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研究成果の概要（和文）：エピゲノム情報はその分化可能性を評価する指標となることが考えら

れるが、どのような領域のエピジェネティック状態が細胞の性質に影響しうるかは明らかでな

い。本研究では、細胞種に特徴的な未知のエピゲノム変化を探索し、幹細胞の分化可能性評価

のためのエピゲノム情報基盤を整備することが目的である。本研究計画内において、申請者ら

は心筋細胞特異的な gene body領域の低メチル化状態を見出した。広範囲に渡る低メチル化状

態は、転写およびエピジェネティック因子の蓄積を伴っており、細胞の特性に密接に関わるエ

ピゲノムを形成する一因となる。本研究計画では、エピゲノム情報による幹細胞評価系の整備

に重要な細胞特異的エピジェネティック状態を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Epigenome is thought to represent the developmental potential of given cells. 
However, it has been unknown where is the genomic regions that define the ability of cells, like 
stemness or spectrum of cell-type specific potentials. In this study, we sought unknown alteration of 
epigenomic status between the undifferentiated and differentiated cells to know how the epigenetic 
status represents the cellular features. We found the gene body DNA hypomethylation in 
cardiomyocyte-specific genes. Since this hypomethylation was developmentally regulated and 
accompanied the genome-scale redistribution of transcriptional and epigenetic factors in larger area, like 
with the extensive enrichment of Pol II and p300 in a more than 50-kb region, these events can 
intimately associate with cell type-specific events. In this study, we found the regional epigenetic 
alterations as an impact on cell type-specificities. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 幹細胞研究においては、心臓疾患に対する
再生医療への期待がある。iPS 細胞を始めと
する幹細胞をソースとした再生医療では、培
養幹細胞の細胞株間における品質の差が問題
となっている。iPS 細胞のもつ分化能の差に
は、多能性を持つ ES 細胞とのエピジェネテ
ィックな差が関与していると考えられている。
樹立された iPS細胞での特定の細胞系列への
分化傾向を作るエピジェネティックなバック
グラウンドの一つとして、iPS 細胞を樹立す
る由来細胞が持つエピジェネティック・バッ
クグラウンドがあり、特定の細胞への”分化し
やすさ”を誘導していると考えられるが、それ
に関連するエピゲノムの違いがゲノム領域の
どこでどのように起きているかはわかってい
ない。したがって、各領域のエピジェネティ
ック状態の成立のメカニズムを個別に調べて
いくことでエピゲノムを分類することができ
ると考えられ、その情報によって iPS細胞な
どの幹細胞をはじめとする各種細胞の発生学
的なポテンシャルを評価することが出来ると
考えられる。そのためには、DNAメチル化解
析をプロモーター領域に限定せず広く行い、
株ごとの”分化しやすさ”と DNA メチル化状
態の違いを関連付けることが必要である。 
 
２．研究の目的 
 
 細胞の発生学的ポテンシャル評価のための
エピゲノム理解のため、本研究計画では、分
化・成熟した細胞種を手本とし、そのエピゲ
ノムを幹細胞および各発生段階で比較するこ
とにより細胞特異的なエピゲノムのなりたち
を理解する。iPS 細胞など幹細胞の評価のた
めの DNA メチル化エピゲノムの基盤を整え
ることが本計画の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究の要となるエピゲノム解析には、申
請者らが開発した、DNAメチル感受性制限酵
素 HpaII を用いたゲノムワイドＤＮＡメチル
化解析法であるHELP法を用いた。この方法
は、既存の主にプロモーターを標的とした解
析法とは異なり、偏りなくゲノム全体を解析
することが可能である。また、HpaIIを用いて
作ったライブラリーの内部対照として、MspI
ライブラリーを用いるため、より定量的な結
果が得られる。このことから、サンプル間お
よびゲノムの領域間の比較が可能である。 
 HELP法による DNAメチル化解析では、メ
チル化 DNAのコピー数比で観察できるため、
解析対象細胞の純度が重要である。そこで、
分化・成熟細胞として、心筋細胞を胎仔期・
新生仔期および成体期から単離し、解析に用

いた。心筋細胞のみで形成される胎仔期の組
織に対し、心臓線維芽細胞の混入がみられる
新生仔期組織は、Percoll を用いた濃度勾配分
離法を用い、成体期組織は、Langendorff潅流
法を用いたコラゲナーゼ処理による細胞分離
を行ない、心筋細胞の純度の高い細胞集団を
用いた。コントロールとして、肝臓組織を用
いた。 
 DNA メチル化エピゲノム情報を遺伝子ご
とのプロモーターおよび gene body 領域につ
いて計算し、中央値を取って比較した。また、
比較のため、ENCODE databaseより各種組織
および細胞のエピゲノム情報を取得し、同様
に計算して比較を行った。 
 
４．研究成果 
 
本研究計画では、様々な分化段階から精製さ
れた心筋細胞を用いたエピゲノム解析により、
ゲノム全体において量的にメチル化状態の変
化する領域を発見した。これは、心筋特異的
ミオシン重鎖遺伝子を始めとする複数の細胞
特異的遺伝子の gene body 領域（プロモータ
ー以外のエクソン-イントロンを含むコード
領域）の低メチル化状態であった。また、心
筋細胞が一旦分化した後、成熟過程で徐々に
脱メチル化されることが明らかになった。ま
た、このような比較的稀な DNAメチル化変化
は Pol IIおよび p300などの DNA結合因子を
蓄積していた。このことは、DNAメチル化の
分布が核内における DNA 結合因子の分配に
強い関係をもつことを示していた。 
 
(1) gene body領域の低メチル化が比較的少数
の遺伝子に起こっており、その中に含まれる
一部の心筋細胞特異的遺伝子に細胞種特異的
に起こっている。 
 

 



 

 

 
 ES細胞と心筋細胞（W8CM）における DNA
非メチル化度（X軸）と発現（Y軸）の比較。
いずれの細胞種でも低メチル化プロモーター
が大多数であるのに対し、低メチル化 gene 
bodyは minorityである。そんななかにあって、
複数の心筋細胞特異的遺伝子（彩色された円）
は、高発現および gene body低メチル化状態に
あり、選択的に低 DNAメチル化状態にあると
考えられる。 
 
(2)心筋細胞特異的な gene body領域の低メチ
ル化は、成熟過程に伴って進行するゆるやか
な脱メチル化によって起こっている。 
 

 
 
 ミオシン重鎖タンパク遺伝子座位での gene 
body領域での脱メチル化（ボックスプロット）
と遺伝子発現（棒グラフ）。２つの遺伝子（赤：
成体性アイソフォーム、青：胎仔性アイソフ
ォーム）の gene body領域全体が、心筋細胞の
成熟にともなって脱メチル化している。 
 2 つの遺伝子の発現は発生にともなって変
化しており、gene bodyの DNAメチル化は発
現と直接の影響を受けてはいない。しかし、
長期的な遺伝子座位の転写活性を考えると、
このミオシン重鎖タンパク遺伝子領域は、心
筋細胞特異的なエピジェネティック状態を継
続的に維持していると考えられる。 
 
(3)低メチル化状態の gene body領域には転写
を行う RNAポリメレース（Pol II）とヒスト
ンアセチル化酵素 p300 が細胞特異的に蓄積
されていた。 
 

 
 
 この DNA結合因子の蓄積により、これらの
低メチル化 gene body を持つ遺伝子は核内で
上位にランク付けされたことから、一部の
gene body領域の低メチル化は、転写に関する
DNA 結合因子のつよい蓄積と強い相関を持

っていることがわかった。更に、この遺伝子
領域では Pol IIと p300の比が変化しており、
量的な変化の他に質的な変化も起こっている
ことが考えられる。DNA低メチル化が、核内
における DNA 結合因子の分布様式に密接な
関わりを持っていることが示唆される。 
 興味深いことに、心筋細胞特異的遺伝子以
外の低メチル化遺伝子においても、Pol IIおよ
び p300の弱い蓄積が見られ、これらは細胞特
異的ではなかった。このことは、低メチル化
gene body領域がこれら DNA結合因子の非特
異的な結合を受けやすいことを示しており、
これは DNA 結合因子を不必要に蓄積する可
能性を示している。このような傾向から、低
メチル化状態が DNA 結合因子の蓄積しやす
さに関与しており、gene body領域の DNAメ
チル化が各内の DNA 結合因子の分布に干渉
しうることを示している。 
 
 gene body 領域は転写伸長の場であること
から、転写伸長に伴って DNA脱メチル化して
いる可能性があるが、gene bodyにおけるDNA
メチル化の機能はわかっていないため、この
領域はそれを明らかにするための重要な領域
となりうる。重要な点は、このような非プロ
モーター領域のエピジェネティック状態の違
いが、どのように他の細胞種での遺伝子発現
に干渉するかということである。本研究計画
では、分化細胞種から樹立した iPS 細胞の評
価のため、DNAメチル化エピゲノムの違いが
幹細胞にどう影響し得るか調べるための対象
領域として gene body 領域を考慮にいれるこ
とで、DNAメチル化の DNA結合因子の正し
い分布への貢献の可能性を示す。 
 
 このような低メチル化状態は、細胞種特異
的に高発現する遺伝子のなかでは、比較的長
くエクソンが多い遺伝子に観察されたことか
ら、長く複雑な転写時・転写後プロセシング
を必要とする遺伝子の長期的で安定な転写に
関わっていることが考えられる。一方で、今
後はこのような広範囲にわたる低 DNA メチ
ル化領域が細胞の成熟度および分化可能性に
与える影響が、この領域をモデルとして解明
されていくことが期待される。 
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