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研究成果の概要（和文）：マウス胚発生過程では、着床前胚と始原生殖細胞(PGCs)形成過程でゲノム全体のDNAシトシ
ンのメチル化が劇的に減少する。この時期のPGCsゲノムでは、初期胚では決して起きないメチル化インプリントの消去
が起き、生涯最も初期的な状態に戻る。我々は、マウス胚性幹細胞ESCsとESCsから分化誘導したPGC様細胞をそれぞれ
のモデルとして、山中4因子以外の初期化因子の同定を目指している。PGC様分化細胞で、ESCsにはないヘテロクロマチ
ン領域における5-ヒドロキシメチル(5hmC)化現象を見いだした。よって、PGCsでは、固いヘテロクロマチンの性質を緩
和する機構が最初に働くと考えられる。

研究成果の概要（英文）：DNA cytosine methylation (5mC) is involved in important regulatory mechanisms of 
gene expression and development in mammals. Genome-wide DNA demethylation occurs in preimplantation 
embryos and primordial germ cells (PGCs) during mouse embryonic development. Although erasure of the DNA 
methylation imprints never occurs during embryonic reprogramming, it occurs in PGCs. At the same time, 
PGC genomes return to the default state. By comparing DNA modification profiles of mouse embryonic stem 
cells (ESCs) with those of ESC-derived PGCs, we tried to examine which factors excluding Yamanaka’s 4 
factors were primarily responsible for the erasure of parental imprints. In ESC-derived PGCs, we found an 
extensive conversion of 5mC to 5-hydroximethylation (5hmC) at condensed heterochromatic regions, but it 
was not detected in undifferentiated ESCs. Therefore, decondensation of heterochromatin may initiate the 
further reprogramming during PGC development, leading to the erasure imprints.

研究分野：エピジェネティクス
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１． 研究開始当初の背景 
エピジェネティクスは遺伝子発現を制御す
る化学修飾である。マウス胚発生過程では、
ゲノム全体の DNA シトシンのメチル化
(5mC)が劇的に減少する時期が 2 回ある。着
床までの初期胚と 11-12 日齢胚の始原生殖細
胞(PGCs)で起きるこの現象は、エピジェネテ
ィックリプログラミングと呼ばれる。この時
期の PGCゲノムでは、初期胚では決して起き
ないメチル化インプリントの消去が起き、生
涯最も初期的な状態に戻る。このインプリン
ト消去関連因子として Tet1 酵素が上げられ
ている。Tet1は、5mCを酸化し 5-ヒドロキシ
メチルシトシン (5hmC)に変換することで
DNAの脱メチル化を誘導するが、その遺伝子
発現は PGCs特異的ではない。Tet1は、イン
プリントを維持しているマウス ESCs でも高
発現している。よって、未だインプリント消
去機構の全体像は明らかになっていないと
言える。 

 
２． 研究の目的 
山中 4因子として知られるリプログラミング
因子以外の新たな PGCs 型初期化因子同定を
目指している。 
 
３． 研究の方法 
(1)初期胚細胞のモデルとしてマウスESCsを、
PGCsのモデルとしてESCsから誘導したPGC
様分化細胞(PGC-LCs)を用いて、PGCs特異的
エピジェネティクスがどのように制御されて
いるのか解析した。ネガティブコントロール
として3種のDNAメチル化酵素(Dnmt)を欠損
したESCs(TKO)を用いた。TKO ESCsでは、
5mCも5hmCも検出されない。 
(2)DNAドットブロットやβGTアッセイによ
る5mCと5hmC量解析、定量性RT-PCRによる
遺伝子発現解析、各種抗体を用いた染色体上
のDNAやヒストンタンパク質修飾の領域特異
的変換の同定を行った。 
(3)Dnmt3a/3b KO ES細胞(DKO)や Dnmt1 KO 
ESCsを用いて、ESCsにおける脱メチル化後の
再メチル化制御の解析も同時に実施した。 
 
４． 研究成果 
(1)マウスESCsでは、遺伝子活性の高いユーク
ロマチン領域（ヒストンH3K4me2/3陽性、
R-band、S期早期複製領域）で5mCから5hmC
への変換が起きていた。一方、ヘテロクロマ
チン領域（ヒストンH3K9me3陽性、G-band陽
性、S期中–後期複製領域）では、5hmC変換が
起きず5mCが維持されていた(図1)。よって、
DnmtsによるDNAのメチル化は散在的である
が、ヘテロクロマチン領域にTet酵素が働かな
いよう制限され、5hmCのユークロマチン局在
が制御されている可能性を示した（〔雑誌論文
1〕Kubiura, M et al., 2012）。 
重要性：これまで不活性型ヒストン修飾酵素
がヘテロクロマチン領域特異的にDnmt3a/3b
をリクルートすることで領域特異的に制御さ

れていると考えられてきた。我々の結果は、
ESCsの5mCパターンは、5hmC非変換領域とし
て間接的にも制御されていることを示すもの
である。 

 
 
 
 
 
 
 
図1. 
 
 

(2) マウスESCsでは、5hmC変換によってDNA
修飾が失われず一定に保たれていることから、
DnmtsによるDNAの再メチル化とTetによる
5hmC変換が連続しておき、一定のDNAメチル
化パターンが維持されていることを見いだし
た(図2)。これまで全く注目されてこなかった
ESCsでのDNAの再メチル化に関与するDnmts
の同定と細胞周期依存的活性制御について現
在詳細に解析中である（継続解析中）。 

 
 
 
 
 
 
図2. 
 

 
(3) Dnmt1 KO ESCsの分裂中期染色体の免疫
染色により、5hmCはDNA修復で失われるより
も細胞分裂によって稀釈され、細胞周期2回目
で再び5mC化される可能性が高いことを見い
だした（未発表）。 
(4)ESCsから PGC-LCsを分化誘導し、その分
化度を定量性 RT-PCR で確認した。この
PGC-LCsでは、未分化な ESCsで維持されて
いた動原体近傍および G-band 陽性領域の
5mCが 5hmC化されることを可視化した。ま
た、免疫染色レベルの 5hmC化領域の拡大と
ゲノム全体の 5hmC量増加に対応がみられた
（未発表）。この 5hmC 領域の拡大は、
PGC-LCs 化によりヘテロクロマチン領域が
ユークロマチン化された結果であると考え
られる。重要性：PGCs でのインプリント領
域を含むヘテロクロマチン領域の 5hmC化は、
従来言われているように Tet 酵素活性の増加
によるものではなく、クロマチンの緩和によ
り Tet 酵素作用領域の拡大の結果であると言
える。よって、動原体近傍の不活性型クロマ
チン修飾 H3K9me3/2 を消去する、または、
H3/H4のアセチル化によりクロマチン構造の
緩和を加速化する因子の存在が想定される
(図 3)。同時に DNAの再メチル化を抑制する
機構があると考えられる（継続解析中） 
 



＊(2)(3)のデータは論文発表準備中のため、非
公開とさせて頂きたい。 
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