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研究成果の概要（和文）：メチル基の継承に関する解析を目的として、修飾型 S-アデノシル-L-

メチオニン（SAM）の化学合成とそれを特異的に取り込みメチル基の代わりにシトシンに導入

する DNA メチル化酵素の創製を目的とした。分割型メチル化酵素の会合様式を詳細に解析す

るためにアフィニティー精製によって得られた酵素を用いたカイネティクス解析を行った。そ

の結果、標的 DNA 配列の非存在下では分割型ドメイン間の相互作用は無く、それぞれの構造

に関しても変化が起きていないことが明らかにされた。標的 DNA が存在する場合は、各ドメ

インの DNA 結合活性が上昇することから、会合に際して相互作用が存在することが示唆され

た。また、細胞内における標的配列特異的な DNA メチル化を行うために、数種類の標的に対

して結合するジンクフィンガードメインを構築し、ゲノム遺伝子に対する結合も確認された。

細胞内における酵素反応においては酵素の発現量も重要な要素になることが考えられた。そこ

で、コドン配列を最適化することによってメチル化酵素の細胞内発現量が向上することに成功

した。本研究で得られた知見は細胞内における DNA メチル化パターンの維持に関する知見を

得るために必要な技術要素として重要なものであると考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：Covalent modification of DNA, such as cytosine methylation, can induce 

heritable gene silencing. If epigenetic modifications can be specifically targeted, new approaches to 

transcriptional therapy should result. To address this challenge we have constructed methyltransferases 

that would act only at a desired site by adapting the sequence-enabled assembly strategy. This is the first 

successful application of the sequence-enable enzyme reassembly approach in vivo. In this study, to 

determine the functions of split protein domains in DNA binding and methylation, the split domains 

were expressed and purified separately. Utilizing these domains, DNA binding analyses were performed. 

The results indicate cooperative binding of the domains to the specific DNA targets. This interaction 

between the domains shows a direct evidence of assembly on the target sequence of split domains. The 

complementary protein assays have been shown their usefulness in dissection of protein interaction in 

mammalian cells. However, a few of direct approach to evaluate kinetics of interaction of split domains 

have been performed. Moreover, to expand the targetable DNA sequences on genomic DNA, several 

zinc finger domains were constructed. These domains showed DNA binding on endogenous targets. To 

perform efficient DNA methylation in mammalian cells, the expression of methyltransferase would be a 

key factor. Thus, the codon usage of methyltransferase was optimized. The expression of 

methyltransferase was greatly increased. The present results would expand the knowledge in the design 

of split protein domains. 
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１．研究開始当初の背景 

2003年のヒトゲノム全塩基配列の解読終了
に始まるポストゲノム時代を迎えて以来, ゲ
ノム情報を利用した医学研究, 創薬（医薬品
開発）研究が活発に行われている。現在, 研
究は更に発展を遂げ, 包括的なエピジェネテ
ィクス情報（エピゲノム）を明らかにしよう
とする動きが世界的に盛んになってきている。
エピジェネティクな化学反応，化学修飾には
ヒストン修飾, ヒストンの存在位置やそれに
伴うクロマチン密度の違い, ヌクレオソーム
の再構築機構, DNA 塩基のメチル化, さらに
は small RNAや non-coding RNAの機能解析な
どが含まれる。これらエピジェネティクスの
要素は転写因子の機能や DNA 結合タンパク
質の働きと密接な関係を持つため, それらが
細胞の世代間をまたいで受け継がれる遺伝子
発現パターンを決定付ける細胞記憶の長期に
わたる維持に重要であると考えられている。
申請者はこれまでの研究において標的遺伝子
配列に対して特異的に結合する DNA 結合タ
ンパク質であるジンクフィンガータンパク質
に関する研究を展開してきた。ジンクフィン
ガータンパク質は約 30アミノ酸からなる ββα

構造を有するモジュールがリンカーを介して
連結された構造をとる。1 個のモジュール構
造はDNA 3塩基と相互作用することが知られ
ている。すなわち，このモジュールを標的配
列に応じて並べることで任意の遺伝子配列に
対して結合するタンパク質を創製できる。こ
のようなジンクフィンガータンパク質の特徴
を生かして遺伝子診断もしくは遺伝子治療ツ
ールとしての研究が展開されている。例とし
て DNA 切断酵素，DNA 組換え酵素，DNA メ
チル化酵素など DNA 修飾酵素との融合タン
パク質としての活用が挙げられる。申請者は
DNA メチル化酵素を利用した融合酵素を創
製し、これまでに報告している。この研究に
おいてはメチル化酵素を分割型にし、それぞ
れをジンクフィンガータンパク質と融合させ
た。この結果、ジンクフィンガータンパク質
が標的とする遺伝子配列部分においてのみメ
チル化が行うことができる酵素を構築するこ
とに成功した。メチル化反応を制御するため
にはより特異性の高い DNA メチル化酵素が
必要とされると考えられるためジンクフィン
ガータンパク質によって DNA 結合を制御で

きる分割融合型メチル化酵素はメチル化反応
を自在に操る分子の候補の一つとして有用で
あると考えている。本研究ではこのようなメ
チル化酵素を活用し、非天然型の基質取り込
み機能を付加することでさらに高機能な酵素
の創製を試みることにした。 

 

２．研究の目的 

DNA のシトシンメチル化はゲノムを中心
とした生命機能の発現において重要な役割
を担う。メチル化パターンが細胞の世代間で
継承され、長期的に細胞記憶が維持される。
本研究では分子生物学的手法に化学的修飾
手法を取り入れることでメチル基の継承機
構の解明を試みる。具体的には化学修飾型 S-

アデノシル-L-メチオニンを基質として取り
込む DNA メチル化酵素を設計、創製し、標
的とする遺伝子配列に修飾型メチル基（もし
くは代替官能基）を導入する。このシトシン
標識法は同一の標的メチル基の観察、検出を
継続して行えるという点で現在開発が進む
メチル化パターンの可視化やシークエンス
技術とは一線を画すものであり、遺伝情報の
継承機構について明確な答えを与える技術
になると考えられる。 

 

３．研究の方法 

本研究計画ではメチル基の継承に関する
解析を目的として、修飾型 S-アデノシル-L-

メチオニン（SAM）の化学合成とそれを特異
的に取り込みメチル基の代わりにシトシン
に導入するDNAメチル化酵素の創製を行う。
SAM はこれまでに報告がある誘導体に加え、
アジド基を有する誘導体を合成する。このア
ジド基がシトシンに導入されることで、クリ
ック反応によって蛍光基などのマーカー分
子を容易に目的遺伝子に導入できる。DNA メ
チル化酵素に点変異を導入することで理論
的にリガンド結合ポケットを修飾型 SAM に
最適化した酵素を創製する。創製した酵素の
反応性は in vitro での解析によって熱力学的
に定量を行う。標的とする遺伝子に対して特
異的な反応を行うために、DNA メチル化酵素
の DNA 結合ドメインはジンクフィンガード
メインを用いる。DNA メチル化酵素として申
請者が開発した分割型メチル化酵素も併用
し、特異性の高い酵素の開発を試みる。哺乳



類細胞内でのシトシンの修飾を行うことを
最終目標とする。ゲノム遺伝子に対する修飾
に関する解析はシトシン修飾反応後にゲノ
ム遺伝子を抽出して解析を行う。 

 

４．研究成果 

分割型メチル化酵素の会合様式（図 1）を
詳細に解析するために精製酵素を用いたカ
イネティクス解析を試みた。 

 

これまでに、C 末端側ドメイン（MeCD）
について T7 プロモーター発現系では発現が
困難であたため、コールドショックプロモー
ターを有するプラスミドを用いてヒスチジ
ンタグ融合タンパク質として発現を行った。
その結果、可溶性画分に目的タンパク質を得
ることができた。N 末端側ドメイン（MeND）
は MBP 融合タンパク質として発現を行い、
それぞれアフィニティー精製によって 90%

以上の純度で分割型メチル化酵素の各ドメ
インを得ることができた（図 2）。 

また、DNA 結合実験のコントロールとして
各分割型ドメインに含まれているジンクフ
ィンガードメイン（ZF）を独立して発現・精
製を行い、メチル化酵素との融合による DNA

結合への影響を確認することにした。DNA 結
合については標的配列を含むヘアピン型オ
リゴをプレートに吸着させ、ターゲット
ELISA 法を用いて行った。その結果、MeND

中の ZFP（HS2）は 48.4 nM、MeCD 中の ZF

（HS1）は 67.5 nM という Kd 値を示し、十分

なDNA結合親和性を有することが示された。
次に同様の実験系を用いて MeND および
MeCDのDNA結合実験を行った。この結果、
MeND においては Kdが 256 nM であり、ZFP

のみと比較して 5 倍程度の親和性の低下が見
られたものの、十分な DNA 結合活性を有す
ることが示された。MeCD においては Kd値が
10 μM 以上であり、顕著な DNA 結合性の低
下が確認された。次に分割型ドメイン間の相
互作用について標的 DNA 配列存在下で検討
を行った。MBP 融合タンパク質である MeND

の DNA 結合を ELISA 法によって検出する系
内に MeCD が存在することで DNA 結合親和
性の上昇が確認された（図 3）。このことから
分割型メチル化酵素は標的 DNA の存在下で
効率的な会合をすることが示された。 

分割型 DNA メチル化酵素の会合様式に関
するカイネティクス解析を詳細に行うため
に得た精製酵素を用いて CD スペクトルの測
定を行った。各分割型ドメインのスペクトル、
および混合した場合のスペクトルを比較し
たところ、C 末端ドメイン（MeCD）および
N 末端ドメイン（MeND）について、混合時
のスペクトルは和を示していた。よって、混
合時はそれぞれの分割型ドメインの構造的
な変化は起きていないことが明らかになっ
た。この測定条件では標的 DNA が存在して
いないため、分割型 DNA メチル化酵素が標
的配列に結合したのちに会合をしてメチル
化活性を発現するという予測に対する根拠

 

図 1. 分割型 DNA メチル化酵素の会合様式に

ついて 分割型（上）にすることで標的 DNA

上でのみメチル化反応が行える。 

 

図 2. アフィニティー精製によって得られた各

分割型ドメインの SDS-PAGE の結果について 

 

図 3. 各分割型ドメインを混合した場合の DNA

結合活性の上昇について 

 

図 4. CD スペクトル測定の結果 



の一つが得られたと考えられる。 

また、標的とする DNA 配列の拡張を行う
ため、テロメア逆転写酵素のプロモーター配
列、ASH1、ATF3 各遺伝子のコーディング配
列に対して結合するジンクフィンガーの構
築を行った。分割型酵素の DNA 結合ドメイ
ンとして、隣接する配列に結合する 2 個のジ
ンクフィンガードメインが 1 対になる。それ
ぞれの標的遺伝子に対して約 20 対のジンク
フィンガードメインを構築し、その中から数
―数 10 (nM)の高いDNA結合活性を有するジ
ンクフィンガードメインを得ることに成功
した。また、哺乳類細胞内において活性を有
するメチル化酵素の構築を検討するため、ジ
ンクフィンガードメインと DNA メチル化酵
素 M.HhaI の融合酵素を構築し、細胞内での
発現に関する検討を行った。最初の段階では
発現が見られなかったが、ファージ由来のメ
チル化酵素である M.HhaI の遺伝子配列につ
いてコドンの最適化を行ったところ、良好な
発現が確認された。発現が最適化されたメチ
ル化酵素ドメインを基に分割型メチル化酵
素の構築を行うことで、細胞内において配列
特異的な DNA メチル化を行うことが可能に
なり、メチル基の継承に関する知見につなが
ると期待される。 
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