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研究成果の概要（和文）：マウス生殖系列におけるDNAメチル化リプログラミングの全容解明に向け、次世代シークエ
ンサーを用いて全シトシンの包括的メチル化解析およびトランスクリプトーム解析を実施した。卵子・精子では30％お
よび80％であったDNAメチル化は、受精後脱メチル化を受け胚盤胞では18％に減少した。着床後E7.5エピブラストでは7
3％に急上昇したが、その後始原生殖細胞では急速に減少しE13.5では５％以下となった。トランスクリプトーム解析は
、生殖系列におけるDNAメチロームを反映した遺伝子発現調節の実態を明らかにした。本研究は生殖系列全体のDNAメチ
ロームおよびトランスクリプトームの全貌を初めて提示した。

研究成果の概要（英文）：To clarify DNA methylation reprogramming and transcriptome in the whole female 
and male germline lineage in mice, a comprehensive DNA methylation analysis for all cytosine was 
conducted using a next-generation sequencer. DNA methylation was 30% and 80% in the oocytes and sperm, 
respectively. After fertilization the level decreased and reached to 18% at the blastocysts, however, in 
the E7.5 epiblast, the DNA methylation was quickly increased to 73%. In the primordial germ cells, which 
are differentiated at this stage, demethylation occurred rapidly, and the methylation level deceased to 
less than 5% in both sexes at E13.5. Subsequently, female- and male-specific DNA methylomes were 
established independently in the sparmatogonium before birth and during oocyte growth period, 
respectively. Transcriptome analysis revealed that DNA methylation is a critical regulator of gene 
expression in germline cells. This is the first report of a complete DNA methylome map of the whole 
germline in mice.

研究分野：生殖科学
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１．研究開始当初の背景	
 

（１）生殖細胞における機能獲得機構の解明は、

動物生産学、生殖医科学あるいは発生生物学の根

幹をなす普遍的な重要研究課題に位置づけられ

る。基礎および応用面から、生殖細胞の機能解析、

高度利用ならびに生殖医療を目標とした膨大な

研究が行われていた。さらに分子生物学を基盤と

した研究成果は、生殖細胞の機能解析にエピジェ

ネティクスの概念を導入し、全く新しいパラダ

イムの創成が始まった。生殖細胞科学における新

たな研究の展開が大いに期待されていた。	
 

（２）我々は、雌雄生殖細胞である精子および卵

子のゲノムが正常に機能して個体形成を達成す

るには、卵子および精子に特異的なDNA メチル化

修飾の獲得が不可欠であることを実証していた	
 

(Hiura	
 et	
 al.,	
 FEBS	
 letters	
 2006;	
 Kono	
 et	
 al.,	
 

Nature	
 genetics	
 1996;	
 Nature	
 2004;	
 Kawahara	
 et	
 

al.,	
 Nature	
 Biotechnology	
 2007)。しかしなが

ら、研究構想時点における研究成果は生殖系列に

おけるエピゲノム研究の端緒に過ぎず、生殖系列

におけるエピゲノム修飾機構の全貌解明が強く

望まれていた。	
 

（３）一方、ゲノム解析機器および技術の進歩は

目覚ましく、特に次世代シークエンサーの出現は

革命的展開をもたらし、全ゲノムを対象とした

DNA メチル化解析を可能とした。すでに世界的な

競争が始まっており、さらに熾烈化することは明

白であった。したがって、全ゲノムを対象とした

エピゲノム研究を早急に展開し、生殖系列におけ

るリプログラミングと生殖細胞機能獲得の解明

に貢献することが強く望まれていた。	
 

	
 

２．研究の目的 
（１）本研究は哺乳類の生殖細胞ゲノム機能

制御に必須のエピゲノム情報、特に DNA メチ

ル化修飾の生殖系列（初期胚および胎仔を含

む）における成立過程の全容解明と転写制御

の解明を目的とし、マウス生殖系列細胞にお

けるゲノム DNA メチル化情報の全貌解明を提

案した。マウスゲノムには遺伝子発現調節領

域を中心に存在している2100x104の CpGサイ

トの DNA メチル化状態を明らかにすることを

意味している。	
 

（２）そこで、雌雄生殖系列細胞ゲノム DNA

の非メチル化シトシンをウラシルへ変換処

置し、次世代シークエンサーを用いた大量シ

ークエンスを行い、リード配列のマッピング

および集計、解読情報のデータベース化を推

進する。	
 

（３）また、生殖系列細胞および胚で転写さ

れる全 mRNA のシークエンスにより遺伝子の

発現レベルを定量解析し、DNA メチル化によ

る遺伝子発現制御について検討する。	
 

（４）次世代シークエンサーを用いた解析結

果を統合的に整理し、生殖細胞ゲノム機能を

制御する DNA メチル化確立と遺伝子発現制御

の相関を俯瞰しようとした。哺乳類の雌雄生

殖系列における DNA メチル化のリプログラミ

ングとエピゲノムの役割の理解が可能とな

る。	
 

 
３．研究の方法	
 

（１）生殖系列細胞（卵子、精子、始原生殖

細胞、初期発生胚および ES 細胞）はすべて

C57BL/6N 系統マウスから採取した。なお、始

原生殖細胞（PGC）は、GFP-Oct4 遺伝子を導

入した遺伝子改変マウスから、セルソーター

（BD	
 FACSAriaTM,	
 ベクトン・ディッキンソン

社）を用いて分取して供試した。	
 

（２）DNA メチル化解析には、研究当初は

MethylC-seq 法を、また後半では改良された

PBAT 法（Post	
 Bisulfite	
 Adaptor	
 Tagging）

を用いた。DNA サンプルはバイサルファイト

処置し、イルミナ社が提供するキットを用い

てライブラリー作製した。トランスクリプト

ーム解析は、卵子、精子、始原生殖細胞およ

び ES 細胞から RNA を回収し、cDNA 合成後断

片化してシークエンス用ライブラリーを作

製した。	
 

（３）シークエンスは Genome	
 Analyzer およ

び HiSeq2500（イルミナ社）を用いて実施し、

必要十分なシークエンスデータを取得した。

シークエンスデータは、マッピングツール

“Bismark”を使用してマウスゲノムにマッ

ピングした。また、イルミナの RNA-seq 調整

キットを使用して得られたトランスクリプ

トームデータは、独自のスクリプトによりマ

ウスゲノムにマッピングしたのち、アノテー

ションされた遺伝子の各発現量 RPKM 値を測

定した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）卵子および精子のDNAメチロームおよび

トランスクリプトーム解析結果	
 

	
 精子、卵子、DnmtL-KO卵子、さらにES細胞

のメチロームマップの作成に成功した（図１



）。卵子と精子のDNAメチロームデータの比較

から、卵子型メチル化差異領域(DMR)329ケ所

および精子型DMR349ケ所を同定した（図２）

。さらにmRNA-seqによるトランスクリプトー

ム解析を実施し、マウス卵子においてmRNA転

写量と遺伝子内のメチル化（Gene-bodyメチル

化）に強い正の相関性を見出した（図３）（PLoS	
 

Genetics,	
 2012）。この他、卵子では低率では

あるがnon-CpGサイトのメチル化が存在する

こと、およびレトロトランスポゾンが高メチ

ル化されていることを明らかにした（PLoS	
 

Genetics,	
 2013）。	
 

	
 

	
 

（２）始原生殖細胞におけるDNAメチロームお

よびトランスクリプトーム解析結果	
 

	
 胎仔始原生殖細胞におけるメチローム解析

では、胎齢10.5日,	
 13.5日および16.5日の雌

雄始原生殖細胞(PGC)を用いて解析を実施し

た。これまでに、胎齢10.5日のPGCでは16-17%

のCpGがメチル化されていたが、胎齢13.5日の

PGCでは、2-3%にまで低下していることが判明

した(図４)（Genome	
 Res,	
 2013）。また、雌雄

PGCはほぼ同様のメチル化状態を示していた。

しかし、胎齢16.5日の雄PGCでは新規のメチル

化が生じ始め、31%にまで上昇した。一方、雌

PGCでは変化は認められず、明確な雌雄差が形

成されていた。また、E13.5PGCのトランスク

リプトームでは雌雄間で異なる発現を示す遺

伝子群を特定し、その機能解析から性分化の

プロセスを明らかにした（図５）（投稿準備中

１）。	
 

	
 

（３）初期発生過程におけるDNAメチローム解

析結果	
 

	
 受精後の脱メチル化についても検証をすす

め、受精卵および初期胚のDNAメチロームマッ

プの作成に着手した。また、脱メチル化に重

要なDNA	
 5-hydroxymetylated	
 cytosine（5hmC

）を免疫染色法により検出し、成長卵子に至

るまでに5hmCが生成されることを明らかにし

た（Genes	
 to	
 Cells,	
 2014）。受精直後から（

主に父性ゲノムと考えられる）脱メチル化は

開始しており、DNAメチル化率は受精４時間後

では45％、10時間後には34％にまで低下して

いた。その後さらに胚ゲノムの脱メチル化は

進行し、胚盤胞では最低の18％にまで減少し

ていた。しかし、着床後の発生・分化に伴い

E7.5のエピブラストではDNAメチル化レベル

は急速に上昇し73％にまで達した（図６）。一

方、精子と卵子間で特定されたDMR（differ- 
entially methylated region）数は、父性特異的メ
チル化領域が18ケ所および母性特異的メチル



化領域が385ケ所であった。興味深いことに、

これらのDMRは胚盤胞においても維持される

傾向があり、特にインプリント制御領域では

30％程度のDNAメチル化が脱メチル化を免れ

維持されていた（投稿準備中２）。	
 

	
 

（４）新しいDNAメチル化解析法の開発	
 

	
 より正確で再現性が高いDNAメチルーム解析

としてPBAT（post	
 bisulfite	
 adaptor	
 tagging

）法の検証を実施した。この方法では、

bisulfite	
 処理によるDNAの損耗が少ないこ

と、PCRによる増幅を行なわないことの利点が

あり、より精度が高く、かつ少量（1000細胞

）のDNA量で解析が可能であることを実証した

（Methods	
 Mol	
 Biol,	
 2012）。また、より効率

的かつ経済的にDNAメチローム情報の取得が

可能であるSureSelect	
 (Agilent	
 Technology	
 

社)を用いたターゲットメチローム解析で精

子ゲノムの解析を実施し、PBAT法と高い相関

が得られるデータの取得が可能であることを

示した。また、ターゲットメチローム解析法

を用いて体細胞クローン個体の精子のDNAメ

チローム解析にも着手し、一部にDNAメチル化

異常を確認する興味深い結果を得ることがで

きた（投稿準備中３）。	
 

	
 

（５）総括	
 

	
 

本研究の成果により、マウス生殖系列全体の

DNA メチロームの全貌を初めて把握すること

に成功した（図７）。今後、生殖科学領域を

はじめとする生殖系列におけるエピゲノム

研究の基盤情報として貢献することが期待

される。	
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