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研究成果の概要（和文）：インプリンティングをはじめとするDNAメチル化機構の詳細は明らかにされておら
ず、いつ、どのようにして特定のDNA配列がメチル化修飾を受けるのかは不明である。本研究では、インプリン
ティング機構解明の一途として、生殖細胞でのみ共発現しインプリント確立に不可欠なDNAメチル基転移酵素
DNMT3A2とその補酵素DNMT3Lを恒常的に高発現するトランスジェニックマウスを作製し、DNMT3A2およびDNMT3Lが
アクセスしやすい領域を特定することを目的とした。トランスジェニックマウスを解析した結果、出生後、少な
くとも5領域が有意に高メチル化され、ここにインプリント領域は含まれないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of DNA methylation including genomic imprinting have not been
 clarified. It remains unknown how and when DNA methylation is catalyzed at specific DNA sequences. 
DNA methyltransferases DNMT3A2 and its co-factor DNMT3L are essential for genomic imprinting during 
gametogenesis and co-expression of them is observed only in germ cells. In this study, to obtain 
better understand the imprinting machinery, transgenic mice in which DNMT3A2 and DNMT3L are 
consistently expressed were produced. DNA methylation analysis showed that abnormal DNA methylation 
occurred at least in five regions but not at imprinted regions. In conclusion, DNA methyltransferase
 accessible regions differ between germ cell and somatic cell linages and unmethylated alleles of 
imprinted regions are protected against de novo methylation activity during ontogeny. 

研究分野：発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 ほ乳類の生殖細胞形成過程では、精子ある
いは卵子特異的に DNA メチル化修飾が生じ
（ゲノミックインプリンティング）、受精後
の胚発生過程で父母アリル特異的な遺伝子
発現をもたらすようになる。この DNA メチ
ル化を欠如すると胚発生が停止することか
ら、ゲノミックインプリンティングは、ほ乳
類の生殖細胞が獲得すべき必須の機構とい
える。また、DNAメチル化は、胚発生過程で
は、インプリント領域に限らずゲノムの広範
にわたって大きく変化し、遺伝子発現を制御
することで細胞に多様な機能を持たせてい
る。しかし、DNAメチル化修飾がいつどのよ
うにして特定の DNA 配列標的とするのかは
不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ゲノムインプリンティング機
構解明の一途として、生殖細胞形成過程での
み共発現しインプリント確立に不可欠な
DNA メチル基転移酵素 DNMT3A2 とその補
酵素 DNMT3L を胚発生過程で恒常的に高発
現するトランスジェニックマウスを作製し、
DNMT3A2 および DNMT3L がアクセスしや
すい領域を特定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウス DNMT3A2、DNMT3L、および
mCherryを 2A配列で連結しこれらが CAGプ
ロモーターで恒常的に発現するトランスジ
ェニックマウスを作製した。トランスジェニ
ックマウスの表現型解析として、体重、各臓
器の重量を測定した。また、心臓における遺
伝子発現はマイクロアレイ（GeneChip Mouse 
Genome 430 2.0 Array; Affymetrix社）を用いて
網羅的に解析し、発現変動が生じた遺伝子の
プロモーター領域を DNA メチル化解析のた
めの候補領域として選定した。トランスジェ
ニックマウスにおけるDNAメチル化解析は、
sodium bisulfiteシークエンス法を用いて実施
し、アレル特異的な DNA メチル化解析を実
施する差異には、JF1 マウス（Mus. musculus 
molossinus; 理研 BRC より分与）とトランス
ジェニックマウスの交配で得られた胚を用
いた。 
  
４．研究成果 
 
1）トランスジェニックマウスの表現型解析 
 Vasa-cre 雌マウスと DNMT3A2 および
DNMT3L 発現カセットが挿入された flox 雄
マウスを交配すると、卵細胞質中に蓄積した
母性 Cre により組換えが起こり、mCherry レ
ポータータンパクを発現するトランスジェ
ニックマウスが誕生した。これらのマウスで
は DNMT3A2 および DNMT3Lの恒常的発現
も同時に誘導されていることが推察された。
トランスジェニックマウスは野生型マウス
と同様の比率で誕生し（1:1）、これは理論値

であった。また、出生時に表現型や体重に異
常は認められなかった。そこでウエスタンブ
ロットにより DNMT3A2 および DNMT3Lの
発現解析を実施した結果、トランスジェニッ
クマウスにおいては、いずれの臓器において
も DNMT3A2 と DNMT3L の高発現が認めら
れたが、野生型マウスにおいてはこれらの共
発現は認められなかった。そのため、
DNMT3A2および DNMT3Lの異所的発現は、
胚発生に影響しないことが明らかとなった。 
 一方、トランスジェニックマウスは出生後
に顕著な発育遅延を呈し、6 週目以降、致死
となる個体が出現し 20 週目までに全ての個
体が致となった。また、同腹仔の野生型マウ
スよりトランスジェニックマウスでは体重
が小さいにもかかわらず、心臓の重量は大き
くなり、体重に対する心臓重量の比率はトラ
ンスジェニックマウスで有意に大きくなっ
た。これらの表現型は独立した 2ラインのト
ランスジェニックマウスでほぼ同様であっ
た。DNMT3A2 および DNMT3L の異所性発
現は出生後の個体の生存に影響することが
明らかとなった。 
 
2）トランスジェニックマウスにおける網羅
的遺伝子発現解析 
 トランスジェニックマウス（n = 3）および
同腹仔の野生型マウス（n = 3）の心臓から
RNAを抽出し、両者の遺伝子発現プロファイ
ルを網羅的に比較した。その結果、トランス
ジェニックマウス 3検体全てにおいて 5倍以
上、野生型マウスより遺伝子発現が抑制され
ている 15 遺伝子を抽出した。これらの中に
インプリント遺伝子は含まれなかった。また
恒常的に発現するハウスキーピング遺伝子
も含まれなかった。 
 
3）トランスジェニックマウスにおける DNA
メチル化解析 
 発現抑制が認められた15遺伝子のうちの5
遺伝子、ハウスキーピング遺伝子、および 7
つのインプリント遺伝子の CpG アイランド
あるいは発現制御領域の DNA メチル化解析
を行った。トランスジェニック胚（12.5日齢
胎仔：n = 3）においてはいずれの遺伝子にお
いても DNA メチル化状態に異常は認められ
ず、野生型胚（12.5日齢胎仔：n = 3）と同レ
ベルであった。また、DNA多型解析の結果、
インプリント遺伝子の父母アレル特異的な
DNA メチル化は維持されていることが確か
められた。これらの結果は、DNMT3A2およ
び DNMT3L の異所性発現が胎仔期の表現型
に影響しない結果とも矛盾しなかった。 
 次に、出生後の 4週齢のトランスジェニッ
クマウス（n = 6）および同腹仔の野生型マウ
ス（n = 3）の心臓における DNAメチル化解
析を行った結果、発現抑制を呈した 5遺伝子
はトランスジェニックマウスにおいて有意
に高メチル化されていることが明らかとな
った。一方、ハウスキーピング遺伝子やイン



プリント遺伝子の DNA メチル化レベルはト
ランスジェニックマウスと野生型マウスで
差が認められなかった。上述した 5遺伝子の
異常な DNA メチル化がいつ生じるのか、こ
のうち 2遺伝子に着目し、さらに詳細に解析
することした。その結果、9.5日齢胎仔、12.5
日齢胎仔では、野生型胚同様、トランスジェ
ニック胚でも低メチル化状態を呈したが、出
生直後の新生仔の心臓では、野生型マウスよ
りわずかに、しかし有意にトランスジェニッ
クマウスでメチル化上昇が認められ、
DNMT3A2 および DNMT3L の異所性発現に
よる異常な DNA メチル化は出生前後に生じ
ていることがわかった。同様のメチル化異常
は、トランスジェニックマウスの脳の DNA
でも確認された。これらの結果から、生殖細
胞形成過程と個体発生過程では、DNMT3A2
および DNMT3L がアクセス可能な領域が異
なっていることが明らかとなり、インプリン
ト領域の非メチル化アレルは、体細胞におい
ても、DNMT3A2 および DNMT3L がアクセ
スできない構造を保持し続けている可能性
が示唆された。 
 最後に、トランスジェニックマウスで異常
な DNA メチル化が生じた理由を考察するた
めに、5 メチルシトシンをヒドキシル化し、
いくつかの反応を経て脱メチル化に働く
TETファミリーの発現解析を実施した。その
結果、TET1および TET2は出生間際まで高発
現しているものの、出生後、その発現が 1/5
程度まで有意に抑制されることがわかった。
TET3 は着床前の初期発生過程でのみ発現が
認められた。 
 本研究では、体細胞分裂期において DNA
メチル基転移酵素がアクセス可能な領域を
同定するに至ったが、今後は、こうした領域
のクロマチン構造の解析が必要と考えられ
た。また、胚発生過程で生じる DNA メチル
化および DNA 脱メチル化は、これらを触媒
する酵素の拮抗によっても変化しうる可能
性が示唆された。 
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