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研究成果の概要（和文）： 

近年、内在性、外来など様々な機能性の非コード(nc)RNA が標的遺伝子のエピジェネティック

制御に関与する事が報告され始めた。内在性 ncRNA は細胞種特異的発現を示すものも多く、機

能性 ncRNA の細胞への導入によるエピジェネティック改変(発現制御) の効率化には、内在性

ncRNA の標的遺伝子同定と発現状態との総合理解が必須である。昨年度の解析から、ES 細胞で

ncRNA 生成に関わる酵素の欠損により、DNA メチル化状態が変化する遺伝子を多数同定した。ES

細胞の多能性維持に重要な Sall4 遺伝子は、プロモーター領域に長い一本鎖アンチセンス

ncRNA(ASncRNA)が存在し、この ASncRNA により Dicer 非依存的に DNA メチル化制御を受けるこ

とが判明した。そこで今年度は、Sall4 遺伝子のプロモーター領域に存在する ASncRNA に注目

し、機能解析を行った。マウス繊維芽細胞では、Sall4 はプロモーター領域が高メチル化で発

現が見られないが、Sall4 ASncRNA を一過的に強制発現させることで、プロモーター領域の脱

メチル化を誘導できた。一方、内在性Sall4 ASncRNAの機能を解析するために、ES細胞でASncRNA

を標的とする shRNA を導入することでノックダウンしたところ、本来低メチル化の Sall4 プロ

モーターがメチル化され、Sall4 遺伝子の発現も減少し、ES 細胞の自己再生にも影響を与える

ことが確認された。本研究により、内在性 Sall4 ASncRNA は、オーバーラップする標的領域の

低メチル化状態を維持し、遺伝子の活性化に重要であることが示された。また、卵特異的ヒス

トンや環境中に残存する化学物質とエピジェネティクス制御についても Sall4 遺伝子を中心に

明らかにした。本研究により、ncRNA により DNA メチル化状態が維持される遺伝子を多数同定

できたことから、今後は内在性 ncRNA の強制発現やノックダウンにより標的遺伝子の DNA メチ

ル化状態の改変（エピゲノム改変）を基盤として、有用細胞や病態モデル動物を作製するため

の新技術の確立につながると考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Recent accumulating evidences have indicated that various non-coding RNAs (ncRNAs) are 

involved in region-specific epigenetic regulations. Since many endogenous ncRNAs show 

tissue/cell-type-dependent expression patterns, it is important to reveal the relationships 

between tissue/cell-type-dependent expression and epigenetic regulations. Our data 

indicated that many genes had ncRNAs within promoter regions of tissu/cell-type-specific 
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genes whose DNA methylation status changed by deficiency of ncRNA-related enzymes. 

The Sall4 gene, which is crucial for stemness of embryonic stem (ES) cells, had an 

endogenous antisense ncRNA (ASncRNA) overlapping with the promoter region of the 

protein-coding Sall4 gene. The Sall4 ASncRNA regulated DNA methylation status of the 

Sall4 promoter independent of double-strand RNA synthesis by Dicer. An ectopic 

overexpression of the ASncRNA in fibroblast cells resulted DNA demethylation of the Sall4 

promoter region. The Sall4 ASncRNA was proven indispensable for maintenance of 

unmethylated and activated status in ES cells by shRNA knockdown of the endogenous 

ASncRNA. Our data also indicated that oocyte-specific histone and environmental 

chemicals were involved in epigenetic regulations. In conclusion, we could identify many 

ASncRNAs that regulate DNA methylation status in a target-specific manner, and these 

ASncRNAs are thought as useful for epigenome modification to establish 

epigenome-related disease model animals and cells. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、内在性、外来など様々な機能性の

非コード(nc)RNA が標的遺伝子のエピジェ

ネティック制御に関与する事が報告され

始めた。内在性 ncRNA は細胞種特異的発現

を示すものも多く、機能性 ncRNA の細胞へ

の導入によるエピジェネティック改変(発

現制御) の効率化には、内在性 ncRNA の標

的遺伝子同定と発現状態との総合理解が

必須であると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、転写調節領域に存在する内

在性 ncRNA 生成・分解因子の欠損細胞を用

いて、DNA メチル化変化を指標として標的

遺伝子を全ゲノム的に同定し、内在性

ncRNA 発現パターンとエピジェネティック

制御との関係を明らかにする。また、幹細

胞多能性維持因子について、内在性 ncRNA

の発現パターンを解析し、Dicer 非依存性

の ncRNAによる DNAメチル化制御が存在す

ることを同定した。この情報を基に内在性

ncRNA の挙動を考慮に入れつつ、機能性

ncRNA の細胞導入によるエピジェネティッ

ク改変の最適化を試みる。 

 

３．研究の方法 

Dicer 欠損 ES 細胞と野生型 ES 細胞の比



 

 

較により、DNA メチル化状態の変化を指標

として内在性ncRNAの標的遺伝子を同定す

る。具体的には、ES 細胞特異的 DNA メチル

化状態を示す遺伝子パネルを用いてDNAメ

チル化解析を行い、内在性 ncRNA 量の変化

によってDNAメチル化状態の変化する遺伝

子を同定する。 

同定された内在性ncRNAの標的遺伝子の

細胞種特異的DNAメチル化パターンの有無

について、これまでに解析した様々な細

胞・組織の DNA メチル化プロフィールと比

較し、内在性 ncRNA の細胞種特異的 DNA メ

チル化への寄与を検討する。 

予備検討より明らかになったDicer非依

存的にDNAメチル化状態が制御されている

新規 ncRNAを持つ Sall4遺伝子については、

内在性 ncRNA とその標的遺伝子 mRNA 発現

との相関を検討する。これらの遺伝子の細

胞種特異的 DNA メチル化パターン、および

内在性ncRNAの細胞種特異的発現パターン

を明らかにし、機能性 ncRNA 導入によるエ

ピゲノム改変のためのDNAメチル化、ncRNA

発現データの包括的な解析を行う。 

 

４．研究成果 

本研究では、転写調節領域に存在する内

在性 ncRNA 生成因子の欠損細胞を用いて、

DNA メチル化変化を指標として標的遺伝子

を同定し、内在性 ncRNA 発現パターンとエ

ピジェネティック制御との関係を明らか

にすることを試みた。Dicer 欠損 ES 細胞に

ついては、解析した遺伝子のうち 10 遺伝

子で、メチル化状態の変化が確認できた。

Dicer 欠損細胞では、対照に比べて高メチ

ル化(5 遺伝子)、低メチル化(5 遺伝子)の

双方が検出され、このうちの多くは Dicer

欠損による遺伝子発現変化とDNAメチル化

状況の変化が相関していた。これにより、

Dicer を介して生成する短い二本鎖 ncRNA

によりDNAメチル化状態が制御される標的

遺伝子を同定した。 

一方で、興味深いことに、Sall4 遺伝子

のプロモーター領域に存在するアンチセ

ンス ncRNA (ASncRNA)は、Dicer に依存せ

ず、Sall4 プロモーターの DNA メチル化制

御に関係していることが示唆された。そこ

で、Sall4 遺伝子のプロモーターASncRNA

に注目して機能解析を行った。マウス繊維

芽細胞では、Sall4 はプロモーター領域が

高メチル化で発現が見られないが、Sall4 

ASncRNA を一過的に強制発現させることで、

プロモーター領域の脱メチル化を誘導で

きた。一方、内在性 Sall4 ASncRNA の機能

を解析するために、ES 細胞で ASncRNA を標

的とするshRNAを導入することでノックダ

ウンしたところ、本来低メチル化の Sall4

プロモーターがメチル化され、Sall4 遺伝

子の発現も減少し、ES 細胞の自己再生にも

影響を与えることが確認された。本研究に

より、内在性 Sall4 ASncRNA は、オーバー

ラップする標的領域の低メチル化状態を

維持し、遺伝子の活性化に重要であること

が示された。また、卵特異的ヒストンや環

境中に残存する化学物質とエピジェネテ

ィクス制御についてもSall4遺伝子を中心

に明らかにした。本研究により、ncRNA に

よりDNAメチル化状態が維持される遺伝子

を多数同定できたことから、今後は内在性

ncRNA の強制発現やノックダウンにより標

的遺伝子の DNA メチル化状態の改変（エピ

ゲノム改変）を基盤として、有用細胞や病

態モデル動物を作製するための新技術の

確立につながると考えられる。 
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