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研究成果の概要（和文）：本研究ではニワトリ始原生殖細胞のエピジェネティクスの状態を蛍光イメージングに
より解析するために、環境ストレス（DNA損傷）を検出するプローブを新たに開発した。
本研究で開発した新規プローブのシグナルはDNA損傷マーカーと高い局在を示した。このプローブを改変しシグ
ナル部位をラベル化すれば、外部環境の変化に影響を受けやすいゲノム領域を同定でき、育種に有用なエピゲノ
ム領域の同定につながると期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop new probes to detect environmental stress
 (DNA damage) to analyze the epigenetic status of chicken primordial germ cells (PGCs) by 
fluorescence imaging.
We designed BiFC (Bimolecular fluorescence complementation) probes utilizing repair factor RAP80 and
 post-translational modification factor SUMO and analyzed to detect DNA damage foci. The BiFC probe 
signal showed high localization with the DNA damage marker γH2AX, successfully detecting DNA repair
 foci. If we could label the BiFC signal sites with this probe, it is expected to identify genomic 
regions that are more susceptible to environmental changes, leading to the identification of 
epigenomic regions that are useful for breeding.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： 蛍光イメージング　DNA修復

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA損傷を検出するために修復因子RAP80と翻訳後修飾因子SUMOを利用したBiFCプローブを開発し解析を行った。
BiFCプローブは外部から薬剤によるDNA損傷を与えなくても蛍光シグナルを発しており、内在的に起こる微弱な
DNA損傷を検出していることがわかった。これまで免疫染色等の手法を用いなければ検出できなかった損傷を本
研究で開発したBiFCプローブを用いることで、より明確に検出することができた。また、BiFCプローブの局在は
DNA損傷によりダイナミックに変化していることがわかり、DNA修復の基礎的解析に利用できる可能性もある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 CRISPR/Cas9 を代表とするゲノム編集技術が進歩し、今では栄養価の高いトマトや褐変しに
くいマッシュルームなど様々な食料品への応用が始まっている。しかし、家禽としてのニワトリ
における重要な経済形質（成長率、産卵数、病気に対する抵抗性等）は量的形質で複数の遺伝子
座により支配され、単一の遺伝子を変異させるだけで改変することは難しい。そこで本研究では
エピジェネティクスに着目した。エピジェネティクスとは DNA 塩基配列の変化を伴わない遺伝
子発現制御機構であり、複数の遺伝子座を同時に制御し得る。 
 これまでの生物学ではエピジェネティックに獲得した形質は、子孫に継承されないと考えら
れてきた。遺伝子に書き込まれたエピジェネティックな情報は生殖細胞の分化過程でリプログ
ラミングを受けるためである。しかし、近年になってその通説を覆すような事象がいくつも報告
されている。生活習慣や環境ストレスにより変化したエピジェネティックな形質は、生殖細胞を
通じて子孫へ継承される可能性が示されている［Lempradl A. Semin. Cell Dev. Biol. 2019］。し
かし、鳥類の生殖細胞におけるリプログラミングやエピジェネティクスの遺伝に関する研究は、
哺乳類と比較して大きく遅れている。 
 
 
２．研究の目的 
 ニワトリの始原生殖細胞（Primordial germ cell: PGC）は長期培養が可能で、移植実験によ
り生殖巣への移動・定着や分化の関する解析を行うことができ、最終的には子孫を得て解析でき
る点が非常に特徴的である。この特徴を最大限に活かして、ラベル化した PGC を移植し、その
後の分化を追跡、エピゲノム（DNA メチローム）の変化を観察することにより、鳥類において
「エピジェネティクスの遺伝やリプログラミングがあるのか？」、また「環境変化の影響を後代
に継承することができるエピジェネティックマークにはどのようなものがあるのか？」を解析
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ニワトリ PGC の DNA メチル化解析 
細胞での DNA メチロームの全体像を捉える手法として、メチル化 DNA 結合タンパク質の

MBD（methyl-CpG-binding domain）と蛍光タンパク質を融合し、可視化する方法が開発され
ている［Ueda et al. Stem Cell Reports 2014］。この技術をニワトリ PGC に応用し、DNA メチ
ル化のイメージングを行う。さらに蛍光ラベルした PGC を移植・再分離を行い、マーカー遺伝
子の DNA メチル化を詳細に解析して、鳥類におけるエピジェネティクスのリプログラミング機
構の検証を行うこととした。 
 
（２）環境ストレスによるニワトリ PGC の DNA メチル化への影響 
母体が受けた環境ストレスはその子孫のエピゲノムに様々な影響をもたらす。その影響は子

供世代(F1)だけではなく、時として生殖細胞を通じて孫世代(F2)へ伝播する。ニワトリの場合、
胚は卵殻により母体から独立しているため、環境ストレスの影響は主に卵黄に含まれる母体成
分（卵黄ホルモンなど）により、胚へと伝わる。そこで卵中で起こるエピゲノム変化をニワトリ
PGC 培養下で再現する。さらに、そのような培養条件で培養した PGC を移植し、DNA メチル
化の変化を経時的に追跡することで環境変化の影響を後代へ伝えることができるエピジェネテ
ィックマークにはどのようなものが存在するのかを解析するために、環境ストレスを検出する
タンパク質プローブの作製を行うこととした。DNA 二本鎖切断（DNA double-strand break: 
DSB）の修復の際に形成される DNA 修復 foci を標的とし、この foci を感度高く可視化する蛍
光プローブの開発をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
（１）ニワトリ PGC の DNA メチル化解析 

DNA メチル化を検出するレポータとして、MBD と蛍光タンパク質 mCherry を融合したコン
ストラクト（mCherry-MBP）を作製した。ニワトリ細胞株 DF-1、LMH に導入後、DNA メチ
ル化阻害剤 5-Azacytidine で処理すると蛍光の減弱が観察されたが、バックグラウンドが高かっ
たため、より検出感度を向上させるために融合させる位置やリンカー長などを検討したが改善
には至らなかった。 



 
（２）環境ストレスによるニワトリ PGC の DNA メチ
ル化への影響 
 環境ストレスによる DNA 損傷を高感度に検出する
ため新規タンパク質プローブの開発を行った。DNA
修復因子である RAP80 を利用し、DNA 損傷依存的
なシグナルを高感度に検出するため、蛍光タンパク質
Venus を分割した BiFC (Bimolecular fluorescence 
complementation)タイプのプローブを構築した。
RAP80 と DNA 損傷依存的な相互作用が報告されて
いる翻訳後修飾因子 SUMO に着目し、RAP80 の N
末端側に VN（Venus の N 末断片）、SUMO２の N 末
端側に VC（Venus の C 末断片）を融合することによ
り BiFC プローブとした（図１）。DNA 損傷依存的な
RAP80 と SUMO の相互作用により、Venus の再構築
が起こり BiFC シグナルとして検出される設計とな
る。 
 

BiFCプローブの特異性を確認するため
に、EGFP を RAP80 にそのまま融合した
プローブ（EGFP-RAP80）と BiFC プロ
ーブを一過的に発現させた U2OS 細胞に
Zeocin 添加により DSB を誘導し、DNA
修復 foci に集積する DNA 損傷マーカー
H2AX の免疫染色との局在率を共焦点レ
ーザー顕微鏡により測定して比較を行っ
た（図２）。その結果、BiFC プローブは
eGFP-RAP80 よりH2AX との局在率が
上昇し、さらに核内で見られるバックグラ
ウンド蛍光の減少が観察された。 

 
次にBiFCシグナルがRAP80とSUMO

の相互作用依存的に生じたものであるか
を確認するため、RAP80 内に存在する
SIM (SUMO-interacting motif)を欠失さ
せたプローブ VN-RAP80ΔN を作製し、同様に U2OS 細胞に導入して解析を行なった（図３）。
VN-RAP80 で検出された BiFC シグナルが VN-RAP80ΔN では検出されなかったため、作製し
た BiFC プローブは SUMO-SIM 相互作用依存的に DNA 修復 foci を可視化していることが確認
できた。 

 本研究期間では検討できなかったが、このプローブを改変し BiFC シグナル部位をビオチン等
でラベル化すれば、より外部環境の変化に影響を受けやすいゲノム領域を同定できると考えら
れる。このゲノム領域のジーンオントロジー解析やエピゲノム解析を行うことで、育種に有用な
エピゲノムの領域、変化の同定に発展させたい。 
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