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研究成果の概要（和文）：エピジェネティクスは、遺伝子の塩基配列に依存しないに遺伝子発現制御機構である。ゲノ
ムDNAのメチル化は、エピジェネティク機構の1つであるが、動物細胞のDNA脱メチル化機構は未だ解明されていない。
そこで私は、動物細胞のDNA脱メチル化機構を遺伝学的に解明する事を目的に、変異体のスクリーニングを行ったが、
新規変異体の単離には至らなかった。更に、ゼブラフィッシュ発生・再生過程におけるDNAメチル化・脱メチル化の解
析を行った結果、脱メチル化への関与が報告されていたAID, MBD4は脱メチル化に機能しないこと、発生・再生過程に
おいてDNAメチル化度がダイナミックに変化することを、論文発表した。

研究成果の概要（英文）：Epigenetics is a regulatory system for gene expression independent of genomic DNA 
sequence. Genomic DNA methylation is one of epigenetics system, but the mechanisms of DNA demethylation re
main to be elucidated in animal cells. To uncover the DNA demethylation systems in animal cells, I tried t
o screen new zebrafish mutants that have defects in DNA demethylation, but my research goal was not achiev
ed. In addition to mutant screening, I found that both activation-induced cytidine deaminase and methyl Cp
G-binding domain protein 4 do not function in DNA demethylation, and the level of DNA methylation is dynam
ically changed during development and caudal fin regeneration in zebrafish.
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様	
 式	
 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
(1) DNA脱メチル化に異常を示す変異体の解
析による脱メチル化機構の解明 
	
 ゲノム DNA の塩基配列に依存しないエピ
ジェネティクスは、多くの生命現象（発生・
遺伝・遺伝子発現・癌・老化・神経疾患等）
に関与する非常に重要なシステムである。こ
の様なエピジェネティク機構の 1つであるゲ
ノム DNA のメチル化は、現在まで多くの研
究が行われた結果、DNAメチル化機構に関し
ては明らかにされてきたが、動物細胞の DNA
脱メチル化機構に関しては、未だに不明な点
が多く十分解明されていないのが現状であ
る。DNA脱メチル化に機能する候補因子は数
多く報告されてきたが、体細胞において遺伝
学的に証明された DNA 脱メチル化因子は、
報告が非常に少ない。 
 
(2) AID, MBD4によるゲノム DNA脱メチル
化機構の検証 
	
 現在まで私は、初期発生過程における細胞
分化・器官形成機構（特に内胚葉細胞分化・
器官形成）に関して、ゼブラフィッシュを用
いて遺伝学的・分子生物学的解析を行ってき
た 1),2)。発生過程における細胞分化機構の解析
には、エピジェネティクな制御を考慮するこ
とは必要不可欠であるが、DNA脱メチル化機
構が不明であったため、エピジェネティック
な側面からの解析は進んでいなかった。 
	
 最近 Rai3)らは、ゼブラフィッシュ胚を用い
たノックダウン実験により、activation-induced 
cytidine deaminase (AID)と methyl CpG-binding 
domain protein 4 (MBD4)による 2段階修飾と
塩基除去修復による DNA 脱メチル化機構を
報告した。しかし、AID, MBD4が真の脱メチ
ル化因子で有るか否かは、十分に検証されて
いなかった。そこで私の研究室では、AID, 
MBD4に対するモルフォリノアンチセンスオ
リゴ（MO）を用いたノックダウン実験を行
い、遺伝子発現に対する影響を調べた。その
結果、Rai らの実験結果を全く再現できなか
ったことから、AID, MBD4 によるゲノム
DNA 脱メチル化機構は誤りである可能性が
示唆された。 
 
(3) 発生過程における DNA メチル化度変化
の解析 
	
 発生過程におけるDNAメチル化度の変化、
メチル化・脱メチル化関連遺伝子の発現に関
しては、多くのモデル生物において十分に解
析が進んでいなかった。最近 3~4年の間に、
マウスの ES細胞を実験系として、DNA脱メ
チル化に関与する新規タンパク質として
Ten-Eleven-Translocation (Tet)が注目され、盛
んに研究が行われた。Tetタンパク質は、５̶
メチルシトシン（5mC）を５̶ヒドロキシメチ
ルシトシン（5hmC）に変換する酵素であり、
5hmC 変換後は更に５̶フォルミルシトシ
ン・５̶カルボキシルシトシン等を経て、最
終的に塩基除去修復過程により脱メチル化

されるメカニズムが報告された。しかし、
DNA 脱メチル化に関与する因子の報告は非
常に多く、研究開始当初では DNA 脱メチル
化の機構・経路は確定されていなかった。 
	
 また、発生過程における DNA メチル化度
の変化を明らかにするためには、DNA脱メチ
ル化だけでなく、メチル化酵素の解析も重要
である。しかし、メチル化酵素をコードする
遺伝子（DNA methyltransferase; dnmt）の発現
に関しては、多くのモデル生物において十分
に解析が進んでいなかった。 
 
(4) 尾ビレ再生過程における DNA メチル
化・脱メチル化の解析 
	
 多くの脊椎動物は、外傷や疾患による損傷
に対して高い再生能力を有するが、哺乳類等
の高等動物は非常に限られた再生能力しか
示さない。私の研究室では、再生能力が高い
ゼブラフィッシュを用い、尾ビレ再生を実験
系として研究を行っている。尾ビレ再生にお
いては主に 3つの過程［１．分化細胞から増
殖可能な未分化細胞への変換（脱分化）、２．
脱分化細胞が集合した再生芽の形成、３．再
分化による組織・器官の再構築］を経て再生
が進行する。しかし、現在までの再生研究で
は、「どのようにして再生芽の細胞から組
織・器官が元に状態に再構築されるのか」と
いう点に研究の力点がおかれていた。そのた
め、「なぜ分化細胞が増殖可能な未分化細胞
に変換されるのか？或いは、なぜ再生能力が
低い動物では脱分化が起こらないのか？」と
いう視点からの研究は、非常に少ないのが現
状である。このような現状を踏まえ、私達は
脱分化には遺伝子発現制御に関与するエピ
ジェネティックな変化が重要であると考え、
再生過程における DNA メチル化の詳細な解
析を行った。再生過程における DNA メチル
化の変化や脱メチル化関連遺伝子の発現に
関しては、多くのモデル生物において十分に
解析が進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) DNA脱メチル化に異常を示す変異体の解
析による脱メチル化機構の解明 
	
 動物細胞におけるDNA脱メチル化は、様々
なメカニズムが提唱されているが、未だ確定
された機構の証明はなされていない。私は、
動物細胞における DNA 脱メチル化機構を解
明するため、ゲノム DNA 脱メチル化が異常
になる新規変異体の単離を考えた。ゼブラフ
ィッシュは、体外発生で数多くの受精卵を得
ることが容易であり、遺伝学的解析が可能な
実験動物である。形態形成・器官形成過程に
異常を示す数多くのゼブラフィッシュ変異
体が単離され、原因遺伝子の解析が行われて
きたが、ゲノム DNA 脱メチル化に着目した
変異体のスクリーニングは行われていなか
った。理由としてはゲノム DNA 脱メチル化
度を簡便に調べる指標が無かったことが原
因と考えられる。そこで私は、DNA 脱メチ



ル化機構を遺伝学的に明らかにする事を
研究目的に変異体のスクリーニングを行
った。 
 
(2) AID, MBD4によるゲノム DNA脱メチル
化機構の検証 
	
 ゼブラフィッシュの初期発生過程におい
ては、AID, MBD4を介した DNA脱メチル化
機構が報告されたが、私達の研究では報告さ
れた論文 3)の結果を再現出来ないことが明ら
かになった。そこで私は、AID, MBD4 によ
るゲノム DNA脱メチル化機構の検証を目
的に実験を行った。本実験は、「DNA 脱メ
チル化に異常を示す変異体の解析」と同様に、
動物細胞における DNA 脱メチル化機構の解
明に必要不可欠であると考えている。 
 
(3) 発生過程における DNA メチル化度変化
の解析 
	
 新規 DNA 脱メチル化因子として報告され
た Tet タンパク質の発生過程における機
能を明らかにする事を目的に、ノックダ
ウン実験を行った。Tetタンパク質の機能解
明は、「DNA 脱メチル化に異常を示す変異体
の解析」と同様に、動物細胞における DNA
脱メチル化機構の解明に必要不可欠である
と考えている。更に解析が十分ではない、発
生過程におけるメチル化度の変化を明ら
かにする事を目的とした実験を行った。 
 
(4) 尾ビレ再生過程における DNA メチル
化・脱メチル化の解析 
	
 尾ビレ再生過程においては、脱分化により
分化細胞において細胞分裂や未分化マーカ
ー遺伝子の発現が開始される。この様な脱分
化における DNAメチル化・脱メチル化の
関与を明らかにする事を研究目的とする。
本実験は、「DNA 脱メチル化に異常を示す変
異体の解析」と同様に、動物細胞における
DNA 脱メチル化機構の解明に必要不可欠で
あると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA脱メチル化に異常を示す変異体の解
析による脱メチル化機構の解明 
	
 DNA 脱メチル化因子をコードする遺伝子
を遺伝学的手法により同定するため、当初の
計画では化学変異原 N-ethyl-N-nitorosoureaを
用いた 3世代スクリーニング法を想定してい
た。しかし、変異体の作製・スクリーニング・
原因遺伝子のクローニングに多大な時間・労
力を必要とすること、近年国立遺伝学研究所
川上浩一博士らにより開発されたトランス
ポゾン Tol2を用いた遺伝子トラップ法（挿入
変異法）が利用可能になったことから、この
遺伝子トラップ法を用いた変異体の作製を
行った。遺伝子トラップ法は、変異体の作製
が容易なだけでなく、変異体の原因遺伝子を
非常に短期間に決定することが可能である。 
 

(2) AID, MBD4によるゲノム DNA脱メチル
化機構の検証 
	
 Rai らの実験結果を検証するため以下の実
験を行う。 
(a) メチル化 DNA をゼブラフィッシュ受精
卵へ微量注入することにより引き起こされ
るメチル化度の変化を、メチル化感受性制限
酵素による切断・バイサルファイトシークエ
ンシング法により検出する。 
(b) メチル化 DNA をゼブラフィッシュ受精
卵へ微量注入することにより引き起こされ
る aid, mbd4, growth arrest and DNA damage 45 
(gadd45) 遺伝子の発現を、Real-time PCR に
より定量する。 
(c) AID, MBD4によるにゲノムDNA脱メチル
化を検証するため、それぞれに特異的な MO
によるノックダウン実験を行い、メチル化度
の変化をバイサルファイトシークエンシン
グ法により検出する。 
	
 
(3) 発生過程における DNA メチル化度変化
の解析 
	
 様々な発生段階のゼブラフィッシュ胚か
ら cDNAを作製し、部分的にクローニングさ
れている Tet1,2,3 遺伝子情報を基にプライマ
ーを合成し、RT-PCR により全長のクローニ
ングを行う。更にそれぞれの遺伝子に特異的
な MOを作製し、ノックダウン実験を行う。	
 
	
 更に、様々な発生段階での DNA メチル化
度の変化を調べるため、メチル化感受性制限
酵素によるゲノム DNA の切断・バイサルフ
ァイトシークエンシング解析や dnmt の発現
解析を行う。	
 
	
 
(4) 尾ビレ再生過程における DNA メチル
化・脱メチル化の解析 
	
 尾ビレ再生過程における DNA メチル化・
脱メチル化を解析するため、再生過程での
DNAメチル化をドットブロット法・免疫抗体
染色法・バイサルファイトシークエンシング
法を行う。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) DNA脱メチル化に異常を示す変異体の解
析による脱メチル化機構の解明 
	
 遺伝子トラップベクターは、トランスポゾ
ン内部にスプライスアクセプターとプロモ
ーターを持たない GAL4遺伝子が組み込まれ
ているため、遺伝子トラップベクターが遺伝
子のコーディング内に挿入された場合に遺
伝子破壊が生じる。 
	
 遺伝子トラップベクターが挿入された
約 80匹の成魚（ゲノム中には複数の遺伝
子トラップベクターが挿入されている）
を UAS-GFPラインと掛け合わせ、遺伝子
トラップラインの同定を行った。その結果、
現在まで GFP 蛍光を発するトラップライン
を見出すことは出来なかった。今後スクリー
ニング数を増やす事により、トラップライン
の単離を目指す予定である。	
 



 
(2) AID, MBD4によるゲノム DNA脱メチル
化機構の検証 
	
 動物における DNA 脱メチル化機構は、多
くのモデルが提唱されてきたが、未だ確定し
たメカニズムは報告されていない状態であ
る。この様な状況において、2008年 Raiらは
ゼブラフィッシュ胚を用いる事により、AID, 
MBD4, GADD45 による脱メチル化機構を報
告し 3)、哺乳類における脱メチル化機構を考
察する上で参考にされてきた。しかし、私達
は AID と MBD4 による能動的脱メチル化の
検証実験を試みたが、再現性を得ることが出
来なかった。第一に、メチル化 DNA をゼブ
ラフィッシュ胚に注入しても、ゲノムの脱メ
チル化や aid の発現が誘導されなかった。更
に、aid あるいは	
 mbd4 をノックダウンして
も、メチル化の異常は見られないことや、ゼ
ブラフィッシュの MBD4 には脱メチル化に
必要なメチル化 DNA 結合ドメインが無いこ
とを見出した。以上の結果より我々は、ゼ
ブラフィッシュにおいては AID と MBD4
が協調した脱メチル化システムを支持す
る証拠がない、と結論付けた（Shimoda et 
al., PLoS One, 2014）。 
 
(3) 発生過程における DNA メチル化変化の
解析 
	
 ゼブラフィッシュ Tet2, 3 遺伝子をクロー
ニングし、in situ hybridization法により発生過
程における発現を解析した。その結果、Tet2, 
3 遺伝子は発現が神経系に局在していたため、
MO によるノックダウン実験を行った。しか
し、神経発生・形成に明確な異常を見出すこ
とは出来なかった。今後 Tet2, 3遺伝子の機能
に関して、更に詳細な解析を行う予定である。
なお、Tet1遺伝子はスプライシングバリアン
トが多く、MOの設計が困難であった。 
	
 また、ゼブラフィッシュの発生・加齢にお
ける DNA メチル化度の変化を調べた結果、
CpG アイランドショアと呼ばれる CpG 
アイランド周辺領域において、受精後 2
日目から明確なメチル化の減少が起こる
ことを明らかにした（Shimoda et al., Age, 
2014）。 
	
 更に、発生過程における新規メチル化遺伝
子（dnmt3aa, dnmt3ab, dnmt4）の発現解析を
行った。その結果、dnmt3aaは頭部神経系・
消化管・前腎管、dnmt3abは頭部神経系・
消化管、dnmt4は網膜・中脳後脳境界部・
消化管・造血及び血球細胞で発現してい
た。また再生過程における再生芽では、
dnmt3aa が再分化領域で強く発現しているこ
と を 見 出 し た （ Takayama et al, Gene 
Expression Pattern, 2014）。	
 
	
 
(4) 尾ビレ再生過程における DNA メチル
化・脱メチル化の解析 
	
 私達は脱分化には遺伝子発現制御に関与
するエピジェネティックな変化が重要であ

ると考え、再生過程における DNA メチル化
の詳細な解析を行った。その結果、再生芽が
形成されるより早い段階（切断後 12~24
時間）で、切断面より離れた細胞で、5mC, 
5hmC レベルが大幅に減少することを見
出した。また再生が進行すると 5mC は素早
く元のレベルまで戻るのに対し、5hmC レベ
ルは再生完了までに徐々に戻ることを報告
した（Hirose et al, Epigenetics, 2013）（図 1
参照）。更に、DNAメチル化レベルの低下
は、能動的脱メチル化と協調的に起こる
こと、再生芽では DNA脱メチル化関連遺
伝子である thymine-DNA glycosylaseの発現
が上昇することを明らかにした(Hirose et 
al, Epigenetics, 2013)。 
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