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研究成果の概要（和文）：生殖細胞で特異的に発現する遺伝子（Ddx4, Dnd1, Dazl）は生殖細胞の増殖・生存に必須で
ある．これら遺伝子の発現とプロモーター領域のメチル化との関係を精子で解析した．精子では，未分化細胞マーカー
遺伝子も含めてこれらの遺伝子は発現しない．しかし，プロモーター領域のメチル化レベルは肝臓の遺伝子に比べると
精子で極めて低いことが認められた．肝臓で発現するAlb遺伝子は低メチル化であるが，精子では高メチル化であった
．このように、生殖細胞の増殖・生存に関係する遺伝子のメチル化は低く，関係しない遺伝子は高メチル化であるとい
う知見から，生殖細胞の遺伝子は選択的にメチル化されていることが示唆される．

研究成果の概要（英文）：Germ cell-specific genes such as Ddx4, Dnd1, and Dazl play critical roles in the 
proliferation and survival of germ cells. The methylation levels of these genes and the pluripotency 
marker gene in chicken sperm were investigated in relation to gene expression. The putative promoters of 
these genes showed very low methylation levels in sperm, but they were highly methylated in the liver. 
Conversely, the Alb gene promoter was highly methylated in sperm. The results that low methylation was in 
germ cell-specific genes but high methylation in non-specific genes may indicate selective DNA 
methylation of specific genes in chicken sperm. In addition, these germ cell-specific genes and the 
pluripotency marker gene may be ready to express any time after fertilization.

研究分野：生殖内分泌学、時間生物学、発生生物学

キーワード： エピジェネティック　ニワトリ生殖細胞　精子　生殖細胞マーカー遺伝子　未分化細胞マーカー遺伝子
　メチル化遺伝子
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１．研究開始当初の背景 
	
 始原生殖細胞（PGC）は精子や卵子の生殖系
列幹細胞である．ニワトリ初期胚では，30個程
度の PGCが胚の中央部に散在する（Aramaki et 
al. 2007）．その後，PGCが生殖三日月環と呼ば
れる胚体外域に移動，血流を介して生殖隆起（性
腺に分化）に到達し，増殖・分化と減数分裂を
繰り返して卵子・精子が完成する．ショウジョ
ウバエだけでなく鳥類を含む脊椎動物の生殖細
胞には特有の因子が存在する．それが mRNA結
合ドメインを持つタンパク質をコードする遺伝
子（Ddx4, Dnd1, Dazl他）である（Weidinger et al. 
2003）．申請者は，ニワトリ Dnd1遺伝子などの
解析のために cDNAクローニングや抗体作製な
どを行ってきた（Aramaki et al. 2009, Kito et al. 
2010）．その他，PGC からシングルセル・サブ
トラクションによって神経細胞でも見られる
Nenfの発現を明らかにした（Nyu et al. 2011）．
興味あることに，これらの遺伝子は時期および
性によって発現低下の時期が異なる．遺伝子発
現を制御する機構として， プロモーター領域に
分散する CpGの DNAメチル化が重要な役割を
担っている（Jaenisch & Bird 2003）．プロモータ
ー領域に存在する転写因子結合モチーフがメチ
ル化されると，転写因子は DNA に結合できず
遺伝子発現は低下する．細胞の分化に伴ってプ
ロモーター領域のメチル化状態はダイナミック
に変化する．中でも PGCではいったん全てのメ
チル化模様が消去され，新たな模様が書き込ま
れる（Yamazaki et al. 2003）．しかし DNAメチ
ル化が生殖細胞特有の遺伝子の発現を制御して，
配偶子形成プロセスに影響を及ぼすかについて
は解明すべき多くの問題を残すフロンティアで
ある． 
 
２．研究の目的 
	
 PGC を含む生殖細胞での遺伝子発現とそ
のプロモーター領域のメチル化の関係を明
らかにすることを目的に，生殖細胞の生存に
必要であり，配偶子形成に重要な役割を担っ
ている mRNA 結合ドメインを持つタンパク
質をコードする遺伝子（Ddx4, Dnd1, Dazl）お
よび未分化マーカー分子をコードする遺伝
子（Nanog）のプロモーター領域の DNAメチ
ル化模様について解析した．DNAメチル化に
よる遺伝子発現の低下と配偶子形成の関係
を明らかにすることにより，配偶子形成にお
けるこれら遺伝子のステージ特異的な重要
性を明確にする．比較対照として，肝臓で発
現するアルブミン（Alb）遺伝子の発現とメ
チル化を調べた． 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム DNA サンプリング：PGC（実
際は低メチル化状態が考えられているので
解析を取りやめた）および成熟ニワトリの精
子から精製したゲノム DNA，および比較のた
めに肝臓から精製したゲノムDNAを用いて，
対象とする転写開始点上流域 500bp）のメチ
ル化状態の解析を行った． 

 
（２）DNA の重亜硫酸ナトリウム処理：精
製・定量した DNA（〜500ng）を NaOHで変
性，重亜硫酸ナトリウムーヒドロキノン液と
混和して１本鎖 DNA として，常法によって
DNAを精製，これを MSP法によってメチル
化解析に用いた． 
 
（３）リアルタイム（MSP）法によるメチル
化解析 
①プライマー設計：生殖細胞特異的に発現す
る遺伝子（Ddx4, Dnd1, Dazl），未分化細胞で
発現する遺伝子（Nanog），および肝細胞でも
発現する遺伝子（Alb）について，転写開始
点より 5’上流 500塩基をカバーするプライマ
ーを各遺伝子について数セットを設計した． 
②塩基配列の決定：メチル化 DNA の定量の
結果を受けて，RT-PCRで増幅した DNAをク
ローニングして，キャピラリー型の DNA シ
ークエンサーで塩基配列を決定した．  
③データ解析：一般に公開されているソフト
ウ エ ア （ http://quma.cdb.riken.jp/top/	
 
quma_main_j.html）を用いて，CpG メチル化
状態の判定を行った．	
 
 
４．研究成果 
（１）ニワトリ遺伝子の第１エクソン上流域
のプロモーターモチーフの検索：対象とする
ニワトリ遺伝子ではプロモーターを同定し
た報告はないので，上流域で TATA box，GC 
box，CAAT boxをマウスゲノムデータベース
と比較しながら検索した．第１エクソン上流
域に絞ると、図１に示すように CpGが集中す
る領域（CpG island）を持つ遺伝子（Dnd1, 
Dazl）に対して，Ddx4，Nanog，Alb 遺伝子
はこの領域は存在しなかった．しかし，いず
れの遺伝子にも TATA box，GC box，CAAT 
box が存在していることから，第１エクソン
の上流 500bpがプロモーターとして機能する
ことが推察された． 

図１．ニワトリの各遺伝子の推定されるプロ
モーターとその下流域の 2000bp の構造．記
号は，TATA および TATA-like	
 motif，GC およ
び GC-like	
 motif，CAAT および CAAT-like	
 
motif を示す．CpG	
 island を shadow で示す．	
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*HUP�FHOO�VSHFL¿F�JHQHV�VXFK�DV�Ddx4, Dnd1��DQG�Dazl�SOD\�
FULWLFDO�UROHV�LQ�WKH�SUROLIHUDWLRQ�DQG�VXUYLYDO�RI�JHUP�FHOOV��7KHVH�
SURWHLQV�DUH�DOO�FODVVL¿HG�LQ�WKH�51$�ELQGLQJ�SURWHLQ��'G[��SOD\V�
D�UROH�LQ�JHUP�FHOO�SUROLIHUDWLRQ�DV�PHLRWLF�SURJUHVVLRQ�>��@��'QG��
LV�DVVRFLDWHG�ZLWK�JHUP�FHOO�VXUYLYDO�DQG�WKH�PLWRWLF�DUUHVW�RI�PDOH�
3*&V�>������@��Dazl�GHIHFWLYH�PLFH�DUH� LQIHUWLOH�DQG�H[KLELW�D�
GHFUHDVH�LQ�JHUP�FHOOV�>��@��,Q�ROLJRDVWKHQRWHUDWR]RRVSHUPLF�PHQ��
LQFRUUHFW�PHWK\ODWLRQ�LQ�WKH�Dazl�SURPRWHU�LV�D�FDXVH�RI�LQIHUWLOLW\�
>��@��,Q�WKH�FKLFNHQ��WKH�H[SUHVVLRQ�RI�WKH�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�SURWHLQV�
G\QDPLFDOO\�FKDQJHV�GXULQJ�JHUP�FHOO�GLIIHUHQWLDWLRQ�>��@��7KLV�
VXJJHVWV� WKDW� WKH�H[SUHVVLRQ�RI�JHQHV�FRGLQJ�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�
SURWHLQV�LV�DOVR�FKDQJHG�GXULQJ�JDPHWRJHQHVLV�E\�D�FHUWDLQ�PHFKDQLVP��
(SLJHQHWLF�PHFKDQLVPV�FRQWULEXWH�WR�WKH�UHJXODWLRQ�RI�LPSULQWHG�JHQH�
WUDQVFULSWLRQ�>��±��@��0HWK\ODWLRQ�DW�&S*�VLWHV�SOD\V�D�SULQFLSDO�UROH�
LQ�JHQH�VLOHQFLQJ�>��±��@��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\��ZH�LQYHVWLJDWHG�WKH�
PHWK\ODWLRQ�VWDWHV�RI�SXWDWLYH�SURPRWHU�UHJLRQV�LQ�QRQ�LPSULQWHG�
JHUP�FHOO�VSHFL¿F�JHQHV��7KH�JHQHV�Ddx4, Dnd1, Dazl�DQG�Nanog 
DUH�GLIIHUHQW� LQ� WHUPV�RI� WKHLU�QXPEHUV�RI�&S*�VLWHV�ZLWKLQ� WKH�
���±ES�SXWDWLYH�SURPRWHUV��6SHFL¿FDOO\��Dnd1, Dazl�DQG�Nanog 
KDYH�PDQ\�&S*�VLWHV��ZKLOH�Ddx4�KDV�RQO\�RQH��,Q�D�UHFHQW�VWXG\�
XVLQJ�PRXVH�VSHUPDWRJHQLF�FHOOV��LW�ZDV�UHSRUWHG�WKDW�WKH�QXPEHU�
RI�&S*�VLWHV�DIIHFWV�WKH�VLOHQFLQJ�RI�LQWURQOHVV�JHQHV�>��@��7KH�IDFW�
WKDW�WKH�PHWK\ODWLRQ�VLWH�RI�WKH�Ddx4�SURPRWHU�UHJLRQ�LV�RQO\�VOLJKWO\�
VLOHQFHG�PD\�LQGLFDWH�WKDW�WKH�'G[��SURWHLQ�LV�H[SUHVVHG�QHDUO\�XQWLO�
WHUPLQDO�GLIIHUHQWLDWLRQ�RI�WKH�JHUP�FHOOV�
&HUWDLQ�PRWLIV�VXFK�DV�7$7$�ER[��*&�ER[�DQG�&$$7�ER[�DSSHDU�

LQ�SURPRWHU�UHJLRQV�RI�HXNDU\RWHV��7UDQVFULSWLRQV�RI�PRVW�JHQHV�
LQFOXGLQJ� LPSULQWHG�JHQHV�DUH�FRQWUROOHG�E\� WKHVH�HOHPHQWV�DQG�

HSLJHQHWLF�PHFKDQLVPV�>��±��@��$W�WKH�7$7$�ER[��7),,%�DQG�7),,)��
WKH�EDVLF�WUDQVFULSWLRQ�IDFWRUV��SURPRWH�JHQH�WUDQVFULSWLRQ��2QH�RI�WKH�
ZHOO�NQRZQ�WUDQVFULSWLRQDO�IDFWRUV��6S���SURPRWHV�JHQH�WUDQVFULSWLRQ�
YLD�LWV�ELQGLQJ�WR�WKH�*&�ER[�LQ�WKH�SURPRWHU�>��@��'1$�PHWK\ODWLRQ�
FDQ�SRWHQWLDOO\�LQKLELW�WKH�ELQGLQJ�RI�WUDQVFULSWLRQ�IDFWRUV�DQG�UHSUHVV�
JHQH�WUDQVFULSWLRQ�>��@��7KH�PHWK\ODWLRQ�SDWWHUQV�RI�VRPH�JHQHV�DUH�
GLIIHUHQW�DPRQJ�RUJDQLVPV�DQG�EHWZHHQ�VH[HV��,Q�PLFH��PHWK\ODWLRQ�
LQ�WKH�SURPRWHU�RI�Brahma�GHFUHDVHV�GXULQJ�VSHUPDWRJHQHVLV�EXW�
LQFUHDVHV�GXULQJ�RRF\WH�PDWXUDWLRQ�>��@��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\��ZH�
LGHQWL¿HG�WKH�KLJKO\�KRPRORJRXV�SURPRWHU�PRWLIV�LQFOXGLQJ�7$7$�
ER[��7KH�SUHVHQFH�RI�WKH�KLJKO\�KRPRORJRXV�7$7$�ER[�VXJJHVWV�WKH�
SRVVLELOLW\�RI�WKH�FRPELQDWLRQ�RI�EDVLF�WUDQVFULSWLRQ�IDFWRUV��DQG�WKH�
UHJLRQ�ZRUNV�DV�D�SURPRWHU�
,Q�FRQWUDVW�WR�WKH�KLVWRQH�DFHW\ODWLRQ�LQYROYHG�LQ�KLVWRQH�DFHW\O-

WUDQVIHUDVH�DQG�KLVWRQH�GHDFHW\ODVH�>��±��@��'1$�PHWK\ODWLRQ�LV�
D�VWULFW�PRGL¿FDWLRQ�ZLWK�D�SURFHVV�WKDW�LV�UHJXODWHG�E\�WKH�'QPW�
IDPLO\��LQFOXGLQJ�'QPW���'QPW�D��'QPW�E�DQG�'QPW�/��2I�WKH�'QPW�
IDPLO\��'QPW�/�LV�ODFNLQJ�LQ�FKLFNHQV�>��@��'QPW��PDLQWDLQV�'1$�
PHWK\ODWLRQ�SDWWHUQV�IURP�SDUHQWDO�FHOOV�WR�GDXJKWHU�FHOOV�>��±��@��
'QPW�D�DQG�'QPW�E�DUH�LQYROYHG�LQ�de novo�PHWK\ODWLRQ��DQG�WKH\�
ZRUN�GXULQJ�HDUO\�GHYHORSPHQW�DQG�JDPHWRJHQHVLV� LQ�PDPPDOV�
>������@��De novo�PHWK\ODWLRQ�RFFXUV�SULPDULO\�LQ�JHUP�FHOOV�DQG�
SOXULSRWHQW�FHOOV�IRU� WKH�HVWDEOLVKPHQW�RI� LQGLYLGXDO�PHWK\ODWLRQ�
SDWWHUQV�>��@��7KH�DERYH�VWXGLHV�VWURQJO\�VXJJHVW�D�UHODWLRQVKLS�
EHWZHHQ�PHWK\ODWLRQ�RI�WKH�SURPRWHU�DQG�WKH�H[SUHVVLRQ�RI�'QPWV�LQ�
JHUP�FHOOV��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\��WUDQVFULSWV�RI�Dnmt1�DQG�Dnmt3a��EXW�
QRW�Dnmt3b��ZHUH�GHWHFWHG�LQ�OLYHU�VDPSOHV�EXW�ZHUH�QRW�H[SUHVVHG�
LQ�VSHUP��7KH�ODFN�RI�JHQH�H[SUHVVLRQ�RI�Dnmts�LQ�VSHUP�LQGLFDWHV�
WKDW�WKH�DFWLYLW\�RI�WKH�'1$�PHWK\ODWLRQ�LV�ORZ�LQ�VSHUP��ZKLOH�LW�
LV�KLJK�LQ�WKH�OLYHU��:H�DOVR�IRXQG�WKDW�PHWK\ODWLRQ�OHYHOV� LQ�WKH�
SXWDWLYH�SURPRWHUV�RI�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�JHQHV�DQG�Nanog�ZHUH�ORZ�
LQ�VSHUP��LQGLFDWLQJ�WKDW� WKHVH�JHQHV�PD\�EH�HDVLO\�H[SUHVVHG�LQ�
VSHUP��+RZHYHU��QR�WUDQVFULSWV�ZHUH�GHWHFWHG�LQ�VSHUP��&RQYHUVHO\��
LW�LV�YHU\�UHDVRQDEOH�WKDW�WKH�SXWDWLYH�SURPRWHUV�RI�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�
JHQHV�DUH�KLJKO\�PHWK\ODWHG�LQ�WKH�OLYHU��ZKHUH�WKH\�DUH�QRW�H[SUHVVHG��
,QWHUHVWLQJO\��WKH�PHWK\ODWLRQ�OHYHO�RI�WKH�Alb�SURPRWHU�ZDV�YHU\�
ORZ�LQ�OLYHU�VDPSOHV��ZKHUH�WKH�JHQH�LV�FRQVWDQWO\�H[SUHVVHG��ZKLOH�

Fig. 1.� 6WUXFWXUH� RI�Ddx4, Dnd1, Dazl, Nanog�� DQG�Alb� LQ� WKH� �����
ES� UHJLRQ� LQFOXGLQJ� WKH� GRZQVWUHDP� UHJLRQV� RI� WKH� SXWDWLYH�
SURPRWHU� UHJLRQV� LQ� WKH� FKLFNHQ��9HUWLFDO� OLQH�� H[RQ�� 6KDGRZ��
&S*�LVODQG��:KLWH�WULDQJOH��7$7$�DQG�7$7$�OLNH�PRWLIV��*UD\�
WULDQJOH�� *&� DQG� *&�OLNH� PRWLIV�� %ODFN� WULDQJOH�� &$$7� DQG�
&$$7�OLNH�PRWLIV�

Fig. 2.� $QDO\VHV�RI�WKH�H[SUHVVLRQ�RI�Dnmts�LQ�FKLFNHQ�VSHUP�DQG�OLYHU�
VDPSOHV��6SHUP�DQG�OLYHU�P51$�VDPSOHV�ZHUH�VXEMHFWHG�WR�57�
3&5�IRU�H[SUHVVLRQ�RI�Dnmt1, Dnmt3a��DQG�Dnmt3b��Gapdh�ZDV�
XVHG�DV�DQ�LQWHUQDO�FRQWURO�



 
（２）プロモーターと推定される領域のメチ
ル化状態：解析したニワトリ遺伝子はプロモ
ーターと推定される領域には，すべて CpGは
存在するが，遺伝子によってその数は大きく
異なり，Dnd1，Dazl，Nanogはたくさんの CpG
数が多く認められた．ニワトリの精子と肝臓
からゲノム DNA を精製して，これらの CpG
のメチル化を重亜硫酸ナトリウム法で分析
した． 

	
 
図２．ニワトリ精子の各遺伝子の第１エクソ
ンの上流 500bp を含む推定されるプロモータ
ー領域のメチル化レベル．（上図）各遺伝子
の CpG の位置（縦線）と CpG	
 island（shadow）
で示す．（下図）各遺伝子のメチル化された
CpG の位置（●）とメチル化されていない CpG
（○）を示す．各遺伝子について 12 クロー
ンの塩基配列を調べた．	
 
 
	
 ニワトリの精子では，図２に示すように
Dnd1，Dazl，Nanogはほとんどメチル化され
ておらず，Ddx4 遺伝子も低メチル化状態を
示した．一方，精子では発現していない Alb

遺伝子は 4カ所のCpGが高メチル化状態であ
った．比較対照に用いた肝臓ゲノム DNA で
は，Alb を除くすべての遺伝子は高メチル化
状態を示した（図３）．肝臓で発現する Alb
遺伝子は精子に比べると，低メチル化状態で
あった．しかし，精子で特異的に発現する遺
伝子は高メチル化レベルを示した．  

図３．ニワトリ肝臓の各遺伝子の第１エクソ
ンの上流 500bp を含む推定されるプロモータ
ー領域のメチル化レベル．各遺伝子のメチル
化された CpG の位置（●）とメチル化されて
いない CpG（○）を示す．	
  
 
（３）遺伝子発現とメチル化酵素：精子と肝
臓のゲノム DNA のメチル化レベルの結果を
裏付けるために，対象とした遺伝子とメチル
化酵素遺伝子（Dnmt1，Dnmt3a，Dnmt3b）の
発現を RT-PCRにより解析した．精子では内
部標準のGapdh以外の遺伝子発現は認められ
ず，肝臓では Albと Gapdhの遺伝子のみが発
現することが明らかになった．また，メチル
化酵素遺伝子では Dnmt1と Dnmt3aが肝臓で
のみ発現することが認められた（図４）． 
 
	
 以上を総合すると，低メチル化レベルとさ
れる PGC および生殖細胞が最終分化した精
子では，生殖細胞の生存に必須の遺伝子
（Ddx4，Dnd1，Dazl）および未分化細胞で発
現する（Nanog）のプロモーター領域と推定 
される領域のメチル化レベルが低いことが
明らかになった．一方，これらの遺伝子が発	
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Fig. 3.� 0HWK\ODWLRQ�RI�&S*�VLWHV�ZLWKLQ�WKH�SXWDWLYH�SURPRWHU�UHJLRQ�FRQWDLQLQJ�WKH�UHJLRQ�����ES�XSVWUHDP�IURP�WKH�¿UVW�H[RQ���$��/RFDOL]DWLRQ�RI�&S*�
VLWHV�DQG�D�&S*�LVODQG�ZLWKLQ�WKH�SXWDWLYH�SURPRWHU�UHJLRQ��Ddx4, Nanog�DQG�Alb�ODFN�&S*�LVODQGV��9HUWLFDO�OLQH��&S*�VLWH��6KDGRZ��&S*�LVODQG��
�%��0HWK\ODWHG�&S*�VLWHV�LQ�WKH�SXWDWLYH�SURPRWHU�UHJLRQV�RI�Ddx4, Dnd1, Dazl, Nanog�DQG�Alb�LQ�FKLFNHQ�VSHUP�DQG�OLYHU�VDPSOHV��/HIW��VSHUP��
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図４．精子と肝臓におけるメチル化酵素遺伝
子の発現	
 
 
現していない肝臓では，逆に高メチル化レベ
ルであった．精子では遺伝子発現が認められ
ない Ddx4，Dnd1，Dazl，Nanog のメチル化
が低レベルであるにも関わらず，遺伝子が発
現しないことは少なくともエピジェネティ
ックによるものでないことが示唆された．低
メチル化環境であるにも関わらず，本来精子
で発現しない遺伝子が選択的に高メチル化
状態であることは想定外の結果であり，生殖
細胞では本来体細胞でのみ発現する遺伝子
が高度にメチル化されていることが考えら
れる． 
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*HUP�FHOO�VSHFL¿F�JHQHV�VXFK�DV�Ddx4, Dnd1��DQG�Dazl�SOD\�
FULWLFDO�UROHV�LQ�WKH�SUROLIHUDWLRQ�DQG�VXUYLYDO�RI�JHUP�FHOOV��7KHVH�
SURWHLQV�DUH�DOO�FODVVL¿HG�LQ�WKH�51$�ELQGLQJ�SURWHLQ��'G[��SOD\V�
D�UROH�LQ�JHUP�FHOO�SUROLIHUDWLRQ�DV�PHLRWLF�SURJUHVVLRQ�>��@��'QG��
LV�DVVRFLDWHG�ZLWK�JHUP�FHOO�VXUYLYDO�DQG�WKH�PLWRWLF�DUUHVW�RI�PDOH�
3*&V�>������@��Dazl�GHIHFWLYH�PLFH�DUH� LQIHUWLOH�DQG�H[KLELW�D�
GHFUHDVH�LQ�JHUP�FHOOV�>��@��,Q�ROLJRDVWKHQRWHUDWR]RRVSHUPLF�PHQ��
LQFRUUHFW�PHWK\ODWLRQ�LQ�WKH�Dazl�SURPRWHU�LV�D�FDXVH�RI�LQIHUWLOLW\�
>��@��,Q�WKH�FKLFNHQ��WKH�H[SUHVVLRQ�RI�WKH�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�SURWHLQV�
G\QDPLFDOO\�FKDQJHV�GXULQJ�JHUP�FHOO�GLIIHUHQWLDWLRQ�>��@��7KLV�
VXJJHVWV� WKDW� WKH�H[SUHVVLRQ�RI�JHQHV�FRGLQJ�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�
SURWHLQV�LV�DOVR�FKDQJHG�GXULQJ�JDPHWRJHQHVLV�E\�D�FHUWDLQ�PHFKDQLVP��
(SLJHQHWLF�PHFKDQLVPV�FRQWULEXWH�WR�WKH�UHJXODWLRQ�RI�LPSULQWHG�JHQH�
WUDQVFULSWLRQ�>��±��@��0HWK\ODWLRQ�DW�&S*�VLWHV�SOD\V�D�SULQFLSDO�UROH�
LQ�JHQH�VLOHQFLQJ�>��±��@��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\��ZH�LQYHVWLJDWHG�WKH�
PHWK\ODWLRQ�VWDWHV�RI�SXWDWLYH�SURPRWHU�UHJLRQV�LQ�QRQ�LPSULQWHG�
JHUP�FHOO�VSHFL¿F�JHQHV��7KH�JHQHV�Ddx4, Dnd1, Dazl�DQG�Nanog 
DUH�GLIIHUHQW� LQ� WHUPV�RI� WKHLU�QXPEHUV�RI�&S*�VLWHV�ZLWKLQ� WKH�
���±ES�SXWDWLYH�SURPRWHUV��6SHFL¿FDOO\��Dnd1, Dazl�DQG�Nanog 
KDYH�PDQ\�&S*�VLWHV��ZKLOH�Ddx4�KDV�RQO\�RQH��,Q�D�UHFHQW�VWXG\�
XVLQJ�PRXVH�VSHUPDWRJHQLF�FHOOV��LW�ZDV�UHSRUWHG�WKDW�WKH�QXPEHU�
RI�&S*�VLWHV�DIIHFWV�WKH�VLOHQFLQJ�RI�LQWURQOHVV�JHQHV�>��@��7KH�IDFW�
WKDW�WKH�PHWK\ODWLRQ�VLWH�RI�WKH�Ddx4�SURPRWHU�UHJLRQ�LV�RQO\�VOLJKWO\�
VLOHQFHG�PD\�LQGLFDWH�WKDW�WKH�'G[��SURWHLQ�LV�H[SUHVVHG�QHDUO\�XQWLO�
WHUPLQDO�GLIIHUHQWLDWLRQ�RI�WKH�JHUP�FHOOV�
&HUWDLQ�PRWLIV�VXFK�DV�7$7$�ER[��*&�ER[�DQG�&$$7�ER[�DSSHDU�

LQ�SURPRWHU�UHJLRQV�RI�HXNDU\RWHV��7UDQVFULSWLRQV�RI�PRVW�JHQHV�
LQFOXGLQJ� LPSULQWHG�JHQHV�DUH�FRQWUROOHG�E\� WKHVH�HOHPHQWV�DQG�

HSLJHQHWLF�PHFKDQLVPV�>��±��@��$W�WKH�7$7$�ER[��7),,%�DQG�7),,)��
WKH�EDVLF�WUDQVFULSWLRQ�IDFWRUV��SURPRWH�JHQH�WUDQVFULSWLRQ��2QH�RI�WKH�
ZHOO�NQRZQ�WUDQVFULSWLRQDO�IDFWRUV��6S���SURPRWHV�JHQH�WUDQVFULSWLRQ�
YLD�LWV�ELQGLQJ�WR�WKH�*&�ER[�LQ�WKH�SURPRWHU�>��@��'1$�PHWK\ODWLRQ�
FDQ�SRWHQWLDOO\�LQKLELW�WKH�ELQGLQJ�RI�WUDQVFULSWLRQ�IDFWRUV�DQG�UHSUHVV�
JHQH�WUDQVFULSWLRQ�>��@��7KH�PHWK\ODWLRQ�SDWWHUQV�RI�VRPH�JHQHV�DUH�
GLIIHUHQW�DPRQJ�RUJDQLVPV�DQG�EHWZHHQ�VH[HV��,Q�PLFH��PHWK\ODWLRQ�
LQ�WKH�SURPRWHU�RI�Brahma�GHFUHDVHV�GXULQJ�VSHUPDWRJHQHVLV�EXW�
LQFUHDVHV�GXULQJ�RRF\WH�PDWXUDWLRQ�>��@��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\��ZH�
LGHQWL¿HG�WKH�KLJKO\�KRPRORJRXV�SURPRWHU�PRWLIV�LQFOXGLQJ�7$7$�
ER[��7KH�SUHVHQFH�RI�WKH�KLJKO\�KRPRORJRXV�7$7$�ER[�VXJJHVWV�WKH�
SRVVLELOLW\�RI�WKH�FRPELQDWLRQ�RI�EDVLF�WUDQVFULSWLRQ�IDFWRUV��DQG�WKH�
UHJLRQ�ZRUNV�DV�D�SURPRWHU�
,Q�FRQWUDVW�WR�WKH�KLVWRQH�DFHW\ODWLRQ�LQYROYHG�LQ�KLVWRQH�DFHW\O-

WUDQVIHUDVH�DQG�KLVWRQH�GHDFHW\ODVH�>��±��@��'1$�PHWK\ODWLRQ�LV�
D�VWULFW�PRGL¿FDWLRQ�ZLWK�D�SURFHVV�WKDW�LV�UHJXODWHG�E\�WKH�'QPW�
IDPLO\��LQFOXGLQJ�'QPW���'QPW�D��'QPW�E�DQG�'QPW�/��2I�WKH�'QPW�
IDPLO\��'QPW�/�LV�ODFNLQJ�LQ�FKLFNHQV�>��@��'QPW��PDLQWDLQV�'1$�
PHWK\ODWLRQ�SDWWHUQV�IURP�SDUHQWDO�FHOOV�WR�GDXJKWHU�FHOOV�>��±��@��
'QPW�D�DQG�'QPW�E�DUH�LQYROYHG�LQ�de novo�PHWK\ODWLRQ��DQG�WKH\�
ZRUN�GXULQJ�HDUO\�GHYHORSPHQW�DQG�JDPHWRJHQHVLV� LQ�PDPPDOV�
>������@��De novo�PHWK\ODWLRQ�RFFXUV�SULPDULO\�LQ�JHUP�FHOOV�DQG�
SOXULSRWHQW�FHOOV�IRU� WKH�HVWDEOLVKPHQW�RI� LQGLYLGXDO�PHWK\ODWLRQ�
SDWWHUQV�>��@��7KH�DERYH�VWXGLHV�VWURQJO\�VXJJHVW�D�UHODWLRQVKLS�
EHWZHHQ�PHWK\ODWLRQ�RI�WKH�SURPRWHU�DQG�WKH�H[SUHVVLRQ�RI�'QPWV�LQ�
JHUP�FHOOV��,Q�WKH�SUHVHQW�VWXG\��WUDQVFULSWV�RI�Dnmt1�DQG�Dnmt3a��EXW�
QRW�Dnmt3b��ZHUH�GHWHFWHG�LQ�OLYHU�VDPSOHV�EXW�ZHUH�QRW�H[SUHVVHG�
LQ�VSHUP��7KH�ODFN�RI�JHQH�H[SUHVVLRQ�RI�Dnmts�LQ�VSHUP�LQGLFDWHV�
WKDW�WKH�DFWLYLW\�RI�WKH�'1$�PHWK\ODWLRQ�LV�ORZ�LQ�VSHUP��ZKLOH�LW�
LV�KLJK�LQ�WKH�OLYHU��:H�DOVR�IRXQG�WKDW�PHWK\ODWLRQ�OHYHOV� LQ�WKH�
SXWDWLYH�SURPRWHUV�RI�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�JHQHV�DQG�Nanog�ZHUH�ORZ�
LQ�VSHUP��LQGLFDWLQJ�WKDW� WKHVH�JHQHV�PD\�EH�HDVLO\�H[SUHVVHG�LQ�
VSHUP��+RZHYHU��QR�WUDQVFULSWV�ZHUH�GHWHFWHG�LQ�VSHUP��&RQYHUVHO\��
LW�LV�YHU\�UHDVRQDEOH�WKDW�WKH�SXWDWLYH�SURPRWHUV�RI�JHUP�FHOO�VSHFL¿F�
JHQHV�DUH�KLJKO\�PHWK\ODWHG�LQ�WKH�OLYHU��ZKHUH�WKH\�DUH�QRW�H[SUHVVHG��
,QWHUHVWLQJO\��WKH�PHWK\ODWLRQ�OHYHO�RI�WKH�Alb�SURPRWHU�ZDV�YHU\�
ORZ�LQ�OLYHU�VDPSOHV��ZKHUH�WKH�JHQH�LV�FRQVWDQWO\�H[SUHVVHG��ZKLOH�

Fig. 1.� 6WUXFWXUH� RI�Ddx4, Dnd1, Dazl, Nanog�� DQG�Alb� LQ� WKH� �����
ES� UHJLRQ� LQFOXGLQJ� WKH� GRZQVWUHDP� UHJLRQV� RI� WKH� SXWDWLYH�
SURPRWHU� UHJLRQV� LQ� WKH� FKLFNHQ��9HUWLFDO� OLQH�� H[RQ�� 6KDGRZ��
&S*�LVODQG��:KLWH�WULDQJOH��7$7$�DQG�7$7$�OLNH�PRWLIV��*UD\�
WULDQJOH�� *&� DQG� *&�OLNH� PRWLIV�� %ODFN� WULDQJOH�� &$$7� DQG�
&$$7�OLNH�PRWLIV�

Fig. 2.� $QDO\VHV�RI�WKH�H[SUHVVLRQ�RI�Dnmts�LQ�FKLFNHQ�VSHUP�DQG�OLYHU�
VDPSOHV��6SHUP�DQG�OLYHU�P51$�VDPSOHV�ZHUH�VXEMHFWHG�WR�57�
3&5�IRU�H[SUHVVLRQ�RI�Dnmt1, Dnmt3a��DQG�Dnmt3b��Gapdh�ZDV�
XVHG�DV�DQ�LQWHUQDO�FRQWURO�


