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（ 論 文 内 容 の 要 旨 ）  
 ゲ ノ ム の 遺 伝 情 報 に は 、塩 基 配 列 だ け で は な く 、エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク な 情 報

が 存 在 し 、そ の 1 つ が DNAの メ チ ル 化 で あ る 。多 く の 真 核 生 物 で は 、塩 基 配 列

5 ’ -CpG-3 ’の 一 部 の シ ト シ ン が 二 本 鎖 DN Aに つ い て 対 称 的 に メ チ ル 化 さ れ る 。

メ チ ル 化 の 主 な 役 割 は 遺 伝 子 発 現 の 制 御 で あ り 、メ チ ル 化 は 様 々 な 生 命 現 象 に

関 与 し て い る 。ゲ ノ ム 上 の メ チ ル 化 パ タ ー ン は 複 製 ご と に 正 確 に 維 持 さ れ る 必

要 が あ り 、 高 等 真 核 生 物 で は 、 DNMT1 ( DN A M ethy l t rans fe rase  1 )  に よ り

そ の 維 持 が 行 わ れ る 。メ チ ル 化 は 癌 細 胞 の 悪 性 化 に 関 与 し て お り 、癌 細 胞 で の

異 常 な メ チ ル 化 の 形 成 機 構 は 強 い 興 味 を 集 め て い る が 、こ の よ う な 機 構 を 知 る

た め に は ま ず 、 正 常 な メ チ ル 化 状 態 の 維 持 機 構 を 調 べ る こ と が 重 要 で あ る 。

DN MT1 の 複 製 フ ォ ー カ ス へ の 局 在 や 、 DN MT1 と 複 製 因 子 PCN A
( P ro l i f e ra t ing  C e l l  N uc le ar  A nt igen )  の 相 互 作 用 よ り 、 DN MT1 と 複 製 反 応

は 密 接 に 関 連 し て い る と 推 測 さ れ る が 、そ の 詳 細 に つ い て は 不 明 で あ る 。本 研

究 で は 、 こ の 機 構 を 直 接 的 に 解 析 す る た め に 、 生 化 学 的 な 解 析 に 優 れ た S V 4 0  
( S im ian  V i rus  40 )  試 験 管 内 複 製 系 を 採 用 す る こ と に し た 。  
 制 限 酵 素 Cla  Iを 用 い て 、 メ チ ル 化 状 態 の 維 持 の 有 無 を 判 別 で き る こ と が 示

さ れ た 。Cla  Iを 用 い て 、SV40 試 験 管 内 複 製 系 で メ チ ル 化 さ れ た DNAを 鋳 型 と

し た と き 、メ チ ル 化 状 態 は ほ と ん ど 維 持 さ れ ず 、こ の 結 果 は 、薄 層 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー に よ る 解 析 で も 同 様 に 再 現 さ れ た 。 SV40 試 験 管 内 複 製 系 に リ コ ン ビ

ナ ン ト DNMT1 と メ チ ル 基 供 与 体 SAM ( S - A deno sy l  M eth ion ine )  を 加 え た と

こ ろ 、 こ れ ら の 因 子 依 存 的 に メ チ ル 化 状 態 が 維 持 さ れ た 。 以 上 よ り 、 SV40 試

験 管 内 複 製 系 を 応 用 し て 、複 製 反 応 と メ チ ル 化 状 態 の 維 持 が 同 時 に 再 現 さ れ る

試 験 管 内 の 系 が 確 立 さ れ た 。  
 メ チ ル 化 さ れ た DN Aを 鋳 型 と し て DNMT1 と SAMを 加 え た SV40 試 験 管 内 複

製 系 で 、 ChIP ( Ch romat in  I mm uno p rec ip i ta t i on )  を 行 っ た と こ ろ 、 DN MT1
の 複 製 中 も し く は 複 製 完 了 後 の DNA (以 下 、 複 製 DN Aと す る )  へ の 特 異 的 相 互

作 用 が 見 ら れ た 。 さ ら に 、 こ の 相 互 作 用 は メ チ ル 化 の 無 い DNAを 鋳 型 と し て

SAMを 加 え な い と き も 見 ら れ 、メ チ ル 化 反 応 非 依 存 的 な DN MT1 の 複 製 DNAへ

の 作 用 が 示 さ れ た 。こ の 結 果 は 、ビ オ チ ン - dUTPを 取 り 込 ま せ た 複 製 DNAを 単

離 し て 解 析 し た と き も 同 様 に 再 現 さ れ た 。 SV40 試 験 管 内 複 製 系 で DN MT1 と

複 製 装 置 の 相 互 作 用 を 解 析 し た と こ ろ 、 両 者 の 複 製 依 存 的 な 相 互 作 用 が 見 ら

れ 、さ ら に 、 DNMT1 変 異 体 を 用 い た 解 析 よ り 、 DN MT1 中 の RF ( R ep l i ca t io n  
F oc i - targe t ing  se q ue nce )  が 複 製 装 置 と の 相 互 作 用 に 重 要 で あ る こ と が 示 唆

さ れ た 。 DN MT1 と 複 製 依 存 的 に 相 互 作 用 す る 因 子 を 質 量 分 析 で 網 羅 的 に 解 析

し た と こ ろ 、複 製 因 子 と し て RPA ( R ep l i ca t i on  P ro te in  A )  が 検 出 さ れ 、さ ら

に 、 In  v i t roで の 解 析 に よ り 、 DN MT1 と RPAの 直 接 的 な 相 互 作 用 が 示 さ れ た 。

SV40 試 験 管 内 複 製 系 で 複 製 効 率 を 測 定 し た と こ ろ 、 DN MT1 が 複 製 効 率 に 正

の 影 響 を 与 え る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
 以 上 よ り 、 DNMT1 と 複 製 装 置 が 分 子 的 に 相 互 作 用 し て 、 協 調 し て 機 能 す る

こ と が 示 唆 さ れ た 。本 研 究 で 確 立 さ れ た 実 験 系 は 、複 製 反 応 と メ チ ル 化 状 態 の

維 持 の 関 連 を 直 接 的 に 解 析 す る 上 で 、 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。  
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（ 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 ）  
 分 化 し た 細 胞 の 機 能 は 、 そ の 細 胞 種 に 特 有 な 遺 伝 子 セ ッ ト の 発 現 に よ っ

て も た ら さ れ る 。 組 織 細 胞 が 増 殖 す る 場 合 、 そ の 遺 伝 子 セ ッ ト の 発 現 パ タ

ー ン を 維 持 す る 必 要 が あ り 、 そ の 少 な く と も 一 部 は 、 エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク

ス に よ っ て 成 し 遂 げ ら れ る 。 DN A の メ チ ル 化 は エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス の 一

機 構 で あ り 、 DNA 複 製 の 前 後 で DNA の メ チ ル 化 が い か に 維 持 さ れ て い る

か を 知 る こ と は 、 分 化 状 態 が 細 胞 増 殖 に わ た っ て い か に 維 持 さ れ る か を 理

解 す る 上 で 重 要 で あ る 。 ま た 、 維 持 機 構 の 不 調 は 細 胞 の 分 化 の 異 常 を も た

ら し 、 細 胞 の 癌 化 と 関 連 す る た め 、 そ の 理 解 は 細 胞 の 癌 化 機 構 の 理 解 に も

つ な が る 。し か し 、こ れ ま で に DNA の 複 製（ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス の 維 持 ）と

DN A の メ チ ル 化 状 態 の 維 持 （ エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス の 維 持 ） が い か な る 分

子 機 構 で 行 わ れ て い る の か を 明 ら か に す る 研 究 は 、 そ れ を 試 験 管 内 で 再 現

す る 系 が 存 在 し な か っ た た め に 限 ら れ て い た 。 本 論 文 は 、 す で に 確 立 さ れ

て い る SV40 試 験 管 内 複 製 系 に 、 DNA 維 持 メ チ ル 化 反 応 に 中 心 的 な 役 割 を

果 た す DNA methy l t rans fe rase  1  (DNMT1)の リ コ ン ビ ナ ン ト 蛋 白 質 を 加 え

る こ と で 、 DN A 複 製 と DNA 維 持 メ チ ル 化 反 応 が 同 時 に 行 わ れ る 新 た な 新

規 試 験 管 内 反 応 を 構 築 し 、 次 に 、 本 法 を 用 い て 、 両 反 応 の カ ッ プ リ ン グ 機

構 を 生 化 学 的 に 明 ら か に し よ う と し た 研 究 で あ る 。  
 第 １ 章 で は 、 序 論 と し て 、 研 究 の 背 景 、 目 的 が 述 べ ら れ て い る 。 特 に 、

従 来 、 さ ま ざ ま な 状 況 証 拠 か ら 、 DNA 複 製 と DN A 維 持 メ チ ル 化 反 応 が 生

体 内 で 共 役 し て 行 わ れ て い る と 思 わ れ て い た 一 方 で 、 そ れ を 詳 細 に 解 析 す

る 有 用 な 試 験 管 内 反 応 系 が 知 ら れ て い な い こ と が 指 摘 さ れ て い る 。 第 ２ 章

で は 、 実 験 材 料 と 実 験 方 法 に つ い て 述 べ ら れ て い る 。 第 ３ 章 で は 、 ま ず 、

DN A が 両 鎖 と も メ チ ル 化 さ れ た フ ル メ チ ル 化 状 態 、 片 鎖 の み の ヘ ミ メ チ ル

化 状 態 、 両 鎖 と も メ チ ル 化 さ れ て い な い ヌ ル メ チ ル 化 状 態 の ど れ に あ る の

か を 解 析 す る た め に 、制 限 酵 素 Cla  I を 用 い た 方 法 が 開 発 さ れ 、次 に 、本 法

を 用 い て 、通 常 の SV40 試 験 管 内 複 製 系 で は 維 持 メ チ ル 化 反 応 が お こ ら な い

こ と 、 そ れ に リ コ ン ビ ナ ン ト DNMT1 と S-adenosy l  meth io n ine を 添 加 す

る こ と で 維 持 反 応 が 起 こ る こ と を 明 ら か に し て い る 。第 ４ 章 で は 、 DNMT1
が メ チ ル 化 反 応 の 有 無 に か か わ り な く 複 製 DNA と 結 合 し て い る こ と を 示

し た 後 、 そ れ が 、 DN MT1 の PCNA 結 合 領 域 の 変 異 体 で も 見 ら れ た こ と か

ら お そ ら く PCNA 非 依 存 的 で あ り 、 こ の リ ク ル ー ト に 関 わ る DNMT1 と 相

互 作 用 す る 因 子 と し て 、 新 た に RPA を 挙 げ て い る 。 さ ら に 、 SV40 試 験 管

内 複 製 系 に リ コ ン ビ ナ ン ト DN MT1 を 添 加 す る と 、あ る 濃 度 で は DNA 複 製

効 率 が 上 昇 す る こ と か ら 、 DN A 複 製 と DN A 維 持 メ チ ル 化 反 応 の あ い だ の

機 能 的 な 相 互 作 用 が 示 唆 さ れ て い る 。  
 以 上 を 要 約 す る と 、 本 研 究 は 、 DNMT1 の 複 製 DNA へ の 作 用 機 構 に つ い

て 新 し い 研 究 手 法 を 提 供 し 、そ れ を 用 い た 詳 細 な 生 化 学 的 実 験 に よ り 、DNA
複 製 反 応 と DN A 維 持 メ チ ル 化 反 応 の 分 子 機 構 の 一 端 を 明 ら か に し た も の

で あ り 、本 論 文 は 博 士  (生 命 科 学 )  の 学 位 論 文 と し て 価 値 の あ る も の と 認 め

ら れ る 。ま た 、平 成 20 年 7 月 9 日 、論 文 内 容 と そ れ に 関 連 し た 口 頭 試 問 を

行 っ た 結 果 、 合 格 と 認 め た 。  
 
 

 


