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(57)【要約】

【課題】内在性メチル化が起こるCGジヌクレオチド配列以外で且つ該配列と同程度の短い

コンテクストを認識しメチル化することができる、DNAメチル基転移酵素等を提供する。

【解決手段】本発明は、M.CviQIX又は M.CviPI Iの DNAメチルトランスフェラーゼのN末端を

含む一部のアミノ酸残基を欠失させて、CCジヌクレオチド配列を特異的に認識し当該配列

中の5’側のシトシン残基を5-メチル化する活性を獲得したタンパク質等に係るものであ

る。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の タ ン パ ク 質 。

　 (a) M.CviQIX又 は M.CviPIIの D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の N末 端 を 含 む 一 部 の ア ミ ノ

酸 残 基 を 欠 失 さ せ て 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト

シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 獲 得 し た タ ン パ ク 質 。

　 (b) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、

置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識

し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

　 (c) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-

メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ２ 】

　 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の タ ン パ ク 質 。

　 (a) 配 列 番 号 ６ 又 は ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

　 (b) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、

置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識

し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

　 (c) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-

メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ３ 】

　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。

【 請 求 項 ４ 】

　 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の D N Aを 含 む 遺 伝 子 。

　 (a) 配 列 番 号 ５ 又 は ７ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む D N A。

　 (b) 上 記 (a)の D N Aに 対 し 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る D N Aと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で

ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る D N Aで あ り 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中

の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A。

　 (c) 上 記 (a)の D N Aに 対 し て 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る D N Aで あ り 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る

タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。

【 請 求 項 ６ 】

　 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 。

【 請 求 項 ７ 】

　 請 求 項 ６ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 と 、

　 得 ら れ る 培 養 物 か ら 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ

ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 採 取 す る 工 程 と

を 含 む 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 １ 若 し く は ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 又 は 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ る

タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と を 含 む 、 エ ピ ゲ ノ ム 解 析 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 新 規 な D N Aメ チ ル 基 転 移 酵 素 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 D N Aメ チ ル 基 転 移 酵 素 （ D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ M Tase） ） は 、 D N Aの 代 表 的 な エ

ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 修 飾 の 一 つ で あ る メ チ ル 化 を 誘 導 す る 酵 素 で あ り 、 エ ピ ゲ ノ ム 解 析 に も

有 用 な ツ ー ル で あ る 。 シ ト シ ン の 5位 の D N Aメ チ ル 化 （ D N Aシ ト シ ン 5-メ チ ル 化 （ 5mC） ） は

、 生 体 の ゲ ノ ム D N Aに お い て 広 く 観 察 さ れ る 。

　 し か し な が ら 、 D N Aシ ト シ ン 5-メ チ ル 化 に 関 し て は 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ た M Tase（ 非 特

許 文 献 １ ～ ４ ） に は 、 そ の 認 識 配 列 が 哺 乳 類 細 胞 に お け る 固 有 の D N Aメ チ ル 化 （ 内 在 性 メ

チ ル 化 ） の 認 識 配 列 で あ る CGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 重 な る と い う 欠 点 や 、 ま た 認 識 配 列 の

塩 基 数 が 微 細 な エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク マ ッ ピ ン グ に は 長 す ぎ る と い っ た 問 題 点 が あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Renbaum, P. et al. , Cloning, characterization, and expression in

 Escherichia coli of the gene coding for the CpG D N A methylase from Spiroplasma

sp. strain M Q1(M.SssI). Nucleic acids research, 1990. 18(5): p. 1145-1152.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Xu, M. et al. , Cloning, characterization and expression of the g

ene coding for a cytosine-5-D N A methyltransferase recognizing GpC. Nucleic Acids

 Res, 1998. 26(17): p. 3961-3966.（ 後 述 の 参 照 文 献 21と 同 じ ）

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Zhang, B. et al. , The M.AluI D N A-(cytosine C5)-methyltransferase

 has an unusually large, partially dispensable, variable region. Nucleic Acids R

es, 1993. 21(4): p. 905-911.

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Vladimir S Dedkov et al. , Cloning and Study of New D N A Methyltra

nsferase M.FatI Modifying Cytosine in a Recognition Site CATG. Research Journal

of Pharmaceutical, Biological and Chemical Sciences, 2015. 6(6): p. 1341-1348.

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ の よ う な 状 況 下 に お い て 、 内 在 性 メ チ ル 化 と 区 別 可 能 な メ チ ル 化 を 導 入 す る こ と が で

き る 、 す な わ ち 、 内 在 性 メ チ ル 化 が 起 こ る CGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 以 外 で 且 つ 該 配 列 と 同 程

度 の 短 い コ ン テ ク ス ト を 認 識 し メ チ ル 化 す る こ と が で き る 、 D N Aメ チ ル 基 転 移 酵 素 （ M Tase

） 等 の 開 発 が 望 ま れ て い た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 状 況 を 考 慮 し て な さ れ た も の で 、 以 下 に 示 す 、 タ ン パ ク 質 （ M Tase） 及

び そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

［ １ ］ 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の タ ン パ ク 質 。

　 (a) M.CviQIX又 は M.CviPIIの D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の N末 端 を 含 む 一 部 の ア ミ ノ

酸 残 基 を 欠 失 さ せ て 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト

シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 獲 得 し た タ ン パ ク 質 。

　 (b) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、

置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識

し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

　 (c) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-

メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

［ ２ ］ 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の タ ン パ ク 質 。

　 (a) 配 列 番 号 ６ 又 は ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

　 (b) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、

置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識
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し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

　 (c) 上 記 (a)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-

メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

［ ３ ］ 上 記 ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。

［ ４ ］ 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の D N Aを 含 む 遺 伝 子 。

　 (a) 配 列 番 号 ５ 又 は ７ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む D N A。

　 (b) 上 記 (a)の D N Aに 対 し 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る D N Aと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で

ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る D N Aで あ り 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中

の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A。

　 (c) 上 記 (a)の D N Aに 対 し て 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る D N Aで あ り 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る

タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A。

【 ０ ０ ０ ９ 】

［ ５ ］ 上 記 ［ ３ ］ 又 は ［ ４ ］ に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。

［ ６ ］ 上 記 ［ ５ ］ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 。

［ ７ ］ 上 記 ［ ６ ］ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 と 、

　 得 ら れ る 培 養 物 か ら 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ

ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 採 取 す る 工 程 と

を 含 む 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。

［ ８ ］ 上 記 ［ １ ］ 若 し く は ［ ２ ］ に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 又 は 上 記 ［ ７ ］ に 記 載 の 方 法 に よ

り 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と を 含 む 、 エ ピ ゲ ノ ム 解 析 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 哺 乳 類 細 胞 に お け る 固 有 の D N Aメ チ ル 化 （ 内 在 性 メ チ ル 化 ） と 区 別 可

能 な メ チ ル 化 を 導 入 す る こ と 、 よ り 具 体 的 に は 、 「 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 を 特 異 的 に 認

識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る こ と が で き る 、 タ ン パ ク 質 （ M Ta

se） 及 び そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 を 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ M Tas

e） は 、 内 在 性 メ チ ル 化 と そ れ 以 外 の エ ピ ゲ ノ ム を 同 時 に プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る エ ピ ゲ ノ

ム 解 析 方 法 （ エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ ） 等 が 理 論 上 可 能 と な る 点 で 有 用 な も の で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCZSの ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 候 補 M Taseを 精 製 す る た め に 用 い ら れ る デ ュ ア ル ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 戦 略 を 示 す

図 で あ る 。 A.発 現 タ ン パ ク 質 の 構 造 。 B. HisTrap精 製 及 び HisTrap及 び StrepTrap精 製 と 組

み 合 わ せ た デ ュ ア ル ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に よ っ て 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 。 こ こ で は M Tase

の 例 と し て M.CviPIを 示 し て い る 。 C. 精 製 M.CviPIの D N Aメ チ ル 化 活 性 を メ チ ル 化 感 受 性 制

限 酵 素 HaeIIIを 用 い て ア ッ セ イ し た 。 基 質 D N Aと し て 非 メ チ ル 化 λ D N A(Promega)を 用 い た

。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 NEBか ら 購 入 し た M.CviPIを 使 用 し た レ ー ン を 置 い た 。

【 図 ３ 】 M.CviQIXの N末 端 伸 長 が D N Aメ チ ル 化 に 対 し て 阻 害 効 果 を 有 す る こ と を 示 す 図 で あ

る 。 A. M.CviQIXの 組 換 え タ ン パ ク 質 構 造 を 示 す 図 。 B. 制 限 酵 素 HaeIIIの 認 識 配 列 。 認 識

配 列 は CCジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 最 初 の Cが 5-メ チ ル 化 さ れ て い れ ば 、 HaeIIIは 基 質 D N Aを

切 断 で き な い 。 C. Aに 示 し た 各 種 の M.CviQIXタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 菌 細 胞 か ら 抽 出 し た

ゲ ノ ム D N Aを HaeIIIで 消 化 し 、 E-Gel Exに て 分 析 し た 結 果 を 示 す 図 。 D.各 種 の M.CviQIXタ

ン パ ク 質 構 築 物 の 構 造 を 示 す ス キ ー ム 。 タ グ は ベ ク タ ー 由 来 の 配 列 を 意 味 す る 。 E. Dの 構

築 物 を 用 い た 細 菌 細 胞 の ゲ ノ ム D N A消 化 。

【 図 ４ 】 M Tase候 補 の 認 識 配 列 を 明 ら か に す る た め の 実 験 戦 略 を 示 す 図 で あ る 。 A.使 用 し

た ス キ ー ム 。 B. 同 定 さ れ た 配 列 モ チ ー フ の 例 。 C. ア ミ ノ 酸 配 列 の 類 似 性 に 基 づ い て 系 統

樹 を 描 い た 。 決 定 さ れ た 認 識 配 列 は 遺 伝 子 名 に 従 っ て 配 置 さ れ て い る 。 各 ク レ ー ド の 共 通
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認 識 配 列 は ク レ ー ド の 上 部 に 注 釈 付 け さ れ て い る 。

【 図 ５ 】 固 定 さ れ た 酵 母 核 の N O Me-Seqの 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 A. CC M T処 理 核 と GC M T処 理

核 間 の メ チ ル 化 レ ベ ル の 比 較 binの 大 き さ は 10bpで あ る 。 B.酵 母 遺 伝 子 (Track 1)、 GC部 位

で の D N Aメ チ ル 化 レ ベ ル (Track 2、 GC M Tを 用 い た N O Me‐ Seq)及 び CC部 位 (Track 3、 CC M Tを

用 い た N O Me‐ Seq)、 ATAC-Seqの リ ー ド カ バ レ ッ ジ (Track 4、 SRR12926697)(参 照 文 献 25)

、 及 び M Nase-Seq の リ ー ド カ バ レ ッ ジ (Track 5、 SRR6729489)(参 照 文 献 26)。 C-E. 酵 母 遺

伝 子 の 開 始 コ ド ン 周 囲 の ア グ リ ゲ ー シ ョ ン プ ロ ッ ト 。 CC (C)部 位 と GC (D)部 位 で の D N Aメ

チ ル 化 シ グ ナ ル 、 な ら び に M Nase-Seq (SRR6729489)で 描 画 し た 例 を 示 す 。

【 図 ６ 】 IM R-90細 胞 の N O Me-Seqの 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 A-D. CC M T処 理 核 と 未 処 理 核 の 間

の D N Aメ チ ル 化 レ ベ ル の 比 較 CG部 位 (Aと B)の 内 在 性 D N Aメ チ ル 化 、 及 び in vitroで CC M Tを 介

し て 導 入 さ れ た CC部 位 (Cと D)で の メ チ ル 化 を 示 し た 。 E.ヒ ト 遺 伝 子 (Track 1)、 固 有 の メ

チ ル 化 レ ベ ル (未 処 理 、 CC M T処 理 、 GC M T処 理 の そ れ ぞ れ Track 2、 3、 4)、 M Tase誘 導 メ チ ル

化 (未 処 理 、 CC M T処 理 、 GC M T処 理 の そ れ ぞ れ Track 5、 6、 7)、 ATAC-Seqの リ ー ド カ バ レ ッ

ジ (SRR7765313)を 示 す ゲ ノ ム ・ ブ レ ー サ ー ・ ス ク リ ー ン シ ョ ッ ト を 示 す (Track 8)。 右 側

の 図 は 、 左 側 の 図 の 指 示 さ れ た 位 置 の 拡 大 図 で あ る 。 M Tase誘 発 性 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を

示 す ト ラ ッ ク (Track 5、 6、 7)に つ い て は 、 各 ト ラ ッ ク の 下 部 に macs2で 検 出 さ れ る ピ ー ク

を 示 す 。

【 図 ７ 】 い く つ か の 発 現 ベ ク タ ー か ら M.CviQIX及 び M.CviPIIの 発 現 を 試 み た 図 で あ る 。 A.

 M.CviQIXの 発 現 の た め に 使 用 さ れ る 構 築 物 の ス キ ー ム 。 B. ゲ ノ ム D N Aの メ チ ル 化 状 態 を

調 べ る た め に 用 い ら れ る 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 。 下 線 を 引 い た Cが メ チ ル 化 さ れ る と 、 酵 素

の 活 性 が 阻 害 さ れ る 。 C. Aに 示 さ れ る M.CviQIXの 発 現 を 誘 導 し た 大 腸 菌 細 胞 か ら 抽 出 し た

ゲ ノ ム D N Aの メ チ ル 化 状 態 の 解 析 D. M.CviQIXの N-末 端 欠 失 突 然 変 異 体 の ス キ ー ム 。 コ ー ル

ド シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 構 築 物 を 用 い た 。 E. Dに 示 さ れ た 構 築 を 有 す る 大 腸 菌 細

胞 か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム D N Aの 制 限 消 化 ア ッ セ イ 。 F. M.CviPIIの 欠 失 突 然 変 異 体 を 比 較 し た

。 G. Fの 構 築 物 を 含 む 大 腸 菌 細 胞 か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム D N Aの 制 限 消 化 ア ッ セ イ 。

【 図 ８ 】 M Taseの 精 製 及 び そ の 活 性 を 示 す 図 で あ る 。 A. タ ン パ ク 質 精 製 を 分 析 す る 代 表 的

な SDS-PA GEゲ ル 画 像 。 　 W： 全 細 胞 抽 出 物 ;　 3及 び 4： そ れ ぞ れ HisTrapカ ラ ム 精 製 の 3番 目

及 び 4番 目 の フ ラ ク シ ョ ン 。 　 I： StrepTrap精 製 の 入 力 。 　 S： 精 製 タ ン パ ク 質 。 B. 精 製

タ ン パ ク 質 の M Tase活 性 の 解 析 。 メ チ ル 化 さ れ て い な い λ D N Aを 精 製 し た M Taseで 処 理 し 、

メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 HpaIIで 消 化 し 、 E-Gel Exで 分 析 し た 。

【 図 ９ 】 CC M Tの 至 適 塩 濃 度 の 検 討 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 A. 解 析 に 用 い た 戦 略 。 B. 用 い た

塩 条 件 で 観 察 さ れ た メ チ ル 化 レ ベ ル 。

【 図 １ ０ 】 固 定 出 芽 酵 母 核 の GC M T-及 び CC M Tベ ー ス の N O Me-Seqに よ る 分 析 結 果 を 示 す 図 で

あ る 。 A. GC M T-、 CC M Tベ ー ス の N O Me-Seq、 及 び M Naseseqの メ チ ル 化 レ ベ ル に 関 す る 凝 集 プ

ロ ッ ト 。 B-C. GC M Tベ ー ス 、 CC M Tベ ー ス の N O Me-Seq、 ATAC-seq、 及 び M Nase-seqで 同 定 さ れ

た 重 複 ピ ー ク を 示 す ベ ン 図 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。 本 発 明 の 範 囲 は こ れ ら の 説 明 に 拘 束 さ れ る こ と は な く

、 以 下 の 例 示 以 外 に つ い て も 、 本 発 明 の 趣 旨 を 損 な わ な い 範 囲 で 適 宜 変 更 し 実 施 す る こ と

が で き る 。

　 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ た 全 て の 刊 行 物 、 例 え ば 先 行 技 術 文 献 、 及 び 公 開 公 報 、 特 許

公 報 そ の 他 の 特 許 文 献 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

　 本 明 細 書 に お い て 、 「 D N Aメ チ ル 基 転 移 酵 素 」 と 、 「 D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 」 及

び 「 M Tase」 と は 同 義 で あ る 。

　 な お 、 以 降 の 記 載 中 に 掲 載 す る 各 々 の 参 照 文 献 の 詳 細 は 、 本 明 細 書 の 末 尾 に 列 挙 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

１ ． 本 発 明 の 概 要 、 及 び 技 術 的 背 景

　 D N Aシ ト シ ン 5-メ チ ル 化 (5mC)は 、 生 体 の ゲ ノ ム D N Aに 広 く 観 察 さ れ 、 主 要 な エ ピ ジ ェ ネ

10

20

30

40

50



(6) JP  2023-175516  A   2023.12.12

テ ィ ッ ク 修 飾 の １ つ を 形 成 す る 。 古 典 的 に は 、 哺 乳 類 細 胞 で は 、 5mCレ ベ ル の 増 加 は 遺 伝

子 サ イ レ ン シ ン グ に つ な が る と 考 え ら れ て い た が 、 遺 伝 子 本 体 の メ チ ル 化 レ ベ ル は 遺 伝 子

の 発 現 レ ベ ル と 正 の 相 関 を 示 す こ と が 示 さ れ て い る （ 参 照 文 献 1-4)。 し た が っ て 、 5mCの

分 布 パ タ ー ン は 細 胞 型 特 異 的 で あ り 、 5mCま た は メ チ ロ ー ム の 全 ゲ ノ ム 分 布 は 、 常 に 多 く

の 研 究 者 の 関 心 を 引 き つ け て い る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 哺 乳 類 細 胞 に お け る 、 シ ト シ ン の 5-メ チ ル 化 は 、 D N M T1、 D N M T3A、 D N M T3Bの 3種 類 の D N A

メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ M Tase） に 依 存 し て い る (参 照 文 献 5-7)。 D N M T1は 、 ヘ ミ メ チ

ル 化 さ れ た CGジ ヌ ク レ オ チ ド に メ チ ル 化 を 導 入 す る 維 持 D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で

あ る 。 一 方 、 D N M T3Aと D N M T3Bは 、 非 メ チ ル 化 CG部 位 に D N Aメ チ ル 化 を 導 入 す る de novoメ チ

ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。 多 能 性 幹 細 胞 、 卵 母 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 グ リ ア 細 胞 に は い

く つ か の 例 外 が 知 ら れ て い る が 、 正 常 な 体 細 胞 組 織 で は CG以 外 の 部 位 へ の D N Aメ チ ル 化 が

起 こ る こ と は ま れ で あ る (参 照 文 献 8,9)。 し た が っ て 、 5mCは ほ と ん ど CGジ ヌ ク レ オ チ ド の

み に 導 入 さ れ 、 CGジ ヌ ク レ オ チ ド 以 外 の 状 況 に お け る シ ト シ ン は ほ と ん ど の 哺 乳 動 物 細 胞

に お い て メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と が 一 般 的 に 認 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 5mCの ゲ ノ ム 中 の 配 置 は 他 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 修 飾 と 密 接 に 関 係 し て い る 。 例 え ば 、

遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー で は 5mCが 枯 渇 し て お り 、 ヒ ス ト ン H3(H3K4me3)の リ ジ ン 4の ト リ メ チ

ル 化 が 濃 縮 さ れ て い る (参 照 文 献 10)。 別 の 例 は 、 ヒ ス ト ン H3リ ジ ン 36(H3K36me2及 び H3K36

me3)の ジ メ チ ル 化 及 び ト リ メ チ ル 化 で あ り 、 そ の ゲ ノ ム 中 の 配 置 は 転 写 活 性 と 正 に 関 係 し

て い る 。 H3K36me2と H3K36me3は 、 遺 伝 子 体 に 富 み 、 D N M T3A/Bを 動 員 し て 5mCを 導 入 す る 。

し た が っ て 、 こ れ ら の 修 飾 は 遺 伝 子 体 メ チ ル 化 (参 照 文 献 11,12)を 支 持 す る 。 エ ピ ジ ェ ネ

テ ィ ッ ク な 修 飾 の 多 く は 相 互 に 関 連 し て い る た め 、 同 一 D N A分 子 上 の 他 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ

ッ ク マ ー カ ー と 同 時 に D N Aメ チ ル 化 を 検 出 す る こ と は 測 定 意 欲 を 刺 激 す る も の と な り 、 こ

の よ う な 測 定 の 実 現 は エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 測 定 を 次 の 段 階 に シ フ ト さ せ る で あ る と 考 え

ら れ る 。 し か し 、 エ ピ ゲ ノ ム を 検 出 す る た め の 現 在 の ほ と ん ど の 方 法 は 、 同 時 検 出 に は 適

し て い な い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 例 え ば 、 エ ピ ゲ ノ ム を 検 出 す る た め に 最 も よ く 用 い ら れ る 技 術 で あ る 、 ク ロ マ チ ン 免 疫

沈 降 と 、 そ れ に 続 く 塩 基 配 列 決 定 法 (ChIP-Seq)(参 照 文 献 13,14)で 検 討 す る と 、 ChIP-Seq

で は 、 ま ず ク ロ マ チ ン が 断 片 化 さ れ 、 次 に 断 片 化 さ れ た ク ロ マ チ ン 上 の 標 的 エ ピ ゲ ノ ム が

免 疫 沈 降 さ れ 、 エ ピ ゲ ノ ム に 結 合 し た D N Aが 配 列 決 定 さ れ る 。 ChIP-Seqは 、 ク ロ マ チ ン 断

片 化 に 基 づ い て い る の で 、 異 な る ヌ ク レ オ ソ ー ム 上 の 近 位 に 位 置 す る エ ピ ゲ ノ ム は 、 こ の

最 初 の 断 片 化 段 階 で 分 離 さ れ る は ず で あ る 。 し た が っ て 、 単 一 D N A分 子 上 の 2つ の エ ピ ジ ェ

ネ テ ィ ッ ク 修 飾 間 の 関 係 を 測 定 す る こ と は 、 ChIP-Seqで は 実 用 的 で は な い 。 し た が っ て 、

断 片 化 に 基 づ く 手 順 は 、 単 一 D N A分 子 上 で 複 数 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 修 飾 を 同 時 に 測 定 す

る の に 適 し て い な い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 し か し 、 エ ピ ゲ ノ ム 検 出 に は 断 片 化 の な い 手 順 が い く つ か あ る 。 た と え ば 、 D N Aメ チ ル

ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (M Tase)は ク ロ マ チ ン の 接 近 し や す さ （ ク ロ マ チ ン ア ク セ シ ビ リ テ ィ

ー ） を 測 定 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。

　 ヌ ク レ オ ソ ー ム 占 有 率 及 び メ チ ロ ー ム シ ー ク エ ン シ ン グ (N O Me-Seq)は 、 M Taseに よ る ク

ロ マ チ ン ア ク セ シ ビ リ テ ィ ー を 測 定 す る 最 も 初 期 の 方 法 の 1つ で あ り (参 照 文 献 15)、 最 近

で は ナ ノ ポ ア シ ー ク エ ン サ ー と 組 み 合 わ せ て 行 わ れ て い る (参 照 文 献 16)。 非 特 異 的 ア デ ニ

ン N-6 M Tase M.EcoGIIと ナ ノ ポ ア シ ー ク エ ン サ ー の 組 み 合 わ せ で あ る Fiber-seq (参 照 文

献 17)に つ い て も 、 最 近 同 じ 原 理 が 適 用 さ れ た 。 ク ロ マ チ ン ア ク セ シ ビ リ テ ィ ー は 、 特 定

さ れ て い な い タ ン パ ク 質 の D N A-タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 測 定 で あ る が 、 D N Aと 特 定 の タ ン パ

ク 質 と の 相 互 作 用 も M Taseで 検 出 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な 技 術 の 1つ に DamID (参 照 文

献 18)が あ る 。 DamIDで は 、 目 的 タ ン パ ク 質 と 融 合 し た damメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 標

的 細 胞 に 発 現 さ せ 、 融 合 タ ン パ ク 質 と D N Aと の 特 異 的 相 互 作 用 は 、 ア デ ノ シ ン の N-6位 に 導
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入 さ れ た D N Aメ チ ル 化 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 当 初 の DamID報 告 (

参 照 文 献 18)で メ チ ル 化 シ グ ナ ル が メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 を 用 い て 検 出 さ れ た が 、 こ れ

は D N Aメ チ ル 化 シ グ ナ ル を 検 出 す る た め の 絶 対 要 件 で は な い 。 実 際 の と こ ろ 、 DamIDを 導 入

し た D N Aメ チ ル 化 が 、 単 分 子 シ ー ケ ン サ ー を 用 い て 検 出 さ れ た 例 も あ る 。 ま た 、 特 定 の エ

ピ ゲ ノ ム 修 飾 近 傍 に ア デ ニ ン の N-6メ チ ル 化 を 導 入 す る DiMeLo-Seqも 実 現 さ れ て お り 、 M Ta

seを 用 い る （ エ ピ ゲ ノ ム ） 検 出 技 術 の 需 要 は さ ら に 高 ま っ て い る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 し た が っ て 、 M Taseは 1つ の D N A分 子 上 の 複 数 の エ ピ ゲ ノ ム の 断 片 化 を 伴 わ な い 同 時 検 出

を 可 能 に す る 。

　 M Taseに 基 づ く エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 解 析 で は 、 分 解 能 は 主 に ゲ ノ ム 中 の 認 識 さ れ た 配 列

の 頻 度 に よ っ て 決 定 さ れ 、 認 識 さ れ た 配 列 の 長 さ が 配 列 の 頻 度 を 決 定 す る 。 最 も 基 本 的 な

エ ピ ゲ ノ ム 単 位 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 1つ は 、 ゲ ノ ム D N Aの 約 150塩 基 対 (bp)に 結 合 し て い る た

め 、 エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ に 必 要 な 解 像 度 は 150bpよ り も 高 い 必 要 が あ る 。 し た が っ て 、

エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 測 定 に 十 分 な 分 解 能 を 得 る た め に は 、 認 識 配 列 は 3bp (64bp分 解 能 )

以 下 で な け れ ば な ら な い 。 多 く の M Taseが 細 菌 及 び ウ イ ル ス か ら 同 定 さ れ て お り 、 M. EcoG

IIな ど の 非 特 異 的 ア デ ニ ン N-6 M Taseが 、 ク ロ マ チ ン ア ク セ シ ビ リ テ ィ ー の フ ァ イ ン マ ッ

ピ ン グ を 達 成 し て い る (参 照 文 献 17)。 し か し な が ら 、 D N Aシ ト シ ン C-5 M Taseに 焦 点 を 当 て

る と 、 エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ の プ ロ ー ブ と し て 利 用 可 能 な M Taseは 、 3つ の み に 限 定 さ れ る

: M. SssI (CG), M. CviPI (GC),M. CviPII (CCD) (標 的 の シ ト シ ン に は 下 線 を 付 し た ) (

参 照 文 献 19,20)。 さ ら に 、 哺 乳 類 細 胞 に は CGジ ヌ ク レ オ チ ド の 本 来 の D N Aメ チ ル 化 （ 内 在

性 メ チ ル 化 ） が あ る た め 、 CGジ ヌ ク レ オ チ ド と 重 複 す る 配 列 が 、 完 全 に (M.SssI)ま た は 部

分 的 に (M.CviPI)存 在 す る こ と が 問 題 と な る 。 そ こ で 、 CGジ ヌ ク レ オ チ ド と 決 し て 重 複 せ

ず 且 つ 短 い 認 識 配 列 を も つ シ ト シ ン C-5 M Taseを 開 発 し 同 定 す る こ と が 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 者 は 、 短 い 認 識 配 列 中 の シ ト シ ン C-5 M Taseを 同 定 す る た め の 系 統 的 戦 略 を 見 出

し 、 6つ の 新 規 認 識 配 列 の M Taseを 同 定 す る こ と を 可 能 に し た 。 そ し て 、 こ れ ら の M Taseの

う ち 、 CGジ ヌ ク レ オ チ ド と の 非 重 複 特 異 性 が 哺 乳 類 細 胞 の エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ に 有 益 で

あ る と 考 え ら れ る 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド を 認 識 し 得 る M Taseに 着 目 し 、 新 規 な M Taseを 開 発 し

た 。 こ の 新 規 な M Taseは 、 よ り 具 体 的 に は 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 、 当

該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る こ と が で き る M Taseで あ る 。 CCジ ヌ ク レ

オ チ ド と い う 僅 か ２ 塩 基 で あ り 、 且 つ 内 在 性 メ チ ル 化 が 起 こ る CGと は 重 複 し な い コ ン テ ク

ス ト を 認 識 し 、 メ チ ル 化 す る こ と が で き る 当 該 新 規 な M Taseは 、 こ れ ま で に 報 告 も 実 現 も

さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

２ ． タ ン パ ク 質

　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 は 、 D N Aメ チ ル 基 転 移 酵 素 （ M Tase） と し て の 機 能 を 有 す る タ ン

パ ク 質 で あ る 。 具 体 的 に は 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 、 当 該 配 列 中 の 5’

側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 M.

CviQIX又 は M.CviPIIの M Taseの N末 端 を 含 む 一 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、

上 記 活 性 （ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 ） を 有

す る も の と な っ た （ 当 該 活 性 を 獲 得 し た ） タ ン パ ク 質 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 こ こ で 、 M.CviQIXは 、 Paramecium bursaria Chlorella virus N Y2A由 来 で あ る と さ れ て

き た M Taseで あ り 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 な

お 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば 、 配 列

番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 が 挙 げ ら れ る 。

　 M.CviPIIは 、 Chlorella virus由 来 の M Taseで あ り 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ４ に

示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 な お 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 と し て は 、

限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】

　 な お 、 M.CviQIX及 び M.CviPIIの M Taseは 、 い ず れ も 、 従 来 か ら 知 ら れ て い る 多 数 の M Tase

の う ち の 一 つ で あ り 、 「 CCDト リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 （ こ こ で 、 Dは A、 G又 は C） を 特 異 的

に 認 識 し て そ の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 し 得 る も の と し て 知 ら れ て い る も の で

あ る 。 こ の よ う な 、 CCDト リ ヌ ク レ オ チ ド と い う 比 較 的 短 い 配 列 を 認 識 し て メ チ ル 化 し 得

る M Taseを 、 さ ら に 改 変 し よ う と す る 合 理 的 な 理 由 は 、 通 常 、 当 業 者 に お い て は 存 在 し な

い 。 ま し て や 、 仮 に 更 に 短 い ジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 し メ チ ル 化 し 得 る M Taseに 改 変 さ

せ よ う と し た 場 合 で あ っ て も 、 そ の N末 端 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ る と い う 手 段 に

至 る 合 理 的 な 理 由 は な い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 M.CviQIXで あ る M Taseの N末 端 を 含 む 一 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の と は 、 限 定 は

さ れ ず 、 例 え ば 、 当 該 M Taseの N末 端 か ら 、 １ １ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の や 、 １ ３ ア

ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の や 、 １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の で あ っ て も よ い が 、

な か で も 、 １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の が 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。 こ の M.CviQIXの N

末 端 か ら １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ６ に 示 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る （ な お 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ５

に 示 さ れ る 塩 基 配 列 で あ る 。 ） 。 そ の た め 、 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 と し て は 、 配 列 番 号

６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 も 、 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 M.CviPIIで あ る M Taseの N末 端 を 含 む 一 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の と は 、 限 定 は

さ れ ず 、 例 え ば 、 当 該 M Taseの N末 端 か ら 、 １ １ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の や 、 １ ３ ア

ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の や 、 １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の で あ っ て も よ い が 、

な か で も 、 １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た も の が 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。 こ の M.CviPIIの N

末 端 か ら １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ８ に 示 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る （ な お 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ７

に 示 さ れ る 塩 基 配 列 で あ る 。 ） 。 そ の た め 、 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 と し て は 、 配 列 番 号

８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 も 、 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 と し て は 、 限 定 は さ れ ず 、 例 え ば 、 本 項 に お い て 上 述 し た 各 種

タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加

さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5

’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る 、 タ ン パ ク 質 （ い わ ゆ る 変 異 型 の タ ン

パ ク 質 ） も 、 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。

　 こ こ で 、 上 記 「 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配

列 」 と し て は 、 例 え ば 、 １ 個 ～ １ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ 数 個 、 １ ～ ５ 個 、 １ ～ ４ 個 、

１ ～ ３ 個 、 １ ～ ２ 個 、 又 は １ 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ

る こ と が 好 ま し い 。 当 該 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 等 の 変 異 の 導 入 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発

法 を 利 用 し た 変 異 導 入 用 キ ッ ト 、 例 え ば 、 GeneTailor
T M

 Site-Directed Mutagenesis Sys

tem（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） 、 及 び TaKaRa Site-Directed Mutagenesis System（ Prime ST

AR(登 録 商 標 ) Mutagenesis Basal kit、 Mutan(登 録 商 標 )-Super Express K m等 ： タ カ ラ バ

イ オ 社 製 ） 等 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 の 変 異 が 導 入 さ

れ て い る か ど う か は 、 各 種 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 法 、 並 び に X線 及 び N M R等 に よ る 構 造 解 析 法 な

ど を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 と し て は 、 限 定 は さ れ ず 、 例 え ば 、 本 項 に お い て 上 述 し

た 各 種 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 80%以 上 の 同 一 性 （ 相 同 性 ） を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を

含 み 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5

-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る 、 タ ン パ ク 質 （ い わ ゆ る 変 異 型 の タ ン パ ク 質 ） も 、 好 ま し く

挙 げ ら れ る 。

　 こ こ で 、 上 記 同 一 性 は 、 85％ 以 上 、 90％ 以 上 、 95％ 以 上 、 96％ 以 上 、 97％ 以 上 、 98％ 以
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上 、 又 は 99％ 以 上 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。

　 上 述 し た 変 異 型 の タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 用

い て 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 「 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 す る 」 と は 、 シ ト シ ン （ C

） が ２ 塩 基 連 な っ た ジ ヌ ク レ オ チ ド の み を 認 識 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 「 CCジ

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 」 と は 、 前 記 認 識 し た CCの

う ち の 5’ 側 の 方 の シ ト シ ン 残 基 に 対 し 、 該 残 基 の 5位 の 炭 素 を メ チ ル 化 す る こ と を 意 味 し

、 そ の メ チ ル 化 に よ り 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 又 は 5-メ チ ル シ チ ジ ン （ 5mC） と な る 。 こ の よ

う な メ チ ル 化 の 活 性 は 、 例 え ば 、 5mCの 存 在 に よ り 切 断 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と が 知 ら れ て

い る HaeIII（ G GCCを 認 識 ） や HpaII（ CCG Gを 認 識 ） に よ る D N A切 断 の 有 無 を 調 べ る 方 法 や 、

バ イ サ ル フ ァ イ ト シ ー ク エ ン シ ン グ 法 等 に よ り 、 検 出 、 測 定 、 評 価 を す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 は 、 天 然 物 由 来 の ペ プ チ ド を 組 み 合 わ せ て 連 結 し た も の で あ っ

て も よ い し 、 人 工 的 に 化 学 合 成 し て 得 ら れ た も の で あ っ て も よ く 、 限 定 は さ れ な い 。

　 天 然 物 由 来 の タ ン パ ク 質 は 、 天 然 物 か ら 公 知 の 回 収 法 及 び 精 製 法 に よ り 直 接 得 て も よ い

し 、 又 は 、 公 知 の 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ り 、 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 各 種 発

現 ベ ク タ ー 等 に 組 込 ん で 細 胞 に 導 入 し 、 発 現 さ せ た 後 、 公 知 の 回 収 法 及 び 精 製 法 に よ り 得

て も よ い 。 あ る い は 、 市 販 の キ ッ ト 、 例 え ば 、 試 薬 キ ッ ト PROTEIOS
T M

（ 東 洋 紡 ） 、 TNT
T M

System（ プ ロ メ ガ ） 、 合 成 装 置 の PG-Mate
T M

（ 東 洋 紡 ） 及 び RTS（ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ

ィ ク ス ） 等 を 用 い た 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 に よ り 当 該 タ ン パ ク 質 を 産 生 し 、 公 知 の 回 収

法 及 び 精 製 法 に よ り 得 て も よ く 、 限 定 は さ れ な い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 化 学 合 成 タ ン パ ク 質 は 、 公 知 の タ ン パ ク 質 合 成 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。

合 成 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ア ジ ド 法 、 酸 ク ロ ラ イ ド 法 、 酸 無 水 物 法 、 混 合 酸 無 水 物 法 、

DCC法 、 活 性 エ ス テ ル 法 、 カ ル ボ イ ミ ダ ゾ ー ル 法 及 び 酸 化 還 元 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、

そ の 合 成 は 、 固 相 合 成 法 及 び 液 相 合 成 法 の い ず れ を も 適 用 す る こ と が で き る 。 市 販 の タ ン

パ ク 質 合 成 装 置 を 使 用 し て も よ い 。 合 成 反 応 後 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 公 知 の 精 製 法

を 組 み 合 わ せ て タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と が で き る 。

　 本 発 明 に お い て は 、 前 述 し た 本 発 明 に 係 る 各 種 タ ン パ ク 質 と と も に 、 又 は そ れ に 代 え て

、 当 該 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 を 含 む こ と が で き る 。 当 該 誘 導 体 と は 、 当 該 タ ン パ ク 質 に 由 来

し て 調 製 さ れ 得 る も の を す べ て 含 む 意 味 で あ り 、 例 え ば 、 構 成 ア ミ ノ 酸 の 一 部 が 非 天 然 の

ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ た も の や 、 構 成 ア ミ ノ 酸 （ 主 に そ の 側 鎖 ） の 一 部 に 化 学 修 飾 が 施 さ れ

た も の 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 ま た 本 発 明 に お い て は 、 前 述 し た 本 発 明 に 係 る 各 種 タ ン パ ク 質 、 及 び ／ 又 は 、 当 該 タ ン

パ ク 質 の 誘 導 体 と と も に 、 あ る い は そ れ に 代 え て 、 当 該 タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 当 該 誘 導 体

の 塩 を 含 む こ と が で き る 。 当 該 塩 と し て は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 又 は 塩 基 性 塩

が 好 ま し い 。 酸 付 加 塩 と し て は 、 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 な ど の 無 機 酸

と の 塩 、 あ る い は 酢 酸 、 ギ 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 酒 石 酸

、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 蓚 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 な ど の

有 機 酸 と の 塩 が 挙 げ ら れ る 。 塩 基 性 塩 と し て は 、 例 え ば 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ

ウ ム 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 水 酸 化 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 無 機 塩 基 と の 塩 、 あ る い は カ フ ェ

イ ン 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ピ リ ジ ン な ど の 有 機 塩 基 と の 塩 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 当 該 塩 は 、 塩 酸 な ど の 適 切 な 酸 、 又 は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 適 切 な 塩 基 を 用 い て 調 製

す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 中 、 又 は メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 若 し く は ジ オ キ サ ン な ど

の 不 活 性 な 水 混 和 性 有 機 溶 媒 を 含 む 液 体 中 で 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ル を 用 い て 処 理 す る こ と

に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】
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２ ． 組 換 え 遺 伝 子

　 上 述 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば

、 以 下 の (a)、 (b)又 は (c)の D N Aを 含 む 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら D N Aを 含 む 遺 伝 子 と し

て は 、 こ れ ら D N Aの み か ら な る も の で あ っ て も よ い し 、 こ れ ら D N Aを 一 部 に 含 み 、 そ の 他 に

遺 伝 子 発 現 に 必 要 な 公 知 の 塩 基 配 列 （ 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 SD配 列 、 Kozak配 列 、 タ ー ミ ネ

ー タ ー 等 ） や 各 種 制 限 酵 素 サ イ ト の 認 識 配 列 を 含 む も の で あ っ て も よ く 、 限 定 は さ れ な い

。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 (a) 配 列 番 号 ５ 又 は ７ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む D N A。

　 (b) 上 記 (a)の D N Aに 対 し 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る D N Aと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で

ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る D N Aで あ り 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中

の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A。

　 (c) 上 記 (a)の D N Aに 対 し て 80%以 上 の 同 一 性 を 有 す る D N Aで あ り 、 か つ CCジ ヌ ク レ オ チ ド

配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る

タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N A。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 上 記 (a)の D N Aに お い て 、 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 は 、 前 述 し た と お り 、 M.CviQIX

の M Taseの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） に お け る N末 端 か ら １ ５ 残 基 を 欠 失 さ せ た ア ミ ノ 酸

配 列 を 、 コ ー ド す る 塩 基 配 列 で あ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 は 、 M.CviPII

の M Taseの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） に お け る N末 端 か ら １ ５ 残 基 を 欠 失 さ せ た ア ミ ノ 酸

配 列 を 、 コ ー ド す る 塩 基 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 上 記 (b)の D N Aは 、 上 記 (a)の D N A若 し く は そ れ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る D N A、 又 は こ

れ ら を 断 片 化 し た も の を プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 プ ラ ー

ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 等 の 公 知 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を

実 施 し 、 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー や ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は

、 公 知 の 方 法 で 作 製 さ れ た も の を 利 用 し て も よ い し 、 市 販 の cD N Aラ イ ブ ラ リ ー や ゲ ノ ム ラ

イ ブ ラ リ ー を 利 用 し て も よ く 、 限 定 は さ れ な い 。

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 の 詳 細 な 手 順 に つ い て は 、 Molecular Cloning, A Laborator

y Manual 4th ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)等 を 適 宜 参 照 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 実 施 に お け る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 ハ イ ブ リ

ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 時 の 条 件 で あ っ て 、 例 え ば 、 バ ッ フ ァ ー の 塩 濃 度 が 15～ 330m M、

温 度 が 25～ 65℃ 、 好 ま し く は 塩 濃 度 が 15～ 150m M、 温 度 が 45～ 55℃ の 条 件 を 意 味 す る 。 具

体 的 に は 、 例 え ば 80m Mで 50℃ 等 の 条 件 を 挙 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 塩 濃 度

や 温 度 等 の 条 件 に 加 え て 、 プ ロ ー ブ 濃 度 、 プ ロ ー ブ の 長 さ 、 反 応 時 間 等 の 諸 条 件 も 考 慮 し

、 上 記 (b)の D N Aを 得 る た め の 条 件 を 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 上 記 (c)の D N Aは 、 上 記 (a)の D N Aに 対 し て 80%以 上 の 同 一 性 （ 相 同 性 ） を 有 す る D N Aで あ り

、 よ り 好 ま し く は 85％ 以 上 、 90％ 以 上 、 95％ 以 上 、 96％ 以 上 、 97％ 以 上 、 98％ 以 上 、 又 は

99％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る D N Aが 挙 げ ら れ る 。 当 該 D N Aは 、 前 記 (b)の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る D

N Aと し て も 好 ま し い 。

　 上 記 (c)の D N A等 の よ う な 変 異 型 の D N Aは 、 例 え ば 、 Molecular Cloning, A Laboratory M

anual 4th ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)、 Current Protocols in

Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987-1997) 等 に 記 載 の 部 位 特 異 的 変 位 誘 発 法

に 準 じ て 調 製 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 Kunkel法 や Gapped duplex法 等 の 公 知 手 法

に よ り 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 を 利 用 し た 変 異 導 入 用 キ ッ ト を 用 い て 調 製 す る こ と が

で き 、 当 該 キ ッ ト と し て は 、 例 え ば 、 QuickChange
T M

Site-Directed Mutagenesis Kit（ ス
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ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 、 GeneTailor
T M

 Site-Directed Mutagenesis System（ イ ン ビ ト ロ ジ

ェ ン 社 製 ） 、 TaKaRa Site-Directed Mutagenesis System（ Mutan-K、 Mutan-Super Expres

s K m等 ： タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） 等 が 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ま た 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 の コ ド ン を 示 す 塩 基 と な る よ う に ミ ス セ ン ス 変 異 が 導 入 さ れ る よ

う に 設 計 し た PCRプ ラ イ マ ー を 用 い 、 野 生 型 M TGを コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 む D N A等 を テ ン

プ レ ー ト と し て 、 適 当 な 条 件 下 で PCRを 行 う こ と に よ り 調 製 す る こ と も で き る 。 PCRに 用 い

る D N Aポ リ メ ラ ー ゼ は 、 限 定 は さ れ な い が 、 正 確 性 の 高 い D N Aポ リ メ ラ ー ゼ で あ る こ と が 好

ま し く 、 例 え ば 、 Pwo D N A（ ポ リ メ ラ ー ゼ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス ） 、 Pfu D N Aポ

リ メ ラ ー ゼ （ プ ロ メ ガ ） 、 プ ラ チ ナ Pfx D N Aポ リ メ ラ ー ゼ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） 、 K O D D N A

ポ リ メ ラ ー ゼ （ 東 洋 紡 ） 、 K O D-plus-ポ リ メ ラ ー ゼ （ 東 洋 紡 ） 等 が 好 ま し い 。 PCRの 反 応 条

件 は 、 用 い る D N Aポ リ メ ラ ー ゼ の 最 適 温 度 、 合 成 す る D N Aの 長 さ や 種 類 等 に よ り 適 宜 設 定 す

れ ば よ い が 、 例 え ば 、 サ イ ク ル 条 件 で あ れ ば 「 90～ 98℃ で 5～ 30秒 （ 熱 変 性 ・ 解 離 ） → 50

～ 65℃ で 5～ 30秒 （ ア ニ ー リ ン グ ） → 65～ 80℃ で 30～ 1200秒 （ 合 成 ・ 伸 長 ） 」 を １ サ イ ク

ル と し て 合 計 20～ 200サ イ ク ル 行 う 条 件 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 上 記 (b)や (c)の D N Aと し て は 、 例 え ば 、 上 記 (a)の D N Aと 比 較 し て 、 塩 基 配 列 に つ い て は

完 全 に 同 一 で は な い が 、 翻 訳 さ れ た 後 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 完 全 に 同 一 と な る よ う な

塩 基 配 列 か ら な る D N A（ す な わ ち 上 記 (a)の D N Aに サ イ レ ン ト 変 異 が 施 さ れ た D N A） が 、 特 に

好 ま し い 。

　 上 記 (b)や (c)の D N Aに お け る 、 「 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5

’ 側 の シ ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 」 に 関 す る 説 明 等 に つ い て は 、 前 項 に お け る 記

載 内 容 が 適 宜 適 用 で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 翻 訳 後 の 個 々 の ア ミ ノ 酸 に 対 応

す る コ ド ン は 、 特 に 限 定 は さ れ な い の で 、 転 写 後 、 ヒ ト 等 の 哺 乳 類 に お い て 一 般 的 に 用 い

ら れ て い る コ ド ン （ 好 ま し く は 使 用 頻 度 の 高 い コ ド ン ） を 示 す D N Aを 含 む も の で あ っ て も

よ い し 、 ま た 、 大 腸 菌 や 酵 母 等 の 微 生 物 や 、 植 物 等 に お い て 一 般 的 に 用 い ら れ て い る コ ド

ン （ 好 ま し く は 使 用 頻 度 の 高 い コ ド ン ） を 示 す D N Aを 含 む も の で あ っ て も よ い 。

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 当 該 タ ン パ ク 質 が 前 述 し

た リ ン カ ー 配 列 を 含 む も の で あ る 場 合 は 、 そ の リ ン カ ー 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る

D N Aを 含 む も の で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

３ ． 組 換 え ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体

　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に は 、 ま ず 、 上 述 し た 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 を

発 現 ベ ク タ ー に 組 込 ん で 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 際 、 発 現 ベ ク

タ ー に 組 込 む 遺 伝 子 に は 、 必 要 に 応 じ て 、 予 め 、 上 流 に 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 SD配 列 （ 宿 主

が 原 核 細 胞 の 場 合 ） 及 び Kozak配 列 （ 宿 主 が 真 核 細 胞 の 場 合 ） を 連 結 し て お い て も よ い し

、 下 流 に タ ー ミ ネ ー タ ー を 連 結 し て お い て も よ く 、 そ の 他 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ シ ン

グ シ グ ナ ル 、 ポ リ Ａ 付 加 シ グ ナ ル 、 選 択 マ ー カ ー 等 を 連 結 し て お く こ と も で き る 。 な お 、

上 記 転 写 プ ロ モ ー タ ー 等 の 遺 伝 子 発 現 に 必 要 な 各 要 素 は 、 初 め か ら 当 該 遺 伝 子 に 含 ま れ て

い て も よ い し 、 も と も と 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ て い る 場 合 は そ れ を 利 用 し て も よ く 、 各 要

素 の 使 用 態 様 は 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 発 現 ベ ク タ ー に 当 該 遺 伝 子 を 組 込 む 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 制 限 酵 素 を 用 い る 方 法 や 、

ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ を 用 い る 方 法 な ど 、 公 知 の 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利 用 し た 各 種 方 法 が 採 用

で き る 。 ま た 、 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド D N A、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ D N A

、 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン D N A、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 人 工 染 色 体 D N Aな ど 、 本 発 明 の タ

ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 保 持 し 得 る も の で あ れ ば 、 限 定 は さ れ ず 、 使 用 す る 宿 主 細
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胞 に 適 し た ベ ク タ ー を 適 宜 選 択 し て 使 用 す る こ と が で き る 。

　 次 い で 、 構 築 し た 上 記 組 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 に 導 入 し て 形 質 転 換 体 を 得 、 こ れ を 培 養 す

る こ と に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 で 言 う 「 形

質 転 換 体 」 と は 宿 主 に 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た も の を 意 味 し 、 例 え ば 、 宿 主 に プ ラ ス ミ ド

D N A等 を 導 入 す る こ と （ 形 質 転 換 ） で 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た も の 、 並 び に 、 宿 主 に 各 種

ウ イ ル ス 及 び フ ァ ー ジ を 感 染 さ せ る こ と （ 形 質 導 入 ） で 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た も の が 含

ま れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 宿 主 と し て は 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る

も の で あ れ ば 、 限 定 は さ れ ず 、 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 ヒ ト や マ ウ ス 等 の

各 種 動 物 細 胞 、 各 種 植 物 細 胞 、 細 菌 、 酵 母 、 植 物 細 胞 等 の 公 知 の 宿 主 が 挙 げ ら れ る 。

　 動 物 細 胞 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 、 CH O細 胞 、 サ ル 細 胞 COS-7、 Ve

ro、 マ ウ ス L細 胞 、 ラ ッ ト G H3、 ヒ ト FL細 胞 等 が 用 い ら れ る 。 ま た 、 Sf9細 胞 、 Sf21細 胞 等

の 昆 虫 細 胞 を 用 い る こ と も で き る 。

　 細 菌 を 宿 主 と す る 場 合 、 例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 等 が 用 い ら れ る 。

　 酵 母 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cere

visiae） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） 等 が 用 い ら れ る

。

　 植 物 細 胞 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 例 え ば 、 タ バ コ BY-2細 胞 等 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 形 質 転 換 体 を 得 る 方 法 は 、 限 定 は さ れ ず 、 宿 主 と 発 現 ベ ク タ ー と の 種 類 の 組 み 合 わ せ を

考 慮 し 、 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 ヒ ー

ト シ ョ ッ ク 法 、 PEG法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 、 並 び に 、 D N Aウ イ ル ス

や RN Aウ イ ル ス 等 の 各 種 ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 方 法 な ど が 好 ま し く 挙 げ ら れ る 。

　 得 ら れ る 形 質 転 換 体 に お い て は 、 組 換 え ベ ク タ ー に 含 ま れ る 遺 伝 子 の コ ド ン 型 は 、 実 際

に 用 い た 宿 主 の コ ド ン 型 と 一 致 し て い て も よ い し 、 異 な っ て い て も よ く 、 限 定 は さ れ な い

。

【 ０ ０ ４ ５ 】

４ ． タ ン パ ク 質 の 製 法

　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 の 製 造 は 、 具 体 的 に は 、 前 述 し た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 工 程 と

、 得 ら れ る 培 養 物 か ら 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 し 当 該 配 列 中 の 5’ 側 の シ

ト シ ン 残 基 を 5-メ チ ル 化 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 採 取 す る 工 程 と を 含 む 方 法 に よ り

実 施 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 「 培 養 物 」 と は 、 培 養 上 清 、 培 養 細 胞 、 培 養 菌 体 、 又 は

細 胞 若 し く は 菌 体 の 破 砕 物 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。 上 記 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、

宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 上

記 培 養 物 中 に 蓄 積 さ れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 前 記 採 取 す る 工 程 は 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 工

程 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 上 記 培 養 に 用 い る 培 地 と し て は 、 宿 主 が 資 化 し 得 る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 な ど を 含

有 し 、 形 質 転 換 体 の 培 養 を 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 培 地 で あ れ ば 、 公 知 の 各 種 天 然 培 地

及 び 合 成 培 地 の い ず れ を 用 い て も よ い 。

　 培 養 中 は 、 形 質 転 換 体 に 含 ま れ る 組 換 え ベ ク タ ー の 脱 落 及 び 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す

る 遺 伝 子 の 脱 落 を 防 ぐ た め に 、 選 択 圧 を か け た 状 態 で 培 養 し て も よ い 。 す な わ ち 、 選 択 マ

ー カ ー が 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 相 当 す る 薬 剤 を 培 地 に 添 加 す る こ と が で き 、 選

択 マ ー カ ー が 栄 養 要 求 性 相 補 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 相 当 す る 栄 養 因 子 を 培 地 か ら 除 く こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 形 質 転

換 体 等 を 培 養 す る 場 合 は 、 必 要 に 応 じ て 、 好 適 な イ ン デ ュ ー サ ー （ 例 え ば 、 IPTG等 ） を 培
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地 に 添 加 し て も よ い 。

　 形 質 転 換 体 の 培 養 条 件 は 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 生 産 性 及 び 宿 主 の 生 育 が 妨 げ ら れ な い 条 件

で あ れ ば 特 に 限 定 は さ れ ず 、 通 常 、 10℃ ～ 40℃ 、 好 ま し く は 20℃ ～ 37℃ で 5～ 100時 間 行 う

。 pHの 調 整 は 、 無 機 又 は 有 機 酸 、 ア ル カ リ 溶 液 等 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 培 養 方 法 と

し て は 、 固 体 培 養 、 静 置 培 養 、 振 盪 培 養 、 通 気 攪 拌 培 養 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 培 養 後 、 目 的 タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞 を 破

砕 す る こ と に よ り 目 的 タ ン パ ク 質 を 採 取 す る こ と が で き る 。 菌 体 又 は 細 胞 の 破 砕 方 法 と し

て は 、 フ レ ン チ プ レ ス 又 は ホ モ ジ ナ イ ザ ー に よ る 高 圧 処 理 、 超 音 波 処 理 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 等

に よ る 磨 砕 処 理 、 リ ゾ チ ー ム 、 セ ル ラ ー ゼ 又 は ペ ク チ ナ ー ゼ 等 を 用 い る 酵 素 処 理 、 凍 結 融

解 処 理 、 低 張 液 処 理 、 フ ァ ー ジ に よ る 溶 菌 誘 導 処 理 等 を 利 用 す る こ と が で き る 。 破 砕 後 、

必 要 に 応 じ て 菌 体 又 は 細 胞 の 破 砕 残 渣 （ 細 胞 抽 出 液 不 溶 性 画 分 を 含 む ） を 除 く こ と が で き

る 。 残 渣 を 除 去 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 や ろ 過 な ど が 挙 げ ら れ 、 必 要 に 応 じ

て 、 凝 集 剤 や ろ 過 助 剤 等 を 使 用 し て 残 渣 除 去 効 率 を 上 げ る こ と も で き る 。 残 渣 を 除 去 し た

後 に 得 ら れ た 上 清 は 、 細 胞 抽 出 液 可 溶 性 画 分 で あ り 、 粗 精 製 し た タ ン パ ク 質 溶 液 と す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ま た 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 は 、 菌 体 や 細 胞 そ の も の

を 遠 心 分 離 、 膜 分 離 等 で 回 収 し て 、 未 破 砕 の ま ま 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。

　 一 方 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 外 又 は 細 胞 外 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま

使 用 す る か 、 遠 心 分 離 や ろ 過 等 に よ り 菌 体 又 は 細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 必 要 に 応 じ て 硫

安 沈 澱 に よ る 抽 出 等 に よ り 、 培 養 物 中 か ら 目 的 タ ン パ ク 質 を 採 取 し 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て

透 析 、 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ゲ ル ろ 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ

ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 ） を 用 い て 単 離 精 製 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 形 質 転 換 体 等 を 培 養 し て 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の 生 産 収 率 は 、 例 え ば 、 培 養 液 あ た り 、 菌

体 湿 重 量 又 は 乾 燥 重 量 あ た り 、 粗 酵 素 液 タ ン パ ク 質 あ た り な ど の 単 位 で 、 SDS-PA GE（ ポ リ

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ） 等 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。

　 ま た 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 製 造 は 、 上 述 し た よ う な 形 質 転 換 体 を 用 い た タ ン パ ク 質 合 成 系

の ほ か 、 生 細 胞 を 全 く 使 用 し な い 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 を 用 い て 行 う こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 と は 、 細 胞 抽 出 液 を 用 い て 試 験 管 等 の 人 工 容 器 内 で 目 的 タ ン パ

ク 質 を 合 成 す る 系 で あ る 。 ま た 、 使 用 し 得 る 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 系 と し て は 、 D N Aを 鋳

型 と し て RN Aを 合 成 す る 無 細 胞 転 写 系 も 含 ま れ る 。

　 こ の 場 合 、 使 用 す る 細 胞 抽 出 液 の 由 来 は 、 前 述 の 宿 主 細 胞 で あ る こ と が 好 ま し い 。 細 胞

抽 出 液 と し て は 、 例 え ば 真 核 細 胞 由 来 又 は 原 核 細 胞 由 来 の 抽 出 液 、 よ り 具 体 的 に は 、 CH O

細 胞 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 、 マ ウ ス L-細 胞 、 HeLa細 胞 、 小 麦 胚 芽 、 出 芽 酵 母 、 大 腸 菌 な ど の

抽 出 液 を 使 用 す る こ と が で き る 。 な お 、 こ れ ら の 細 胞 抽 出 液 は 、 濃 縮 又 は 希 釈 し て 用 い て

も よ い し 、 そ の ま ま で も よ く 、 限 定 は さ れ な い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 細 胞 抽 出 液 は 、 例 え ば 限 外 濾 過 、 透 析 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)沈 殿 等 に よ っ て

得 る こ と が で き る 。

　 こ の よ う な 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 は 、 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 例 え ば

、 試 薬 キ ッ ト PROTEIOS
T M

（ 東 洋 紡 ） 、 TNT
T M

System（ プ ロ メ ガ ） 、 合 成 装 置 の PG-Mate
T M

（

東 洋 紡 ） 、 RTS（ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

　 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 に よ っ て 産 生 さ れ た 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 前 述 し た よ う に ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー 等 の 手 段 を 適 宜 選 択 し て 、 精 製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

５ ． タ ン パ ク 質 の 用 途
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　 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 （ 前 項 の 製 法 に よ り 得 ら れ る タ ン パ ク 質 も 含 む ） を 用 い る こ と

を 含 む 、 エ ピ ゲ ノ ム 解 析 方 法 （ エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ ） も 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ の ツ ー ル と し て の M Taseの 需 要 が 増 加 し て い る に も 関 わ ら ず 、 利

用 可 能 な 酵 素 は 限 ら れ て お り 、 特 に 、 短 い 認 識 配 列 の シ ト シ ン C-5 M Taseに つ い て は 限 ら

れ て い る 。 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 内 在 性 メ チ ル 化 が 起 こ る CG

ジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 異 な る （ CGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 重 複 し な い ） 、 CCジ ヌ ク レ オ

チ ド 配 列 を 認 識 し メ チ ル 化 す る こ と が 可 能 な も の で あ る 。 そ の た め 、 本 発 明 に 係 る タ ン パ

ク 質 は 、 エ ピ ゲ ノ ム 解 析 方 法 （ エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ ） の た め の 新 し い プ ロ ー ブ と し て 有

用 な も の で あ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 以 下 に 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ

る も の で は な い 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ５ ６ 】

１ ． 材 料 及 び 方 法

配 列 解 析

　 M. CviQIXの ア ミ ノ 酸 配 列 は REBASE (http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html)か ら

(参 照 文 献 19,20)、 M.CviPIIの ア ミ ノ 酸 配 列 は 参 照 文 献 21か ら 、 入 手 し た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

人 工 的 な 遺 伝 子 合 成 と 発 現 ベ ク タ ー へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

　 M.CviQIX及 び M.CviPIIを コ ー ド す る 遺 伝 子 は Eurofin Genomics Inc.に よ り 、 E. coliの

コ ド ン 最 適 化 を 行 っ た 上 で 合 成 さ れ た 。 遺 伝 子 内 部 に Bam HI及 び EcoRIの 認 識 配 列 を 持 た ず

、 そ れ ぞ れ 5’ 及 び 3’ 末 端 に Bam HIと EcoRIの 認 識 配 列 を 持 つ 遺 伝 子 を 合 成 し た （ 配 列 番 号

９ 及 び １ ０ （ 配 列 番 号 ９ 及 び １ ０ の 塩 基 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ５ 及 び ７ の 塩 基 配 列

の 5’ 及 び 3’ 末 端 に 上 記 認 識 配 列 を 付 加 し た も の で あ る 。 ） ） 。 こ の 遺 伝 子 断 片 を pCZS（

図 1） の Bam HI-EcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 M.CviQIX及 び M.CviPIIの N末 端 の 欠 損

変 異 遺 伝 子 の 作 成 は 、 そ れ ぞ れ の 完 全 長 体 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー か ら 、 イ ン バ ー ス PCRを

実 施 し た 上 で Infusionク ロ ー ニ ン グ （ タ カ ラ バ イ オ 社 ） に よ り 環 状 化 し て 実 現 し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

MTaseの 小 規 模 誘 導 と 細 菌 ゲ ノ ム DNA抽 出

　 M.CviQIX及 び M.CviPIIを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 細 菌 発 現 ベ ク タ ー pCZSを T7Express(

ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ボ 、 イ プ ス ウ ィ ッ チ 、 M A)に 導 入 し た 。 こ の 細 胞 を LB培 地 3

mL(1% [w/v]ト リ プ ト ン 、 0.5% [w/v]酵 母 エ キ ス 、 及 び 0.5% [w/v]塩 化 ナ ト リ ウ ム )に 100

μ g/mLの カ ル ベ ニ シ リ ン (日 本 、 京 都 、 ナ カ ラ イ ・ テ ス ク )を 接 種 し 、 激 し く 振 り 混 ぜ な が

ら 37℃ で 一 夜 増 殖 さ せ た 。 各 細 胞 懸 濁 液 50マ イ ク ロ リ ッ ト ル を カ ル ベ ニ シ リ ン 添 加 LB培 地

3mLで 希 釈 し 、 細 胞 を 振 盪 し な が ら 37℃ で 3時 間 培 養 し た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を 氷 冷 水 中 で 30

分 間 冷 却 し 、 1Mイ ソ プ ロ ピ ル β -D-1チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG、 ナ カ ラ イ テ ス ク )3μ L

を 加 え て タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 細 胞 は 遠 心 分 離 に よ り 採 取 し 、 D Neasy Blood & Tis

sue Kit (Qiagen)に よ る ゲ ノ ム D N A精 製 に 使 用 し た 。 ゲ ノ ム D N A濃 度 は 、 Qubit dsD N A BRア

ッ セ イ キ ッ ト 及 び Qubit蛍 光 光 度 計 (Thermo Fisher Scientific社 、 ワ ル タ ム 、 M A、 米 国 )

を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

制 限 酵 素 消 化 に よ る DNAメ チ ル 化 の 解 析

　 1× CutSmart Bufferと 、 制 限 酵 素 HaeIII又 は HpaIIを 含 む 10μ Lの 反 応 に ゲ ノ ム D N A (100

ng)を 加 え た 。 反 応 を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 酵 素 を 70℃ で 10分 間 熱 不 活 性 化 し た

。 上 記 い ず れ か の 制 限 酵 素 に よ る 処 理 の 後 、 2% E-Gel Exゲ ル 上 の E-Gel Power SN APシ ス

テ ム (Thermo Fisher Scientific社 製 )を 用 い て D N Aを 分 析 し た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】
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組 換 え MTaseの 精 製

　 M Taseを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 す る pCZSで 形 質 転 換 し た 細 菌 細 胞 を 、 100μ g/mLの カ ル

ベ ニ シ リ ン を 含 む 30mLの LB培 地 に 接 種 し 、 37℃ で 一 晩 激 し く 振 と う し て 培 養 し た 。 種 子 培

養 は 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 添 加 LB培 地 1Lを 含 む バ ッ フ ル の つ い た 2Lエ ル レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ

に 移 し 、 さ ら に 37℃ で 4時 間 振 と う 培 養 し た 。 こ の フ ラ ス コ を 氷 水 中 で 30分 間 冷 却 し 、 次

い で 、 230mgの IPTGを 加 え る こ と に よ り タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 フ ラ ス コ を 16℃ で 一

晩 激 し く 振 り 混 ぜ な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 2500× gで 15分 間 の 遠 心 分 離 を 介 し

て 収 集 し 、 収 集 し た 細 胞 を 、 使 用 す る ま で -80℃ で 凍 結 し た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 細 菌 細 胞 を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル (Nacalai Tesque)を 含 む 20mLの HisTrap緩 衝

液 A(20m Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.5、 800m M NaCl、 20m Mイ ミ ダ ゾ ー ル 、 1m M DTT、 及 び 10%

グ リ セ ロ ー ル )中 に 再 懸 濁 し 、 超 音 波 処 理 を 介 し て 破 壊 し た 。 溶 解 物 は 15,000× gで 15分 間

遠 心 分 離 に よ り 除 去 し 、 0.45μ mシ リ ン ジ フ ィ ル タ ー を 用 い て ろ 過 し た 。 HisTrap緩 衝 液 A

及 び HisTrap緩 衝 液 B(リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 20m M、 pH 7.5、 NaCl 800m M、 イ ミ ダ ゾ ー ル 200m M、

DTT 1m M、 グ リ セ ロ ー ル 10%)を 用 い て 、 5mLの HisTrap HPカ ラ ム (Cytiva、 Marlborough、 M A

)を 用 い て 、 1回 目 の 親 和 性 精 製 を 行 っ た 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 は 、 StrepTrap緩 衝

液 A(100m M Tris-HCl、 pH8.0、 150m M NaCl、 1m M EDTA、 1m M DTT)と StrepTrap緩 衝 液 B(00m M

 Tris-HCl、 pH8.0、 150m M NaCl、 1m M EDTA、 1m M DTT、 及 び 2.5m M d-デ ス チ オ ビ オ チ ン )を

用 い て 1mL StrepTrap HP (Cytiva)を 用 い て さ ら に 精 製 し た 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 は A

KTA Start System (Cytiva)を 用 い て 行 っ た 。 デ ュ ア ル ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 タ ン パ ク 質 を A

micon Ultra-4 30 K装 置 (Millipore)を 用 い て 限 外 濾 過 に よ り 濃 縮 し 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (

BSA)及 び グ リ セ ロ ー ル を 添 加 し て そ れ ぞ れ 100μ g/mL及 び 50% (v/v)の 最 終 濃 度 を 得 た 後 、

使 用 ま で -20℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

出 芽 酵 母 NOMe-Seq

　 S288C細 胞 (National Institute of Technology and Evaluation, NBRC1136の 生 物 資 源

セ ン タ ー )を 50mlの YPD培 地 (イ ー ス ト エ キ ス 1%、 2%の バ ク ト ペ プ ト ン 、 2%の デ キ ス ト ロ ー

ス )で 培 養 し 、 30℃ で 一 晩 の 振 と う 培 養 を 行 っ た 。 細 胞 懸 濁 液 を 1Lの YPDで 希 釈 し 、 さ ら に

30℃ で 4時 間 振 と う 培 養 し た 。 細 胞 を 2000× gで 15分 間 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 水 50mLで 2回

洗 浄 し 、 1Mソ ル ビ ト ー ル 20mL中 で 再 懸 濁 し た 。 セ ル ・ サ ス ペ ン シ ョ ン に β -マ ー カ プ ト エ

タ ノ ー ル 20μ L、 Zymolyase 100T 20mg(セ イ カ ガ ク 工 業 (株 )、 日 本 )を 加 え 、 15分 間 常 温 で

イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 壁 を 消 化 ・ 除 去 し て ス フ ェ ロ プ ラ ス ト を 得 た 。 次 に 、 ス フ ェ ロ プ

ラ ス ト を 1Mソ ル ビ ト ー ル 20mLで 2回 洗 浄 し 、 1Mソ ル ビ ト ー ル 20mLに 再 懸 濁 し た 。 再 懸 濁 し

た ス フ ェ ロ プ ラ ス ト に 38%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (和 光 化 学 、 日 本 、 大 阪 )240μ Lを 加 え 、 室 温

で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 固 定 を 行 っ た 。 固 定 し た ス フ ェ ロ プ ラ ス ト を 1Mソ ル ビ ト ー ル 2

0mLで 2回 洗 浄 し 、 5000× gで 5分 間 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 次 い で 、 ス フ ェ ロ プ ラ

ス ト を 10mLの 核 調 製 溶 液 (10m M HEPES‐ K O H、 pH7.5、 10m M NaCl、 3m M MgCl2、 及 び 0.5% [v

/v] Nonidet P 40代 替 物 )に 再 懸 濁 し 、 室 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 核 を 5000× gで 5

分 間 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 核 洗 浄 液 10mL(10m M HEPES-K O H, pH7.5,10m M NaCl,3m M MgCl2)

で 2回 洗 浄 し た 。 核 を 10mLの 核 洗 浄 液 に 再 懸 濁 し 、 そ の う ち 500μ Lを 20本 の チ ュ ー ブ に 分

注 し 、 使 用 す る ま で -80℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 凍 結 核 懸 濁 液 を 解 凍 し 、 500μ Lの 1× メ チ ル 化 緩 衝 液 (50m M Tris‐ HCl, pH 8.5,50m M Na

Cl,1m M DTT,1.6m M SA M)中 に 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 精 製 さ れ た M.CviQIXの N末 端 15ア ミ ノ 酸 残

基 欠 損 タ ン パ ク 質 (CC M Tと 呼 ぶ 、 後 述 の 結 果 セ ク シ ョ ン を 参 照 の こ と )を 適 切 な 量 加 え た

。 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 核 を 5000× gで 1分 間 遠 心 分 離 を し て ペ レ ッ ト 化 し

、 10m M Tris-HCl,pH 8.0,40μ Lに 再 懸 濁 し た 。 こ の 核 懸 濁 液 に 20mg/mlプ ロ テ イ ナ ー ゼ K及

び 10% (w/v) SDSを 5μ L添 加 し 、 50℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の 反 応 に 1M T

risHCl、 pH 8.0の 150μ Lを 添 加 し 、 白 色 鉱 油 で 重 層 し 、 80℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た

。 水 相 を 新 し い 試 験 管 に 移 し 、 Buffer AL及 び isopropanol 200μ Lと 混 合 し た 。 こ の 混 合
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物 を D Neasyカ ラ ム に 10,000× gで 1分 間 遠 心 分 離 し て 負 荷 し 、 Buffer W1及 び Buffer W2を 50

0μ Lず つ 順 次 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 精 製 D N Aを 200μ Lの Buffer AEで 溶 出 し 、 tPBATプ ロ ト コ

ル を 用 い て W GBS分 析 に 用 い た 。 Buffer AL、 Buffer W1、 Buffer W2、 Buffer AEは D Neasy B

lood & Tissue Kitに 付 属 の 試 薬 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

哺 乳 類 細 胞 の NOMe-Seq

　 IM R-90細 胞 (JCRB細 胞 バ ン ク #JCRB9054)を 、 10%ウ シ 胎 児 血 清 (Thermo Fisher Scientifi

c社 製 )及 び 50 U/mLの ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン (Thermo Fisher Scientific社 製 )を

添 加 し た ミ ニ マ ム エ ッ セ ン シ ャ ル 培 地 (Thermo Fisher Scientific社 製 )30mLを 含 む 4つ の T

75フ ラ ス コ で 、 湿 度 100%、 CO2 5%の 雰 囲 気 中 、 37℃ で 培 養 し た 。 増 殖 し た 細 胞 を ト リ プ シ

ン で 処 理 し 、 2000× gで 5分 間 遠 心 分 離 に よ り 集 め た 。 D-PBS (Nacalai Tesque)20mLで 細 胞

を 2回 洗 浄 し 、 CELLBA N KER 1(Takara Bio)に 1× 107細 胞 /mlで 再 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 液 は 50

0μ Lで 分 注 し 、 使 用 ま で -80℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 使 用 前 に 凍 結 細 胞 懸 濁 液 を 解 凍 し 、 PBSで 2回 洗 浄 し た 。 次 に 、 細 胞 を 核 調 製 緩 衝 液 (10m

M Tris-HCl、 pH 8.0、 10m M NaCl、 3m M MgCl2、 0.1m M EDTA)、 及 び 0.5% (w/v) NP-40に 再

懸 濁 し 、 10分 間 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 核 を 2000× gで 5分 間 遠 心 分 離 を 介 し て

集 め 、 最 適 量 の CC M Tで 1× メ チ ル 化 緩 衝 液 500μ Lで 再 懸 濁 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し た 。 そ の 後 、 2000× gで 5分 間 遠 心 分 離 し て 核 を 採 取 し 、 上 清 を 除 去 し た 。 核 を 20mg/m

lプ ロ テ イ ナ ー ゼ Kの 20μ Lに 溶 解 し 、 Buffer ATLを 200μ L添 加 し た 。 反 応 液 は 56℃ で 1時 間

イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Buffer AL 200μ Lと イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 200μ Lを 添 加 し た 。 こ の 混

合 物 を D Neasyカ ラ ム に ロ ー ド し 、 Buffer W1ま た は Buffer W2 500μ Lで 洗 浄 し た 。 精 製 し

た D N Aは 200μ Lの Buffer AEで 溶 出 し 、 W GBS解 析 に 用 い た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

２ ． 結 果

N末 端 欠 失 は M.CviQIX及 び M.CviPIIの MTase活 性 を 増 強 す る

　 本 発 明 者 は 、 CCDト リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の Cに 対 す る M Tase活 性 を 有 す る こ と が デ ー タ

ベ ー ス 上 に 記 載 さ れ て い た M.CviQIXの 活 性 型 タ ン パ ク 質 の 生 産 を 試 み た 。 し か し 、 こ の 遺

伝 子 が サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た い く つ か の 発 現 ベ ク タ ー を 持 つ ほ と ん ど の 細 菌 細 胞 に お い

て 、 D N Aメ チ ル 化 活 性 を 検 出 す る こ と は で き な か っ た (図 3A-3C)。 た だ し 、 発 現 ベ ク タ ー pC

TF及 び pCNSで サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た M.CviQIXを 発 現 す る 細 胞 で は 比 較 的 強 い M Tase活 性 が

認 め ら れ た 。 つ ま り 、 こ れ ら 二 種 類 の 発 現 ベ ク タ ー を 有 す る 細 胞 の ゲ ノ ム D N Aは 、 HaeIII

及 び HpaII消 化 の 両 方 に 対 し て 耐 性 を 示 し た (図 3C、 及 び 図 7A-7B)。 pCTF及 び pCNSは 、 そ れ

ぞ れ M.CviQIXの N末 端 に ト リ ガ ー 因 子 (TF)及 び SU M Oと 融 合 し た タ ン パ ク 質 を 産 生 す る よ う

に デ ザ イ ン さ れ て い る (図 3A)。 TFと SU M Oは タ ン パ ク 質 の 可 溶 化 や フ ォ ー ル デ ィ ン グ に 対 す

る 効 果 が 期 待 さ れ る (参 照 文 献 22)。 ま た 、 N末 端 が SU M O標 識 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 保 有 す

る 細 菌 細 胞 か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム D N Aは 、 C末 端 が SU M O標 識 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 保 有 す る 細

菌 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た ゲ ノ ム D N Aに 比 べ て 、 メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 に よ る 処 理 に 対 し て

よ り 強 い 性 を 示 し た (図 3C)。 そ こ で 、 こ れ ら の N末 端 TF及 び SU M O標 識 コ ン ス ト ラ ク ト の 産

物 の 精 製 を 試 み た 。 し か し 、 N末 端 His6タ グ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 後 、 両 タ ン パ ク

質 は ほ と ん ど M Tase活 性 を 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 向 上 や フ

ォ ー ル デ ィ ン グ と は 異 な る 何 ら か の 要 因 が N末 端 に あ り 、 M.CviQIXの D N Aメ チ ル 化 活 性 を 制

御 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い た 。 そ こ で 、 N末 端 配 列 が 精 製 M.CviQIXの 低 メ チ ル 化 活 性

を 引 き 起 こ す 原 因 か も し れ な い と い う 仮 説 を 立 て た 。 そ こ で M.CviQIXの N末 端 欠 損 タ ン パ

ク 質 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 有 す る 細 菌 細 胞 の ゲ ノ ム D N Aの 分 析 を 行 う こ と に し た 。 M.Cvi

QIXの N末 端 に は 3つ の メ チ オ ニ ン 残 基 が あ る 。 そ こ で 、 こ の 遺 伝 子 を 元 々 保 有 す る 生 物 の

細 胞 内 に お い て は 、 こ れ ら の 3残 基 の う ち の い ず れ か が 翻 訳 開 始 に 使 用 さ れ る の で は な い

か と 考 え た 。 そ こ で 、 そ れ ぞ れ の メ チ オ ニ ン の 一 残 基 手 前 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま で が 欠 損 し た

3種 類 の 変 異 体 を 作 成 し 、 そ の 宿 主 ゲ ノ ム の メ チ ル 化 状 態 を 分 析 し た 。 そ の 結 果 、 M.CviQI
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Xの N末 端 11、 13、 ま た は 15ア ミ ノ 酸 の 欠 失 は 宿 主 ゲ ノ ム の メ チ ル 化 を 増 強 す る こ と が 判 明

し た (図 3D-3E、 及 び 図 7C)。 つ ま り 、 こ れ ら 3つ の メ チ オ ニ ン 残 基 の い ず れ も 、 活 性 な M.Cv

iQIXを 産 生 す る た め の 開 始 コ ド ン と し て 使 用 す る こ と が で き た 。 ま た 、 M.CviPIIに お い て

も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た （ 図 7F-7G） つ ま り 、 M.CviQIX及 び M.CviPIIの N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列

は D N Aメ チ ル 化 活 性 に 対 し て 阻 害 作 用 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

WGBSに よ る M.CviQIXと M.CviPIIの 認 識 配 列 の 決 定

　 本 発 明 者 は 、 E. coli細 胞 に お い て M.CviQIX及 び M.CviPIIの N末 端 15ア ミ ノ 酸 欠 失 (N DEL1

5)変 異 体 の 発 現 を 誘 導 し 、 細 菌 の ゲ ノ ム D N Aを 抽 出 し 、 全 ゲ ノ ム バ イ サ ル フ ァ イ ト シ ー ク

エ ン シ ン グ 解 析 （ W GBS） を 実 施 し た (図 4A)。 各 シ ト シ ン 残 基 に つ い て メ チ ル 化 レ ベ ル を 測

定 し 、 メ チ ル 化 レ ベ ル に 寄 与 す る 周 辺 塩 基 配 列 の 出 現 頻 度 を ロ ゴ 表 示 し た 結 果 、 M.CviQIX

及 び M.CviPIIは CCジ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の Cに 対 し て メ チ ル 化 を 導 入 す る こ と が 明 ら か に

な っ た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

MTaseの 精 製 と  in vitroで の 活 性 の 確 認

　 次 に 、 本 発 明 者 は 、 M.CviQIX及 び M.CviPIIの N末 端 15ア ミ ノ 酸 残 基 欠 損 タ ン パ ク 質 遺 伝

子 を 用 い て 活 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 試 み た 。 こ の 際 、 精 製 条 件 が 確 立 さ れ て い る M.CviPI

の 活 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 も コ ン ト ロ ー ル と し て 同 時 に 試 み た 。 こ の 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ

さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 有 す る 細 菌 細 胞 を 培 養 し 、 タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 後 、 HisTag及

び StrepII-tagを 用 い た 二 重 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 法 を 用 い て こ れ ら の M Taseを 精 製 し た (図 2

)。 タ ン パ ク 質 を 100μ g/ml BSA、 10m M DTT、 及 び 50%グ リ セ ロ ー ル の 存 在 下 で 保 存 し 、 -20

℃ で の 保 存 中 に 酵 素 活 性 を 保 存 し た 。 精 製 タ ン パ ク 質 は 、 SDS-PA GEで は 高 度 に 均 質 で あ る

と 思 わ れ た 。 λ フ ァ ー ジ D N Aを 基 質 と し て 制 限 酵 素 及 び W GBSで ア ッ セ イ し た と こ ろ 、 こ れ

ら の M Taseは D N Aの 切 断 阻 害 を 引 き 起 こ し た こ と か ら 、 メ チ ル 化 活 性 を 示 す こ と が 確 認 さ れ

た (図 8B)。

【 ０ ０ ６ ９ 】

CC認 識 MTaseを 有 す る NOMe‐ Seqは  GCMTと 同 様 の メ チ ル 化 パ タ ー ン を 生 成 す る

　 CCジ ヌ ク レ オ チ ド は 、 認 識 配 列 が 短 く 、 約 10bp分 解 能 の 微 細 な エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ を

可 能 に し う る 。 そ こ で 、 本 発 明 者 は CCジ ヌ ク レ オ チ ド を 認 識 す る M Taseで あ る M.CviQIXあ

る い は M.CviPIIを エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ の プ ロ ー ブ と し て 確 立 す る こ と を 試 み た 。 発 現 ベ

ク タ ー と 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ を 比 較 し た 結 果 、 コ ー ル ド シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で

発 現 さ せ た M.CviQIXが 最 も 高 い 収 率 と 活 性 を 示 し た た め 、 こ の タ ン パ ク 質 を CC M Tと 命 名 し

た 。 CC M Tの メ チ ル 化 反 応 に お け る 塩 濃 度 を 検 討 し た 結 果 、 50m M塩 化 ナ ト リ ウ ム が 厳 密 な D N

Aメ チ ル 化 活 性 の 最 良 条 件 で あ る こ と を 見 出 し た (図 9)。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 次 に 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 架 橋 し た 出 芽 酵 母 核 の N O Me-Seq解 析 に CC M Tを 用 い た 。 ホ ル マ リ

ン 固 定 酵 母 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト を NP-40が 含 ま れ る 緩 衝 液 内 で 透 過 処 理 す る こ と で 細 胞 膜 を

除 き 、 次 い で S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 存 在 下 で CC M Tに よ る メ チ ル 化 反 応 を 適 用 す る こ と で

ク ロ マ チ ン 上 の D N Aの メ チ ル 化 反 応 を 実 施 し た 。 ゲ ノ ム D N Aを 精 製 し た 後 に こ の D N Aの メ チ

ル 化 状 態 を W GBSで 分 析 し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 10-bpビ ン の メ チ ル 化 レ ベ ル を 計 算 し 、 GCジ ヌ ク レ オ チ ド を 認 識 す る 市 販 の M.CviPI（ GC

M T） で 処 理 し た 核 と CC M Tで 処 理 し た 核 の D N Aの メ チ ル 化 状 態 を 比 較 し た 結 果 、 こ れ ら 2つ の

デ ー タ セ ッ ト は 同 様 の 5mCの ゲ ノ ム 上 の 分 布 パ タ ー ン を 示 し た 。 な お 、 出 芽 酵 母 に は 内 在

性 の D N Aメ チ ル 化 が 無 い た め 、 検 出 さ れ た D5mCは 全 て GC M Tあ る い は CC M Tに よ り 導 入 さ れ た

も の で あ る と 解 釈 で き る 。 図 5A-5Bに 示 す よ う に 、 同 様 の 傾 向 が ゲ ノ ム D N Aメ チ ル 化 パ タ ー

ン に お い て 観 察 さ れ た 。 CC M Tシ グ ナ ル と GC M Tシ グ ナ ル の 凝 集 プ ロ ッ ト は 、 い く つ か の 類 似

し た ゲ ノ ム の 特 徴 を 中 心 に し て い た (図 5C-5D、 及 び 図 10A)。 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に

鋭 い D N Aメ チ ル 化 ピ ー ク を 観 察 し た (図 5B)。 こ れ ら の 強 い D N Aメ チ ル 化 シ グ ナ ル は 、 ATAC-S

eqを 用 い て 検 出 さ れ た シ グ ナ ル と よ く 共 局 在 し た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の シ グ ナ ル は 開 い
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た ク ロ マ チ ン 領 域 を 示 す と 考 え ら れ た 。 CC M T及 び GC M Tベ ー ス の N O Me‐ Seq及 び ATAC-Seqで

検 出 さ れ た ピ ー ク は よ く 共 局 在 し た (図 10B)。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 CC及 び GCジ ヌ ク レ オ チ ド に お け る D N Aメ チ ル 化 レ ベ ル は 、 プ ロ モ ー タ ー 近 位 領 域 で よ く

凝 集 し た (図 5C-5D)。 こ れ ら の シ グ ナ ル は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 結 合 が 無 い 、 も し く は そ の

結 合 が 弱 い 領 域 と し て 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー で 頻 繁 に 観 察 さ れ る ヌ ク レ オ ソ ー ム フ リ ー 領 域

で あ る こ と は 疑 い よ う が 無 い 。 転 写 開 始 部 位 の -100か ら -250領 域 の プ ロ モ ー タ ー 近 位 D N A

メ チ ル 化 シ グ ナ ル は 、 M Nase-Seqを 介 し て 検 出 さ れ る 低 シ グ ナ ル 領 域 と 逆 相 関 し て い た (図

5E)。 転 写 開 始 部 位 で 観 察 さ れ た D N Aメ チ ル 化 の シ グ ナ ル は 160～ 170bpの 周 期 性 を 示 し 、 M N

ase-Seqに よ っ て 観 察 さ れ た シ グ ナ ル と 逆 相 関 し た (図 5B,5C-5E)。 こ れ ら の 観 察 は 、 既 報

の N O Me-Seqと M Nase-seq (参 照 文 献 23)の 特 性 を 再 現 し て い た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

CCMTベ ー ス の NOMe‐ Seqは 哺 乳 類 エ ピ ゲ ノ ム の 微 細 マ ッ ピ ン グ を 達 成 す る

　 次 に 、 CC M Tベ ー ス の N O Me-Seqを ヒ ト 由 来 培 養 細 胞 株 で あ る IM R-90細 胞 に 適 用 し た 。 NP-4

0を 含 む 緩 衝 液 で の 処 理 で 細 胞 膜 を 透 過 処 理 し た 後 に 、 CC M T処 理 を 実 施 し 、 ゲ ノ ム D N Aを 精

製 し て こ れ に W GBS解 析 を 適 用 し た 。 ま た 、 CC M T処 理 を 行 わ な い サ ン プ ル も 用 意 し 、 こ れ を

コ ン ト ロ ー ル と し た 。 CC M T処 理 の 有 無 の サ ン プ ル で そ れ ぞ れ 25.7倍 及 び 24.5倍 の カ バ ー 率

を 有 す る 高 品 質 の メ チ ロ ー ム デ ー タ を 得 た (表 １ )。

【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 予 想 通 り 、 CG部 位 に お け る 固 有 の D N Aメ チ ル 化 レ ベ ル は 、 CC M T処 理 細 胞 と 未 処 理 細 胞 の

間 で ほ と ん ど 同 一 で あ っ た (図 6A-6B)。 そ の 一 方 で 、 CC部 位 の D N Aメ チ ル 化 レ ベ ル は CC M T処

理 核 で の み 増 加 し た (図 6C-6D)。 こ れ ら の 結 果 は 、 CCジ ヌ ク レ オ チ ド で の 内 因 性 CGメ チ ル

化 と CC M T誘 導 メ チ ル 化 が 明 示 的 に 分 離 で き る こ と を 示 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 次 に 、 ゲ ノ ム ブ ラ ウ ザ を 用 い て 2つ の デ ー タ セ ッ ト を 視 覚 的 に 比 較 し た 。 図 6Eに 示 す よ

う に 、 両 デ ー タ セ ッ ト で 固 有 の D N Aメ チ ル 化 レ ベ ル が 異 な る い く つ か の 大 き な ド メ イ ン を

観 察 し た 。 こ れ ら の ド メ イ ン は 、 疑 い な く 高 度 メ チ ル 化 領 域 と 中 等 度 メ チ ル 化 ド メ イ ン で

あ り 、 そ の 存 在 は IM R-90細 胞 に つ い て 記 載 さ れ て い る (参 照 文 献 24)。 CC M Tベ ー ス の N O Me間

の 比 較 Seqと 無 処 理 対 照 は 、 こ れ ら 2つ の デ ー タ セ ッ ト が CGジ ヌ ク レ オ チ ド を 対 象 と し た 哺

乳 類 細 胞 の 内 在 性 メ チ ル 化 状 態 は 、 ほ ぼ 同 じ 状 態 で 観 察 さ れ る こ と を 示 し て い た 。 そ の 一

方 で 、 CC M Tで 処 理 し た サ ン プ ル で は CCメ チ ル 化 の 強 い 鋭 い メ チ ル 化 ピ ー ク が 観 察 さ れ た の

に 対 し て 、 無 処 理 対 照 で は 観 察 さ れ な か っ た (図 6E)。 ま た 、 こ れ ら の ピ ー ク は ATAC-Seqを

用 い て 同 定 し た ピ ー ク と 大 部 分 が 共 局 在 し て い た 。 し た が っ て 、 CC M T誘 導 メ チ ル 化 シ グ ナ
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ル で 観 察 さ れ た ピ ー ク は 、 高 度 に ア ク セ シ ブ ル な ク ロ マ チ ン 領 域 を 示 し た 。 (図 6E)こ れ ら

の 結 果 は 、 CC M Tに 基 づ く N O Me-Seqが 哺 乳 類 細 胞 の 固 有 の メ チ ロ ー ム と ク ロ マ チ ン ア ク セ シ

ビ リ テ ィ ー の 両 方 を 同 時 に 測 定 で き る こ と を 強 く 支 持 し て い た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

３ ． 考 察

　 エ ピ ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ の ツ ー ル と し て M Taseの 需 要 が 増 加 し て い る に も か か わ ら ず 、 特

に 短 い 認 識 配 列 の シ ト シ ン C-5M Taseに つ い て は 利 用 可 能 な 酵 素 が 限 ら れ て い る 。 本 実 施 例

で は 、 M.CviQIXと M.CviPIIの メ チ ル 化 活 性 が そ の N末 端 側 数 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て

阻 害 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し 、 逆 に そ の N末 端 欠 損 株 は 高 い D N Aメ チ ル 化 活 性 を 有 す る

こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 人 工 変 異 タ ン パ ク 質 は 精 製 可 能 で あ り 、 in vitroで も 活 性 が 維 持

さ れ て い た 。 ま た 、 シ ト シ ン C-5M Taseと し て は 新 規 の 認 識 配 列 で あ る CCジ ヌ ク レ オ チ ド を

標 的 と す る こ と も 明 ら か に し た 。

こ の CCジ ヌ ク レ オ チ ド は 、 哺 乳 類 内 在 性 の M Taseの 認 識 配 列 で あ る CGジ ヌ ク レ オ チ ド と は

決 し て 重 な る こ と は な い こ と か ら 、 哺 乳 類 の 内 在 性 M Taseに 加 え て 追 加 で 任 意 の エ ピ ゲ ノ

ム 状 態 を 同 時 検 出 の た め の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク マ ッ ピ ン グ に お け る プ ロ ー ブ と し て 大 き な

利 点 が あ る と 考 え ら れ た 。 本 実 施 例 で は N O Me-Seqの 実 現 に よ り そ の こ と を 実 証 し た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】
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【 ０ ０ ８ ４ 】

配 列 番 号 ５ ： 組 換 え D N A

配 列 番 号 ６ ： 組 換 え タ ン パ ク 質

配 列 番 号 ７ ： 組 換 え D N A

配 列 番 号 ８ ： 組 換 え タ ン パ ク 質

配 列 番 号 ９ ： 合 成 D N A

配 列 番 号 １ ０ ： 合 成 D N A
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