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研究成果の概要（和文）：DNAのメチル化は細胞の発生や分化、癌化や様々な疾患に、DNAの脱メチル化は細胞の
分化状態のリセットに関与していることが知られている。DNAメチル化はその機構が詳細に解明されている一
方、脱メチル化にはいくつかの機構が提唱されてはいるが完全には解明されていない。
脱メチル化機構においてヒドロキシメチルシトシンは重要な中間体として注目されているが、その存在量は細胞
によって異なり、かつ絶対量がメチルシトシンと比較して少ないため、その検出は難易度が高い。本研究はヒド
ロキシメチルシトシンの検出を目的として、ヒドロキシメチルシトシンを認識するタンパク質・ペプチドを作製
し、DNAとの相互作用を検討した。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation is involved in the regulation of many epigenetic processes, 
including embryonic development, cellular differentiation, the etiopathogenesis of tumorigenesis and
 aging. Demethylation of DNA contributes to cellular reprogramming. Many achievements involving DNA 
methylation mechanisms have been reported, while, the mechanisms of DNA demethylation is not 
completely clarified. 5-Hydroxymethylcitosine (5hmC) is regarded as one of the most important 
intermediates in demethylation processes, however, detection of 5hmC is quite difficult because of 
its very low abundance.
In this study, an artificial protein/peptide has been developed that bind preferentially to a 5hmC, 
and interaction between hydroxymethylated DNAs and the protein/peptide was investigated. 

研究分野： 生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 

DNA のメチル化はゲノム DNA の

5’-CpG-3’配列上のシトシンに多く存在し、塩

基配列の変化を伴わずに遺伝子機能を制御

する可逆的なエピジェネティクス機構であ

り、細胞の発生や分化を制御し、細胞の癌化

や様々な疾患にも密接に関連していること

が知られている。一方、DNA の脱メチル化

は分化した細胞が全能性を獲得する上で必

要不可欠なステップであり、マウスの初期胚

発生において、受精直後の精子由来ゲノムと

始原生殖細胞にゲノム全体の DNA 脱メチル

化が観測されている。DNA のメチル化はそ

の機構が詳細に解明されている一方、脱メチ

ル化にはいくつかの機構が提唱されてはい

るものの、完全には解明されていない。 

もう 1つのエピジェネティック修飾である

ヒドロキシメチルシトシン（hmC）は近年、

DNA 脱メチル化の鍵と考えられている。ヒ

ドロキシメチルシトシンはメチルシトシン

（mC）から TET（ten-eleven translocation）

蛋白質によってのみ産生する。TET蛋白質は

ES 細胞、始原生殖細胞、卵細胞に高発現し

ており、メチルシトシンのメチル基を水酸化

してヒドロキシメチルシトシンを合成し、さ

らにホルミルシトシン（fC）、カルボキシシ

トシン（caC）へと酸化する。ホルミルシト

シン、カルボキシシトシンはチミン DNA グ

リコシラーゼ（TDG）によって切除され、一

連のサイクルが ES 細胞で恒常的に進行して

いると考えられており、TET蛋白質とヒドロ

キシメチルシトシンを含む一連のメチルシ

トシン酸化は細胞のリプログラミングに関

与していると考えられる。 

上記の理由から、ヒドロキシメチルシトシ

ンはメチルシトシンの脱メチル化における

重要な中間体として注目されている。ヒドロ

キシメチルシトシンは存在量が細胞によっ

て異なり、かつ絶対量がメチルシトシンと比

較して少ないため、その検出は難易度が高い。

直接的検出法として、ヒドロキシメチルシト

シン抗体を用いた免疫沈降法が一般的だが、

抗体の特異性や結合強度、ロット間ばらつき

が存在し、濃縮された DNA はヒドロキシメ

チルシトシン濃度と必ずしも直線関係がな

いため、定量や発生部位の特定は困難である。

また、間接的検出法としては、ヒドロキシメ

チルシトシンを β-グルコシトランスフェラ

ーゼ（β-GT）でグルコシル化変換後に制限酵

素で切断、あるいは修飾を導入してアフィニ

ティーカラムで回収する方法や、TAB-seq法

（ヒドロキシメチルシトシンを β-GT 処理後

に TET による酸化、続けてバイサルファイ

ト処理およびシーケンシングを行う。）等が

開発されており、定量や発生部位の特定が可

能ではあるが、ステップ数が多く操作が煩雑

である。特にバイサルファイト処理は、反応

中の DNA 損失が 99.9%以上（Okamoto, et 

al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 

1912–1915. ）であることから、絶対量が少

ないヒドロキシメチルシトシンに用いるに

はまだ問題点を残している。 

 

２．研究の目的 

前項を鑑み、本研究はヒドロキシメチルシ

トシンの検出およびヒドロキシメチルシト

シンを経由する脱メチル化挙動の解明を目

指して、ヒドロキシメチルシトシンを認識す

るタンパク質を作製し、これを用いてヒドロ

キシメチル化 DNAの検出を行う。 

 

３．研究の方法 

ヒドロキシメチルシトシンのヒドロキシ

メチル基は DNA のメジャーグルーブに位置

している。DNA-TET複合体の構造が既に報

告されており（Xu et al, Cell, 2013, 155, 

1545–1555.）、これを基にヒドロキシメチル

化 CG配列の認識に必要な相互作用および各

相互作用間の効果的なネットワークを分子

モデリング計算を用いて設計する。 

上記検討から得た蛋白質およびペプチド

と DNA との親和性を検討する。具体的には

標的 DNA とのゲルシフト実験、および蛋白

質・ペプチドとゲノム DNA を用いた蛍光偏

光測定を行う。各実験から標的 DNA との相

互作用を定量化し、評価する。併せて、NMR

等の分光学測定から構造や相互作用に関す

る知見を得て分子設計にフィードバックす

る。 

 

４．研究成果 

（１）ヒドロキシメチル化 DNA を認識する

人工蛋白質・ペプチドの設計 

ヒドロキシメチル化 DNAを作製する TET

タンパク質に着目して、ヒドロキシメチルシ

トシンを認識する蛋白質の設計を行った。ヒ



ドロキシメチルシトシンのヒドロキシメチル

基は DNA のメジャーグルーブに位置してい

る。いくつかの DNA-TET複合体の構造が報

告されており（Xu et al., Cell, 2013, 155, 

1545–1555.）、これらの知見を基にヒドロキ

シメチル化 CpG 配列の認識に必要な相互作

用、および各相互作用間の効果的なネットワ

ークを分子モデリング計算を用いて検討した。

種々の芳香族性アミノ酸残基や疎水性アミノ

酸残基に関する検討の結果、側鎖アミノ酸残

基としてチロシンが有効であることが示唆さ

れた。 

 

（２）人工蛋白質・ペプチドの作製と分光学

的性質の評価 

分子設計から得られた結果を基にペプチド

およびタンパク質を作製した。得られたペプ

チドの分光学的特性を検討した結果、変異ア

ミノ酸を導入しても天然型と同様にフォール

ディング構造を形成することを確認した。 

 

（３）標的 DNAとの親和性の評価 

作製および取り扱いが容易なペプチドを用

いて、標的 DNA とのゲルシフト実験、およ

びゲノムDNAを用いた蛍光偏光測定を行い、

疎水性アミノ酸残基側鎖のサイズと形状がヒ

ドロキシメチルシトシンとの相互作用に影響

を与えていることを見出した。さらに、得ら

れた結果をフィードバックして水素結合等の

複数の相互作用の設計を検討し、分子設計の

最適化を行った。 

 

本研究のペプチドは、メチル化、ヒドロキ

シメチル化、非メチル化 DNA を識別可能な

ことが明らかとなった。また、標的 DNA と

の化学反応による検出・観測を目指して、当

該ペプチドをはじめとするプローブ分子と

DNA との化学反応についても検討を行って

いる。また、蛍光ラベルを細胞内に導入し、

共焦点レーザー顕微鏡（共同利用機器）を用

いて細胞内でのヒドロキシメチル化 DNA 観

測の検討を行っている。 
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