウス神経幹細胞における
GFAP遺伝子のDNAメチル化による発現制御系
を用い、GFAP プロモーターの特異的な高メチ
ル化誘導を目指したジンクフィンガー
DNMT3L の設計と検証を行うこととした。以下
の各ステップを行った。 
１） GFAP プロモーター特異的ジンクフ
ィンガーDNMT3L 発現ベクター設計・作製 
２） 神経幹細胞へのベクター導入によ



るGFAPプロモーター標的配列近傍へのジン
クフィンガーDNMT3L 結合の確認 
３） GFAP プロモーター高メチル化誘導
に伴う GFAP 発現低下の確認 
 
４．研究成果 
１） GFAP プロモーター特異的 TALE-DNMT3L
発現ベクター設計・作製 
（＊本研究では当初、DNA 結合タンパク質
として、ジンクフィンガーを用いることとし
ていた。しかし、ゲノム編集のツールの一つ
として TALE タンパク質のシステムが開発さ
れ、それはジンクフィンガータンパク質に付
随する設計の難しさを克服したシステムで
あったため、本研究でも TALE に切り替える
こととした。） 
マウス GFAP 遺伝子は、転写開始点上流約
1.5kb に存在する STAT3 結合配列中に CpG 配
列を持ち、その C がメチル化されていると
STAT3 が結合できず、転写されないことが明
らかになっている（Dev Cell. 2001 1, 
749-758.）。その Cはマウス胎生 11 日時点で
はメチル化されているが、その後徐々に脱メ
チル化が進み、胎生 14 日ではメチル化程度
が 40%程度まで低下し、培養を経るとほぼ 0%
に な る こ と を 我 々 も 確 認 し て い る
（Neuroscience. 2008 155, 780-788.）。 
そこで、この STAT3 結合配列を挟み特異的
に結合する TALE タンパクをコードする DNA
配列を設計し（図 1）、DNMT3L と融合した形
で発現するベクターを作製する。DNMT3L は C
末側が DNMT3a および DNMT3b との結合を担う
領域であるとの報告があるので、C 末側を用
いることを基本とする。 
TALEタンパク質の設計は、認識させるDNA
配列に対応する TALE モジュールのルールに
関する情報を用いることとしたが、本研究で
はその点も含めて受託合成を依頼した。なお、
導入したTALE-DNMT3Lを特異的に検出可能と
するために、ペプチドタグとして FLAG が N
末に発現されるようにした。 

 
２） 神経幹細胞へのベクター導入による
GFAP プロモーター標的配列近傍への
TALE-DNMT3L 結合の確認 
GFAP 遺伝子の DNA メチル化による発現制
御が明確なマウス胎児神経幹細胞の培養系
を用い、培養を経てメチル化率が 0%になって
いる細胞（NS cell）に TALE-DNMT3L 発現ベ
クターを導入した。TALE-DNMT3L の発現をウ

ェスタンブロッティング法で確認した後、導
入した細胞における GFAP プロモーター標的
配列近傍への TALE-DNMTL 結合を、FLAG に対
する抗体を用いたクロマチン免疫沈降によ
って検討した（図 2）。その結果、TALE-DNMT3L
導入群で結合が認められ、 2 種類の
TALE-DNMT3L を導入した群で特に結合が強く
なっていることを確認した。 

 
３） GFAP プロモーター高メチル化誘導に伴
う GFAP 発現低下の確認 
図 3 のような実験系を用いて本技術の検
証を行った。すなわち、GFAP プロモーターの
STAT3 結合配列が完全に DNA 脱メチル化され
ている NS cell を用いた。NS cell では、LIF
刺激に応じて細胞内で転写因子STAT3が活性
化され、GFAP promoter に結合し、GFAP mRNA
の発現を上昇させる。この NS cell に
TALE-DNMT3L を発現させ、もし予定通り DNA
メチル化が亢進した場合に、LIF による GFAP
誘導が低下する、という検証系である。 

 
その結果、図 4に示したように、LIF 濃度
に応じた GFAP mRNA 誘導が TALE-DNMT3L 導入
により抑制される結果が得られた。抑制の程
度は 3割程度であるが、これは発現ベクター
の導入効率が約3割にとどまることを踏まえ
ると予定の範囲であると考えられた。 
以上から、本研究により、TALE-DNMT3L を
用いた内在性 DNMT3A または 3Bのリクルート



によるDNAメチル化亢進が可能であることを
示唆する結果が得られた。研究期間途中でシ
ステムの変更（ジンクフィンガーから TALE
へ）を行ったため、当初予定以上の成果を上
げることは出来ていないが、本研究で提案し
たアイディアの実現性は高まったものと考
える。今後、本研究で得た結果を生かし、技
術の確立を行っていきたい。 
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