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研究成果の概要（和文）：平成２６年度は、メチローマウス由来のES細胞や初期胚の解析を進めることで、細胞分化に
ともなって核内のDNAメチル化の強度やヘテロクロマチンパターンのパターンに大きな変化が生じることを定量的に証
明し、Stem Cell Reports誌で発表することができた。２７年度は、それまでに確立した長時間高精細ライブセルイメ
ージング技術を応用・改良し、単一ES細胞からコロニー形成に至るまで細胞が増殖してゆく過程、ES細胞からエピブラ
スト幹細胞が、エピブラスト幹細胞から始原生殖様細胞が誘導されてくる過程の核内メチル化DNAの変動を定量化する
ために、各種培養やイメージング条件の設定を行った。

研究成果の概要（英文）：In 2014-2015, we elucidated that intensity and intra-nucleic pattern of 
methylated DNA were dynamically changed during cellular differentiation by using ES cells and 
preimplantation embryos. With these data, we have reported and published in Stem Cell Report Journal. In 
2015-2016, by improving the above "long-term and high-resolution live-cell imaging technology", we 
determined the experimental conditions to capture and quantify the processes of colony formation of ES 
cells from single cell and of germ cell formation from ES cell.

研究分野： 発生工学、生殖生物学
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図１ メチローマウス作製のストラテジー 
（A）ノックインストラテジー。全身の細胞で
均一な発現が見られる ROSA26 遺伝子座に相
同組み換え法によりノックインした。（B）プ
ローブに用いたヒト MBD1 の分子構造と、プロ
ーブの構造。（C）メチローの胎児。全身の細
胞でプローブが発現している。（D）メチロー
の親子。メチローマウスは健康かつ生殖可能。 

１．研究開始当初の背景 
ゲノムのエピジェネティック修飾や、それ

に起因するクロマチンの細胞核内の構造は、
発生や細胞分化に伴い大規模に変化するこ
とが知られている。さらに、最近では癌など
の病態変化や、外的ストレスによってもさま
ざまな細胞においてそれらが変動すること
が知られ始めてきている。しかし、免疫染色
やシークエンシングを基にする従来のエピ
ジェネティクス状況の解析法では、細胞や組
織を固定・破砕する必要があり、単一細胞の
継時的な変化を追跡することは不可能であ
った。この問題を解決するため、申請者らは
これまでに初期胚のDNAメチル化状態を生き
たまま時空間的に可視化できる技術開発を
行ってきた（Yamagata et al., Dev Biol, 
2007; Okada et al., Nature, 2010）。また
ごく最近、それを個体全体で可視化できるレ
ポーターマウスの開発に成功した（メチロー
と命名。Ueda et al., Stem Cell Rep, 2014, 
本論文の一部は本課題の成果である）。この
メチローマウスは、メチル化 CpG 配列を認識
する MBD1（Methylcytosine Binding Domain 
Protein 1）タンパク質のメチル化 DNA 結合
ドメイン(MBD)に赤色蛍光蛋白質を融合した
遺伝子を、マウス個体でユビキタス且つ均一
に発現することで知られている ROSA26 遺伝
子座にノックインすることでDNAのメチル化
を全身で可視化している(図１)。このマウス
を用いて着床前初期胚、ES細胞、体細胞など
の核内構造をライブセルイメージングし画
像解析を行ったところ、細胞の未分化性が高
ければ高いほど、DNA のメチル化状態や修飾
によって構成されるヘテロクロマチンの流
動性が高いことが観察された。つまり、この
マウスの各種細胞核の時空間的変化を指標
にすることで、細胞の分化状態や病態などの
応答変化を生きたまま個体レベルで評価で
きる可能性があることを示している。 

 
２．研究の目的 
本研究では、以上のような背景をもとに、

メチローマウスを用いて細胞のエピジェネ
ティックな状況をこれまでよりさらに高精
細に、かつ生きたまま評価する系を立ち上げ
ることを目的とする。本目的を達成させるた
めに、これまでに開発してきた顕微鏡システ
ムを大きく改良する。合わせて、各種画像解
析技術を用いて、細胞核内の蛍光シグナルを
評価する方法を開発する。それらを用いて、
メチローマウスの発生や老化・ストレス応答
にともなう各種細胞の分化・応答において、
細胞核内のDNAメチル化の程度やその核内構
造パターンの時空間的変化を観察し、それら
を画像・統計処理によりパターン化すること
で、細胞の状態を示す指標を作る。 
 
３．研究の方法 
（１）平成２６年度：細胞や組織の長時間高
解像イメージングの確立と条件設定 
申請者らは、これまでにマウス初期胚発生

の各種イベントを長時間観察できるライブ
セルイメージング技術の開発を行ってきた
（Yamagata et al., J Reprod Dev, 2009; 
Yamagata et al., Dev Growth Differ, 2013）。
その最大の特徴は細胞に対する低侵襲性で
ある。これにより、長時間の観察が可能にな
り、例えば初期胚から ES 細胞が誘導されて
来る１０日間の連続三次元観察も可能にし
ている（Yamagata et al., Dev Biol, 2010）。
また、より細胞にダメージなく観察できる顕
微鏡器具の改良や（Yamagata et al., PloS 
one, 2012）、共同研究により生体組織深部観
察のための顕微鏡開発（Shimozawa et al., 
PNAS, 2012）も行ってきた。一方、核内構造
を詳細に観察するためには、これまでよりも
高解像な画像取得が望まれる。そこで、２６
年度はこれまでに蓄積したノウハウや、さま
ざまな人的交流を活用して、長時間にわたっ
て細胞や個体組織の核内をダメージなく高
解像度に観察できる顕微鏡システムの構築
と、その条件設定を行なった。具体的には以
下の改良を検討した。 
・われわれの顕微鏡システムが細胞に対し

て光毒性が少ないのは、スピニングディスク
式の共焦点顕微鏡を用いているためである
ことはすでに明らかになっている。これまで
の検討により、感度や分解能、細胞へのダメ
ージはディスク上のピンホールの大きさや
ホール間の距離に依存することがあきらか
となっていた。そこで、より高精細に観察し
ても細胞毒性を抑えられるように、ディスク
の改良を行うことでより最適な条件を探っ
た。 
・CMOS カメラの画素数は EM-CCD の 20 倍ほ

どであり、撮影した画像の分解能の大幅な向
上が見込める。反面、感度が約 4分の１に劣
る。そこで、これらを両立させるような条件
を検討するため、顕微鏡光学系やレーザ強度



図２ メチローマウス由来の初期胚の長時間
イメージング 
（A）受精卵から胚盤胞期までの約４日間の連
続観察。実際は１０分おきに観察したものか
ら、各ステージの画像を選んだ。このプロー
ブは細胞ごとに均一に発現し、単一細胞の長
時間観察が可能である。（B）胚盤胞期胚から
栄養膜細胞（将来胎盤になる）が分化誘導さ
れる過程の核内構造の変化。細胞核内でメチ
ル化強度が上昇し、顕著にヘテロクロマチン
構造が構築されてくる。（C）初期胚から分化
した各種細胞を撮影し、得られた画像情報か
ら独自に開発したアルゴリズムと計算式でヘ
テロクロマチン・インデックスとその流動性
を導いた。細胞の分化状態によってこれら指
標に違いがある。 

とのバランスと合わせて検討した。 
以上のような顕微鏡ハードの改良に加え

て、画像解析法のようなソフト面での改良も
行った。具体的には、得られた顕微鏡画像に
ついて画像解析ソフトを用いてバイアスを
かけずにノイズ除去、二値化、レンダリング
を行うことで領域を設定し、細胞核の中の蛍
光輝度やパターンをもとに細胞の状態を評
価できる指標の策定を行った。 
 
（２）平成２７年度：メチローマウスを用い
た細胞評価基準の確立 
上述のように、すでにわれわれは細胞の分

化段階にともなって核内の構造が光学顕微
鏡レベルで変化することを明らかにしてい
る（Ueda et al.,Stem Cell Rep, 2014、一
部は本課題の成果）。また、体細胞クローン
胚のような異常胚においても劇的にDNAメチ
ル化の強度や核内パターンに相違があるこ
とも見出している（Yamagata et al., Dev 
Biol, 2007; Mizutani et al., Dev Biol, 
2012）。これらの知見をもとに、２６年度に
改良した顕微鏡システムを用いてメチロー
マウスの発生段階の各種細胞、特に申請者が
これまで研究対象としてきて、その核内で大
規模なリプログラミングが起きていること
が知られている生殖細胞系列や ES 細胞に着
目しながらその核内におけるメチル化DNAの
強度や核内局在性を撮影した。得られた画像
について、２６年度に策定した評価基準を適
用し、実際に核内のシグナルによって細胞の
分化状態を評価できるかの検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）平成２６年度は、共焦点顕微鏡のデ

ィスクや検出系の改良を行い、高精細かつ初
期胚に対してダメージの少ない観察法の確
立に成功した。合わせて、開発した画像解析
アルゴリズムをもとに、核内構造やクロマチ
ンの流動性を数値化し、各種細胞の分化状態
を区別することができた。これら一連の技術
を用いて、メチローマウス由来の ES 細胞や
初期胚の解析を進めることで、細胞分化にと
もなって核内のDNAメチル化の強度やヘテロ
クロマチンパターンのパターンに大きな変
化が生じることを定量的に証明し、Stem Cell 
Reports 誌で発表することができた（図２）。 
 
 
（２）２７年度は、それまでに確立した長

時間高精細ライブセルイメージング技術を
応用・改良し、単一 ES 細胞からコロニー形
成に至るまで細胞が増殖してゆく過程、ES 細
胞からエピブラスト幹細胞が、エピブラスト
幹細胞から始原生殖様細胞が誘導されてく
る過程の核内メチル化DNAの変動を定量化す
るために、各種培養やイメージング条件の設
定を行った。 
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