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研究成果の概要（和文）：マウス卵子をモデルとして、ゲノム編集と微量オミックス解析技術を駆使し、哺乳類
の個体発生を司るヒストン修飾とDNAメチル化の分子ネットワークの全体像を明らかにした。その際、過去の知
見を覆し、各々のヒストン修飾がDNAメチル化の効率や分布に及ぼす新たな生物学的作用を明らかにし、その作
用を媒介するタンパク質やその機能ドメインを同定した。また、卵子のヒストン修飾やエピゲノム制御因子が染
色体分配などの細胞機能に影響を及ぼす一方、DNAメチル化はほぼ母性インプリント遺伝子に限定した効果を持
つことを示した。さらに卵子のDNAメチル化が受精を経て次世代へ伝達される可能性を予測する数理モデルを構
築した。

研究成果の概要（英文）：By applying genome editing and small-scale omics approaches, we have 
revealed the molecular network regulating histone modifications and DNA methylation in mouse 
oocytes, which are essential for mammalian development. We discovered that several histone 
modifications impact the efficiency and distribution of DNA methylation and identified the proteins 
and their domains that mediate the epigenetic crosstalk. Further, we found that, while DNA 
methylation established in oocytes regulates the expression of the maternally imprinted genes almost
 exclusively in embryos, histone modifications and their responsive factors have a wider effect and 
regulate various cellular function including chromosome segregation. Finally, we developed a 
machine-learning-based model that predicts the heritability of DNA methylation to the next 
generation based on DNA sequence. The findings provide a basis for the study of infertility, various
 diseases, and improvement of assisted reproductive technologies.

研究分野：分子生物学、遺伝学、発生学、エピジェネティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が明らかにしたマウス卵子におけるヒストン修飾とDNAメチル化の分子ネットワークは、不妊・流産・先天
異常の原因解明、及び生殖補助医療技術の改善に資すると考えられ、ヒト人工多能性幹細胞から誘導された卵細
胞のエピゲノムデータは、この細胞の学術的・臨床的応用に向けて貴重な情報リソースである。また、我々が開
発した数理モデルは、子宮内環境や種々の環境ストレスにより生じたエピゲノム異常の次世代への伝達の予測に
役立つほか、その機構の解明に貢献すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 卵子は有性生殖を行う全ての動物の新たな生命を担う細胞であり、この細胞が持つ発生遺伝
子制御プログラムの解明は発生学の重要なテーマである。このプログラムは転写因子のカスケ
ードとエピゲノム修飾（DNA メチル化・ヒストン修飾等）の二つに大別できるが、後者にはさら
に活性型と抑制型のプログラムがある。しかし人工多能性幹細胞の登場以来、活性型プログラム
の研究は大いに進んでいるものの、抑制型プログラムについては不明な点が多い。 
 本研究課題の核心をなす学術的な「問い」は、哺乳類において「卵子の抑制型エピゲノム修飾
プログラムは如何にして構築・維持・伝達されるのか」、また「その破綻は受精卵の発生に如何
なる影響を与えるのか」の 2点である。そのためマウスの遺伝子に変異を導入するゲノム編集技
術、微量サンプルへの応用が著しく進んだ多階層のオミックス技術、及び進歩が目覚ましい数理
学的手法を駆使し、DNA メチル化を中心とする卵子の抑制型エピゲノム修飾プログラムを支える
制御ネットワークを明らかにすることが必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、抑制型のエピゲノム修飾プログラムである DNA メチル化及び関連するヒス
トン修飾（H3K9me、H3K36me）に関わる 6 種類の鍵分子（修飾酵素や結合因子）に着目し、代表
者佐々木らの持つゲノム編集技術と多階層オミックス技術を駆使して、その制御ネットワーク
と生物学的作用の全体像を明らかにする。また、分担者丸山の数理学的解析により抑制型プログ
ラムとエピゲノム変化の伝達の予測を可能にすることを目指した。なお抑制型のプログラムに
はポリコム複合体によって構築・維持されるエピゲノム修飾もあるが、これは DNA メチル化とは
独立に働き、その制御だけでひとつの研究分野を形成するため、今回の研究対象から除外した。 
 6種類の鍵分子は機能的に密接に関連することが期待されるため、一体として研究を行うこと
で包括的な理解が可能となる。これにより、「DNA メチル化を中心とする卵子の抑制型エピゲノ
ム修飾プログラムの制御分子ネットワークを解明し、鍵因子の新機能を明らかにし、プログラム
の維持・伝達機構の解明を行う」ことが本研究の目的である。 
 本研究では以下の 4つの具体的な研究項目・目標を定めた。（1）卵子内の抑制型エピゲノム制
御因子のネットワークを明らかにする：各鍵因子の生化学的機能、制御カスケード上の関係、物
理的相互作用、標的遺伝子の同定等を行う。（2）卵子内エピゲノム制御因子の発生プログラムへ
の影響を明らかにする：ゲノム編集技術を用いて各分子に変異を持つ卵子を作成し、受精後の胚
発生への影響を調べる。（3）エピゲノム制御因子の新たな機能を明らかにする：ヒストン以外の
標的タンパク質を同定する等、エピゲノム修飾では説明できない新機能を同定・解明する。（4）
受精を経て伝達される抑制型プログラムの特性を明らかにする：抑制型プログラムが受精を経
て伝達される機構を明らかにし、子孫へ伝達されるエピゲノム変化の特徴を掴むとともに、環境
ストレス等によるエピゲノム変化の伝達予測法を開発する。 
 
３．研究の方法 
 卵子の抑制型プログラムである DNA メチル化及びヒストン修飾（H3K9me2/3、H3K36me2/3）に
関わる 6 種類の鍵分子（DNA メチル化酵素 Dnmt3a、DNA メチル化維持因子 Uhrf1、H3K9me2 修飾
酵素 G9a、H3K9me3 修飾酵素 Setdb1、H3K36me3 修飾酵素 Setd2、DNA メチル化保護因子 Stella）
に着目し、その制御ネットワークと生物学的作用の全体像を明らかにする。各研究項目の研究方
法は以下のとおりとした。 
（1）卵子内の抑制型エピゲノム制御因子のネットワークを明らかにする 
 まず、ゲノム編集技術によりそれぞれの鍵分子に変異を導入した。どの鍵分子が DNA メチル化
に関わるか明らかにするため、マウス卵子 200 個を用いて全ゲノム DNA メチル化状態を調べ、
Dnmt3a 欠損卵子のそれと比較した。必要に応じて全ゲノムのヒストン修飾を 200 個の細胞で検
出可能な ULI-NChIP 法で調べた。一方、相補的なアプローチとして、DNA メチル化酵素 Dnmt3a の
ヒストン修飾認識ドメインにアミノ酸置換を導入したマウスを作成した。それらは Dnmt3a の
PWWP ドメイン（H3K36me3 を認識）、ADD ドメイン（非修飾 H3K4 を認識）、Uhrf1 の RING ドメイン
（ユビキチン化を触媒）、Tandem Tudor ドメイン（H3K9me2/3 を認識）である。これらについて
も同様の解析を行なった。 
（2）卵子内エピゲノム制御因子の発生プログラムへの影響を明らかにする 
 鍵分子に変異を有する雌マウスを野生型雄マウスと交配し、妊孕性を確認し、仔が生まれない
場合は胎児の異常を特定した。すでに表現型が明らかなもの（Setdb1、Stella）及び解析が進行
中の分子（Uhrf1）については、卵割のリアルタイム解析や各種免疫染色等により詳しい解析を
行った。不等卵割や染色体分配異常（ラギングや微小核等）について特に注意して観察した。ま
た、表現型を説明しうる遺伝子発現変化があるか RNA-seq 法で調べた。 
（3）エピゲノム制御因子の新たな機能を明らかにする 
 鍵分子は多機能タンパク質である可能性が高く、実際にエピゲノム異常では説明できない表
現型が観察される。野生型及び変異卵子から抽出物を調整し、LC/MS/MS 法によりタンパク質の



量的及び質的（修飾）変動を捉えた。当研究室では 50 個のマウス卵子でプロテオミクス解析が
可能である。 
（4）受精を経て伝達される抑制型プログラムの特性を明らかにする 
 卵子の抑制型プログラムの維持・伝達を予測する計算手法を確立するため、胚盤胞の DNA メチ
ル化データに機械学習を適用した（塩基多型により父母由来を区別する、又は母性ゲノムのみを
持つ単為発生胚盤胞のデータを利用）。メチル化標的部位の周辺配列から計算される特徴量を設
計し、特徴ベクトルを入力とするメチル化・非メチル化の分類モデルの学習と評価を行った。ま
た、配列特異的結合因子の関与が予測されることから、新たな配列モチーフの検索を行った。 
 
４．研究成果 
 4 つの研究項目ごとに主な研究の成果、インパクトについて述べる。（本研究の成果はジャー
ナル名を太字とした。） 
（1）卵子内の抑制型エピゲノム制御因子のネットワークを明らかにする 
 まず 6種類の鍵分子（図
１）のうち 4つの遺伝子の
欠損マウス卵子を作成し、
ヒストン修飾とDNAメチル
化のクロストークについ
て調べた。 
 その結果、まず H3K9me2
修飾酵素G9aは予想通り卵
子のH3K9me2導入に必須だ
ったが、体細胞における知見とは異なり、DNA メチル化への影響は僅少であった（Au Yeung et 
al. Cell Rep. 2019）。H3K9me2 は体細胞のユウクロマチン領域の DNA メチル化と遺伝子抑制に
重要であることが知られており、細胞種による修飾の役割の違いが浮き彫りになった。 
 次に、H3K9me2 及び H3K9me3 がクロマチン相互作用ドメイン（ゲノム高次構造）に与える影響
を調べるため、H3K9me2 修飾酵素 G9a と H3K9me3 修飾酵素 Setdb1 の欠損卵子について清華大の
Xie らと共同研究を行った。微量 Hi-C 解析による精緻な研究の結果、H3K9me2/3 のクロマチン相
互作用ドメイン形成への貢献は確認できず、むしろポリコム複合体が導入する H3K27me3 が重要
であるという結果を得た（Du et al. Mol. Cell 2020）。ポリコム関連クロマチンドメインはコ
ヒーシン非依存的に形成され、遠距離間で相互作用する等、再び体細胞にはないユニークな特徴
が明らかになった。 
 一方、H3K36me3 修飾酵素 Setd2 欠損マウス卵子において、H3K36me3 の消失に伴って DNA メチ
ル化が大幅に低下することが分かった。両者のゲノム上の分布の一致度から考えてこれは予想
された結果であったが、一方で、DNA メチル化が多くの領域で残存しており、その領域には
H3K36me2 が集積していることを見つけた。そこで、我々は H3K36me2 修飾酵素をドミナントネガ
ティブ効果により阻害する H3.3 バリアントを卵子で発現させ、H3K36me2 を特異的に欠損させる
実験を行った。その結果、H3K36me2 が集積している領域の DNA メチル化が大きく低下すること
が分かった。さらに Setd2 欠損とバリアン
ト発現を組み合わせて H3K36me2/3 を共に
消失させると、卵子の DNA メチル化がほぼ
完全に消失した（Yano et al. Nat. Commun. 
2022）。すなわち、卵子の DNA メチル化はほ
ぼ完全に H3K36me2/3 に依存することを初
めて明確に示すことに成功した（図２）。 
 始原生殖細胞及び卵子で合成される母性
因子 Stella は、卵子や初期胚の母性クロマ
チンの H3K9me2 に結合して、当該領域のメ
チル化 DNA を脱メチル化から保護するとい
う説が提唱されていた（Nakamura et al. 
Nature 2012）。しかし我々は、卵子ゲノム
上の H3K9me2 と DNA メチル化の分布はむし
ろ排他的であること、G9a 欠損により
H3K9me2 を消失させても DNA メチル化は消
失しないことを明らかにした（Au Yeung et 
al. Cell Rep. 2019）。さらに、より直接的
に Stella の DNA メチル化への影響を調べ
るため Stella 欠損卵子を調べたところ、
DNA 脱メチル化は全く観察されず、むしろ
異所性の高メチル化が観察された。しかも
この異常なメチル化蓄積は、卵形成以前の
始原生殖細胞において既に観察されていた
（Toriyama et al. 投稿中）。この結果は、



Zhu らの報告（Li et al. Nature 2018）と一部合致していたが、彼らは始原生殖細胞における
異所性メチル化を見逃しており、そのため誤った結論に至っている。以上を総合して、「Stella
は始原生殖細胞と着床前胚の双方で DNA 脱メチル化に関わる重要なリプログラミング因子であ
る」が我々の結論である。Stella は DNA メチル化維持因子 Uhrf1 を核外に排出することで、始
原生殖細胞の DNA 複製依存的な受動的脱メチル化を促進することが強く示唆された（Toriyama 
et al. 投稿中）。 
 一方、ヒストン修飾酵素の欠損と相補的なアプローチとして、de novo DNAメチル化酵素Dnmt3a
のヒストン修飾認識ドメインにアミノ酸置換を導入した卵子を作成した。その結果、PWWP ドメ
インは、Dnmt3a を H3K36me2/3 で修飾されたゲノム領域へ繋ぎ留めるために必要で、H3K36me2/3
のない領域の異所的なメチル化を防ぐことが分かった（Kibe et al. PLoS Genet. 2021）。ヒト
では Dnmt3a PWWP ドメインの変異が Heyn-Sproul-Jackson 症候群という小人症を引き起こすこ
とが報告されており、その症例で報告された異所性のメチル化と同じ結果であった。非修飾 H3K4
を認識する（H3K4me1/2/3 を認識しない）ADD ドメインについては、アミノ酸置換を導入すると
卵子ゲノム全体の DNA メチル化の中程度の喪失が生じた。すなわち、ADD ドメインは H3K4me1/2/3
が集積したゲノム領域に Dnmt3a をリクルートしないという負の標的特異性に加えて、Dnmt3a を
クロマチンに繋ぎ留めてメチル化の効率を上げることが分かった。非常に興味深いことに、卵子
におけるインプリント遺伝子の中程度のメチル化喪失が、受精後の胎仔における完全メチル化
喪失又は完全メチル化回復へと変換された。この結果は確率論的なエピジェネティック伝達の
モデルになると期待している（Uehara et al. 投稿中）。 
 以上を総合すると、H3K36me2/3→DNA メチル化（正の標的特異性）、H3K4me1/2/3→非 DNA メチ
ル化（負の標的特異性）、非修飾 H3K4→DNA メチル化（密度上昇）という、卵子内の抑制型エピ
ゲノム制御因子のネットワークが浮かび上がり、体細胞ではメジャーな「H3K9me2/3→DNA メチ
ル化」という図式は卵子では働かないことが初めて明らかになった。一方、始原生殖細胞におけ
る Stella→Uhrf1 の核外排出→DNA 脱メチル化という経路の存在が判明し、これが Tet1 を介す
る能動的な脱メチル化と共に、卵子の DNA メチル化パターンに大きく影響することが示された。 
（2）卵子内エピゲノム制御因子の発生プログラムへの影響を明らかにする 
 H3K9me3 修飾酵素 Setdb1、H3K36me3 修飾酵素 Setd2、DNA 脱メチル化因子 Stella 等の鍵分子
に変異を持つ卵子を野生型の精子で受精すると、着床前に致死であることが分かっている（母性
効果）。今回我々は、H3K9me2 修飾酵素 G9a 欠損卵子がヘテロクロマチン再構成と受精後の染色
体分配に異常を来すこと、そのため一部の胚が着床前に致死であることを報告した（Au Yeung 
et al. Cell Rep. 2019）。すなわち、ヒストン修飾酵素の欠損ではクロマチン構造の異常及び
染色体分配の異常などを伴う重篤な発生プログラムの異常が見られる。 
 一方、de novo DNA メチル化酵素 Dnmt3a の PWWP ドメインのアミノ酸置換卵子は受精後の発生
異常を示さなかった（ただし母体の異常あり＝Heyn-Sproul-Jackson 症候群に類似の小人症）
（Kibe et al. PLoS Genet. 2021）。すなわち、PWWP 変異は卵子における異所的な DNA 高メチル
化を生じるが、これは受精後の初期胚で消去（初期化）されると考えられる。一方、ADD ドメイ
ンの変異卵子に由来する胚は、着床前は正常であったが、着床後の妊娠中期以降の様々なステー
ジで致死であった。これらの胚を調べてみると、ほぼ母性インプリント遺伝子に限定した、確率
論的な DNA メチル化消失と遺伝子発現異常が認められ、ヒトの multi-locus-imprinting 
disorder と類似の状態が再現されていた（Uehara et al. 投稿中）。卵子における DNA メチル化
欠損は主にインプリント遺伝子の発現異常を通して発生プログラムを制御することが分かった。 
（3）エピゲノム制御因子の新たな機能を明らかにする 
 DNAメチル化維持因子Uhrf1欠損卵子のDNAメチル化異常と受精後の着床前致死性については
以前報告したが、その際、遺伝子発現異常がほとんどないこと、この因子は卵子や初期胚におい
て核内のみならず細胞質に大量に存在することを見つけた。そのため、Uhrf1 が DNA メチル化を
介さず、細胞質における別の機能により発生を制御する可能性が考えられた。そこで、Uhrf1 欠
損胚と正常胚との核・細胞質の置換実験により、致死性の原因が核ではなく細胞質にあることを
確認した。さらに、これらの卵子は細胞骨格の格子構造の崩壊、オルガネラの分布異常、細胞質



皮質下母性因子複合体（SCMC）の分布異常などを呈すること（図３）、微量プロテオミクス解析
によりこれらの細胞骨格構成成分が著減することを明らかにした。一方、これらの因子の mRNA
は減少しなかったので、Uhrf1 はタンパク質のレベルで細胞骨格に関連する機能を制御すると考
えられた（Uemura et al. Life Sci. Alliance 2023）。 
（4）受精を経て伝達される抑制型プログラムの特性を明らかにする 
 機械学習による DNA メチル化伝達の予測では、まず既存手法による予備的解析の過程で、特徴
抽出問題はかなり難度が高いことが判明したため、DNA 配列のベクトル表現を学習する再帰型ニ
ューラルネットワークモデルを独自に設計・実装した。その結果、DNA 配列がメチル化の維持・
伝達を規定する情報を内包することを確認するとともに、十分に精度の高い予測モデルを得る
ことができた（Maruyama et al. BMC Bioinform. 2022）。次に、ロジスティック回帰により DNA
メチル化の維持・伝達に対して正及び負に働くモチーフを抽出し、Sp ファミリー転写因子の結
合配列が DNA メチル化の伝達と負に相関する（即ち受精後の消去と関連する）ことを明らかにし
た（Au Yeung et al. 投稿準備中）。正に働くモチーフとしては、Zfp57 結合配列以外に強い効
果の配列は見つかっていないが、DNA メチル化伝達を示す領域のサブセットに働くモチーフの存
在や弱い効果のモチーフの組み合わせが重要である可能性が示され、本課題終了後も引き続き
検討を行う予定である。 
（5）当初に予見していなかった新たな展開等によって得られた研究成果  
 まず、卵子と初期胚のヒストン修飾状態にはヒストンバリアントの存在が大きく影響すると
予想されたため、そのゲノム上の分布を解析したところ、H3.3 のパターンが卵成長期及び受精
直後に大規模な再構成を受けることを発見した。特に受精卵（1 細胞期）はユニークな H3.3 分
布パターンを示し（全能性と関係すると考えられる）、これが 2細胞期に DNA 複製依存的な再構
成を受け、H3.1/H3.2 が取り込まれることで体細胞の分布パターンへと変化することを見つけた
（Ishiuchi et al. Nat. Struct. Mol. Biol. 2021）。これは本研究課題における予想外の発見
である。 
 また、初期胚におけるインプリント遺伝子などの片アレル発現の制御と関連して、胚性幹細胞
のアレル特異的な遺伝子発現について調べたところ、DNA 多型による影響が大きいという意外な
結果を得た（Ohishi et al. Genes Cells 2020）。これらの多型は DNA メチル化や H3K9me2/3 に
は影響を与えず、むしろ H3K27me3 や H3K4me2/3 と関連することも分かった。 
 一方、我々の微量 DNA メチル化解析技術（Au Yeung & Sasaki Methods in Molecular Biology 
2022 にプロトコルを報告した）に対して多くの共同研究依頼があり、本課題の経費で導入した
機器を駆使することにより以下の研究成果を得た。まず、京大斎藤らが作成した人工多能性幹細
胞由来のヒト卵原細胞について、インプリント消去や X 染色体再活性化等生体内で生じる変化
が培養皿で再現されていることを確認した（Yamashiro et al. Science 2018）。これはヒト卵子
の発生能を制御するネットワークの解明に向けた重要な成果である。また、慶応大塩見らと共同
でゴールデンハムスターの卵子における世界で初めての DNA メチル化解析を実施し、小分子 RNA
の産生に関わるPIWI3遺伝子の欠損によりメチル化低下が起きることを報告した（Hasuwa et al. 
Nat. Cel. Biol. 2021）。さらに、ブリティシュコロンビア大の Lorincz らとの共同研究により、
卵子内に蓄積されている母性 Dnmt3a が、受精直後に父性ゲノム上の遺伝子のメチル化と発現抑
制を行うという結果を得た（Richard Albert et al. Nat. Commun. 2020）。すなわち、卵子内の
エピゲノム制御因子が父性ゲノムをプログラムするという新たな機構が浮かび上がった。 
 最後に、当初から計画していた機械学習を用いる研究とは別に、我々が本課題で産出した DNA
メチル化及びヒストン修飾データを活かし、ゲノム上の DNA メチル化分布を他の修飾の分布か
ら予測する畳み込みニューラルネットワークモデルを構築した。このモデルは卵子における DNA
メチル化と H3K36me3 及び H3K4me3 の密接な関係を予測したほか、ヒストン修飾に摂動を加えた
場合の DNA メチル化パターンも正確に予測した（Au Yeung et al. BMC Bioinform.2021）。卵子
の抑制型エピゲノム修飾プログラムのさらなる解明に向け、新たなエピゲノム修飾・因子を選定
する際に役立つと期待している。 
 最後に、上記の研究成果を発信し、我が国の若手研究者と世界の一流研究者との交流を図るた
め、新学術領域研究「全能性プログラム」（小倉淳郎代表）、領域研究「配偶子インテグリティ」
（林克彦代表）、及び本特別推進研究の三者共催により、国際シンポジウムTotipotency and Germ 
Cell Development を九州大学医学部百年講堂で開催した（2022 年 11 月 23-25 日）。新型コロナ
感染症の影響で当初計画より 1 年遅れの開催であったが、22 カ国から 405 名の参加があり（現
地 177 名、オンライン 228 名）大盛況であった。本研究課題からは代表者の佐々木と分担者の丸
山が講演し、若手が 4件のポスター発表を行ったほか、本経費により海外演者 3名と国内演者 1
名を招聘した。また、本研究課題に参画した助教 2名（連携研究者の鵜木元香及び石内崇士）と
講師がそれぞれ准教授に昇任・転出し、大学院生及びポスドク 2名が助教に採用されるなど若手
育成に貢献したほか、代表者の佐々木はエピジェネティクス解明の成果を評価され、上原記念生
命科学財団から上原賞を受賞した。 
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