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研究成果の概要（和文）：1. DNA維持メチル化機構の解明　ヘミメチルDNAに結合したUhrf1はヒストンH3リジン23をユ
ビキチン化し、Dnmt1はこのユビキチン化ヒストンH3と結合することにより、DNA複製部位に集積してヘミメチルDNAか
らフルメチルDNAへの変換を触媒することが分かった。
2.細胞老化誘導機構の解明　細胞老化過程についてタイムラプスイメージングで解析を行ったところ、老化細胞はG2期
細胞が細胞分裂期を回避してG1期に移行した結果生じた４倍体G1期細胞であることを明らかにした。この分裂期回避に
はp53が必須の役割を果たしていることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：1. Molecular mechanisms underlying maintenance DNA methylation.　Using Xenopus 
egg extracts, we successfully reproduced maintenance DNA methylation in vitro. Dnmt1 depletion resulted 
in a dramatic accumulation of Uhrf1-dependent ubiquitylation of histone H3 at lysine 23. Dnmt1 
preferentially associated with ubiquitylated H3 in vitro. In mammalian cells, we also found 
Uhrf1-dependent uqibuityltion of H3 specifically during S phase. The RING finger mutant of Uhrf1 failed 
to recruit Dnmt1 to DNA replication sites and maintain DNA methylation in mammalian cultured cells.
2. Molecular mechanisms underlying senescence induction. Normal human diploid fibroblasts (HDFs) exposed 
to various senescence-inducing stimuli undergo a mitosis skip before entry into permanent cell cycle 
arrest. This mitosis skip is mediated by both p53-dependent premature activation of APC/CCdh1 and pRb 
family protein-dependent transcriptional suppression of mitotic regulators.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞分化は個体内において多くの場合一方
向性の形質転換であり、分化誘導後に獲得さ
れた形質は“細胞記憶”として維持され、分
化誘導非刺激下においても細胞分裂を超え
て安定に維持される(細胞運命決定)。恒久的
な形質維持のエピジェネティック制御の分
子基盤はDNAのメチル化と考えられているが、
細胞分化に伴うDNAメチル化制御については
ほとんど理解されていない。包括的な DNA メ
チル化の解析から、分化細胞の形質を規定す
る遺伝子群のプロモーター領域のDNAメチル
化の程度は、分化に伴い段階的に減少するこ
とが示され、受動的 DNA 脱メチル化が細胞分
化の普遍的原理を制御していることが示唆
された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞分化の普遍的原理と考えら
れる“分化形質を維持する遺伝子群のプロモ
ーター領域の受動的脱メチル化”制御機構の
本体と、“分化誘導シグナルによるエピジェ
ネティック制御の本体”を明らかにする。と
りわけ、分化細胞増殖過程における DNA 維持
メチル化機構の解明と、分化シグナルによる
その制御、および分化誘導シグナルによるエ
ピジェネティック制御を解析する有用な細
胞モデル系を確立することを目指す。 
 
３．研究の方法 
DNA 維持メチル化機構の解析については、ア
フリカツメガエル卵母細胞を用いた無細胞
系試験管内アッセイ系を用いて行った。得ら
れた知見については随時哺乳動物細胞を用
いた実験系において再検証した。一方、分化
誘導によるエピジェネティック制御を解析
する細胞系の確立については、正常線維芽細
胞を用いた老化形質誘導をモデルとして確
立することを予定した。 
 
４．研究成果 
（1） DNA 維持メチル化機構の解明 
DNA 維持メチル化と受動的 DNA 脱メチル化機
構を明らかにする目的で、カエル卵抽出液を
用いて解析を行った。DNA 複製により生じた
ヘミメチル DNAを認識して Uhrf1 がクロマチ
ンに結合する。結合した Uhrf1 はヒストン H3
リジン 23 をユビキチン化し、Dnmt1 はこのユ
ビキチン化ヒストン H3 と結合することによ
り、DNA 複製部位に集積してヘミメチル DNA
からフルメチルDNAへの変換を触媒すること
が分かった。興味深いことに Dnmt1 はヒスト
ン H3分子のリジン 23を含む２カ所のモノユ
ビキチンを認識して結合すること、また
Dnmt1 によるヘミメチル化 DNA からフルメチ
ル化 DNA への変換に、Dnmt1 と複合体を形成
する Usp7 の脱ユビキチン化が必要であるこ
とも分かった。さらに Uhrf1 は PCNA もユビ
キチン化し、TLS ポリメラーゼをヘミメチル
DNA 部位へ集積することが分かった。これら
の知見は、受動的 DNA 脱メチル化時にはヘミ

メチルDNAがある程度長期にわたり存在する
ことから、ヒストン H3 リジン 23 のユビキチ
ン化が受動的DNA脱メチル化の新たなヒスト
ンマーカーとして利用可能であることを示
している。また、TLS ポリメラーゼが DNA 損
傷応答を介した受動的DNA脱メチル化に関与
している可能性がある。 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

（2） 細胞老化は恒久的な増殖停止を特徴と
する細胞形質変換で、安定的な形質変換を担
保するエピジェネティック制御機構を解析
する最も優れた系の１つであると考えられ
ている。しかしながら、細胞老化誘導刺激に
よりどのような機構により恒久的増殖停止
が誘導されるのかについてほとんど分かっ
ていない。細胞老化過程について Fucci シス
テムを用いたタイムラプスイメージングで
解析を行ったところ、老化細胞は G2 期細胞
が細胞分裂期を回避して G1 期に移行した結
果生じた４倍体 G1 期細胞であることを明ら
かにした。この分裂期回避には p53 が必須の
役割を果たしていること、p53 は p21 の発現
誘導による早期の APC/CCdh1 の活性化と、
pRb/p107/p130 による転写抑制促進すること
で、サイクリン B1 を始めとする様々な分裂
期制御因子タンパク質の発現を強く抑制す
るにより分裂期回避を誘導していることも
明らかとなった。我々は細胞老化誘導刺激で
活性化される 2つの DNA 損傷応答（ATR-Chk1
経路と ATM-p53-p21 経路）活性化の時間差が
老化誘導に重要な働きをしていると考えた。
早い DNA 損傷応答反応である ATR-Chk1 経路
の活性化時間を外的に制御したところ、同じ
低レベルの DNA 損傷であっても ATR-Chk1 経
路の活性化時間を延長させると分裂期回避
が促進され、老化誘導が促進されること、ま
たこの経路の活性化時間を短縮させると高
レベルのDNA損傷であっても老化誘導が抑制
させることが分かった。重要なことに、ほと
んどの早老症の患者においてはDNA修復機能
不全の結果、ATR-Chk1 経路活性化時間が延長
しており、細胞老化誘導が促進されているこ
とが分かった。これらの結果から、老化誘導
刺激はDNA損傷応答を時空的に制御すること
で分裂期回避を介して細胞老化を誘導して
いること、またこれらの制御機構は早老症患
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者の老化促進に重要な役割を果たしている
ことが示唆された。 
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