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研究成果の概要（和文）：本研究はゲノム上の特定領域のDNAメチル化状態のみを特異的に制御できる技術の確
立を目的としている。DNA脱メチル化に関わるタンパク質に翻訳されない200塩基以上の長鎖非コードRNAの強制
転写を用いた方法については期待した効果は得られなかった。一方で、任意のDNA配列を認識するDNA結合ドメイ
ンとDNAメチル化制御酵素ドメインを融合させた人工融合遺伝子を用いた手法ではゲノム上の特定領域のDNAメチ
ル化状態を非常に高い効率で制御可能であることが明らかになった。本研究で開発された技術は、基礎から臨床
研究までの幅広い分野に渡るDNAメチル化研究を大きく前進させることが期待される。

研究成果の概要（英文）：This study aims at establishing a technology that can specifically control 
the DNA methylation status of a specific genome region . A method using forced transcription of long
 noncoding RNA (200 bases or more), which do not translated into a protein, failed to obtain 
sufficient transcription efficiency and the expected effect was not obtained. On the other hand, 
using an artificial fusion gene obtained by fusing a DNA binding domain called dead Cas 9, which can
 be customized to recognize an arbitrary DNA sequence, and DNA-methylation-modifiing enzyme domain, 
I succeed to manipulate DNA methylation levels of a specific genome region with very high 
efficiency. The technology developed in this research is expected to greatly advance DNA methylation
 research over a wide range from basic to clinical research.

研究分野：エピゲノム編集
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 (1) 哺乳類の発生・分化過程におけるDNAメ
チル化制御の重要性は広く理解されている。
しかし、人為的に特定ゲノム領域のDNAメチル
化状態を特異的に制御する実用的な技術が未
だ存在しないため、DNAメチル化が生体内で実
際に果たす役割については殆ど検証できてい
なかった。	
	
(2)	申請者らは任意ゲノム配列への特異的結
合能を持つTALEとDNAメチル化関連遺伝子
DNMT3LのC末ドメインの融合タンパク質であ
るTALE-DNMT3L(C)を用いて、DNAメチル化制御
が可能であることを確認していた。しかし、
TALEは任意配列認識部位の作製に手間がかか
る難点があった。また、TALE-DNMT3L(C)によ
るDNAメチル化制御はDNMT3Lが二量体形成に
よりDNAメチル化酵素DNMT3Aをリクルートで
きることを利用したものであるため、特性上
TALE-DNMT3L(C)による配列特異的DNAメチル
化制御は数個のCpGにのみ影響を与える配列
特異性の非常に高いものであり、広範囲のDNA
メチル化制御には不向きであった。	
	
２．研究の目的 
  本研究は申請者らの今までの研究を発展
させ、任意ゲノム配列認識ドメインとして、
TALE と同様に任意配列への結合能を持つが
共発現させる20塩基程度のガイドRNA（gRNA）
配列依存的に認識配列が決定されるため、対
象配列の変更が容易な dead	Cas9（dCas9）を
用いて、DNA メチル化が生体内で及ぼす影響
を詳細に検証するための「人為的なゲノム配
列特異的 DNA メチル化制御を可能にする実用
的な技術」の確立を目的とした。	
 
３．研究の方法 
			実用的なゲノム配列特異的 DNA メチル化
制御技術の開発にあたり、(1)	dCas9 と DNA
メチル化制御酵素の融合タンパク質による
DNA メチル化制御と、(2)	長鎖非コード RNA
（lncRNA）の強制転写による DNA メチル化制
御の 2 つの手法について検討した。手法(1)
において dCas9 と融合させる DNA メチル化制
御酵素として、DNMT3A のメチル化酵素部位に
加えて、DNMT3A のメチル化酵素部位と DNA メ
チル化補助因子 DNMT3L の C 末端を連結させ
た融合遺伝子が、DNMT3A 単体よりも DNA メチ
ル化酵素活性が上昇することから、DNMT3A 酵
素部位と DNMT3L の C 末端を連結させた融合
遺伝子（DNMT3A&L）の 2 つを選択した。逆に
配列特異的 DNA 脱メチル化を誘導する DNA メ
チル化制御酵素として、DNA 脱メチル化に関
わる Tet2 の酵素ドメインと、植物でのみ発
現している DEMETER と呼ばれるメチル化 DNA
グリコシラーゼを選択した。また、横浜市立
大学木原生物学研究所の木下哲教授より完
全長 DEMETER のクローニングコンストラクト
を譲渡していただき、DEMETER のメチル化 DNA
グリコラーゼ活性を持つ酵素部位のクロー

ニングに利用させていただいた。手法(2)は
配列に G を多く含む lncRNA の転写がオープ
ンクロマチン形成に関わるという申請者ら
の報告を元に発想している（引用文献①）。
dCas9と転写活性化因子VP64の融合タンパク
dCas9-VP64 が任意のゲノム領域で転写を引
き起こすことができるため、dCas9-VP64 を
lncRNA の強制転写の為に使用した。	
	
４．研究成果	
(1)	配列特異的 DNA メチル化制御の検証には
マウス神経芽細胞腫 Neuro2A を用いた。配列
特異的 DNA メチル化制御の対象としては、イ
ンプリンティング領域である Igf2/H19 ロー
カスにおいて DNA メチル化によるインプリン
ティング遺伝子発現制御に関与しているこ
とが示唆されている imprinted	 control	
region（H19-ICR）と、DNA メチル化によって
発現が制御されていることが古くから示唆
されている脳神経由来栄養因子 BDNF のアル
タナティブプロモーターであるエキソン 4
（BDNFex4）上流領域を対象とした。バイサ
ルファイトシーケンスによる検証の結果、
Neuro2AではH19-ICER領域は両アリルとも完
全にメチル化されており、BDNAex4 上流領域
は完全に脱メチル化されていた。そのため、
H19-ICER領域を配列特異的なDNA脱メチル化
のターゲット、BDNFex4 上流領域をを配列特
異的な DNA メチル化のターゲットとして選択
した。	
	
(2)	上記の系を用いて、必要なレンチウィル
スベクターが先に完成した dCas9-VP64 によ
る lncRNA の強制転写を介した H19-ICR 領域
の DNA 脱メチル化制御法についての検証を行
った。レンチウィルスによる dCas9-VP64 の
遺伝子導入はうまくいったものの、遺伝子外
領域の強制転写を促しうる gRNA の設計が予
想外に困難であり、gRNA の変更による改善を
試みたが有効な効果は得られなかった為、
dCas9 と各種 DNA メチル化制御酵素ドメイン
を用いた配列特異的 DNA メチル化制御法の確
立を優先することとした。	
	
(3)	ドキシサイクリン依存的に活性化され
るプロモーター下に dCas9 と各種 DNA メチル
化制御酵素ドメイン融合遺伝子を繋げたレ
ンチウィルスベクターを作製した後、レンチ
ウィルス化して Neuro2A に導入した。これら
の遺伝子を導入された細胞のみを１０日間
のネオマイシ処理によって選別した。これら
の細胞に対してドキシサイクリンによる発
現誘導を行い、定量 PCR によってそれぞれの
発現が誘導されていることを確認した。その
後、それぞれの領域を対象にした gRNA を同
様にレンチウィルスによって導入した後、ピ
ューロマイシン処理によって選別した。７日
間のドキシサイクリン処理後にこれらの細
胞から DNA を採取し、バイサルファイトシー
ケンスによってターゲット領域の DNA メチル



化レベルを検証したところ、DNA メチル化レ
ベルの変化はわずか数パーセントに留まっ
た。変換効率の改善を量るため、論文報告を
元に gRNA 骨格の変更や、dCas9 への複数の
DNA メチル化制御ドメインの融合等を行った
が、変換効率の大きな改善は見られなかった。
また、dCas9 融合遺伝子はそれだけでレンチ
ウィルスで導入できる限界の長さに近いた
め、さらにドキシサイクリン制御システムと
薬剤選択システムを組合せるとレンチウィ
ルスで導入できる DNA のサイズを超えてしま
い、高タイターのレンチウィルスの作成が非
常に困難であるという問題が生じていた。こ
れらの問題の解決のため、群馬大学の畑田出
穂教授の研究チームに協力をあおいだ。同
研究チームは SunTag と呼ばれる複数の
GCN4 ペプチドで標識した dCas9 と、GCN4
ペプチド特異的な結合能をもつミニ抗体
scFV と DNA 脱メチル化関連酵素 Tet1 の融
合タンパク質を共発現させることで 100%
近い変換効率をもった配列特異的 DNA 脱メ
チル化システムの構築に成功したという報
告を発表している（引用文献②）。畑田教授
が構築されたミニ抗体システムのベクター
を一部譲渡していただき、それらをベース
としてレンチウィルスベクターを構築し直
した。この時、DNA メチル化/DNA 脱メチル
化酵素の両方について新たにベクターの構
築を行ったが、ミニ抗体システムとして報
告がなかった DNA メチル化亢進方向への制
御についての検証結果のみを示す。5 つの
GCN4 ペプチドで標識した dCas9、scFV と
DNMT3A&L、BDNFex4 上流領域に対する gRNA
のそれぞれをコードする 3 つのレンチウィ
ルスを Neuro2A に導入した結果、BDNFex4
上流領域に配列特異的な DNA メチル化が誘
導できることが確認できた（図１）。また、
dCas9 と DNA メチル化制御ドメインを分割
することでベクターサイズの大幅な縮小が
可能となり、高タイターのレンチウィルス
が作製できる事が明らかとなった。	
	

	
(4)	in	vivo	での配列特異的 DNA メチル化制

御を考えた場合、レンチウィルスは感染細胞
のゲノムを改変してしまうという点と、生体
内で弱いながら免疫反応を起こしてしまう
ため、遺伝子キャリアとしてはそれらの問題
が生じにくいアデノ随伴ウィルス（AAV）が
より望ましい。AAV にレンチウィルスで構築
したと同様のミニ抗体による DNA メチル化制
御システムを載せ替える場合、AAV はレンチ
ウィルスよりも許容限界となるベクターサ
イ ズ が 小 さ く 、 今 ま で 用 い て き た
Streptococcus	pyogenes由来の dCas9 それ単
体で AAV の許容限界長を越えてしまう。その
ため、Staphylococcus	aureus 由来のより小
さい dCas9（dSaCas9）を用いた上、GCN4 ペ
プチドによる標識を 3つに減らす必要があっ
た。GCN4 ペプチドで標識した dSaCas9、scFV
と DNMT3A と DNMT3(C)の融合遺伝子を 2 つ
の別々に組み込んだ AAV ベクターを作製し、
BDNFex4上流領域を対象とするgRNAを発現す
る AAV ウィルスとして Neuro2A に導入した結
果、Neuro2A において BDNFex4 上流領域に
配列特異的な DNA メチル化が誘導できるこ
とが確認できた（図２）。	

	
(5)	本研究は当初計画していたシステムが
効率よく機能せず、目的とする実用的な配列
特異的 NDA メチル化技術の開発を達成する為
に大幅な見直しを図らなければならない事
態となった。しかし、ミニ抗体を用いたシス
テムを導入できたことにより、簡便かつ高効
率な配列特異的 DNA メチル化制御に成功した
事から、実用的な DNA メチル化制御ツールの
作製という本研究の骨子となる目標は達成
されたと考えられる。また、本研究で問題と
なった DNA メチル化変換効率の低さや、作成
したレンチウィルスのタイターの低さは本
研究に先んじて報告された dCas9 と DNA メチ
ル化制御酵素ドメインの融合タンパク質に
よる配列特異的 DNA メチル化制御システムに
おいても同様に生じている（引用文献③）。
本研究によって開発されたレンチウィルス、
あるいは AAV による高効率な配列特異的 DNA
メチル化制御システムはそれらの問題点を
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図１  レンチウィルスを用いた配列特異的DNAメチル化
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図2  AAVを用いた配列特異的DNAメチル化



克服しているため、既存の DNA メチル化制御
システムと比較しても、ツールとしての明確
な優位性が存在している。そのため、本研究	
で開発された技術は、in	vitro のみならず
in	vivo においてもこれからのエピゲノム研
究を推進する上での基盤と成り得る技術で
あると考えられる。	
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