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研究成果の概要（和文）：本研究では、受精卵の雄性ゲノムにおいて、5 メチル化シトシン（5mC）

の消失に伴い、5 ヒドロキシルメチル化シトシン（5hmC）が蓄積することを明らかにした。

また、PGC7 は 9 番目のリジンがジメチル化されたヒストン H3 を認識してクロマチンと結合

することにより、受精卵において雌性ゲノムを 5mC から 5hmC への変換から保護することを

見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found that 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) 

accumulated in the paternal genome along the rapid disappearance of 5-methylcytosine 

(5mC). In addition, we revealed that PGC7 binds di-methylated histone H3K9 to protect 

against conversion of 5mC to 5hmC in maternal genome. 
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１．研究開始当初の背景 

DNA のメチル化状態は、初期発生において
ダイナミックに変化する。受精後すぐに、精
子に由来する雄性ゲノム、卵子に由来する雌
性ゲノム、いずれにおいても、大規模な DNA
の脱メチル化が生じる。この過程において、
雌性ゲノムでは、DNA 複製にともない受動的
な脱メチル化が生じるのに対して、雄性ゲノ
ムでは DNA の複製が開始される以前から、能
動的な脱メチル化が生じる。この DNA 脱メチ
ル化のタイミングの｢ずれ｣は、エピジェネテ
ィック不均等性とよばれ、正常な発生に必須
と考えられている。また、雄性ゲノムと雌性
ゲノムが区別される現象であるゲノムイン
プリンティングも哺乳類の発生・分化に必須
であり、この現象も DNA のメチル化により制
御されている。しかし、これらの現象におい

て、どのように DNA メチル化が制御されてい
るかについては、DNA メチル化酵素 (DNA 
methyl transferase; DNMT) が関与すること
以外、その重要性にもかかわらず、ほとんど
未知のまま残されていた。 

PGC7 (Stella, Dppa3) は、初期胚、始原
生殖細胞、卵細胞において特異的に発現し、
受精後に細胞内局在が細胞質から核へと変
化するタンパク質である。申請者は、PGC7 を
欠損する卵では、雌性ゲノムが雄性ゲノムと
同じ時期に脱メチル化され、発生が正常に進
行しないこと、インプリント遺伝子の DNA メ
チル化が十分に維持されないこと、を見いだ
した (Nakamura, T. et al. Nature Cell 
Biol .2007) 。この結果は、PGC7 は、雌性ゲ
ノムの DNAメチル化を能動的脱メチル化から
保護する機能を有し、エピジェネティック不
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均等性の形成に必須であることを示してい
る。しかし、雌雄両方の前核に存在する PGC7
がどのようにして雌性ゲノムを特異的に能
動的 DNA脱メチル化から保護しているのかは
不明のまま残されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、分子生物学的、生化学的、お
よび発生工学的手法を用いることにより、
PGC7 の分子機能を解明し、受精卵における能
動的 DNA脱メチル化の分子機構を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ES 細胞を用いた PGC7 の機能解析 
 野生型のES細胞、PGC7を欠損するES細胞、
H3K9のメチル化酵素G9aを欠損するES細胞、
お よ び DNA の メ チ ル 化 酵 素 で あ る
Dnmt1/3a/3bを欠損するES細胞を実験材料と
して用いた。 
 PGC7 とクロマチンの in vitro での結合は、
上記 ES 細胞から精製したクロマチンと大腸
菌で発現、精製した PGC7 を用いてゲルシフ
トアッセイを行うことにより検討した。 
 PGC7 とクロマチンの in vivo での結合は、
上記 ES 細胞と PGC7、修飾ヒストン特異的抗
体を用いてクロマチン免疫沈降を行うこと
により検討した。 
 PGC7 がヌクレアーゼ活性に及ぼす影響は、
上記 ES 細胞と Micrococcal nuclease（MNase）
を用いて MNaseアッセイを行うことにより検
討した。 
 
（２）PGC7 の分子機能の解析 
 野生型および PGC7 を欠損する卵子から得
た受精卵を材料として用いた。受精卵は、パ
ラホルムアルデヒド（PFA）で固定した後、
特異的抗体を用いて免疫蛍光染色法により
解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ES 細胞を用いた PGC7 の機能解析 
受精卵の雌性クロマチンには、5-メチルシ

トシン（5mC）と 9 番目のリジンがジメチル
化されたヒストン H3（9H3K9me2）が存在して
いるのに対して、雄性クロマチンではこれら
の修飾がほとんど認められない。そこで、
PGC7 が H3K9me2 を認識することにより、雌性
クロマチンと特異的に結合しているという
仮説を立て、研究を行った。まず、H3K9me2
がほとんど存在しない G9a ノックアウト ES
細胞を用いて PGC7 とクロマチンの結合に
H3K9me2 が影響を与えるかどうかを調べた。
その結果、G9a ノックアウト ES 細胞から精製
したクロマチンは、野生型の ES 細胞から精
製したクロマチンに比べて PGC7 との結合が
有意に弱まることがわかった。次に、PGC7 ノ

ックアウト ES細胞および PGC7 を発現させた
PGC7 ノックアウト ES 細胞を用いたクロマチ
ン免疫沈降実験を行い、PGC7 が H3K9me2 を含
むクロマチンと特異的に結合することを明
らかにした。また、競合的ヒストンペプチド
結合実験から、PGC7 は H3K9me2 と最も強く結
合することがわかった。このことから、PGC7
は直接ヒストンテールに結合していること
が示唆された。さらに、クロマチン免疫沈降
実験から、野生型の ES 細胞において PGC7 は
H3K9me2が存在するMagea2と Wfdc15a領域に
結合するが、H3K9me2 が存在しない Oct3/4 領
域には結合しないことがわかった。一方、G9a
ノックアウト ES 細胞では、PGC7 の Magea2 と
Wfdc15a 領域への結合が認められなくなった。
これらのことから、PGC7はin vivoでH3K9me2
が存在するクロマチンと特異的に結合して
いることが明らかとなった。 

PGC7とH3K9me2との結合が機能的であるか
どうかを調べるために、PGC7 がクロマチン
DNA を基質とする酵素である MNase 活性に与
える影響を検討した。その結果、PGC7 を発現
させた野生型の ES 細胞において、MNase 活性
が阻害されることがわかった。しかし、この
阻害効果は G9a ノックアウト ES 細胞では全
く認められなかった。また、G9a ノックアウ
ト ES 細胞に G9a を発現させた場合には、PGC7
による MNase 活性の阻害が回復した。これら
のことから、PGC7 は H3K9me2 依存的にクロマ
チン DNA を保護することが示された。 
 
（２）PGC7 の分子機能の解析 
通常の免疫染色法では、サンプルを PFA 等

で固定した後、TritonX-100 等で処理を行う。
しかし、この方法では核内に存在するタンパ
ク質は、クロマチンとの結合の有無に関係な
く同じように染色される。そこで、サンプル
を TritonX-100 で前処理することにより、ク
ロマチンとの結合が弱いタンパク質を洗い
流した後、免疫染色を行った。その結果、通
常の免疫染色では、雌雄両方の前核に検出さ
れる PGC7 が TritonX-100 で前処理を行った
場合には、雌性前核にのみ検出されるように
なった。すなわち、PGC7 は雌性クロマチンと
強く結合していることが明らかとなった。次
に、この結合が H3K9me2 を介したものである
かどうかを検討するために、受精卵に
H3K9me1/2 に特異的な脱メチル化酵素である
Jhdm2a（Kdm3a）を強制発現させた。その結
果、Jhdm2a を発現させた場合には H3K9me2 が
脱メチル化され、PGC7 と雌性クロマチンの結
合が解除された。さらに、Jhdm2a を発現させ
た受精卵において、雌性ゲノムの 5mC が 5hmC
へと変換されることがわかった。これらのこ
とから、PGC7 は H3K9me2 を認識して雌性クロ
マチンと結合することにより、雌性ゲノムを
特異的に 5mC から 5hmC への変換から保護し



 

 

ていることが明らかとなった。 
 これまでの研究から、受精卵における 5mC
から 5hmC への変換には Tet3 が関与すること
が明らかにされていた。そこで、ES 細胞を用
いて PGC7 が Tet3 のクロマチンへの結合に与
える影響を検討した。PGC7 ノックアウト ES
細胞に Tet3を単独で発現させたところ、Tet3
はクロマチンと結合することがわかった。一
方、PGC7 ノックアウト ES細胞に PGC7 と Tet3
を共発現させた場合には、PGC7 はクロマチン
に結合していたが、Tet3 はクロマチンと結合
していなかった。このことから、PGC7 は Tet3
のクロマチンとの結合を阻害することがわ
かった。次に、C 末端を欠質させた PGC7ΔC
変異体を用いて同様の実験を行ったところ、
PGC7ΔC はクロマチンとは結合したが、Tet3
のクロマチンへの結合は阻害しないことが
わかった。さらに、PGC7ΔC は全長の PGC7
とは異なり MNase活性を阻害しないことが示
された。 

PGC7 による Tet3 の阻害の分子機構には、
PGC7 と Tet3 のクロマチンへの競合的結合、
PGC7 による立体障害、PGC7 によるクロマチ
ンのコンフォメーション変化、の 3つの可能
性が考えられる。しかし、PGC7ΔC がクロマ
チンと結合するにも関わらず、Tet3 のクロマ
チンと結合を阻害しなかったことから、PGC7
が Tet3 と競合してクロマチンと結合してい
る可能性は否定された。次に、PGC7（約 17kDa）
は、コアヒストン（約 100kDa）に対して小さ
いこと、PGC7 がヒストンのテールに結合する
にも関わらずヌクレオソームのリンカー部
を優先的に切断する MNase の活性を阻害する
こと、から、PGC7 による立体障害の可能性も
低いと考えられる。これらのことから、PGC7
は N末端側でクロマチンと結合することによ
り、クロマチンのコンフォメーション変化を
誘起し、Tet3 を阻害している可能性が高いと
考えられる。 
 本研究により、PGC7 が H3K9me2 を認識し
てクロマチンと結合することで、受精卵の
雌性ゲノムに存在する 5mC を Tet3 による
5hmC への変換から保護することが明らか
となった。しかし、最近 5hmC は Tet により
さらに 5-ホルミルシトシン（5fC）、5-カル
ボキシルシトシン（5caC）へと変換されう
ることが報告されている。今後のさらなる
解析によって、これらの塩基の生理的な役
割や生物学的な意義が解明されることが期
待される。 
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ク制御」の謎を解明！ 
http://www.osaka-u.ac.jp/ja/news/Resear
chRelease/2012/06/20120604_1 
 
中村肇伸講師らの共同研究が『ネイチャー』
に掲載されました 
http://www.nagahama-i-bio.ac.jp/news/ne
ws/2012/06/post_190.html 
 
中村肇伸講師が文部科学大臣表彰若手科学
者賞を受賞しました 
http://www.nagahama-i-bio.ac.jp/news/ne
ws/2013/04/post_233.html 
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