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§２．研究実施の概要 

 

本 CREST プロジェクトでは、DNA メチル化・脱メチル化によるエピゲノム制御を物理化学的に、

かつ、三次元的観点から解明するための分子基盤研究および基盤手法の開発を行っている。

H25 年度は、３つの項目について下記の研究を行った。 

項目１ 立体構造に立脚した DNA 脱メチル化の分子機構の解明(白川・末武グループ) 
  DNA 維持メチル化に不可欠な２つの因子、片鎖メチル化 DNA 結合タンパク質 UHRF1 と

DNA メチル化酵素 Dnmt1 の協調的なクロマチン上での機能発現機構を理解するため、NMR 滴

定法などを用いて２つのタンパク質の相互作用領域を同定し、構造解析を進めているところである。

一方、末武グループは、UHRF1 との結合に依存した新たな Dnmt1 のメチル化活性制御機構を

示唆する生化学的データーを得ており、白川グループと共に複合体の構造機能解析を進め、その

詳細な分子メカニズムを検証する計画である。また、Dnmt1 が UHRF1 によってユビキチン化され

たヒストン H3 を認識するという最近の知見に基づき、生化学的な手法を用いて Dnmt1 の RFTS
ドメインとダイユビキチン化ヒストンの結合能を評価した。その結果、RFTS ドメインは、モノユビキチ

ン、ダイユビキチンには結合せず、ダイユビキチン化されたヒストンのみと結合することが in vitroの

生化学的解析から示された。UHRF1 と Dnmt1 およびユビキチン化ヒストンと Dnmt1 の構造解析

を進めるために必要な情報を得ることができた。また、ハイドロキシメチル化シトシン(5hmC)の量は、

細胞周期に依存して変化し、細胞周期の S 期では他の周期より低い傾向を見出した。また

Dnmt3a、Dnmt3b の両遺伝子が、5hmC の量を規定することを明らかにした。 

項目２ メチローム・デメチロームの核内一次元ならびに３次元マッピング（白川・カールトン・末武・

古久保・菊地 グループ） 
 本研究項目では、重要なメチル化制御因子やメチル化シトシン(5mC)およびその酸化誘導体の

細胞内局在をより高感度に可視化し、リアルタイムイメージング・定量解析を行うための技術改良、

新規プローブ作成を行った。 
 カールトングループの高解像度顕微鏡を用いて、ヒト ES 細胞における Dnmt1 の核内局在のラ

イブイメージングによる可視化を試みた。ヒト ES 細胞は、細胞周期が比較的長く、複製にかかる時

間が比較的長いため、12 時間超の長時間ライブイメージングに際して、励起光によるブリーチング

効果（発光シグナルの減衰）が顕著に起こり、取得画像のノイズが上がるという問題が発生した。カ

ールトングループは、画像演算処理（デノイジング）による画像ノイズ除去法を利用し、この長時間

ライブイメージングの問題を克服し、Dnmt1 の DNA 複製期前後における局在パターンの定量的

解析を行った。 
 菊地グループは、独自の蛋白質標識技術を利用して、エピジェネティックな現象を解明するため

の化学プローブを合理的に設計・開発している。本年度の研究では、MBD 蛋白質を蛍光標識し、

その局在を可視化することで、メチル化 DNA を観測することに成功した。更に、メチル化 DNA を

より高い S/N 比で観測するための基盤技術の開発を行った。一方、末武グループは、白川グルー

プの成果であるメチル化 DNA 結合タンパク質 MBD1 および MBD4 のメチル化 CpG 結合ドメイ

ン（MBD）の構造機能解析により明らかにされたメチル化・ヒドロキシメチル化シトシンへの結合特

性の in vivo での検証を行っている。具体的には、蛍光標識した MBD ドメインを細胞内で発現さ

せ、可視化し、5mC と 5hmC に結合する MBD4 と 5mC にのみ結合する MBD1 の分布様式の

比較を行うことで、5hmC の局在を可視化できるかどうかを検証中である。菊地グループの開発し

たプローブを利用することによって、より精度の高い解析が期待される。古久保グループでは、ゼ

ブラフィッシュならびにバフンウニの初期胚の DNA メチル化状態を解析し、少なくともウニ精子

DNAにおいては、5fC, 5caCがさらに未知の化学修飾を受けている可能性を示唆するデーターを

得ている。このような新たな知見についても今回開発した基盤技術を用いた解析が可能になると考

える。 



 

 

 
項目３ 幹細胞表現型マーカーとしての細胞粘弾性の計測（白川グループ） 
 新規に開発した光検出磁気共鳴顕微鏡に大幅な改良を加え、光学分解能を超える高い精度

（10 ナノメートル精度）で細胞膜ナノ揺動を三次元的に可視化することに成功した。今年度の研究

において、薬剤を用いた生細胞実験で細胞粘弾性と細胞骨格との間の相関関係を精密に定量す

ることに成功している。これは、幹細胞の分化における細胞骨格の秩序化の過程を追跡する上で、

本計測手法がそれに十分耐えうる定量性を持つことを示唆する結果である。この実験を行うにあた

り、ナノダイヤモンドの高い疎水性が引き起こす分散性の低さと非特異結合を回避して特異的な分

子標識を行うため、ナノダイヤモンドの表面を特殊な親水性ポリマーと標的分子特異的な抗体で

修飾するという手法を確立した。以上の計測技術とナノダイヤモンド表面修飾技術とを組み合わせ

ることで、我々は特定の生命現象を選択的に追跡し、これまで目で観ることのできなかったナノ動

態をリアルタイムで三次元的に可視化することが可能であろう。 
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