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研究成果の概要（和文）： 
ゲノム刷り込みは、遺伝子がその由来する親によって異なる現象で、片親由来の遺伝子の
みが機能することをいう。ゲノム知り込みは、DNA のメチル化による制御を受けている
が、どのようにして得意な発現様式が確立するかについての詳細は明らかではない。本研
究では、ES 細胞の試験管内分化誘導系を用い、刷り込み型遺伝子発現が細胞分化にとも
なって成立してくることを明らかにし、その分子基盤を解析する解析系の確立を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Genomic imprinting is a gene regulatory mechanism in which genes only derived from 
one parent to work. Genomic imprinting is known to be regulated by DNA methylation, 
but detail molecular mechanisms establishing parent-of-origin dependent gene 
expression pattern is still unclear. In this study, we showed that the expression 
pattern of imprinted gene is established accompanying cell differentiation using with 
an ES cell in vitro differentiation system. We further established a in vitro cell culture 
system to analyze detailed molecular mechanisms of establishment of imprinted 
expression pattern of imprinted genes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、DNA のメチル化やヒストンの修飾
といったエピジェネティックな修飾が遺伝
子発現に大きな役割を持つことが明らかと
なり、国内外で盛んに研究されている。ゲ
ノム刷り込みは、エピジェネティックな制
御を行う遺伝子発現制御の代表的な例であ
り、生殖細胞形成過程においては、刷り込
み遺伝子のエピジェネティック修飾を取り
除くゲノム再プログラム化が起き、配偶子
形成過程で新たな修飾が行われ、体細胞へ
と伝えられる。 
	 マウスの ES 細胞は、生殖細胞を含むす
べての細胞系譜に分化できる細胞であり、
哺乳類の胚発生のモデル系や発生工学のツ
ールとしての重要性が高いだけでなく、再
生医療分野での期待も非常に高い。始原生
殖細胞(PGC)は、将来、精子あるいは卵子
となる細胞で、生殖細胞を形成する細胞で
ある。PGCは ES細胞と共通する遺伝子群
（たとえば Oct3/4 や Nanog）を発現して
おり、遺伝子発現レベルでの類似性が指摘
されてきた。また、ES 細胞を分化誘導す
ることで、生殖細胞マーカーである Vasa
を発現する in vitro PGC (iPGC)を作るこ
とが出来る。逆に、PGCからは ES細胞に
非常によく似た性質を持つ胚性生殖(EG)
細胞を樹立することが出来る。このように
ES細胞とPGCとは非常に強い関連を持っ
ている。これまでに、完全に正常な精子や
卵子を試験管内で作ることは出来ていない
が(Toyooka et al. 2003, Nayernia et al. 
2006)、 iPGC 形成過程でも一部の刷り込
み遺伝子のメチル化が減少しているという
報告もあり、ゲノム再プログラム化が起き
ている可能性があるが、詳細な解析はまだ
無い。 
 
２．研究の目的 
 
ゲノム刷り込みは、片方の親から受け継い
だ遺伝子のみが発現する現象で、DNA の
メチル化やヒストン修飾などのゲノムへの
エピジェネティックな修飾によって制御さ
れる。刷り込み遺伝子のエピジェネティッ
ク修飾は、生殖細胞形成過程に一旦消去さ
れ(ゲノム再プログラム化)、その後に新た
に配偶子それぞれで特異的な刷り込みが与
えられる。また、刷り込み遺伝子は着床前
には両アレルから発現しているが、着床後
胚の体細胞において刷り込み型の発現が成
立する(Szabo and Mann, 1995)。本研究計
画は、ES細胞の試験管内分化系を利用し、
刷り込み型発現がどのように確立されるの

か、また生殖細胞分化過程でゲノム刷り込
みが消去されるときにどのように起きるか
という両側面を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究計画においては、よく解析されてい
る刷り込み領域である Igf2/H19、Igf2r/Air
の両遺伝子領域をモデルとして、ゲノム刷
り込みの成立とその消去におけるゲノム修
飾（DNA メチル化、ヒストン修飾）の変
化を ES 細胞の試験管内分化系を用いて解
析を行う。また、この他に多数存在する刷
り込み遺伝子に対しても一般化できるかど
うかについて同様の解析を行う。 
 
	 申請者がこれまでに樹立した ES 細胞及
び、EG 細胞を用いて、ゲノム刷り込み遺
伝子の発現と、そのエピジェネティック制
御の解析を行う。これまでに解析を行って
きた Igf2rと H19に加えて、これらと関連
が深いAirと Igf2の発現解析を行う(図 3)。
予備的な解析から、これらの遺伝子も分化
後の ES 細胞においては刷り込み型の発現
を示すことが示唆されている。これら遺伝
子についてはその刷り込み型発現の制御領
域(ICR あるいは DMR)が明らかとなって
いるので、この領域についてのヒストン修
飾の状態を修飾されたヒストンに対する抗
体を用いてクロマチン免疫沈降法(ChIP)
によって解析を行う。得られた発現データ
とクロマチン修飾の解析結果、及びすでに
得ている DNA メチル化の解析結果とを合
わせて、ES 細胞と EG 細胞における刷り
込み遺伝子の制御機構を明らかにする。ま
た、生殖細胞特異的に蛍光タンパク質
Venus を発現する Tg マウスから樹立され
た ES 細胞を分化させることによって得ら
れる iPGCの形成過程での刷り込み遺伝子
のメチル化の変化の詳細を解析することに
よって、ゲノム再プログラム化の進行過程
を試験管内で解析する。 
	 
４．研究成果	 
	 
これまでに樹立した C57BL/6J	 (B6)と MSM/Ms	 	 
(MSM)の亜種間ハイブリッド ES細胞株を利用
した試験管内分化誘導系を用い、解析してき
た刷り込み遺伝子 Igf2、H19、Igf2r、Air に
関して、その発現様式を PCR—RFLP 法によっ
て解析を行い、その発現されるアレルの変化
と ICR(刷り込み遺伝子制御領域)の DNA メチ
ル化を経時的に解析した。未分化 ES 細胞に
おいては、一次インプリントマークである



ICR では体細胞と同様のメチル化パターンが
検出され、培養条件化においても DNA メチル
化に変化は生じていなかった。Igf2r 遺伝子
は未分化状態において両アレルから発現し
ており、分化に伴い母性発現へと移行してい
た。一方、Igf2 遺伝子は、未分化細胞では、
母方由来、父方由来に関係なく未分化細胞で
は B6 アレルからの発現に偏っていたが、分
化に伴い本来の刷り込みパターンである父
性発現へと変化した。このように、未分化細
胞における発現パターンは DNAメチル化に関
係なく、分化に伴いメチル化による発現支配
を受けるようになっており、分化前後におけ
るメチル化による遺伝子発現制御には違い
があることが示唆された。	 
	 始原生殖細胞(PGC)を特定の条件下で培養
することによって得られる EG 細胞は、形態
的には ES 細胞と区別できないほどよく似て
いるが、その由来が違うことから、ゲノム再
プログラム化が起きる PGCの性質を引き継い
でいることが予想されていた。そこで、上記
亜種間ハイブリッド胚(胚性 12 日目)から多
数の EG 細胞を樹立し、ES 細胞と同様に刷り
込み遺伝子の DNAメチル化とその発現を調べ
た。Line1 や IAP などのゲノム中に散在する
繰り返し配列のメチル化の程度に大きな違
いは見られなかったが、刷り込み遺伝子の
ICR については、雌雄の EG 細胞において全く
メチル化されておらず、PGC のメチル化パタ
ーンを引き継いでいることがわかった。これ
らの EG 細胞を分化させてみたところ、分化
後は両アレルから発現しており、ICR のメチ
ル化が失われることで、刷り込み型遺伝子発
現様式が確立できなくなっていることがわ
かった。	 
	 さらに、分化前後における Igf2、Igf2r の
ICR 部分のメチル化について解析したところ、
DNA のメチル化について変化は見られなかっ
た。また、刷り込み型発現にともなってメチ
ル化が起きる 2次的刷り込みとして知られる、
Igf2r 遺伝子プロモーター領域においては、
ES 細胞では、細胞分化後に発現抑制される父
型アレルでメチル化が起きるのに対して、EG
細胞ではランダムにメチル化が起こり、結果
的に約 50%のメチル化状態となることがわか
った。	 
	 さらに詳細な解析を進めるためにヒストン
修飾の変化の解析を行うためにクロマチン
免疫沈降法(ChIP)を開始したが、現状では、
ES 細胞がフィーダー細胞に依存しているた
めに、解析系へのフィーダー細胞の混入がバ
ックグラウンドとして検出されてしまい、詳
細な解析が困難であることが明らかとなっ
た。そこで、あらためてフィーダー非依存型
の ES 細胞の樹立を行った。これまでに、B6
由来の ES 細胞株 9 ライン、B6	 x	 JF1 由来の
ES 細胞株 13 ライン、JF1	 x	 B6 由来の ES 細

胞株 7ラインを樹立し、その性状解析を行な
っている。また、試験管内分化系についても
改めて検討を行ったところ、96 ウェルプレー
トを利用した胚様体系性が最も自然に近い
形で分化マーカーを発現することが分かっ
てきたので、その条件の最適化を行なってい
る。条件によっては、ほぼすべての胚様体が
終末分化の表現型マーカーである心筋の拍
動を示し、より自然に近い状態で他の細胞の
混入がない形での解析を行うことができる
実験系を確立しつつある。	 
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