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エピジェネティクな遺伝子発現制御のため
の DNAメチル化酵素の創製

１． は じ め に

セントラルドグマの提唱以来，遺伝子情報と生体機能の

制御にまつわる生体分子およびその修飾が注目されてき

た．エピジェネティクス分野における研究では，翻訳後の

タンパク質修飾（リン酸化，メチル化，アセチル化など），

RNAによる転写調節などと併せて遺伝子のメチル化が重

要な研究対象である．哺乳類細胞ではシトシンの５′位が

メチル化を受け，ヒト細胞内では実に７割の CpG配列が

メチル化を受けていることが明らかにされている．遺伝子

でのメチル化の役割は遺伝子情報の読み出しの制御が主な

ものである．メチル化を受けている CpG配列にはメチル

化シトシン結合タンパク質が結合し，さらにタンパク質複

合体が形成され，クロマチンの脱アセチル化が促進され

る．脱アセチル化を受けた部位ではクロマチン構造が密な

状態となり遺伝子の転写がオフの状態になる．DNAメチ

ル化はゲノム DNAの機能制御において重要な役割を果た

しており，胚発生時に行われるゲノムインプリンティング

は細胞の運命を司るコードとしてその解明が急速に進んで

いる．がん細胞においてメチル化パターンの異常がみられ

ることから，DNAメチル化は細胞のがん化に密接に関わ

るとされている．また，最近ではメチル化パターンと細胞

のリプログラミングの関連が注目されている．このように

DNAメチル化は DNA機能の一端を担っていることから，

人為的にメチル化を制御することの重要性が認識されてい

る．本稿ではエピジェネティクス分野において DNAメチ

ル化に関連した最近の研究の動向，特に人工的なメチル化

制御に関して解説する．

２． 研 究 の 背 景

メチル化されたシトシン塩基はメチル化シトシン結合タ

ンパク質（MeCP２）によって認識され，MeCP２が他のタ

ンパク質との会合体を形成し，ヒストンの脱アセチル化を

行う．これによりヒストンの構造変化が誘起された部分の

ゲノム遺伝子では転写反応が抑制を受ける．シトシン塩基

のメチル化は細胞分裂後も保存されるので，永久的にこの

転写抑制が保存される．遺伝子の転写抑制は RNAiや転写

抑制ドメインを用いる方法などで一時的な制御は可能であ

るが，細胞分裂後も保存される永久的な抑制を可能にする

のがシトシンのメチル化であると考えられる１）．シトシン

のメチル化はがん細胞中の特定の配列で高頻度に観察され

る（図１A，B）２）．このため，メチル化反応を人工的に制

御することは有効な疾病治療の選択肢になると考えられて

いる．このような遺伝子に対する人工的な制御を行うため

には任意の標的とする DNA配列に結合するタンパク質が

必要である．この役割に最適なタンパク質として Znフィ

ンガータンパク質に対する注目が高まっている．

Znフィンガータンパク質はその発見から四半世紀を経

て，遺伝子を標的とした医療への応用が現実味を帯びてき

ている．Znフィンガードメインは約３０アミノ酸で構成さ

れ ββα構造の αヘリックス中のアミノ酸側鎖が DNAの３

塩基を認識する．このモジュール構造がタンデムに連結さ

れることから非対称かつ長鎖の DNA配列の認識が可能に

なる３）．これまでにファージディスプレイ法や酵母ツーハ

イブリッド法などを用いて大規模なライブラリー中から各

コドン配列に対応するドメインが選択され，それらを組み

合わせることで標的とする遺伝子配列に対して特異的に結

合する DNA結合ドメインを構築することが可能となって

いる４）．こうした任意の標的 DNA配列に結合するように

“プログラム”できるという特徴を持つ DNA結合ドメイ

ンは Znフィンガーのみであり，DNAを修飾する酵素に

融合することで酵素の働きを制御することができるという

ことが示されている．応用例として DNAに働く酵素ドメ

インとの融合タンパク質がこれまでに数種類報告されてい

る．DNA切断酵素，DNA組換え酵素，そして DNAメチ

ル化酵素がそれらの例であり，メチル化酵素については

１９９７年に SssIとの融合体を用いた DNAメチル化に関す

る報告がなされた５）．他の２種類の酵素との大きな違いと

して DNAメチル化酵素は DNA結合機能と酵素活性機能

がリンクしているという点がある．すなわち，同じ構造中

に二つの機能に関与するアミノ酸残基が含まれている．
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従って，全長のメチル化酵素と Znフィンガータンパク質

を融合したものではメチル化酵素の DNA認識能に由来す

る高いバックグラウンド反応が見られるという克服すべき

課題があった５～８）．

３． タンパク質ドメイン分割法の

DNAメチル化酵素への応用

近年になって，タンパク質ドメインを分割型にしてその

機能を抑制し，タンパク質間もしくはタンパク質―核酸な

どの相互作用によって各分割ドメインが近傍に存在する場

合に再会合が起こり，タンパク質ドメインの機能が回復す

る方法（protein-fragment complementation assays）がユビキ

チンについて最初に報告された９）．この方法を酵素ドメイ

ンや蛍光タンパク質に適用することで細胞内シグナルの可

視化などに有効な手段になると期待されている１０，１１）．原核

細胞由来の DNAメチル化酵素である HhaI methyltrans-

ferase（M.HhaI）は３２７アミノ酸で構成されるが，N末端

側ドメイン（１―２４０）と C末端ドメイン（２１０―３２７）に分

割することで自己会合型ドメインにできることが報告され

ている１２）．M.HhaIの認識 DNA配列は GCGCであり，

CpG配列のシトシン塩基をメチル化する．４塩基という短

い認識配列のため，ゲノム DNAに対しては無数にその標

的配列が存在する．著者らは DNA認識特異性を向上させ

ることで，ゲノム DNA中においても１箇所の特定部位の

みをメチル化する酵素を構築できるのではないかと考え

た．そこで，Znフィンガードメインを利用して DNA結

合機能に高い配列選択性を付与して DNA配列に応じた酵

素ドメインの再会合を可能にすることで，ゲノム DNA中

の特定部位でメチル化反応を行う人工酵素の開発を試みた

（図２A）．

図１（A）メチル化シトシンの保持機構について．（B）CpGメチル化による転写抑制機構と転写抑制因子群の働きの比較．一過性
の抑制因子群は生理的条件の変化に応じて形成される（左）．一例として E Boxなどの抑制エレメント配列をMad―Maxヘテ
ロ二量体やホルモンレセプターが認識し，それらがコリプレッサー mSin３Aと相互作用する．mSin３Aは８種類のタンパク
質と相互作用する．これらの中に含まれる SMRTは HDAC１および HDAC２や HDAC１とヒストン H４との間を架橋する
RbAp４８と相互作用する．デアセチラーゼはヒストン H３，H４上の脱アセチル基を促進する．メチル化の関与する安定的な
遺伝子抑制では CpGメチル化に対してMeCP２が結合することで開始される．MeCP２は mSin３Aと相互作用する．以下の機
構は一過性のものと同様であると考えられているが明らかにされていない部分もある．
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４． 分割型 DNAメチル化酵素の機能

分割型メチル化酵素機能の解析のためにアラビノース制

御プロモーター下流の２箇所に Shine-Dalgarno配列を配置

したプラスミドベクターを作製し，同時に発現が行えるシ

ステムを構築した．分割ドメインに９塩基を認識する Zn

フィンガードメインを７アミノ酸からなるリンカー配列を

介して融合した．コントロールとして N末端ドメインの

み， ZnフィンガードメインとM.HhaI酵素全長の融合体，

M.HhaIを用意した（図２B）．ウェスタンブロットの結果，

大腸菌内での発現は分割型酵素の両ドメインにおいて十分

な量が得られていることが明らかになった．メチル化反応

の解析には HhaI制限酵素（R.HhaI）による切断を用いた．

R.HhaIはM.HhaIと同じ DNA配列（GCGC）を認識し，

配列中の CpGでのメチル化に感受性を持つため，シトシ

ン塩基がメチル化されている場合は切断が阻害される．タ

ンパク質発現ベクターに Znフィンガードメインの標的配

列を含む GCGC配列を組み込み，このサイトでのみメチ

ル化が行われている場合にプラスミドの R.HhaI処理に

よって１４６７塩基対のフラグメントが生成されるシステム

とした（図２C）．この発現ベクターには他に１８箇所の

GCGC配列が含まれるので，メチル化のバックグラウン

ド反応なども容易に検出できる．分割型メチル化酵素の反

応では R.HhaIによる切断の阻害を示す１４６７bpのバンド

が現われた．分割ドメインの会合によってメチル化が行わ

れていることを確認するために N末端ドメインのみを用

いたところ，R.HhaIでの切断の阻害は観察されず，

GCGC標的配列でのメチル化には２ドメインの会合が必要

であることが示された．コントロールのM.HhaIドメイン

と Znフィンガードメインの融合体では，プラスミド上の

全ての GCGCサイトでの R.HhaIによる切断の阻害が確認

された．この結果は，これまでの酵素ドメイン全長と Zn

フィンガーモチーフの融合体に関する研究で報告されてい

る通り， M.HhaI自体の DNA結合親和性の影響が大きく，

DNA配列に対して非特異的なメチル化が行われているこ

とを示すもので，我々の新たに開発した分割型メチル化酵

素の DNA配列に対する特異性の高さが示された（図２C）．

また，M.HhaIドメインのみの発現においても全長型酵素

（B-４）と同様の結果が得られた．

バイサルファイト反応はシトシン塩基をウラシル塩基に

置換する反応であり，メチル化されたシトシンは反応を受

けない．バイサルファイト反応後の DNAに PCRを行う

と，シークエンス解析の際に修飾を受けていないシトシン

はチミンとして，メチル化を受けているシトシンはそのま

ま検出される．この手法を用いて，分割型メチル化酵素の

DNA配列特異的なメチル化反応を検出した．その結果，

N末端ドメインのみではメチル化は観察されないが，全長

融合型および分割型メチル化酵素の場合では標的配列での

シトシンメチル化が観察された．さらに標的配列以外の

GCGC配列では全長融合型のみでメチル化が観察され，

分割型メチル化酵素の標的配列に対する特異性の高さが確

認された１３）（図２D）．

５． その他の標的配列特異的メチル化酵素

ドメイン分割法を用いる以外にも DNAメチル化酵素の

配列特異性を向上させる試みが行われている．その例とし

て全長型のメチル化酵素の配列特異性を向上させる方法と

してバックグラウンド反応を抑制する方法がある．これは

すなわち，アミノ酸変異を導入してメチル化酵素活性を抑

えることで Znフィンガーによる DNA認識を優位に働か

せることが可能になる方法である．このメチル化酵素を哺

乳類細胞内において発現させ，標的配列におけるメチル化

反応とヒストンメチル化の変化量を定量した結果，標的配

列周辺におけるメチル化は上昇し，ヒストンメチル化に関

しても H３K４Me３の減少と H３K９Me２の増加が確認された．

また，このような Znフィンガー融合型メチル化酵素を用

いて哺乳類細胞内での転写抑制が行われることも示されて

いる．

６． 今 後 の 展 望

我々が開発した分割型メチル化酵素はこれまでの全酵素

ドメインとの融合体に比べて，標的配列に対する特異性と

いう点において優れた結果を示すことができた（図３）．

DNA配列に対する Znフィンガーモチーフによる特異的

な結合を用いた分割型酵素の再会合は GFP，β-lactamase

を用いて行われた例がある１４）．これらは，ドメイン間の再

会合がゲノム DNA上において可能である場合，一塩基多

型などのレポーターとして非常に有望である．しかし，い

ずれの例においても in vitro での機能を示すだけにとど

まっていた．今回我々が行った in vivo での分割型酵素の

再会合は最初の例であり，今後の哺乳類細胞内での応用に

期待を抱いている．また，DNA配列に対する修飾反応で

あるという点においても最初の例であり，ナノテクノロ

ジー分野における応用も可能であると考えられる．DNA

メチル化酵素は補因子となる S -アデノシル-L-メチオニン

の誘導体を取り込んで，酵素反応を行うことで特定の
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図３ 分割型メチル化酵素による DNA配列
特異的なメチル化反応の概要と標的
DNA配列上での再会合の予測図１２）

図２（A）構築した分割型メチル化酵素のモデル図．標的 DNA配列に対して Zn
フィンガーが結合し，その間の GCGC配列がメチル化を受ける．（B）実験
に用いた分割型酵素及び融合体の概要．分割型酵素には B-１もしくは B-２
と B-３の組み合わせを用いた．それぞれ ZFP；Znフィンガードメイン，
M.HhaI N-term；HhaIメチル化酵素の N末端側ドメイン（１―２４０），M.HhaI
C-term；HhaIメチル化酵素の C末端側ドメイン（２１０―３２７），His；ヒスチジ
ンタグ，HA；HAタグを表す．青色はリンカー配列部分を表す．不活性型
N末端ドメインは C末端にヒスチジンタグが付加しているため再会合を阻
害すると考えられた．（C）HhaI制限酵素切断によるメチル化反応検出に用
いたプラスミド（左）とその検出結果（右）．青矢印で示したのは主な HhaI
切断部位であり，赤矢印は Znフィンガー標的サイト中の HhaI切断部位を
示す．配列特異的なメチル化が起きている場合は赤矢印部分は切断を受け
ず，レーン３で示すようなフラグメントが検出された．また，他の HhaI切
断部位も非特異にメチル化を受けている場合はプラスミドが切断されず，
レーン４またはレーン６のような結果となった．（D）バイサルファイトシー
クエンス解析による GCGC標的配列でのメチル化反応解析．
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DNA配列に対するタグ付けが可能である１５）．従って，分

割型メチル化酵素の基質結合ポケットの最適化によって，

配列特異的な DNA標識が行えると考えられる．分割型メ

チル化酵素の機能解析については現在，in vitro での解析

および哺乳類細胞内における機能という両面からのアプ

ローチを展開している．

Znフィンガータンパク質の DNA配列に対する特異性

を利用した標的遺伝子マニピュレーションでは DNA切断

酵素が医療への実用化という面において一歩リードしてい

る．今後は，他の酵素（組換え酵素，メチル化酵素など）

もそれぞれの特長を生かして，医療分野でのニーズに即し

た実用性のある研究展開が行われることが期待される．
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植物における小分子 RNAの動態制御

１． 植物における小分子 RNAの発見

線虫において lin-４，let-７といった小分子 RNAが発見さ

れると，これがきっかけとなりショウジョウバエからヒ

ト，さらにはシロイヌナズナ，イネなどの植物にも２１塩

基長ほどの小分子 RNAが多く発見されるようになった．

そのなかで microRNA（miRNA）は１９―２４塩基長の非翻

訳 RNAとして動物，植物で広く知られるようになった．

miRNAは相補的な配列をもった標的 mRNAと結合し，そ

の mRNAの分解あるいは翻訳抑制を導き１），遺伝子の発現

の on／offを微調整する．miRNA／標的 mRNA制御系は多

くの遺伝子に関係することが明らかとなるにつれ，今では

真核生物の遺伝子発現において広く一般的に用いられてい

るもので，制御の緻密さを与えているものとして考えられ

るようになった２）．遺伝子の数が問題なのではなく，いか

にしてそれらを使うか，抑えるかが，生物が進化するうえ

で重要だったのであろう．

植物の形態形成について，最近分子レベルでの研究が進

展し理解が進んでいる．そしてオーキシンなどの植物ホル

モンの作用，組織間の信号伝達が関与する形態形成や環境

応答における遺伝子発現制御にも miRNAが関与している

ことが明らかとなっている３）．たとえば植物の茎の先端に

は茎頂分裂組織があって，そこには分裂を続ける主な細胞

が存在する．そこから，分裂を続ける細胞群と，未分化状

態からはずれて組織の分化へと向かう細胞群とが生まれて

いく．上下，向背性・向腹性（葉の表裏など）などの軸方

向に沿って運命の異なる複数の組織，細胞群が生み出さ
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