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研究成果の概要（和文）：ゲノムインプリンティング（GI）は、胎盤を有する哺乳類に特有な現象で、胎盤形成にその
生物学的重要性が指摘されている。本研究では、胎盤における胎盤特異的GI遺伝子の役割を明らかにするため、エピジ
ェネティックな分子機構と未分化維持に機能するシグナル伝達経路について解析した。また、クローンマウス胎盤では
、胎盤特異的GI遺伝子のインプリント異常を確認し、核の初期化現象に重要な役割を果たす事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Genomic imprinting is an epigenetic gene regulatory mechanism which leads to the 
preferential monoallelic expression of a subset of genes. The majority of imprinted genes has differntial 
methylated regions (DMRs). While the importance of DNA methylation is widely accepted, the presence of 
DNA methylation-independent establishment of imprinting is also proposed for some imprinted genes (Okae 
et al., 2012). Somatic cell nuclear transfer (SCNT) can produce viable individuals, but the success rate 
is very low and many abnormalities were reported for SCNT-derived animals. In this study, we performed a 
transcriptome-wide analysis of imprinted gene expression in cloned mouse placenta and found that several 
imprinted genes did in fact show LOI. Our data advances the understanding the underlying mechanisms of 
reprogramming of somatic cell nuclei and the regulatory mechanisms of genomic imprinting.

研究分野： 産婦人科学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
特定の親由来アレルの選択的発現様式を

示すゲノムインプリンティング機構は、哺乳

類の胚発生、分化に必須な現象である。哺乳

類特有の GI 機構と胎盤の存在は、胎盤組織

における GI 調節機構の生物学的重要性を示

唆する『胎盤仮説』。申請者らは、次世代シ

ークエンサー装置を用い、胎盤特異的 GI 遺
伝子を網羅的に検索し、10 種類の遺伝子を

同定した（Okae et al. Hum. Mol. Genet. 2012）。
これらの遺伝子は、胎盤形成過程で重要な機

能を持つが（Schaeper et al. PNAS 2007 他）、

何故胎盤組織だけにインプリントが存在す

るのか、その分子機構は明らかではない。 
 体細胞クローンマウスは、胎盤肥大を典型

的な特徴とする（Ogura et al. Nature Genet. 
2002 他）。体細胞の「細胞核のリプログラミ

ング（初期化）」の異常、つまりエピジェネ

ティックな修飾異常が胎盤形成に影響する。

最近申請者は、クローン胎盤では、胎児性

GI 遺伝子は正常インプリントを維持するが、

胎盤特異的 GI 遺伝子 （Gab1, Sfmbt2）では、

異常を示す事を発見した。クローン胎盤に特

有の胎盤特異的 GI 遺伝子のエピジェネティ

ックな異常を解明することは、胎盤形成にお

ける GI 機構の生物学的意義を明らかにする

上で重要である。本研究では、DNA 多型を有

する胎盤幹細胞（TS 細胞）とクローン TS 細

胞株を用い、胎盤特異的 GI 遺伝子のエピゲ

ノム分子機構の特性とシグナル伝達経路を

明らかにする。さらに、ヒト胎盤組織への保

存性とインプリント異常が疑われている疾

患へのアプローチに挑戦する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、均一で未分化な TS 細胞を用

い、胎盤分化過程におけるエピジェネティッ

クな修飾機構と分子間相互作用の解明し、胎

盤特異的 GI 遺伝子の役割を明らかにする。

そのため、 
１）胎盤特異的 GI 遺伝子のエピゲノム分子

機構の解明： TS 細胞を用い、胎盤特異的 GI
遺伝子（10 種類）のエピゲノム分子機構につ

いて明らかにする。 
２）胎盤における胎盤特異的 GI 遺伝子（Gab1、
Sfmbt2）のシグナル伝達経路：ノックダウン

システムと KO の TS 細胞を用い、未分化幹

細胞維持に働くシグナル伝達経路について

明らかにする。 
３．研究の方法 
（1）胎盤特異的 GI 遺伝子の分子機構の  

解明： 
①DNA 多型を有する ES 細胞•TS細胞：GI の
解析を行うには、母由来と父母由来の２つ

の対立遺伝子を識別する必要がある。その

ため、遺伝的背景の異なるマウスを交配し、

どちらの対立遺伝子が不活化、あるいは活

性化されるのか解析する必要がある。汎用

マウスである C57BL/6 に加え、日本固有の

亜型である JF1（国立遺伝研、城石教授より

供与）の遺伝的多型を活用した。DNA 多型

（JF1 多型）を有する TS 細胞、ES 細胞

（JF1xB6, B6xJF1）は、複数株保有している。 
②胎盤特異的インプリントの解析：胎盤特異

的 GI 遺伝子（10 種類）の発現量と発現パ

ターンについて、TS 細胞株を用いて解析。

分化誘導と伴に、胎盤特異的 GI 遺伝子の

アレル特異的発現パターンについて解析

し、GI の確立時期と維持について明らか

にする。分化度は細胞形態および分化マー

カーにより評価した。 
③DNA メチル化およびヒストン修飾の解

析：これら GI 遺伝子について、エピジェ

ネティックな修飾の解析を行った。具体的

には、プロモーター領域の DNA メチル化

は Bisulphite Sequence 法によって、ヒスト

ン修飾（活性型：H3K4me2, H3K4me3、不

活 性 型 ： H3K9me2, H3K27me3 ） は

ChIP-PCR 法によって解析。これらの解析

では、SNPs を用いることでアリルを区別

した。 
④体細胞クローンマウス胎盤における胎盤

インプリント：体細胞クローンマウスに由

来する胎盤組織は、連携研究者（理化学研

究所、小倉淳郎室長）より既に入手。クロ

ーン胚より樹立した TS 細胞を用い、上記

エピゲノム解析を行い、「初期化」の異常

がもたらす修飾機構について解明した。 
 
（2）胚体外組織における胎盤特異的GI 遺伝子

の未分化維持に関わるシグナル伝達経路： 
胎盤特異的 GI 遺伝子（Gab1、Sfmbt2）は、

TS 細胞でインプリントを受ける。また、HGF, 
EGF などの増殖因子に反応し、Ras/MAPK, 
P13K/Akt シグナルの経路を介するドッキン

グ蛋白である。これらの遺伝子が TS 細胞で



未分化維持にどのようなシグナル伝達経路

を介して、調節を受けているのか検討した。 
①ES, TS 細胞における FGF による Gab1, 
Sfmbt2 蛋白の活性化：増殖因子として FGF
蛋白を過剰投与し、ES,TS 細胞における Gab1, 
Sfmbt2 のリン酸化能について、細胞特異性、

量依存性について検討した。 
②TS 細胞におけるシグナル伝達経路の解析： 
・siRNA 強制発現用ベクターの作製と細胞の

樹立：Gab1, Sfmbt2 ノックダウン用の

siRNA を複数設計し、TS 細胞にトランス

フェクション。各蛋白の減弱（消失）はウ

ェスタンブロッティング(WB) によって

確認。ノックダウン効率は、リアルタイム

PCR によって測定した。 
・ノックダウン TS 細胞株の形態学的変化と

未分化維持機構の解析：ノックダウン TS
細胞株の細胞形態とコロニー形成につい

て観察した。TS 特異的未分化遺伝子マー

カー（Eomes, Id2, ErrB）の遺伝子発現量を

比較する。同様に、ノックダウン TS 細胞

株を分化誘導し、TS 特異的分化遺伝子マ

ーカーの発現量と巨細胞の出現の有無を

確認した。 
・ノックダウン（Gab1、Sfmbt2KO）TS 細胞

における分子間相互作用：Ras/MAPK, 
PI3K/Akt シグナル下流で機能する分子の

活性化を検討。各種阻害剤を作用させ、そ

の影響について WB にて解析した。 
・強制発現用ベクターの作製と TS 細胞への

遺伝子導入：Gab1、Sfmbt2 cDNA を、強制

発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ 。

Electropolation 法を用い、KO-TS 細胞株に

トランスフェクションし強制発現細胞株

を樹立。それぞれのシグナル下流で機能す

る蛋白の活性化が、レスキューされるか検

討した。 
 

４．研究成果 

（1）胎盤特異的 GI 遺伝子の分子機構の解明 
DNA 多型を有するマウス TS、ES 細胞を

用い、胎盤特異的 GI 遺伝子（Gab1、Sfmbt2）
の未分化維持におけるシグナル伝達機構に

ついて明らかにし、また胎盤異常を呈するク

ローンマウスの TS 細胞株についても、Gab1
の DNA メチル化とヒストン修飾の解析を行

った。その結果、H3K4me3 や H3K9me2 な

どのヒストン修飾がアレル特異的に見られ

ることを明らかにした(図１、２)。これらの

アレル特異的エピジェネティック修飾はク

ローン胎盤では見られなかった。また、Gab1
ヘテロ KO マウスの胎盤を比較より、父由来

の遺伝子が欠損した場合には胎盤重量が減

少するが、母由来の遺伝子欠損では胎盤の異

常は観察されなかった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 インプリント遺伝子の発現量解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ヒストン修飾の解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 父由来アレル Gab1 ヘテロ KO マウ

スの胎盤の低形成 
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また、Gab1 DMR の配列特性の解析およ

び、様々な組織における Gab1 DMR の

DNA メ チ ル 化 解 析 を 行 っ た 。

RepeatMasker を用いた Gab1 DMR の塩

基配列解析より、Gab1 の DMR および第

一エキソンは、LTRの一種であるRLTR15
と高い相同性を示すことを発見した。さら

に、Gab1 cDNA のシークエンシングを行

い、LTR の転写開始点およびスプライシ

ングサイトが胎盤において機能している

ことを確認した。よって、Gab1 は LTR
の挿入によってインプリンティングを獲

得したと考えられる。この LTR の挿入は

げっ歯類特異的であり、ヒトでは見られな

かった。一方、胎児細胞では Gab1 DMR
は両アレルとも高度にメチル化されてお

り、転写開始点としての働きも失っていた。

興味深いことに、Gab1 DMR は核移植直

後に両アレル共に脱メチル化されており、

その結果クローン胎盤では Gab1 が両ア

レルから発現していると考えられる。これ

までに、LTR が DMR として働く例は報告

されていない。Gab1 DMR の発見は、LTR
のサイレンシングとゲノムインプリンテ

ィングとの間に、共通の制御機構が存在す

る可能性を示唆している。また、核移植に

よって引き起こされるDNAメチル化制御

異常が、クローンマウスにおける遺伝子発

現異常の原因の一つであることが強く示

唆された。 
 

 
（2）胚体外組織における胎盤特異的 GI 遺伝子

の未分化維持に関わるシグナル伝達経路 
増殖因子として FGF 蛋白を過剰投与し、

ES,TS 細胞における Gab1 のリン酸化能

について、細胞特異性、量依存性について

検討した結果、TS 細胞では特異な変化を

認めた。そのため、TS 細胞におけるシグ

ナル伝達経路につて解析を進めた。Gab1
ノックダウン用の siRNA を複数設計し、

TS 細胞にトランスフェクションし、各蛋

白の減弱（消失）はウェスタンブロッティ

ング(WB)により、ノックダウン効率は、

リアルタイム PCR によって測定した。ノ

ックダウン（Gab1KO）TS 細胞における

分子間相互作用について、Ras/MAPK, 

PI3K/Akt シグナル下流で機能する分子の

活性化を検討するため、WB にて解析した。

その結果、ES 細胞では、主に PI3K/Akt
シ グ ナ ル が 機 能 し 、 TS 細 胞 で は

Ras/MAPK が作用する事が判明した。 
 
（3）ヒト胎盤組織への保存性 

我々が報告したマウスに存在する胎盤特

異的インプリント遺伝子は１１種類で、ヒ

ト胎盤への保存性について、１０個体の胎

盤を用いて解析した。その際、母体細胞が

混入しないように、満期胎盤より細胞性栄

養膜細胞と合胞体栄養膜細胞を高純度に分

離した。低速遠心パーコール分離法と

FACS を併用し、95%以上の均一な未分化

細胞集団を分離した。胎盤特異的インプリ

ント遺伝子について、RT-PCR 法を用い、

ヒト胎盤組織でのインプリントの有無に

ついて検討した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 胎盤特異的インプリント遺伝子のヒト

への保存性 
 
これまでに報告された胎盤特異的インプリ

ント遺伝子はいずれも DMR を持たず、DNA
メチル化非依存的な制御をうけると考えら

れてきた。しかし、Gab1 DMR の発見によっ

て、胎仔と同様に胎盤におけるインプリンテ

ィングにも DNA のメチル化が関与する可能

性が示された。さらにクローン胎盤では全例

で Gab1 のインプリント制御が異常になって

おり、「体細胞核の初期化」には限界がある

ことが強く示唆された。これらの成果は、胎

盤におけるインプリンティングの哺乳類進

化上の制御機構および核の初期化現象を理

解するうえで非常に重要なものである。 
 

 

Imprinting status in the mouse Imprinting status in 
the human placenta

Chr. Gene Placenta TS cells

2 Sfmbt2 N.A. Imprinted -

6 Tfpi2 - Imprinted Imprinted(polymorphic)

6 Ppp1r9a Imprinted Imprinted Imprinted(polymorphic)

7 Th Imprinted N.D. N.A.

7 Ascl2 Imprinted Imprinted -

7 Tspan32 - Imprinted -

7 Tssc4 Imprinted Imprinted -

7 Ano1 - Imprinted Imprinted(polymorphic)

8 Gab1 Imprinted Imprinted -

17 Slc22a3 Imprinted Imprinted Imprinted(polymorphic)

17 Slc22a2 Imprinted N.D. Imprinted(polymorphic)
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