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 エピゲノムに基づく診断・治療へ向けた新技術の創出研究ࠖࠕ

 平成２３年度採択研究代表者 

 

白川 昌宏 

 

 

京都大学大学院工学研究科・教授 

 

幹細胞における多分化能性維持の分子機構とエピゲノム構造の三次元的解析 

 

 
 

§§§§１．１．１．１．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

 

（１）「京都大学大学院工学研究科」グループ（京都大学大学院工学研究科） 

① 研究代表者：白川 昌宏 （京都大学工学研究科、教授） 

② 研究項目 

・ＤＮＡ脱メチル化の構造基盤研究とエピゲノム構造の三次元的解析 

 

（２）「京都大学物質-細胞統合システム拠点」グループ（京都大学物質細胞-統合システム拠点） 

① 主たる共同研究者：カールトン，ピーター （京都大学物質細胞-統合システム拠点、特定拠

点助教） 

② 研究項目 

・超解像度顕微鏡によるメチローム•デメチロームの解析 

 

（３）「大阪大学蛋白質研究所」グループ（大阪大学蛋白質研究所） 

① 主たる共同研究者：末武勲 （大阪大学蛋白質研究所、准教授） 

② 研究項目 

・ＤＮＡヒドロキシメチル化に関する研究 

 

（４）「大阪大学大学院工学研究科」グループ（大阪大学大学院工学研究科） 

① 主たる共同研究者：菊地 和也 （大阪大学大学院工学研究科、教授） 

② 研究項目 

・化学アプローチを用いたエピゲノム解析ツール開発 

 

（５）「横浜市立大学」グループ（研究機関別） 

① 研究代表者：古久保 哲朗 （横浜市立大学大学院生命ナノシステム科学研究科、教授） 
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② 研究項目 

・Chromosome Conformation Capture（3C）法によるメチル化・脱メチル化部位の核内三

次元マッピングと反応場構築に関与する転写因子群の機能解析 

 

 

§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

(2-1) 「京都大学大学院工学研究科」グループ 

①メチル化 DNA に結合する機能を持つ MBD4(Methyl-CpG binding domain 4)は、DNA 修復に

関わるグリコシラーゼで、転写抑制にも関わることが知られている。MBD4 によるメチル化 DNA の

認識は、その MBD ドメインが担っているが、H24 年度は、MBD と様々なタイプのメチル化 DNA と

の複合体の結晶構造を決定し、その分子認識機構の詳細を解明した

2

。②光検出磁気共鳴顕微

鏡によるダイヤモンドナノ粒子の選択観察法を開発し、同法が培養細胞や線虫に適用できること

を示した

1）

。同手法を利用した細胞粘弾性の計測法を開発しており、これまで CCD カメラを用いた

視野観察により計測を行ってきたが、本年度は、アバランシェフォトダイオードを組み込んだ装置

を開発した。これによって、信号取得に要する時間を大幅に短縮でき、より高い周波数特性を持つ

運動の検出が可能となった。 

 

(2-2) 「京都大学物質-細胞統合システム拠点」グループ 

 Ｈ24 年度は、Ｈ23 年度に獲得した条件を使って、クロマチンのメチル化・ヒドロキシメチル化を、

免疫染色を用いて高解像度及び超解像度顕微鏡で定量的に可視化して、その解析を開始した。

共同研究グループ(2-3)から、メチル化 DNA を認識する eGFP 蛋白質の複合体(MBD1, MBD4, 

Dnmt1（DNA メチルトランスフェラーゼ１）, Dnmt3a)を入手し、ヒト ES 細胞に発現させて可視化した。

また、共同研究グループ(2-1)から入手した eGFP と、ヘミメチル化を認識する UHRF1 の野生型・

変異体・リン酸化ミミックをヒト ES 細胞に入れて、蛍光顕微鏡でライブイメージングを行い、UHRF1

の活性による局在を定量的に可視化した。そして、市販の単鎖抗体「Chromobody」を使って、in 

vivo で Dnmt1 と PCNA のセルサイクルにおける共局在をヒト ES 細胞で計ることに成功した。画像

処理の面で、コロニーの画像から細胞核を１つずつ特徴抽出し、5mC や 5hmC の核膜からの距離

と、他のラベルとの共局在を細胞毎に測定できるプログラムを作った。本年度は、線維芽細胞と心

筋細胞へ分化するヒト ES 細胞のメチロームがどのように変わるかをイメージングで測り、Dnmt1,3 と

UHRF1 のノックダウンと変異体を使って、メチロームのダイナミックな変化の分化への影響を明ら

かにする予定である。 

 

(2-3) 「大阪大学蛋白質研究所」グループ 

平成 24 年度は、大きく分けて以下の 3 つの研究を行った。 
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１）DNA 複製や修復の過程で DNA メチル化を維持する Dnmt1 は、2 本鎖 DNA の一方の鎖がヒド

ロキシメチル化された DNA に対しては、試験管内でほとんど活性を示さないため、ヒドロキシメ

チル化部位は、DNA 複製時に脱メチル化される可能性を見出した。一方、新しく DNA メチル

化模様を形成する Dnmt3a,3b は、ヒドロキシメチル化された DNA でもメチル化することができ、

DNA 複製後のヒドロキシメチル化部位のメチル化状態を維持しうることが示唆された。ES 細胞

のゲノム全体のヒドロキシメチル化量は、Dnmt3a, 3b をノックアウトすると、低下したため、細胞

内でも、Dnmt3a,３ｂがヒドロキシメチル化の維持に必要であることが確認することができた（投稿

準備中）。 

2）ヒドロキシメチル化は、未分化細胞または、神経細胞に含有量が高いことが知られている。そこ

で、ヒト ES 細胞で神経前駆細胞に分化誘導させた細胞を用いて、DNA メチル化部位とヒドロキ

シメチル化部位について、マイクロアレイを用いて調べた。その結果、DNAメチル化とヒドロキシ

メチル化は、部分的にしか重ならなかった。現在、その分布について、さらなる解析を進めてい

る。 

3）ヒドロキシル化シトシンをフォルミル化シトシンに変換し、ヒドロキシル化シトシンの位置を塩基レ

ベルで調べる方法、ならびにフォルミル基にタグを導入しヒドロキシル化シトシンを含む領域を

ゲノム DNA より濃縮する方法を確立しようと、様々な条件検討を行った。 

 

(2-4) 「大阪大学大学院工学研究科」グループ。 

 我々は、化学のアプローチにより DNA やヒストンの修飾からなるエピゲノムを生細胞で可視化す

る技術を開発している。本年度は、我々の開発した蛋白質蛍光標識技術を利用して、DNA のメチ

ル化及びヘミメチル化の可視化に関する研究を行った。これまでに、蛍光プローブに特異的に結

合する蛋白質をタグとして標的蛋白質を標識する技術の開発に成功している。そこで、このタグ蛋

白質にメチル化 DNA を特異的に認識する蛋白質ドメインである MBD を融合させ蛍光プローブに

より標識し、その局在を蛍光イメージングによって解析する技術を開発した。またこれと並行して、

ヒストン修飾に関わる酵素の一つであるヒストン脱アセチル化酵素の活性を可視化するために、検

出原理の異なる２つのプローブの開発を行った

４，５)

。一つは、酵素反応により分子内エステル転移

反応が起こり蛍光強度が増大するものであり、もう一つは、酵素と反応するとプローブの荷電状態

が変化しプローブ同士が凝集し蛍光強度が増大するものである。これらのプローブを用いることで、

ヒストン脱アセチル化酵素の活性を一段階の操作で簡便に検出することに成功した。 

 

(2-5) 「横浜市立大学」グループ 

 受精後、マウスの雄性前核ではTet3の働きによりメチル化シトシンのゲノムワイドなヒドロキシル化

が起こるが、雌性前核ではTet3が核内に蓄積できず、しばらくの間は元のメチル化状態が維持さ

れる。この雄性前核特異的なメチル化状態のリプログラミングには、転写伸長因子であるElongator

複合体の機能が必要と考えられているが、その分子機構の詳細は不明である。 
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 本年度は、他の生物種においても同様の雄性前核特異的な酸化修飾反応が起こるかについて

検討するため、ゼブラフィッシュならびにバフンウニの初期胚を材料とし、各種のメチル化修飾シト

シン残基（mC, hmC, fC, caC）に対する抗体を用いて免疫染色を行った。その結果、これらの生物

種においては、マウスの場合とは異なり、受精前の精子の段階において、すでに酸化反応がある

程度進行していることが明らかとなった。また興味深いことに、バフンウニの場合には、Tet1/2/3の

相同遺伝子は一種類しか存在せず、その一次構造はマウスのものとは大きく異なることが示唆さ

れた。 

 

 

§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    

 

（（（（３３３３－－－－１）１）１）１）    原著論文原著論文原著論文原著論文発表発表発表発表    
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