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研究成果の概要（和文）：哺乳類染色体の構築における DNA メチル化の役割について研究した。

マウスセントロメアヘテロクロマチン領域のメチル化阻害は，転写活性ヒストン H3.3 の蓄積後

にユークロマチン様ヒストン修飾が増加し，鎖の領域の転写活性化を誘導すること，複製タイ

ミングが S 期中期や後期から初期に移行することを見出し、DNA のメチル化がセントロメア周

辺ヘテロクロマチンの適切な編成に不可欠であることを示した。また，DNA 低メチル化によっ

て DNA 複製フォークの減速，停止を通して DNA 損傷が起こることを発見し，その複製依存的

DNA 損傷誘導機構モデルを提案した。本研究によって，DNA 低メチル化→DNA 損傷→細胞死・

細胞機能異常→DNA 変異・細胞のがん化・老化という可能性を提唱する。 
 
研究成果の概要（英文）：In mammals, DNA methylation is an important epigenetic mark that is 
associated with chromosome construction. Using a DNA methylation inhibitor, we found that reduced 
levels of DNA methylation were associated with the activation of transcription from centromere regions 
and a shift in replication timing of the pericenromeric regions from middle/late S to early S phase 
through depositing histone H3.3 on pericenromeric heterochromatin prior to the accumulation of the 
euchromatic histone modification, suggesting that DNA methylation is essential for proper organization 
of pericentromeric heterochromatin in differentiated mouse cells. We also found that DNA 
methyltransferase 1 knockdown or inhibition causes replication fork stalling and 
replication-associated DNA damages. We propose that replication stress in the course of passive 
DNA demethylation could be a source of spontaneous mutations and genomic instability during 
tumorigenesis and aging.  
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１．研究開始当初の背景 (1) 哺乳類ゲノムは極めて長大で，各染色体
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上に多数存在する oriから複製が開始するマ
ルチレプリコン構造をとっている。DNA 複製
は，各 oriを起点にゲノム上を両方向に進行
し(複製フォーク)，隣り合う oriからの複製
フォークすべてがつながって完結する。胚発
生の初期には，染色体上のすべての oriは同
調的に活性化され，全ゲノムの複製は短時間
のうち完結するが，分化した体細胞では，細
胞分裂周期の複製期である S期は 6時間から
10 時間にもおよび，ゲノム上の個々の遺伝子
領域は，それぞれ S 期の決まった時間帯に複
製する (複製タイミング)。しかも近接する
ori は，同じ時間帯にまとまって活性化され
て複製を開始する。すなわち，染色体上では
数百 kb から数 Mb(数十万から数百万塩基対)
の，「複製タイミングドメイン(複製ドメイン，
レプリコンクラスター)」ともいうべきまと
まりを形成している。 
(2) 複製ドメインの形成は，ゲノム DNA のク
ロマチンとしての存在状態，つまり，DNA の
メチル化やヒストンのメチル化，アセチル化
状態というクロマチン構造のエピジェネテ
ィックな修飾制御とも密接に関係している
と考えられる。 
(3) 染色体ゲノムがモザイク的に構築され
ているという(分化した体細胞における)こ
のような「複製タイミングドメイン」の概念
は，染色体構築の基本原理であり，染色体バ
ンド構造とマクロなレベルで一致すること
もあって，古くから提唱され，種々の方法で
解析されてきた。複製フォークの進行過程の
可視化については，1960年代にファイバーオ
ートラジオグラフィーによる方法が開発さ
れ(Huberman ら PNAS; Cairns, J Mol Biol, 
1966)，DNAファイバー上にレプリコンクラス
ターの存在を初めて示した。1980 年代に蛍光
検出法が提案され，半年を必要としたデータ
取得までの時間が１日に短縮，また解像度も
大きく改善され，さらに，私たちを含むいく
つかのグループが，技術開発・改良を加えた。
すなわち，DNA 分子を引き伸ばす方法の開発
(Bensimonら Science, 1997)，特定のゲノム
を可視化できる FISH 法との組み合わせによ
り，複製フォークの進行速度の定量解析を可
能にした。また，複製ドメインについては，
特に最近進展が著しいゲノムチップやゲノ
ムタイリングアレイ技術により，培養細胞レ
ベルでの「複製ドメイン」の詳細が明らかに
なりつつある(Karnaniら Methods Mol Biol, 
2009)。 
(4) ゲノムの複製タイミングや核内のクロ
マチン構造が，エピジェネティックな修飾に
よる制御を受ける証拠も，私たちの研究を含
め蓄積されている(Lande-Dinerら Mol Cell, 
2009)。 
(5) このように「複製ドメイン」に関する研
究は，染色体の構築原理と次世代への遺伝情

報の継承という点で本質的に重要であるた
め，世界レベルで競争的に研究が進められて
いる。しかしながら，発生初期には oriが均
一に活性化されると考えられるゲノム上に
複製タイミングドメインが，いつどのような
メカニズムで形成され，確立されるか，ドメ
イン内の oriの活性化はどのように進行する
のか，このようなドメインの形成にはどのよ
うな意義があるのか，すなわち，ドメインの
形成異常が次の世代の細胞にどのように影
響するか，また，そもそも発生初期には ori
は本当に均一に活性化され，ドメインは存在
しないのか，培養細胞レベルの話であり，個
体ではどのように進行するのか，個体や組織
を形成できる胚性幹細胞(ES 細胞)や話題の
iPS 細胞，成体由来体性幹細胞やがん幹細胞
では，ドメインはどんな状態にあるのか，
等々についての知見は皆無に等しい。 
 
２．研究の目的 
(1) 哺乳類の培養細胞レベルで「複製ドメイン」
を特定し，一つのドメイン内での ori の活性化や
レプリコンの複製過程を明らかにする。胚発生に
伴う「複製タイミングドメイン」の解析法の確立と
その解析を行い，どの段階で「複製ドメイン」が
形成されるかを，クロマチンのエピジェネティック
な修飾変化との関連性で明らかにする。 
(2) さらに，クロマチンの修飾を担うタンパクのノ
ックダウン等により，ドメイン形成メカニズムを明
らかにするとともに，損傷試薬等を用いて「複製
ドメイン」形成異常のメカニズムを明らかにする。 
(3) また，個体レベルの解析として，ゼブラフィッ
シュを用い，その解析手法にチャレンジする。 
 
３．研究の方法 
 本研究に用いた方法を以下に列挙する。 
(1) 分子コーミングを用いた複製フォーク
進行速度および ori間の距離の蛍光顕微鏡イ
メージング可視化解析 
(2) RNA/DNA-FISH法による遺伝子発現の蛍光
顕微鏡イメージング可視化解析 
(3) 各種ヒストン修飾特異的モノクローナ
ル抗体を用いた蛍光顕微鏡イメージング可
視化解析 
(4) 各種 siRNAをもちいた遺伝子ノックダウ
ン法 
(5) クロマチン免疫沈降(ChIP) 法による
DNA損傷マーカーであるγ-H2AX 蓄積領域の
濃縮，メチル化 CpG の豊富な遺伝子領域のリ
アルタイム PCR による定量法 
(6) ChIP により回収されたγ-H2AX 蓄積領域
を次世代シークエンサーにより網羅的に配
列を解読する ChIP-sequence 解析，およびバ
イオインフォーマティクス 
(7) ゼブラフィッシュの胚発生過程におけ
るハロゲンかヌクレオシドによる複製標識
と DNAファイバーの作製，さらに蛍光顕微鏡



 

 

下でイメージング 
 
４．研究成果 
 ゲノム上の DNA 複製ドメインの構築に関
し，DNA メチル化によるエピジェネティック
制御について以下の際立った成果を得るこ
とが出来た。今後は，これらの成果を踏まえ
て，複製ドメインの構築原理におけるエピジ
ェネティック制御の意義ついて更なる研究
を展開する。 
(1) ヘテロクロマチンドメインのマウスセン
トロメア領域の DNA メチル化の役割 
 マウスのセントロメア領域は minor satellite 
repeat (MiSat)，major satellite repeat (MaSat)か
ら構成され，高度に DNA がメチル化されて
いる。DNA メチルトランスフェラーゼ阻害剤
5-aza-2’-deoxycytidine (5-aza-dC)を使って、メ
チル化を阻害した結果、MiSat と MaSat の転
写が活性化され、DNA のメチル化レベルの減
少がセントロメア領域のヘテロクロマチン
の転写活性に関与していることがわかった。
また、転写活性を持った MaSat にはアセチル
化ヒストン H4、ジメチル化またはトリメチ
ル化 H3K4 といったユークロマチン様ヒスト
ン修飾が増加していた。時空間的な解析によ
り、ユークロマチン様ヒストン修飾の蓄積は
処理後 2 回目の S 期に生じ、MaSat の複製タ
イミングが S 期中期や後期から初期に移行す
ることと一致した。さらに転写活性ヒストン
H3.3 がユークロマチン様ヒストン修飾の蓄
積よりも先行することを見出した。これらの
結果は、DNA のメチル化は分化したマウスの
細胞のセントロメア周辺ヘテロクロマチン
の適切な編成に不可欠であることを示唆し
ている(図 1)。 
 

図 1. 5-aza-dC 処理によって誘導されるエピ
ジェネティクス変化モデル 

 
(2) DNA 低メチル化に伴う DNA 損傷誘導機
構モデルの提唱 

 DNMT1特異的 siRNAやDNMT阻害剤で処
理した細胞を用い、その詳細なメカニズムを
解析した。DNMT1 ノックダウン細胞では
γ-H2AX foci が形成され、S 期核で顕著に増加
したことから、複製依存的に DNA 二本鎖切
断が誘導されることが示唆された。さらに、
DNMT1 ノックダウン細胞では複製フォーク
進行が減速すること，複製起点からの複製フ
ォークの進行は，DNMT1 ノックダウン細胞ま
たは 5-aza-dC 処理細胞では左右非対称とな
ることがわかり，DNMT 阻害剤でも同様の結
果が得られた。一方，UHRF1 ノックダウンに
より、DNMT1 ノックダウンによる DNA 損傷
レベルが有意に減少し、同時に複製フォーク
進行速度も有意に回復した。以上の結果から、
受動的脱メチル化後の DNA 損傷誘導は、DNA
メチル化レベルの減少過程で一時的に生じ
るヘミメチル化 DNAに結合して解離できなく
なった UHRF1に複製フォークが衝突すること
が原因というモデルを提唱した(図 2)。さらに，
モデルの検証として，5-aza-dC 処理後，少な
くとも一度は S 期を通過させた細胞をその次
の G1 期に同調し，ChIP-リアルタイム PCR
法により UHRF1 が結合している遺伝子領域
を定量解析して，5-aza-dC 処理により生じた
ヘミメチル化DNA領域にUHRF1が結合した
ままになるモデルを支持する結果を得た。ま
た，ヘミメチル化 DNA の生成についてもヘ
アピンバイサルファイト法で確認した。 

図 2. DNA低メチル化によって生じるDNA損
傷モデル 
 
(3) DNA メチル化レベルの低下により誘導さ
れるDNA損傷遺伝子領域を網羅的に同定し，
その領域の特徴を明らかにした。すなわち，
クロマチン免疫沈降 (ChIP) 法により DNA
損傷マーカーであるγ-H2AX 蓄積領域を濃縮
し，メチル化 CpG の豊富な遺伝子領域の定量
をリアルタイム PCR により行い，それらの領
域に DNA 損傷が誘導されていることを示し
た。さらに，ChIP により回収されたγ-H2AX
蓄積領域を次世代シークエンサーにより網
羅的に配列を解読する ChIP-sequence 解析を
行った結果，損傷領域として同定された遺伝

 

 



 

 

子領域の多くに CpG island が近接しているこ
とを明らかにした(表 1)。 
 
表 1. ChIP-Sequence 解析によって同定された
DNA 損傷領域 

 
(4) 複製フォークの進行を指標として胚発生
に伴う複製ト�メインの形成過程を明らか
にするためにゼブラフィッシュの発生系を
導入し，卵から発生期にある細胞に対してハ
ロゲン化ヌクレオシドを取込ませ，DNA ファ
イバー上に複製フォークを可視化すること
に初めて成功した。 
(5) その他，分子コーミング法に用いるガラ
スコーティング法の改良に成功した。 
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