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研究成果の概要（和文）：本研究は、卵母細胞において精子型のエピゲノム獲得を抑制する新規因子の同定とそ
の因子の発現制御機構の解明を目的とした。胚性幹細胞を起点として体外で卵巣を再構築する実験系を用いた。
因子を欠損する胚性幹細胞から誘導した卵母細胞におけるゲノム網羅的なDNAメチル化解析から、この因子は卵
母細胞型のDNAメチル化パターンの形成には直接寄与しないことを明らかにした。一方で、この因子は細胞質に
局在することを見出した。これは、核内で機能するエピゲノム制御因子とは異なる機能をもつ可能性を示唆する
興味深い発見である。加えて、卵母細胞に特異的に発現する転写因子の結合により、この因子が活性化されるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanism that prevents sperm-type 
epigenome in oocytes. To this end, we generated embryonic stem cells depleted of a candidate factor 
for this mechanism and reconstructed ovaries using these cells. Genome-wide DNA methylation analysis
 of mutant oocytes revealed that this factor is not involved in preventing sperm-type DNA 
methylation patterns in oocytes. Intriguingly, however, this factor is localized to the cytoplasm 
rather than the nucleus. This observation is particularly interesting, as typical epigenetic 
modifiers are active in the nucleus, suggesting a novel role for this factor in the cytoplasm of 
oocytes. In addition, we identified key transcription factors that activate this cytoplasmic factor 
in oocytes. In summary, we revealed transcriptional regulation of this factor and the role on the 
epigenetic regulation in oocytes. However, the role in the cytoplasm of oocytes warrants further 
investigation.

研究分野： エピゲノム

キーワード： 卵母細胞　エピゲノム性差　DNAメチル化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵子と精子の持つ異なるエピゲノムパターンは個体の発生に必須であり、その分子基盤の解明は生物学的・医学
的に大きな意義を持つ。本研究では、卵母細胞において精子型エピゲノム獲得を抑制する候補因子の一つに着目
した。体外で卵母細胞の発生を再構築する実験系から、その発現制御機構の一端やその因子が直接的に卵母細胞
のDNAメチル化パターンの形成に寄与しないことを明らかにした。加えて、この因子が細胞質に局在するという
予想外の結果を得た。これは、卵母細胞が精子型のエピゲノム制御因子の機能を変化させる新たな機構の一つを
示唆する。この因子の更なる解析は配偶子間の異なるゲノム機能の使い分けの理解につながると期待できる。

※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 
配偶子は雌雄で異なるゲノム機能をもち、接合により相互補完されることにより発生能を獲

得する。DNA メチル化によるゲノムインプリンティングは配偶子によるゲノム機能制御の代表
例である。配偶子形成過程に導入されるインプリント遺伝子の DNA メチル化状態は受精後も維
持され、身体を構成する全ての細胞において、それらの片親性発現が保証される。インプリント
遺伝子の DNA メチル化異常による片親性発現の破綻は、胚の発生停止を招く。したがって、生
殖細胞における DNA メチル化制御の理解は、発生生物学のみならず、不妊症の原因究明にも貢
献する医学的に重要な課題である。 
インプリント遺伝子の DNA メチル化制御に加えて、卵子と精子では、ゲノムの DNA メチル

化分布も大きく異なる。精子では、特定の遺伝子プロモーター領域を除いたゲノムの大部分、卵
子では、転写活性の高い遺伝子内部の DNA が主にメチル化される（図１）。我々はこれまでに、
マウスの配偶子間の DNA メチル化分布の違いが、異なるヒストン修飾酵素により先導されるこ
とを明らかにしている（Shirane et al., 2020）。さらに、我々は卵母細胞で特異的に発現する因子
（以下、卵母細胞因子）が精子型の DNA メチル化獲得を阻害するモデルを提唱している。 

 
図１. マウス精子と卵子の DNA メチル化分布 
常染色体上のある領域（約 2.5 Mb）における精子と卵子の DNA メチル化率を黒棒で示す。赤：
卵子で転写活性のある遺伝子、青：卵子で不活性の遺伝子。これらの DNA メチル化データは公
開データ（精子：Kubo et al., 2015; 卵子：Shirane et al., 2013）を再解析したものである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、卵母細胞において精子型の DNA メチル化獲得が阻害される仕組みを明らかにす
ることを目的とする。我々は、この過程に関わる候補因子を複数同定している。本研究では、そ
の中の一つの因子に着目し、その因子が卵母細胞において実際にその機能を担うかを検証する。
さらに、その因子の発現制御機構を解明し、卵母細胞において精子型の DNA メチル化獲得阻害
の基盤となる分子ネットワークの特定を目指す。 
 
３．研究の方法 
所属研究室では、マウス胚性幹細胞を起点として体外で卵巣を構築する実験系を確立してい

る（Hikabe et al., 2016; Hamazaki et al., 2021）。この培養系を基盤として本研究を遂行する。まず
CRISPR/Cas9 法により卵母細胞因子の発現制御領域を欠損させた胚性幹細胞（卵母細胞の分化
を追跡するためのレポーター遺伝子 STELLA-CFP を持つ）を作出する。この細胞からエピブラ
スト様細胞を経て始原生殖細胞様細胞を誘導し、胎齢 12.5 日胚由来の卵巣体細胞と凝集培養さ
せる。凝集塊を培養膜上へと移したのちに気相-液相条件下で 21日間培養し、体外で卵巣を再構
築（再構築卵巣）する（図２）。卵巣内から二次卵母細胞を採取し、全ゲノム DNA メチル化解析
により、因子欠損型の卵母細胞において精子型のDNAメチル化分布が獲得されるかを検証する。 
 次に、卵母細胞因子の発現制御機構を明らかにするため、CUT&RUN（Cleavage Under Targets 
& Release Using Nuclease）法（Skene et al., 2017）により卵母細胞において特異的に発現する複数
の転写因子に焦点を当て、これらが卵母細胞因子の転写開始点付近に結合するかを検証する。 

 
図２. 体外培養系による卵巣の再構築 
a. 胚性幹細胞を起点として、エピブラスト様細胞を経て誘導された始原生殖細胞様細胞と胎齢
12.5 日胚由来の卵巣体細胞を凝集培養したのちに、培養膜上で卵巣を再構築する一連の実験を
模式的に示す。 
b. 培養膜上で 21日間培養して構築した卵巣の明視野画像（左）と CFP蛍光画像（右）を示す。 
 



４．研究成果 
 
(１) 卵母細胞因子を欠損する ES 細胞の作出 
 CRISPR/Cas9 法により、卵母細胞因子の転写開始点を含む領域を欠損する胚性幹細胞を作出
した。この細胞を起点として、上述の方法にて体外で卵巣を再構築した。卵母細胞レポーター
STELLA-CFP の蛍光を指標に卵巣内の二次卵母細胞を採取し、標的とする卵母細胞因子の発現
を定量的 RT-PCR法により調べた。その結果、欠損型由来の卵母細胞では、その発現が消失して
いた（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(２) 全ゲノム DNA メチル化解析 
 体外で構築した卵巣から採取した卵母細胞数百個から効率よく全ゲノムレベルでのDNAメチ
ル化を定量するため、微量細胞へのメチル化解析へ適用可能な EM（Enzymatic Methyl）-seq 法
（Vaisvila et al., 2021）の最適化を行った。まず、細胞 1000個からゲノムを粗精製し、8サイク
ルのライブラリー増幅により高速シークエンサーでの配列決定に十分なライブラリーを得るこ
とに成功した。次に、体外で再構築した野生型と欠損型のそれぞれの卵巣から 400個ずつの二次
卵母細胞を採取し、EM-seq 法により同様にライブラリーを調製し、NovsSeq6000 で配列を決定
した。卵母細胞由来のゲノムに混合して反応させた外来性コントロール DNA から計算した酵素
反応効率も良好であった。以上から、卵母細胞 400個から得られたこれらのデータは詳細な解析
に耐え得ると判断した。解析の結果、予想に反して、この因子を欠損しても卵母細胞の DNA メ
チル化は正常なパターンを保持していた。この結果は、この因子が直接的に卵母細胞の DNA メ
チル化分布形成に寄与しないことを示す。一方で、他の卵母細胞因子が卵母細胞における精子型
の DNA メチル化獲得を阻害する可能性も新たに提示した。 
 
(３) 卵母細胞因子の発現を制御する転写因子群の同定 
 卵母細胞因子の発現を制御する転写因子を探索するため、卵母細胞に特異的に発現する複数
の転写因子の CUT&RUN を行った。その結果、卵母細胞因子の転写開始点付近に結合する因子
の同定に成功した。また、この結合部位を欠損する二次卵母細胞では卵母細胞因子の発現が消失
したことから、この転写因子は卵母細胞因子の発現を促進することを明らかにした。 
 
(４) 卵母細胞因子の細胞内局在解析 
 卵母細胞因子の細胞内での発現部位を特定するために、タグ配列を付加した卵母細胞因子を
HEK293T 細胞へと導入し、免疫蛍光染色法により、その局在部位を調べた。その結果、この因
子は予想していた核内ではなく、細胞質に局在することを新たに見出した。 
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