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研究成果の概要（和文）：エピジェネティック制御は、発生や疾病など、さまざまな生命現象に関わる重要な遺
伝子発現制御機構で、近年大きな注目を集めている。ゲノムインプリンティングは、典型的なエピジェネティッ
ク制御機構である。本研究では、CRISPR/Cas9システムを応用したenChIP法と受精卵の核移植によって作出され
た特殊な培養細胞を組み合せることによって、インプリンティング制御に関わるタンパク質因子の探索を行っ
た。これにより、DNAメチル化状態依存的にインプリンティング制御領域に結合するタンパク質因子を同定し
た。また、その一つがDNAメチル化制御に関わっている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic gene regulation has critical roles for various physiological 
phenomena including development and diseases. Genomic imprinting is a typical epigenetic mechanism 
by which imprinted genes are expressed in a parent-of-origin specific manner. In this study, I 
searched for protein factors involved in imprinting regulation by combining enChIP, a new strategy 
developed from the CRISPR/Cas9 system, and special cell lines produced by nuclear transfer 
technology of fertilized egg. A lenti virus vector that expresses PA-tagged dCas9 for enChIP 
experiments was constructed and has been deposited to RIKEN BRC and Addgene. By using this 
construct, I identified proteins that bind to imprinting control regions in a DNA methylation 
dependent manner. It is suggested that one of these factors is possibly involved in a DNA 
methylation control mechanism.

研究分野：エピジェネティクス、幹細胞学
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１．研究開始当初の背景 
	 人間の体を構成する約 200 種類の細胞は、
免疫系の細胞を除いて、ほぼ同じゲノム情報

を有している。同じゲノム情報を持ちながら、

機能や性質、見た目などが異なる細胞種が生

じるのは、それぞれの細胞種が使っているゲ

ノム情報、すなわち発現させている遺伝子の

組合わせが異なることによっている。このよ

うな遺伝子発現を調節する中心的な機構と

して、エピジェネティック制御機構がある。

これは、DNAの一次配列を変えることなく、
DNA やヒストンの化学修飾などによって、
遺伝子発現を制御する機構である。エピジェ

ネティック制御は、発生や分化に重要である

ばかりか、最近ではガンや糖尿病、神経変性

疾患などの疾病においても重要な役割を担

っていることが明らかにされている。 
	 ゲノムインプリンティングは、典型的なエ

ピジェネティック制御機構の一つである。ゲ

ノムインプリンティングの制御を受ける遺

伝子、インプリンティング遺伝子は父親由来

ゲノム、あるいは母親由来ゲノムのどちらか

片方からのみ発現する（このような発現様式

は、片親性発現と呼ばれている）。多くのイ

ンプリンティング遺伝子は、染色体上でクラ

スターとなってインプリンティング領域を

形成している。これまでにマウスで約 100個
のインプリンティング遺伝子と 15 カ所のイ
ンプリンティング領域が同定されており、ヒ

トでもほぼ同じ状況である。それぞれのイン

プリンティング領域には、父親アレルと母親

アレルの間で DNA のメチル化状態の異なる
部位（ differentially methylated region; 
DMR）が存在している。特に精子や卵の形成
過程でメチル化が確立される DMR は、
imprinting control region（ICR）と呼ばれ、
同一領域内の遺伝子の片親性発現を制御し

ている。 
	 精子、あるいは卵で確立された ICRのメチ
ル化は、受精以降全ての体細胞で一生涯維持

される。一方、哺乳類の発生過程において、

インプリンティング領域以外の大部分のゲ

ノム領域では、受精直後から着床期にかけて

DNA のメチル化が大幅に低下する。すなわ
ち、発生初期においては、ゲノムワイドなエ

ピジェネティック再編成が起こるが、インプ

リンティング領域はこの再編成を免れて、メ

チル化状態を維持する。しかし、どのように

インプリンティング領域とそれ以外の領域

が区別されているのか、という分子機構につ

いては、ほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、インプリンティング領域の

DNAメチル化制御機構を解明するため、ICR
に結合する因子、特にDNAのメチル化状態
によって結合能が変わる（メチル化感受性が

ある）タンパク質の網羅的な探索を目指した。

そのために、標的領域の結合因子を単離する

ための新しい方法論、engineered 
DNA-binding molecule-mediated 
chromatin immunoprecipitation（enChIP） 
法と、核移植技術によって作出された雌性発

生胚および雄性発生胚から樹立した ES細胞
を利用することとし、そのための基盤作りを

行なった。 
	 また、インプリンティング領域の ICRに結
合する因子の候補を単離し、それらのインプ

リンティング制御機構における役割を検証

した。 
 
３．研究の方法 
	 enChIP 法は、近年ゲノム編集技術として
注目されている、CRISPR/Cas9 システムを
改変して使う。バクテリアの獲得免疫システ

ムを利用した CRISPR/Cas9システムでは、
ヌクレアーゼである Cas9 が、ガイド RNA
（gRNA）によって標的領域へと誘導され、
DNA の二本鎖切断を行う。enChIP法では、
Cas9 の DNA 切断活性を失活させたもの



（dCas9）を細胞に発現させる。dCas9 は
gRNAによって標的領域へと誘導されるので、
細胞をホルムアルデヒドによってクロスリ

ンクし、dCas9に融合したタグペプチドに対
する抗体を使って免疫沈降をすると、dCas9
と共に、標的領域、およびそこに結合してい

るタンパク質や核酸の複合体を沈降させる

ことができる。沈降してきた複合体を脱クロ

スリンク後に質量分析やシーケンス解析す

ることで、標的領域に結合しているタンパク

質や RNA、相互作用しているゲノム領域を
同定することができる（Fujita & Fujii, 
BBRC 2013）。本研究では、ES細胞に dCas9
を安定的に発現させるためのレンチウィル

スベクターを構築した。 
	 通常の ES細胞は、父親由来ゲノムと母親
由来ゲノムを持っているので、各 ICRは、メ
チル化状態のものと非メチル化状態のもの

が同等に存在している。このような細胞では、

enChIP法によってメチル化 ICR特異的な結
合因子を単離することは難しい。一方、受精

卵の核移植技術によって作出された、雌性発

生 胚 （ parthenote ） と 雄 性 発 生 胚
（androgenote）から樹立した ES 細胞（そ
れぞれ pES 細胞、aES 細胞と呼ぶ）は、そ
れぞれ母親由来ゲノムのみ、父親由来ゲノム

のみを 2本持つ。すなわち、これらの ES細
胞の ICRは、メチル化状態か非メチル化状態、
どちらか一方の状態となっている。したがっ

て、enChIP 法によってそれぞれの細胞から

ICR結合因子を単離し、それらの差分をとる
ことによって、メチル化 ICR特異的結合因子
と非メチル化 ICR 特異的結合因子を同定す
ることが可能になると考えた。本研究では、

pES細胞および aES細胞をクローニングし、
ICR が想定されるメチル化状態となってい
るものを単離した。また、これらの ES細胞
を使って、enChIP 法により DNA メチル化
感受性 ICR結合タンパク質候補を同定し、そ
れらの検証を行った。 
	

４．研究成果	

（1） enChIP法のための dCas9発現レンチ
ウィルスベクターの構築	

	 レンチウィルスベクターは、理研より供与

を受けたCSIIベクターをバックボーンとし、
Addgene よ り 入 手 し た pX330 か ら

guideRNA（gRNA）と Cas9発現ユニットを
利用した。クロマチン免疫沈降を効率よく行

うために、dCas9 に PA タグを融合した
（PA-dCas9）。また、PA-dCas9 発現細胞を
薬剤選択するために、dCas9に Puro耐性遺
伝子を、P2Aペプチドを挟んで繋げた。この
ベクターは、理研および Addgene に寄託し
た。 

 
（2） enChIP効率の検討	
	 ICR の一つである IG-DMR を標的とする
gRNAと PA-dCas9を発現するマウス ES細
胞で、抗PAタグ抗体を使ってChIPを行い、
IG-DMRと非標的領域のChIP効率を比較し
た。gRNA の標的の IG-DMR は、インプッ
トの約 5%が沈降したのに対し、非標的領域
は約 0.05%であった。 
 
（3） pES細胞と aES細胞のクローニング	
	 pES 細胞と aES 細胞をクローニングし、
ICRの DNAメチル化状態を調べた。本研究



では、３つの ICR（IG-DMR、H19-DMR、
Snrpn-DMA）を調べた。通常の細胞では、
IG-DMR と H19-DMR は父性アレルで高メ
チル化、Snrpn-DMRは母性アレルで高メチ
ル化となっている。クローニングの結果、pES
細胞から、IG-DMRとH19-DMRのメチル化
レベルが 2%以下、Snrpn-DMRで 100%のク
ローンを、 aES 細胞から IG-DMR と

H19-DMR のメチル化レベルが 98%以上、
Snrpn-DMR で 0%のクローンを選定した。
これ以降の実験は、これらの pES細胞クロー
ンと aES細胞クローンを用いた。 
 
（4） メチル化感受性 IG-DMR 結合タンパ
ク質の探索 
	 aES細胞（IG-DMRは高メチル化）と pES
細胞（IG-DMR は低メチル化）で IG-DMR
を標的とした enChIPを行い、SILAC法によ
り aES細胞特異的または pES細胞特異的な
結合タンパク質を探索した。この解析では、

高メチル化 IG-DMR 結合因子として、既知
の Kap1が同定され、この実験系が有意義で
あることが示唆された。そして、高メチル化

IG-DMR 結合タンパク質と、低メチル化
IG-DMR結合タンパク質の候補を、それぞれ
３個選定した。 
	 これらの候補タンパク質を個別に検証し

たところ、DNA損傷修復に関わる Parp1が
高メチル化 IG-DMR と H19-DMR および
Snrpn-DMR に、クロマチンリモデリング因
子の構成要素である Smarca5 が高メチル化
IG-DMR と H19-DMR に結合していること
が示唆された。また、Smarca5を過剰発現さ
せた aES細胞では IG-DMRとH19-DMRの
DNA メチル化が低下した。しかし、両親性
ゲノムをもつ通常の ES細胞では、Smarca5
過剰発現による IG-DMR の低メチル化は起
こらなかった。一方、体細胞から iPS細胞を
誘導するときに、Smarca5を過剰発現させる
と、初期化効率が低下することが分かった。 

	 これらのことから、enChIP法により、高
メチル化インプリント制御領域に結合する

因子として Parp1と Smarca5を同定するこ
とができた。また、Smarca5は過剰発現によ
り DNA メチル化に影響を与える可能性が示
唆された。今後、Smarca5のエピジェネティ
ック制御への関与をより詳細に解析してく

必要がある。 
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