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研究成果の概要（和文）： 
 Dnmt3a はゲノムに新たにメチル化模様を描く酵素である。生殖細胞や初期胚では、N 末 219
アミノ酸残基を欠くアイソフォーム、Dnmt3a2 が高発現する。Dnmt3a に特異的な N末端領域に、
強い DNA 結合活性が存在し、これが細胞内での局在化や DNA メチル化活性に寄与することを示
した。また、DNA 複製時にメチル化模様を維持する酵素のほぼ全長の立体構造を明らかにし、
反応時に構造変化する可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Dnmt3a creates DNA methylation patterns. Dnmt3a2, an isoform of Dnmt3a, lacks 
amino-terminal 219 amino acids of Dnmt3a and is highly expressed in germ cells and early 
embryo. We found that the amino-terminal 219 amino acids shows DNA binding activity and 
contributes for its localization and for DNA methylation activity. On the other hands, 
DNA methylation pattern once created is maintained by Dnmt1. We solved crystal structure 
of mouse Dnmt1 (291-1602 amino acids) at 1.3 Å resolution. Notably, in the absence of 
DNA, the amino-terminal domain responsible for targeting Dnmt1 to replication foci is 
inserted into the DNA-binding pocket, indicating that this domain must be removed during 
methylation reaction. 
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１．研究開始当初の背景 

真核生物のゲノムのシトシン塩基はメチ
ル化修飾を受け、その修飾は遺伝情報発現に
抑制的に働く。繊維芽細胞に DNA メチル化阻
害剤を与えた場合、様々な種類の細胞に分化

転換する。これは、各体細胞ゲノム DNA の塩
基配列は同一であっても、DNA メチル化によ
る遺伝子発現抑制の膨大な数の組み合わせ
により、細胞特有の遺伝子発現が行われ、固
有の性質を示しうることを示している。従っ
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て、ゲノム DNA化修飾の調節機構を理解する
ことは、細胞分化などの生理的現象を考える
上で重要な課題となる。DNA メチル化が遺伝
子発現抑制機構の 1 つとして機能するには、
細胞特異的な遺伝子発現を保障する組織特
異的な遺伝子のメチル化模様の確立が必須
である。それには、3つの概念的なステップ、
つまり DNA にメチル基を書き込むこと、書き
込まれた模様を維持すること、さらには分化
転換などの際に一旦書き込まれた模様を消
去することがある。 

DNA にメチル基を導入する酵素（Dnmt 群）
には、ゲノム上に新たにメチル化模様を書き
込む Dnmt3a と Dnmt3b、DNA 複製時に次世代
の細胞にメチル化模様を正確に伝えるのに
機能する Dnmt1 がある。これら Dnmt 群のい
ずれの遺伝子をノックアウトしても、マウス
は致死となることから、これらの酵素の生理
的重要性ならびにDNAメチル化修飾の重要性
が確認されている。 
 
 
２．研究の目的 

DNA メチル化の形成、維持機構に関与する
Dnmt 群の性質を生化学的に解析すること、な
らびに構造を明らかにすることにより、ゲノ
ム DNA にメチル基が導入される際に、どのよ
うに制御があるかについて明らかにするこ
とを目的とした。 

また、これまで DNA メチル化とヒストン分
子上の化学修飾に関連性があることが報告
されているので、それについて、分子レベル
で詳細に解析しようとすることも目的とし
た。 

 
３．研究の方法 
 1) Dnmt3a には、そのアイソフォームとし
て Dnmt3a2 が知られており、その発現時期が
大きく異なっている。そのため、個別の機能
を持っている可能性が高いが、これまでに詳
細な解析はなされていなかった。本研究計画
期間内では、各分子の機能を明らかにするた
めに、Dnmt3a と Dnmt3a2 を比較して、Dnmt3a
特異的に存在する N末端 219アミノ酸の性質
について、主として生化学的なアプローチか
ら明らかにした。 
 2) Dnmt1 は、バクテリアのメチルトランス
フェラーゼと比較して、N 末端に大きな領域
を所有している。その意義を調べる目的で、
これまでに様々な研究がなされてきたが、そ
の性質は明らかになっていなかった。その大
きな原因として、構造が不明であることが挙
げられる。逆に言うと、どのようなドメイン
構造をとっているのか、またドメイン構造の
空間的配置がわかれば、触媒反応を理解する
上で大きなブレークスルーとなると考え、X
線結晶解析を行うことにした。 

3) DNA メチル化に関連するといわれてい
る抑制性のヒストン修飾（ヒストン H3K9 の
トリメチル化）を試験管内で調製し、それを
使ってヌクレオソームを再構成する。それを
用いて、試験管内で DNA メチル化との関連性
について調べた。  
 
４．研究成果 
1) Dnmt3a に特異的に存在する N末端 219

アミノ酸領域に、DNA 結合活性が存在し、そ
の結合活性には、4つの塩基性アミノ酸（Lys51, 

Lys53, Arg177 and Arg179）が重要であることを
明らかにした（文献 2）。また、N末端 219 ア
ミノ酸領域を細胞内で発現させると核内に
移行するのに対して、4 つの塩基性アミノ酸
に変異をアラニンに置換した同領域は細胞
質にもとどまることを見出し、細胞内でも 4
つの塩基性アミノ酸が局在化に寄与するこ
とを見出した。さらに、Dnmt3a の DNA メチル
化活性の特性は、4 つの塩基性アミノ酸をア
ラニンに置換することにより、Dnmt3a2 の特
性に変化することを見出した。つまり、
Dnmt3a 特異的な N末端部分は、生理的塩条件
下で安定に活性を示すだけでなく、細胞内局
在にも関与することを明らかにした（文献2）。 
 
2)これまでに、Dnmt1 の N 末端 248 アミノ

酸領域は、独立な構造を持つことを、プロテ
アーゼ感受性により明らかにしていた
(Suetake et al., 2006)。また、全長の Dnmt1
は、多量体を作りやすいこと、一方 N末端 290
アミノ酸を欠いたDnmt1は、2量体形成をし、
比較的均一な状態をとることを見出してい
た（未発表）。今研究期間では、N末端 290 ア
ミノ酸を欠いた Dnmt1(290-1602)を昆虫細胞
で発現させ、精製し、結晶化に成功した（文
献 3）。その結果、バクテリアから保存された
触媒領域の C 末端領域(1125-1620 アミノ酸)
に、N 末端部分の複製点局在化シグナル領
域が突き刺さるように組み込まれており、そ
の状態では触媒ポケットにDNAが入り込めな
い構造であることがわかった。つまり、メチ
ル化活性を示すには、何らかの形で N末端部
分が、触媒領域から外れる必要性があること
が予想された。その予想通り、N 末端領域
(291-601)の有無により、メチル化活性にお
ける活性化エネルギーが大きく変化するこ
とを見出した。 
 
3) ヒストン H3 の K9 をほぼ均一にトリメ

チル化することに成功し、それをヌクレオソ
ームを再構成した。ヒストン H3の K9 メチル
化に依存して Dnmt 群のメチル化活性が変化
するか調べてみたが、調べた限りにおいて、
直接的な関連性を見出すことができなかっ
た。 
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