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研究成果の概要（和文）：全能性を有する細胞はいくつかの特徴をもつ。そのうちのひとつに反復配列の発現活
性化があげられるが、こうした現象がどのようにして起こるのかについてはほとんどわかっていない。全能性を
有するマウス2細胞期胚 (2C)に特異的なゲノムの三次元構造を調べたところ、2Cでは反復配列が互いに集合した
転写活性化構造体を形成していること、また、転写の非常に活発なrDNA領域に接近することで転写活性化を促
し、全能性に特徴的な発現プロファイルを確立している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Totipotent stem cells have some characteristic features. One of them is the 
transcriptional activation of repeat sequence DNAs, but its molecular mechanism is largely unknown. 
In mice, only the zygote and 2-cell stage blastomeres (2C) can generate an entire organism on their 
own, and are therefore regarded as totipotent cells. In this study, we explored the 2C-specific 
three-dimensional (3D) organization of genome. We found the possibilities that the repeat DNAs 
expressed in 2C-specific manner assembled into transcriptionally active chromatin architectures, and
 that these repeat elements were closely associated with ribosomal RNA gene (rDNA) loci. These 3D 
genome structure may establish the transcriptional profile of totipotent cells.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 発生における細胞の分化過程では、幹細胞
はより広い分化能を有しているのに対し、一
旦分化を開始すると細胞は段階的に分化能
を失っていき、かわりにある一定の形質を獲
得する。この不可逆的な過程には、遺伝子発
現のオン／オフを基底状態で決定するエピ
ジェネティック機構が寄与していると考え
られる。 
 DNA のメチル化、ヒストン修飾は共に、高
等真核生物の主要なエピジェネティック機
構であり、DNA 配列の変化を伴わずに遺伝子
機能を変化させ、その変化は DNA 複製、細
胞分裂を経て娘細胞ゲノムに再構成される。
DNA のメチル化は、遺伝子サイレンシングの
中心的分子機構としてその生理機能の理解
が比較的進んでいるエピジェネティック機
構であり、メチル化された遺伝子領域はクロ
マチン凝縮を伴い、遺伝子発現が厳しく抑制
される不活性化領域となると考えられてい
る（Tomikawa et al., J Biol Chem, 2006）。ヒス
トン修飾もまた、DNA メチル化と相互に作用
してクロマチン構造のダイナミックな変化
と遺伝子の発現調節とを結び付けている
（ Tomikawa et al., J Biol Chem, 2006; 
Tomikawa et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2012）。
このように、個々の遺伝子発現は、DNA およ
びヒストンの修飾、プロモーター・エンハン
サー領域でのクロマチン構造の開放、転写因
子の結合、プロモーター・エンハンサーの相
互作用、転写開始と、それぞれにいたるステ
ップを段階的に、また正確に経ることによっ
て調節されている。しかし、２万以上にのぼ
る遺伝子各座においてそれらの現象がばら
ばらに行われることはあまりにも非合理的
であり、ほ乳類細胞において、実際に細胞の
分化段階に同調して発現する複数の遺伝子
がゲノム上に散在していることから考えて
も、標的遺伝子群の発現を時期特異的に一括
して制御する高次のクロマチン構造制御シ
ステムが細胞内に存在することは間違いな
い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ほ乳類の初期発生過程におけ
る最初の分化（胎仔、胎盤系列幹細胞の発生）
段階をモデルとし、染色体高次構造変換とい
う観点から胎仔側、胎盤側それぞれへの細胞
分化の評価系となりうる機能的なゲノム領
域を網羅化する。これにより、正常な発生・
分化に不可欠な機能的ゲノム領域の同定を
行い、さらには胎仔、胎盤各系譜の多能性幹
細胞に分岐する前の細胞が有する「全能性
（超万能性）」を規定する機構解明を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 Chromosome Conformation Capture (3C) 解
析法は、Dekker らによって開発された、核内

で三次元的に近接したゲノム領域同士を検
出するクロマチン構造解析法の一種であり
（Dekker et al., Science, 2002）、エンハンサー−
プロモーター間など、直接的に相互作用しう
る領域を分子生物学的な実験系で検証する
ことが可能である。近年では、次世代シーク
エンサーとの併用により、全染色体上での遺
伝子座集積状況を網羅的に解析することが
可能となった（Lieberman-Aiden et al., Science, 
2009; Dixon et al., Nature, 2012; Dekker et al., 
Nat Rev Genet, 2013）。本研究では、3C 法の一
種である in situ Hi-C 法を用いてゲノムワイ
ドに解析することにより、いわゆる全能性の
維持、喪失に伴った染色体高次構造変化とい
う観点から、正常発生に関わる機能的ゲノム
領域を探索した。また、その際の遺伝子発現
変化を捉えるため、RNA-seq による全トラン
スクリプトーム解析を行った。全能性細胞モ
デルとして２細胞期胚（2C）を、胎仔系列細
胞モデルとして Embryonic stem（ES）細胞を、
胎盤系列細胞モデルとして Trophoblast stem
（TS）細胞をそれぞれ用いた。 
 
４．研究成果 

(1) 2C、ES、TS それぞれのクロマチン構造 
 in situ Hi-C 法により得られた配列情報を 
2C 特異的あるいは ES、TS 特異的など、3 者
間で比較した。まず、2C でははっきりとした
ドメイン構造がみとめられなかった（図 1）。
一方、ES-TS 間で Topologically associating 
domain（TAD）は、これまでの様々な細胞種
での報告と同様によく保存されていたが、TS
は ES に比べ遠距離間でのインタラクション
が多数形成されている傾向がみられた（図 1）。 

図１ Hi-C コンタクトマップの比較 
 
(2) ループ形成領域間の距離 
 2C では分化の進んだ細胞種に比べて染色
体間でのインタラクションが多くみとめら
れた（図 2）。ES では TAD 内インタラクショ
ンと推定される比較的距離の短いペア（~1 
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Mb）の割合が多いのに対し、TS では他の細
胞種に比べて距離が長いペアが多く（5 Mb
以上）、TAD 間インタラクションが多数形成
されていることが推定された。また、ES、TS
に加えて、すでに公開されているあらゆる細
胞種の Hi-C データを再解析し比較したとこ
ろ、染色体間インタラクションは細胞の分化
レベルに応じて減少していることが示され
た（図 2）。 

図 2 ループ形成距離の細胞種間比較 
 
(3) 2C 特異的なループ形成領域 
 HOMER（Heinz et al., Mol Cell, 2010）を用
いたデータ解析により、2C 特異的に形成され
るループ領域を 959 ペア検出した。3 者間で
共通するペアに比べ、2C 特異的なペアでは染
色体間インタラクションの割合が非常に高
かった（1.6% vs 51%）。 
 2C 特異的なループを染色体内及び染色体
間のペアに分け、それぞれの特徴を検証した
ところ、染色体内インタラクションを形成す
るペアには、2C 特異的に転写活性化された反
復配列を含むものが多数みられた。2C では、
2C 特異的に発現する MERVL という Long 
terminal repeat (LTR) が知られているが、
RNA-seq の結果から、あらゆるタイプの反復
配列の転写活性化がみとめられた（図 3）。特
に、LTR、Long interspersed elements (LINE) の
進化的に比較的新しい反復配列サブタイプ
が高発現していることが明らかになった。 

図 3 2C における反復配列の転写活性化 
 
 一方、染色体間インタラクションを形成す
るペアでは、17 番染色体の Rn45 遺伝子領域
との強いインタラクションが多数検出され
た。Rn45 はリボソーム DNA (rDNA) 配列の
一部を有する偽遺伝子であることから、Hi-C
データを rDNA に着目してマッピングし直し
てみると、2C では rDNA 全域との強いインタ

ラクションがみとめられた。さらに HOMER
によるモチーフ解析から、rDNA とインタラ
クションしている領域に集中している結合
因子が推定された。この因子は、2C において
もすでに発現していることから、2C の核内高
次構造形成への関与が示唆された。そこで、
この因子のノックアウトマウスを作製し、こ
の因子が全能性の確立においてどのような
役割を果たすのか検証を試みている。 
 このように、2C の核内では、はっきりとし
たドメイン構造はみとめられないものの、2C
特異的に転写活性の高い反復配列同士が集
合した染色体内高次構造を形成している可
能性が示唆された。また、2C では分化の進ん
だ細胞種に比べて染色体間のインタラクシ
ョンが多く、なかでも rDNA を基点とした 2C
特異的な高次構造体を形成している可能性
が示唆された。染色体間インタラクションは
分化の進行に相関して減少しており、分化レ
ベルを示す指標になるのではないかと考え
られた。以上のことから、2C では反復配列が
互いに集合した転写活性化構造体を形成、あ
るいは rDNA 領域との染色体間インタラクシ
ョンを形成することで転写活性化を促し、全
能性に特徴的な発現プロファイルを確立し
ているのではないかと考えられた。  
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