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研究成果の概要（和文）：本研究では、クロマチン修飾に重要なヒストンおよびDNAの修飾酵素について、簡便
で安価かつ特異性が高い新規測定方法を開発し、これら測定法のエピジェネティクス解析への応用を目的として
いる。
ヒストン脱アセチル化酵素に関しては、修飾アミノ酸と非修飾アミノ酸を識別できる発色反応を開発した。ま
た、DNAメチル化酵素については、制限酵素とFRETを組み合わせた新規活性測定法が開発できた。本法は、これ
までの測定法と比べてバックグランドを1/10-1/50に低下させることによって、DNAメチル化酵素の高感度測定に
成功した。

研究成果の概要（英文）：This research purpose is the development of novel assay methods for enzymes 
related to chromatin modification. Histone deacetylase and DNA methyltransferase are important 
enzymes in chromatin modification. And these assay methods will be useful for epigenetics analysis.
In terms of histone deacetylase, novel color reaction to discriminate modified amino acid and 
non-modified amino acid could be developed. Regarding DNA methyltransferase, novel assay method 
could be developed using restriction enzyme and FRET. This method could decrease the background by 
1/10-1/50. Therefor, the high sensitivity measurement of the DNA methyltransferase activity was 
succeeded.

研究分野：生物物理化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティクスは、DNAの塩基配列の変化(変異)なしにゲノム構造を変化させ、遺伝子発現を調節する制 御
機構を指す。エピジェネティクスは、胚発生や細胞の分化、老化、X染色体の不活性化など様々な生命現象と関
連しており、細菌から動物に至るまで広く存在し、生物にとって重要な制御機構である。さらに、エピジェネテ
ィクスは、がんなどの疾患との関連も指摘されており、実際に、関連酵素の阻害剤が臨床適応されている。本研
究で開発する酵素活性の測定法をエピジェネティクス解析に応用できれば、エピジェネティクスに関連した新た
な医薬品の開発や、生命現象の解明に繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 エピジェネティクスは、DNA の塩基配列の変化（変異）なしにゲノム構造を変化させ、遺
伝子発現を調節する制御機構を指す。エピジェネティクスは、胚発生や細胞の分化、老化、X
染色体の不活性化など様々な生命現象と関連しており、細菌から動物に至るまで広く存在し、
生物にとって重要な制御機構である。 
 エピジェネティクスの分子レベルでの主なメカニズムとして、クロマチンを構成する DNA
のメチル化とヒストン修飾（メチル化・アセチル化・リン酸化など）が知られている。真核生
物でのDNAメチル化は、シトシンとグアニンが隣接するCpG部位のシトシンがメチル化され、
哺乳類においては、全 CpG部位の 60-90%のメチル化が報告されている。通常、プロモーター
領域の CpGがメチル化されると、遺伝子発現は抑制される。一方、ヒストンの修飾としては、
リジン残基のアセチル化がよく研究されている。ヒストンのリジン残基の側鎖は、正に荷電し
ており、DNA 中の負に荷電したリン酸基と結合する。しかし、リジン残基の側鎖がアセチル
化されると、正荷電が中和され、ヒストンと DNA 間の結合が弱まり、転写因子が DNA に結
合できるようになる。その結果、ヒストンのアセチル化によって、転写が促進される。これと
は逆に、ヒストンの脱アセチル化は、転写を抑制する。これら DNA やヒストンの修飾は、そ
れぞれ対応する酵素が触媒している。 
 現在のエピジェネティクス解析は、主に、次世代シークエンサーによる DNA メチル化領域
の解析やヒストンの構造解析などを中心に行われている。一方、DNA やヒストンの修飾に関
連した酵素群の解析は、主に RT-PCRや抗体による発現解析であり、この場合、他のタンパク
質との複合体形成や翻訳後修飾による酵素活性の変動を知ることができない。そのため、これ
ら酵素群の生体内での詳細な機能解析には、簡便で安価、特異的、高感度な活性測定法が必要
であるが、要求を満たすような測定法は開発されていない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、クロマチン修飾に重要な酵素群（ヒストンおよび DNA 修飾酵素）の簡
便で安価かつ特異性が高い新規測定方法を開発し、本測定法をエピジェネティクス解析へ応用
することを目的とした。エピジェネティクスは、胚発生や老化などの生命現象に加えて、がん
などの疾患との関連も指摘されており、実際に、関連酵素の阻害剤が臨床適応されている。 
 現在のクロマチン修飾酵素の測定法は、煩雑、特異性が低い、特殊な試薬や特別な機器が必
要などの欠点を有している。そのため、本研究の目的とする測定法が開発できれば、生命科学
やエピジェネティクスに関連する酵素を標的とした新規医薬品の開発にも有用なツールとなる
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、クロマチン修飾酵素の中でも、特に重要だと考えられるヒストン脱アセチル化
酵素（Histone Deacetylase: HDAC）および DNA メチルトランスフェラーゼ（DNA 
methyltransferase: DNMT）について、新規活性測定法の開発を試みた。 
（１）HDAC新規活性測定法の開発 
 トリプシンは基質となるペプチド中のリジン残基の C末側を切断する酵素であるが、リジン
残基の側鎖が、アセチル化などの修飾を受けると切断することが出来ない。この性質を利用し
て、HDAC 新規活性測定法の開発を行った。原理としては、まず、N 末端を Boc やアセチル
基などで保護したアセチル化リジンを含むペプチドを基質として、HDACにより脱アセチル化
を行う。その後、トリプシンで分解を行い、新たに生じたN末端にアミノ基を持つペプチドを
発色または蛍光検出することで、HDACの活性を測定するという方法である。 
（２）DNMT新規活性測定法の開発 
 制限酵素の中には、メチル化 DNA を分解できないものが存在する。この性質を利用して、
制限酵素と蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を組み合わせた DNMTの測定法の開発を試みた。
本測定法の原理は、DNMTによるメチル化部位（CpG）と制限酵素（Sma I）切断部位が重な
るように基質 DNAの塩基配列を設計した。また、基質の末端は蛍光基と 2つの消光基を結合
させている。この 2つの消光基による FRET効果のため、基質の蛍光は消光されている。この
基質を Sma Iで切断すると、蛍光基と消光基が離れ、蛍光を発する。一方、基質が DNMTに
よってメチル化されると、Sma Iでは切断できない（無蛍光）。つまり、DNMTの活性に比例
して、Sma I切断後の蛍光強度は減少するというのもである。 
 
４．研究成果 
（１）HDAC新規活性測定法の開発 
 まず、リジン残基の側鎖が修飾されたペプチドと未修飾のペプチドが、トリプシン消化後に
識別できるか調べた。この際、切断後のペプチドの検出には、我々が開発した蛍光反応を用い
た。その結果、図１に示すように、リジン残基の側鎖が未修飾の場合のみ、蛍光検出すること
ができた。この結果は、今回の原理によって、HDACの活性が測定出来ることを示している。 
 また、操作の更なる簡便性を期待して、修飾アミノ酸（アセチル化リジン）と未修飾のアミ
ノ酸が識別できる反応試薬をスクリーニングした。その結果、図２に示すように、アセチル化
リジンと未修飾のリジンを目視で識別できる呈色試薬を見出した。現在、これらの試薬や反応



を利用した HDAC新規活性測定法の開発を継続している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ リジン修飾/未修飾ペプチドの蛍光検出 
 各種ペプチドをトリプシン分解後、蛍光反応を行った。リジンがアセチル化（Ac-GK(Ac)AG）
またはメチル化（Ac-TK(Me)QT）されたペプチドは、蛍光を発しないが、未修飾リジンのペプチ
ド（Ac-GKAG および Ac-TKQT）は、蛍光検出できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 修飾/未修飾アミノ酸の新規呈色反応 
 リジン（Lys）、アセチルリジン（Ac-Lys）、プロリン（Pro）、ヒドロキシプロリン（Hyp）を
呈色試薬と室温で 10分間反応させた。ヒストン修飾に重要なリジンの修飾について、修飾の有
無が目視で確認できた。 
 
 
 
 
（２）DNMT新規活性測定法の開発 
 【３．研究の方法】で述べた方法で DNMT の活性が測定できるか調べた。まず、微生物由
来の DNAメチル化酵素（M.Hpa II）を使用して活性を測定したところ、既存の方法と比較し
て、2つの消光基を導入することで、バックグランドを 1/10〜1/50に低下させることに成功し
た（図３）。 
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図３ FRET と制限酵素を利用した微生物由来 DNA メチル化酵素（M.Hpa II）の活性測定 
 今回開発した方法（A）は、既存の方法（B）と比較して、酵素の有無による蛍光強度の差が
大きい、つまり、高感度化が期待できる。 
 
 
 
 
 
 

M. Hpa II (−)                                      

 

 

M. Hpa II (+) 

M. Hpa II (−)                                      

M. Hpa II (+) 



 次に、反応時間を変化させて、本測定法でM.Hpa IIの活性測定を行った。その結果、図４
に示すように、反応時間の延長とともに、蛍光強度が減少していることから、本測定法によっ
て、DNA メチル化酵素の活性が測定できることがわかった。現在、培養細胞を用いて、核抽
出物内の DNMTの活性が測定できるか調査中である。 
 
 
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

図４ 本測定法による DNA メチル化酵素の活性測定 
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