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研究成果の概要：エピゲノムは細胞のエピジェネティックな修飾の総体であり、発生・分化・

がん等において重要な働きをする。網羅的・体系的なエピゲノム解析基盤を確立する目的で研

究を行い、①独自のメチル化 DNA 濃縮ツールを開発し、②マウスの細胞を用いて網羅的解析技

術を確立し、③この方法をヒト培養細胞や健常者・各種疾患由来の細胞に応用した。これによ

り、④様々なクロマチン因子の相互作用や標的配列を同定することに成功し、⑤ヒト・チンパ

ンジー間の DNAメチル化の差を同定し、エピジェネティクスの制御機構や多様性・進化との関

わりを研究する基盤を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティクスは遺伝情報発現を調節
する重要な機構であり、その分子的実体は
DNAメチル化、ヒストン等の細胞核内タンパ
ク質の翻訳後修飾、およびそれらに基づくク
ロマチンの高次構造形成などが担う。特定の
細胞が持つこれらエピジェネティックな修
飾の総体はエピゲノムと呼ばれる。従来、発
生・分化・がん等においてエピゲノム全体の
変化を知ることは非常に困難であったが、研

究開始当初においてヒト・マウスなどのゲノ
ムタイリングアレイが市場に投入され、これ
をクロマチン免疫沈降（ChIP）と組み合わせ
ることで、網羅的なエピゲノム解析が可能と
なった。代表者の佐々木と分担者の中尾はそ
れまでそれぞれ DNAメチル化酵素（DNMT）、
メチル化 DNA結合ドメイン（MBD）蛋白質の
研究等で実績を上げていた。そこで、これま
での互いの成果を生かしつつ協力してエピ
ゲノム解析基盤を確立することを目指して
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本研究課題を提案するに至った。エピゲノム
解析技術を確立することはこれからの遺伝
医学の重要な基盤研究に位置づけられる。 
 
 
２．研究の目的 
以下の具体的な目的を持って研究を行った。 
(1)中尾が単離したメチル化 DNA 結合蛋白質
MBD1を用いた独自のメチル化 DNA濃縮法を開
発する。通常、高価な抗 5-メチルシトシン抗
体を大量に用いてマイクロアレイに適用す
るメチル化 DNA を集めるが、これを安価で効
率のよいアフィニティー精製法と置き換え
る。 

 
(2)モデル系として DNMT変異マウスなどを用
い、上記システムを用いたエピゲノム解析法
の有用性を確認する。 
 
(3)この方法をヒトがん細胞や健常者・各種
患者由来の細胞に応用し、DNAメチル化に異
常のある遺伝子の同定を試みる。 
 
(4)メチル化 DNA結合蛋白質、クロマチン再
構成因子、インスレーター結合蛋白質等と相
互作用する因子を同定し、網羅的解析技術を
用いてそれらのゲノム上の局在を明らかに
し、遺伝子発現制御機構の詳細を解明する。 
 
(5) エピジェネティックな変化が多様性・進
化に寄与する可能性を探るため、ヒトの集団
内で DNA メチル化の多様性の頻度、程度など
を検討するほか、チンパンジーとのメチル化
比較を行い、塩基配列は高度に保存されてい
るがメチル化状態が大きく異なる領域がな
いか調べる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) メチル化 DNAの濃縮：ヒト・マウスゲノ
ムのメチル化された DNA領域を濃縮して集め
るため、抗 5-メチルシトシン抗体を用いた免
疫沈降、または MBD1 を用いたアフィニティ
ー精製を行った。アフィニティー精製には
MBD1のメチル化 DNA結合ドメインを GST蛋白
質と融合して大腸菌で発現させ、これを精製
して用いた。濃縮率はメチル化の程度が既知
の配列について定量 PCRを実施することで確
認した。 
 
(2) ChIP：それぞれのクロマチン蛋白質に特
異的な抗体を用いて標準的な方法で行った。 
 
(3) マイクロアレイ解析：主に Affymetrix
社製のシステムを用いた。目的によって適宜
ゲノムタイリングアレイまたはプロモータ
ーアレイを使い分けた。 

(4) 蛋白質相互作用の解析：酵母ツーハイブ
リッド法、免役沈降法、タグ付き蛋白質のプ
ルダウン法と、ゲル電気泳動、ウエスタンブ
ロッティング、質量分析などを用いて相互作
用する蛋白質の同定や複合体の解析を行っ
た。 
 
(5) 核内局在の解析とクロマチンループの
解析：クロマチン蛋白質や特定のヒストン修
飾の核内局在を調べるため、特異的な抗体を
用いて免疫染色による解析を行った。手順は
定法に従った。また、クロマチンループ形成
を調べるため 3C（クロマチン・コンフォメー
ション・キャプチャー）法による解析を行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
研究の目的（２．）に記載した 5つの研究項
目に分けて述べる。 
(1) MBD1融合蛋白質を用いた独自のメチル化
DNA濃縮法の開発 
 我々が作成した融合蛋白質が市販の抗5
メチルシトシン抗体とほぼ同等の濃縮効率
（シグナル：ノイズ比）を示すことを定量
PCR法で確かめた。また、濃縮・精製したメ
チル化DNA断片を用いて再現性の高いマイ
クロアレイデータを得た。融合蛋白質は大
腸菌を用いて大量に精製でき、また用いる
蛋白質量も抗体と比べて微量で済むため、
安価で高効率のメチル化DNA濃縮ツールを
開発することができた。 
 
(2) マウスをモデル系としたエピゲノム解
析法の確立と確認 
 まず、野生型雄マウスの精巣から様々な
発生段階の生殖細胞（精原細胞、精母細胞、
円形精子細胞、精子）を調整し、プロモー
ターアレイを用いた網羅的メチル化解析を
行った。この実験は主に抗5メチルシトシン
抗体を用い（得られた結果の一部を図に示
す）、一部の実験で上記のアフィニティー精
製法を用いた。その結果、マウスの精子形
成過程でメチル化パターンがダイナミック
に変化すること、とくにパキテン期精母細
胞で大規模な脱メチル化が生じることを見
つけた。また、DNAメチル化に異常のある変
異体を用いた解析では、DNMTを過剰発現す
る精子幹細胞がメチル化異常と配偶子形成
障害を示すことを報告した。一方、DNMTノ
ックアウトマウスの精巣細胞を解析する予
定であったが、変異マウスの頻度が低いこ
と、得られる細胞数が限られること、など
によりサンプル収集に手間取り、調整した
サンプルは今後解析することになった。よ
って、一部計画を変更せざるを得なかった
が、全体としてマウスをモデル系としてエ



 

 

ピゲノム解析法を確立するという目的を十
分に達成した。 

 
(3) ヒトがん細胞や健常者・各種患者由来
の細胞への応用 
 上述したDNAメチル化の網羅的解析のほ
か、ChIP法によるヒストン修飾や各種クロ
マチン蛋白質の網羅的局在解析技術を確立
し、これを培養ヒトがん細胞に適用し、次
項で述べる各種クロマチン蛋白質の標的配
列同定や作用機序の解明を行った。また、
健常者・ICF症候群（DNMT3Bの変異による务
性遺伝病）患者・Rett症候群（MBD蛋白質の
ひとつであるMeCP2の変異によるX連鎖遺伝
病）患者（一卵性双生児例）の血液サンプ
ルを得、上記メチル化DNA濃縮法によりメチ
ル化DNA画分を調整した。症例はいずれも稀
なものでサンプルの収集に時間を要したが、
現在プロモーターアレイを用いた網羅的メ
チル化解析を行っており、データの詳細を
解析中である。この解析により、症状と直
結するDNMT3BやMeCP2の標的遺伝子を明ら
かにできると期待している。 
 
(4) 各種クロマチン蛋白質の標的配列同定
や作用機序の解明 
①MBD1とポリコームタンパク質群の協働
性：遺伝子の転写抑制には、DNAメチル化を
認識するMBD蛋白質を介する経路と、ヒスト
ンH3の27番目リジン（H3K27）のメチル化を
認識するポリコームタンパク質群を介する
経路が知られている。しかしこの2つの経路
の関連性は不明であった。MBD1と結合する
因子を探索し、ポリコームタンパク質群
（Ring1b、hPc2）と相互作用することを見
出した。よって、2つの経路の因子が異なる
足場に結合しつつ直接相互作用することで、
HOXA遺伝子群の転写抑制やヘテロクロマチ
ン形成に協働することが示唆された。 
②Sp1-MCAF1複合体によるテロメラーゼ遺
伝子制御：テロメラーゼはテロメア長を維
持することで細胞分裂を保証している。テ
ロメラーゼサブユニットの遺伝子群はSp1
によって発現調節される。今回、ヒトがん
細胞で高発現するMCAF1がSP1に依存した
テロメラーゼ活性の維持に関与すること
を見出した。MCAF1は組織型が異なる種々
のがんで過剰発現しているので、これがが

んに共通した増殖促進機構である可能性
がある。MCAF1はMBD1-MCAF1-SETDB1複合体
では転写抑制に、Sp1-MCAF1複合体では転
写活性化に働く。 
③細胞周期とポリコームタンパク質群の
局在：ポリコーム群タンパク質はPRC1と
PRC2の2つの複合体を形成し、PRC2はH3K27
のメチル化を、PRC1はメチル化された
H3K27の認識を行う。抑制性のクロマチン
を形成するPRC2およびPRC1の核内局在に
ついて細胞周期を同調した培養細胞で解
析を行ったところ、PRC結合性のクロマチ
ンがG1期に再構築され、これがS期への移
行に必要であることを見出した。この事実
はG1期の細胞刺激によってクロマチンが
変換できる可能性を示唆する。 
④クロマチンインスレーターによる遺伝
子クラスター制御：コヘーシン複合体は細
胞分裂時の姉妹染色分体の接着に関わる
が、分裂間期の遺伝子制御に関与している
可能性も示唆されていた。ヒトゲノム上の
インスレーター結合蛋白質CTCFおよびコ
ヘーシン蛋白質RAD21の集積部位を網羅的
解析法で調べ、それらの多くが共局在する
ことを見出した。これにより、CTCFとコヘ
ーシン複合体の協働によるクロマチン境
界の形成という新たなモデルを提唱した。
さらに、高脂血に関わるアポリポ蛋白質
APO遺伝子クラスターのインスレーターの
同定、クロマチンループ解析、CTCFとRAD21
の選択的ノックダウンにより、APO遺伝子
群の制御にインスレーターが必要である
ことを示した。インスレーターの形成は
DNAメチル化とMBDの結合で阻害されるな
どエピゲノム状態と密接に関係しており
（モデルを図に示した）、今後さらなる検
討を要する。 

 
 
(5) DNA メチル化の個人差とヒトの進化 
 DNA メチル化の個体差の手がかりを得るた
め、20-30代の健常者血液サンプルを全プロ
モーターアレイおよび 21番、22番染色体の
タイリングアレイを用いて網羅的に解析し
た。しかし、調べた範囲において明確な個体



 

 

差は検出できなかった。この結果は、少なく
とも若い世代においてはマイクロアレイで
検出できるほどの大きなメチル化の差異は
稀であることを示す。また、ゲノム配列の違
いがわずか 1.2%であるヒトとチンパンジー
の間にどの程度 DNAメチル化の差があるのか
探るため、両種それぞれ 4個体ずつの DNA に
ついてヒト 21番、22 番染色体のタイリング
アレイを用いて比較した。その結果、全体的
には非常に似たパターンであった。このこと
はヒトのアレイをチンプに適用できること
（すなわち、塩基配列の違いによるハイブリ
漏れはほとんどないこと）、およびメチル化
のパターンは両種で非常に似ていることを
示す。しかし、詳細な比較によりメチル化の
違いがあると思われる候補領域を約 200カ所
見出し、これからランダムに選んだ 9カ所を
調べたところ、5カ所で明らかなメチル化の
違いを確認した（バイサルファイト法によ
る）。今後はこの解析を拡大し、遺伝子発現
への影響等を調べる予定である。 
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