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研究成果の概要（和文）： 

マウス初期胚由来胚性幹細胞（ES細胞）および栄養膜幹細胞（TS細胞）と体細胞組織
の比較により、それぞれの幹細胞に特徴的な DNA メチル化状態を示すゲノム領域を同定
した。得られた DNA メチル化情報などに基づき、核移植クローン胚由来 TS 細胞は正常
胚由来 TS細胞と同等であることを示した。また、初期胚発生において、DNA メチル化プ
ロフィールは形態的な細胞分化のあとで形成されることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We analyzed DNA methylation profiles of mouse embryonic stem cells (ESCs) and 
trophoblast stem cells (TSCs), and compared those with DNA methylation profiles of 
some somatic tissues. Consequently, we identified genomic regions that show 
methylation statuses specific to each stem cell line. By using DNA methylation profile 
as one of the indexes, we revealed that the TSCs derived from blastocysts produced by 
somatic cell nuclear transfer are indistinguishable from normal TSCs. We also showed 
that trophoblast-specific DNA methylation occurs after the segregation of the 
trophectoderm and inner cell mass in the mouse periimplantation embryo. 
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１．研究開始当初の背景 

DNA のメチル化は、遺伝子発現を制御す
るエピジェネティック機構の１つであり、特
に転写開始点近傍の DNA メチル化は転写活
性を抑制する。我々は、マウスゲノム DNA

に、細胞種によって DNA メチル化状態の異

なる領域（T-DMR と呼称する）が多数存在
し、そのメチル化・非メチル化の組合せが細
胞種に固有のゲノム DNA メチル化プロフィ
ールを形成することを見いだし報告してき
た。これはすなわち、細胞の分化は DNA メ
チル化プロフィールの書き換えを伴い、それ
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による新たなトランスクリプトームの規定
が細胞分化の基盤となっていることを示唆
する。 

マウス胚の細胞は、胚盤胞形成時に起こる
最初の細胞分化により、内部細胞塊（ICM）
と栄養芽層（TE）とに二分される。マウス胚
盤胞から樹立された２種類の幹細胞株であ
る胚性幹細胞（ES 細胞）および栄養膜幹細
胞（TS細胞）は、それぞれ ICMと TEの性
質をよく反映し、キメラ胚において ES 細胞
が TE 由来の胎盤に寄与することはほとんど
無く、逆に、TS細胞が ICMに由来する胚体
に寄与することもない。こうした分化能の制
限には、転写因子による制御に加え、ゲノム
DNA メチル化プロフィールを含むエピジェ
ネティック情報（エピゲノム情報）の関与も
十分予測されたが、本研究開始当初は、ES

細胞および TS 細胞の DNA メチル化プロフ
ィールに関する情報はまだ乏しく、また、そ
れらが由来する ICMと TEそれぞれの DNA

メチル化プロフィールもまた未解明であっ
た。 

 

２．研究の目的 

我々は、ES細胞、TS細胞間のゲノム DNA

メチル化状態の比較、および、これら幹細胞
と各種体細胞組織との DNA メチル化の比較
解析を行ってきた。本研究計画では、これら
幹細胞のゲノム DNA メチル化解析をさらに
発展させることで、それぞれの幹細胞に特徴
的な DNA メチル化状態を呈するゲノム領域
の同定とその領域に共通する特徴を探るこ
とを第一の目的とした。 

さらに、数種のマーカー遺伝子・マーカー
タンパク質の発現を中心に論じられている
マウス初期胚における細胞分化をエピゲノ
ム情報の観点から見直し、初期胚における細
胞の可塑性とエピゲノム情報との関係を知
るために、栄養膜細胞系譜特異的な DNA メ
チル化プロフィールが発生過程でいつどの
ように形成されるのかを明らかにすること
を第二の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) D-REAM (T-DMR profiling with 

restriction tag-mediated amplification 

ゲノム DNA をメチル化感受性酵素
HpyCH4IVで一晩切断し、精製後、両端にア
ダプター（R-adaptor）を連結した。この DNA

をさらに TaqI で切断し、切断端に異なるア
ダプター（N-adaptor）を連結した。それぞ
れのアダプターに相補的なプライマーを用
い、R-adaptorと N-adaptor をもつ断片のみ
を増幅する条件で PCR を行った。得られた
PCR 産 物 は GeneChip WT 

Double-Stranded DNA Terminal Labeling 

Kit（Affymetrix 社）をもちいて標識し、

Affymetrix GeneChip mouse promoter 1.0R 

array にハイブリダイズさせた。シグナルの
検出には GeneChip 3000 7G Scanner を用
いた。 

 

(2) バイサルファイト・シークエンス 

特定のゲノム領域の DNA メチル化状態は、
EZ DNA Methylation-Direct kit（ Zymo 

Research 社）を用いたバイサルファイト・
シークエンス法により決定した。得られた配
列情報の解析および有意差検定は QUMA 

(quma.cdb.riken.jp) を利用した。 

 
(3) 体細胞核移植胚由来 TS細胞の樹立 

BDF1 マウスあるいは GFP を全身性に発
現する形質転換マウス（GFP-CD-1）の卵丘
細胞核を、脱核した BDF1マウス卵子に注入
した。作製した再構築胚を 72 時間培養し、
胚盤胞まで発生が進んだものを TS 細胞の樹
立に供した。胚盤胞は 4-well plate で個々に
培養し、既報（Tanaka, S. et al., Science 282, 

2072-2075, 1998）に従い TS細胞を樹立した。 
 

(4) 胚盤胞からの TE・ICM細胞の単離 

常法に従い、胎生 3.5 日胚（胚盤胞）を
C57BL6/J メスマウス子宮から採取した。採
取した胚を酸性タイロードを用いて裸化し、
Vybrant CM-DiI 溶液（1:200 希釈）中に
15–20分間置くことで、TEのみを染色した。
これを 1.25% パンクレアチン（和光純薬）
/0.25%トリプシン（ Invitrogen） /1 mM 

EDTA/PBS(-)で 5分間処理した後、ピペッテ
ィングにより細胞を解離させた。蛍光顕微鏡
にセットしたマニピュレーターを用い、DiI

で染色された細胞を TE 細胞として、染色さ
れていない細胞を ICM細胞として回収した。 
 
４．研究成果 
(1) ゲノムワイド DNAメチル化解析法

D-REAMの確立とその利用 

新規のゲノムワイド DNA メチル化解析法
である D-REAM法を確立した（図１、Yagi et 

al., 2008）。D-REAMによりマウス各種幹細
胞（ES細胞、EG 細胞、iPS細胞、TS細胞）
の DNA メチル化プロフィールを明らかにし、
iPS 細胞の DNA メチル化プロフィールが確
かに ES 細胞に非常に似たものになっている
ものの、適切なゲノム領域の DNA メチル化
状態に注目することで、iPS 細胞をその元と
なった細胞の種類によって区別できること
を明らかにした（図２、Sato et al., 2010）。
これは、iPS 細胞エピゲノムの「書き換え」
が必ずしも十分ではないことを明らかに示
した成果である。また、体細胞と比較して
ES 細胞で低メチル化である T-DMR 周辺の
配列上の特徴を精査し、これらの T-DMR の
周辺では反復配列の SINE が有意に豊富で、



 

 

逆にLINEが少ないといった新たな特徴を見
いだした。こうした特徴を持つ T-DMRは ES

細胞特異的転写産物（ECAT）の遺伝子座に
も見られ、また、ゲノム全体における頻度よ
りも CpG 配列が豊富であることもわかった
（Muramoto et al., 2010）。これらは、多能
性幹細胞のエピゲノムを特徴付ける、新たな
知見である。 

 

 

 

 

(2) 体細胞核移植胚由来 TS細胞の樹立 

多くの体細胞核移植（SCNT）胚ではエピ
ゲノムの書き換えが不十分であるために異
常が生じると考えられている。SCNT胚では
特に胎盤の形成異常が頻発し、栄養膜細胞に
何らかのエピジェネティック異常のあるこ
とが期待された。そこで SCNT 胚盤胞由来
TS細胞（ntTS細胞）を樹立したところ、意
外なことに ntTS 細胞はコントロールと同等
の割合で樹立され、DNA メチル化プロフィ
ールに ntTS 細胞特有の異常は見つからなか
った（図３、Oda et al., 2009）。仮に体細胞
核のエピゲノムの「書き換え」が不十分であ
ったとしても、ntTS 細胞樹立の過程で異常
な DNA メチル化が修復された可能性がある。 

 

 (3) 胚盤胞における栄養膜細胞特異的 DNA

メチル化プロフィールの解析 

ES 細胞と TS 細胞との比較から両者で
DNA メチル化状態の異なる領域を選択し、
さらに着床後の胚や胎盤組織を用いた解析
から、ヒトとマウスに共通して栄養膜細胞系
列・胚体細胞系列間で DNA メチル化状態の
異なるゲノム領域（T-E T-DMR）を同定した。
胚盤胞の TE と ICM の分手法を新たに確立
し（図４）それぞれのゲノム DNA を解析し
たところ、着床前の胚盤胞（3.5日、および、
4.5 日胚）ではほぼメチル化されておらず、
形態的な TE/ICM の分化が起こった後にそ
れぞれに固有の DNA メチル化プロフィール
が確立されることが明瞭に示された。さらに、
着床遅延胚、接着培養胚盤胞、および、非接
着培養胚盤胞について DNA メチル化解析を
行った結果、ほとんどメチル化されていない
3.5 日胚盤胞に対し、接着培養胚盤胞、非接
着培養胚盤胞ではメチル化の上昇がみられ、
T-E T-DMRにおける細胞系譜特異的なDNA

メチル化は、体外培養胚盤胞では起こってい
ることが推測された。一方、着床遅延胚では
ほとんどメチル化の上昇がみられなかった。
着床遅延胚では形態的にも 3.5 日胚盤胞の状

図２ T-DMR メチル化情報に基づいた細
胞・組織のクラスタリング解析。DNAメチ
ル化情報を用いると、iPS細胞と ES細胞も
区別することができる。 

図１ D-REAMの概要。メチル化感受性制
限酵素を用いてある一定の長さ以下に切断
さ れ た ゲ ノ ム DNA 断 片 を 、
ligation-mediated PCR により増幅し、ゲノ
ムタイリングアレイにハイブリダイズさせ
ることで、非メチル化領域を検出すること
ができる。任意の細胞・組織間のシグナル
の比較から、T-DMRが同定される。 

図３ ntTS 細胞を用いて作製されたキメ
ラ胎盤。ntTS細胞も胎盤の形成に寄与する
一方、胚体組織への分布は見られない。 



 

 

態がほぼ保たれているのに対し、培養胚盤胞
では栄養膜細胞の分化が進行していると考
えられることから、T-E T-DMR における栄
養膜細胞系譜特異的な DNA メチル化は時間
の経過に伴って自動的に生じるのではなく、
栄養膜細胞の分化の進行に伴っているもの
と結論した（Nakanishi et al., 2012）。マウ
ス胚で最初に起こる細胞分化では、形態的な
分化の後に、それぞれの細胞系譜に固有の
DNA メチル化プロフィールが確立されるの
である。細胞の分化方向を決定する転写因子
群により細胞の運命が制御され、DNA メチ
ル化プロフィールの確立によりその運命が
安定化されるという機序が示唆される。 

 

T-E T-DMR のメチル化を担う DNA メチ
ル基転移酵素（Dnmt）の同定を目指し、さ
らに以下の 2つの実験を行った。まず、新規
型 Dnmtである Dnmt3a、Dnmt3bそれぞれ
を欠損するマウス胚について T-E T-DMRの
メチル化解析を行い、いずれの Dnmtも T-E 

T-DMR メチル化に寄与すること、そして、
T-E T-DMR の中でも領域によってそれぞれ
のDnmtの寄与の程度が異なることを明らか
にした。次に、Dnmt 活性を欠く栄養膜幹細
胞(TKO TS細胞)で各 Dnmtを強制発現させ
たところ、外因性の Dnmt は TKO TS 細胞
のゲノムを「再メチル化」し、Dnmt3a と
Dnmt3bは異なる標的嗜好性を示した。注目
すべきことに、再メチル化は野生型 TS 細胞
でメチル化される T-E T-DMR特異的に起き
ていた。このことは、TS細胞特異的な DNA

メチル化に必要な何らかのエピジェネティ
ックマークが、TS 細胞のゲノム上に存在す
ることを示唆した。そこで次に、その候補因
子としてヒストン修飾に着目し、14種類のヒ
ストン修飾について TS細胞、ES細胞におけ
る T-E T-DMRの修飾状態を解析した。ここ
で明らかになったヒストン修飾状態と TKO 

TS 細胞に Dnmt を強制発現させた際に生じ
た再メチル化率との相関を調べたところ、
H3K9me1 、 H3K9me2 、 H3K36me2 、
H3K36me3のTS細胞における修飾レベルと、
Dnmt3aによる再メチル化率との間に正の相
関が見出された。さらに、この相関は TKO TS

細胞のヒストン修飾レベルでも保存されて
いた。この結果より、これらのヒストン修飾
を手掛かりとして TS 細胞特異的な DNA メ
チル化プロフィールが確立されるというモ
デルが推測された。 
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