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研究成果の概要（和文）：脊椎動物ゲノムのCpG配列ではシトシン塩基がしばしばメチル化修飾を受けている。DNAメチ
ル化は、遺伝情報の読み取りに抑制的に働く“エピジェネティクス”の主要要因であり、発生・分化に重要な役割を担
っている。DNAメチル化模様は複製過程で次世代の細胞に正確に伝えられる。この世代を越えたメチル化模様の伝達は 
Dnmt1と呼ばれるDNAメチル基転移酵素の一つが責任酵素として働いている。研究では、X線結晶構造解析により明らか
にしたDnmt1の立体構造情報をもとにして、次世代の細胞への維持メチル化機構について、構造生物学的、生化学的考
察を加えた。

研究成果の概要（英文）：The CpG sequence in vertebrate genome is often methylated. DNA methylation is one 
of the factors that suppresses gene expression, and is crucial for development. DNA methylation patterns 
of genome are inherited to next generation during replication. DNA methyltransferase called Dnmt1 is 
responsible for faithful propagation of DNA methylation patterns. In the project we have provided 
structural and biochemical insights into the maintenance DNA methylation.

研究分野： DNAメチル化の生化学

キーワード： DNAメチル化　DNAメチルトランスフェラーゼ　維持メチル化
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類では、初期胚と生殖細胞でゲノムの

メチル化模様は大きく書き変えられ、一旦樹
立した DNA メチル化模様は細胞系列特異的に
維持される。DNA メチル化模様の次世代細胞
への継承は胚発生にとり必須であり、乱され
ると多くの場合細胞や個体は死に至る。 
 ゲノムに書き込まれたメチル化模様は、複
製時に形成される、片鎖の CpG だけがメチル
化された（ヘミメチル）DNA のメチル化され
ていない新生鎖の CpG が Dnmt1 により選択的
にメチル化されることで維持される。マウス
Dnmt1 は 1,620 アミノ酸残基からなる大分子
であり、種間で配列はよく保存されている
（Tajima et al, JB, 1995; Kimura et al, JB 
1996）。Dnmt1 はその RFTS（replication foci 
targeting sequence）領域により複製フォー
クに局在する。Dnmt1 は増殖期の細胞で高発
現し、S期には半減期が延びる（Suetake et al, 
CSF, 1998, 2001）。ツメガエル初期胚の Dnmt1
の働きを阻害すると G2-M 期で停止する
（Hashimoto et al, ECR, 2003）。このことは
Dnmt1 が細胞周期チェックポイント機構に深
くかかわっていることを示す。しかし一方で
例外的に、分裂が停止している卵母細胞とニ
ューロンで高発現しており、しかも、細胞質
に大部分が留まっている（Kimura et al, JB, 
1999; Inano et al, JB, 2000）。細胞質に Dnmt1
が留まる機構は不明である。我々は Dnmt1 の
N-末端領域に結合し、リン酸化するキナーゼ
CDKL5（Kameshita et al, BBRC, 2008）とカ
ゼインキナーゼ 1/（Sugiyama et al, BJ, 
2010）を同定している。Dnmt1 の、例えばリ
ン酸化修飾などが細胞内での局在化に寄与し
ている可能性が考えられる。Dnmt1 の N 末端
約 250 アミノ酸残基は独立の領域構造を形成
し（Suetake et al, JB, 2006）、DNA や複製
に必須な因子である PCNA、転写抑制因子の
DMAP1 などを結合するプラットフォームとな
っている。 
我々は N 末端領域を欠くが、それ以降の配

列全てを含む Dnmt1(291-1620)を X 線結晶構
造解析により立体構造を明らかにした
（Takeshita et al, PNAS, 2011）。それによ
ると、Dnmt1(291-1620)の N 末端から、RFTS
領域、Zn-finger 様構造の CXXC、2 つの BAH
（bromo-adjacent homology）領域、それと触
媒領域がそれぞれ独立の領域構造をとり、お
互いに緩やかに相互作用していた。もっとも
注目すべき構造は、RFTS 領域がヘミメチル
DNA の結合するべき触媒ポケットに嵌まり込
んでいて、その位置は触媒領域との間の 4 本
の水素結合で安定化されていたことである。
水素結合で存在位置が安定化していることは、
RFTSが触媒ポケットに位置するのが結晶化過
程でのアーティファクトではないことを示し

ており、したがって、Dnmt1 が維持メチル化
活性を発揮するためには、RFTS は何らかの機
構により触媒ポケットから除かれなければい
けないことを示している。 
Dnmt1 の触媒領域は、バクテリアの DNA メ

チル基転移酵素からよく保存されている 10
のモチーフをもつ。モチーフ VIII と IX の間
にはバクテリアで標的塩基配列を認識する
TRD（target recognition domain）が存在す
るが、Dnmt1 ではこの TRD が他の DNA メチル
基転移酵素に比べて異常に長い。予想される
DNA との複合体の構造をもとに、ヘミメチル
DNA の位置を調べたところ、TRD 内の W1500、
ないし、W1512 がメチル化したシトシンを保
持していることが推定された。この残基に変
異を入れたところ活性が著しく低下し、TRD
でヘミメチル化 CpG を認識していることを支
持する結果となった（Takeshita et al, PNAS, 
2011）。2012 年になり、Dnmt1 の触媒領域断片
とヘミメチル DNA との複合体の構造解析が米
国から報告され、我々の予想が正しかったこ
とが証明された。 
Dnmt1 は試験管内では単独でヘミメチル

DNA 選択的なメチル化活性を示すが、生体内
で維持メチル化活性を発揮するためには
Np95/Uhrf1（以下 Np95）と呼ばれる因子が必
要である（Sharif et al, Nature, 2007）。生
体内で維持メチル化に必須なNp95のSRA領域
はヘミメチル DNA に特異的に結合するが、そ
の結合した構造と Dnmt1 の触媒領域がヘミメ
チル DNA と結合した構造から、Dnmt1 と SRA
（Np95）は同時にヘミメチル DNA に結合でき
ないことがわかる。さらに、我々が解いた
Dnmt1の立体構造では RFTSが触媒ポケットを
塞いでいる（Takeshita et al, PNAS, 2011）。
以上のことから、細胞内での維持メチル化は、
Dnmt1の触媒ポケットから RFTSが除去される
ステップ、Np95 から Dnmt1 の触媒中心にヘミ
メチル DNA が受け渡されるステップという、
多段階に進行すると考えられる。生体内では
DNA メチル化模様は忠実に次世代の細胞に継
承されるのに対して、試験管内では組換え
Dnmt1 は比較的高頻度（5%）にヘミメチル CpG
をフルメチル化し損なうことを我々は観察し
ている（Vilkaitis et al, JBC, 2005）。生体
内ではDnmt1とNp95が共役して厳密な維持メ
チル化が進行していることを予想させる。 
 
２．研究の目的 
哺乳類ゲノムの CpG 配列では、シトシン塩

基の 5 位の炭素がしばしばメチル化修飾を受
けている。このメチル化修飾は、遺伝情報の
読み取りに抑制的に働く“エピジェネティク
ス”の主要要因であり、発生・分化に重要な
役割を担っている。DNA のメチル化模様は複
製過程で次世代の細胞に正確に伝達され、保



持される。この世代を越えたメチル化模様の
伝達には DNA メチル基転移酵素 Dnmt1 が責任
酵素として働いている。 
本研究計画では、2011 年に我々が X線結晶

構造解析より明らかにした、Dnmt1 の立体構
造情報をもとにして、次世代への DNA メチル
化模様伝達の機構について、Dnmt1 がどのよ
うな構造基盤によりヘミメチル化 DNA をメチ
ル化するのかを生化学的に明らかにするとと
もに、細胞内における各領域の機能解析をお
こなう。DNA 維持メチル化活性に必須である
因子 Np95（Uhrf1）との相互作用は、Np95 か
ら Dnmt1 へのヘミメチル DNA の受渡しに関わ
る最も重要な段階であるが、Np95 の DNA 維持
メチル化活性の寄与についても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
構造情報に基づいて作成した Dnmt1 並びに

Np95 の欠失・変異について、１）組換え体を
用いて試験管内での相互作用と、Dnmt1 の DNA
維持メチル化活性を解析するとともに、２）
Dnmt1 ないし Np95遺伝子、あるいは、両遺伝
子をノックアウトしたマウス胚性幹細胞で発
現させ、細胞内でのゲノム維持メチル化活性
を解析する。これにより、Dnmt1 による DNA
維持メチル化活性の責任領域と、それに果た
す Np95 の役割を明らかにする。 
 Dnmt1 が複製フォークや修復直後に出現す
るヘミメチル DNA をメチル化するにはヌクレ
オソーム構造と構成するヒストンの修飾が寄
与している。複製後どのタイミングで Dnmt1
による維持メチル化が起きるのかについて、
３）ヘミメチル DNA からヌクレオソームを再
構成して Dnmt1 による維持メチル化活性を解
析する。これにより、Dnmt1 が DNA 維持メチ
ル化活性を発揮する基質 DNA の状態を明らか
にする。 
 
４．研究成果 
(1) 組換え体を用いて試験管内での Dnmt1

と Np95 の相互作用、それと、Dnmt1 の DNA 維
持メチル化活性を解析した。その結果、Np95
中のヘミメチル DNA に結合する SRA 領域が
Dnmt1 の RFTS 領域と直接相互作用し、Dnmt1
の触媒領域を覆っている RFTS を除去して、
DNA が触媒中心にアクセスしやすくさせてい
ることを明らかにした。また、RFTS 領域と触
媒領域の水素結合に関わるアミノ酸残基に変
異を入れた組換え Dnmt1 の DNA メチル化活性
を測定し、この水素結合が RFTS を触媒ポケッ
トに繋ぎとめるうえで重要であることを示し
た。さらに、ヘミメチル DNA に結合した SRA
領域はRFTSと相互作用することでDNAを遊離
することを明らかにした（業績⑧）。 
(2) Dnmt1 ないし Np95 遺伝子、あるいは、

両遺伝子をノックアウトしたマウス胚性幹細

胞に Dnmt1 の変異体を発現させ、細胞内での
ゲノム維持メチル化活性を解析した。内在的
な Dnmt1 を薬剤で欠失させることができるよ
うに細工した胚性幹細胞に、N 末端側から順
次欠失させた Dnmt1 変異体を発現させ、N 末
端領域、特に RFTS の維持メチル化に果たす役
割を解析した。その結果、細胞内での維持メ
チル化にはN末端に存在するPCNA結合ドメイ
ンは必要ないこと、RFTS が維持メチル化に必
要不可欠であることを明らかにした。さらに、
RFTSは触媒ポケットに嵌まりこむことによっ
て、複製期以外の時期にゲノムをメチル化し
ないようにしている、安全弁の役割を果たし
ていることを明らかにした（業績⑤）。 
(3) Dnmt1 が複製フォークや修復直後に出

現するヘミメチル DNA を、ヌクレオソームが
再構築される前後いずれの時期にメチル化し
ているのかを解析するための手始めとして、
ヘミメチル DNA からヌクレオソームを再構成
して Dnmt1 による維持メチル化活性を解析し
た。Dnmt1 は Dnmt3a が示したのと同様、裸の
DNA 領域であるリンカーは効率良くメチル化
するが、ヌクレオソームのコア領域の DNA は
ほとんどメチル化できないことが明らかにな
った。このことは、Dnmt1 は複製が進行した
あと、裸のヘミメチル DNA 状態の時に維持メ
チル化していることを示している（学会発表、
2015）。 
(4) ゲノムのメチルシトシンはオキシゲナ

ーゼである TET によりヒドロキシル化修飾を
受けるが、この修飾は能動的な脱メチル化の
中間体であることが報告されている。胚性幹
細胞ではヒドロキシルメチルシトシン含量が
一般の体細胞に比べて高いが、これは新規型
メチル基転移酵素 Dnmt3a と Dnmt3b によりメ
チル化されたシトシンが選択的に標的となっ
てヒドロキシル化修飾を受けていることによ
る。ヒドロキシル化されたシトシンは、複製
過程でDnmt1と Np95の SRA領域により認識さ
れないことにより消去されることを明らかに
した。胚性幹細胞では、メチルシトシンのヒ
ドロキシル化とそれに続く塩基除去修復とい
う能動的な脱メチル化機構に必ずしも依存し
ないで、複製を経ることで、ヒドロキシル化
修飾を受けたメチルシトシンは受動的に脱メ
チル化されている（業績⑨）。 
(5) RFTS と触媒領域表面が接触する部位の

変異により遺伝性の知覚神経疾患症例が報告
されている。この疾患の発症機構を理解する
ために、マウス Dnmt1 に対応するアミノ酸残
基、A560V, G595A、あるいは V596F に変異を
いれた Dnmt1 を胚性幹細胞に発現させ、疾患
と関係の深い小脳プルキンエ細胞に分化させ
たところ、変異 Dnmt1 を発現しているプルキ
ンエ細胞は有意にアポトーシスが誘導された。
RFTSと触媒ポケットの相互作用は疾患に関連



した細胞の分化と安定性に重要であると推察
される（学会発表、2014）。 
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