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研究成果の概要（和文）： 
 生殖細胞の発生・分化過程ではゲノム刷込みなど多様なエピゲノム修飾の変化が生じ、減数分裂の
進行や受精後の胚発生能に大きな影響を与える。本研究では、マウス卵子に内在性 siRNAが存在し
転移因子や遺伝子の発現を制御すること、雄性生殖細胞の piRNA 合成に MitoPLD と呼ばれるホス
ホリパーゼ/ヌクレアーゼが必要であること、piRNA が転移因子や特定のインプリント遺伝子の DNA メ
チル化に関わることを示し、piRNA がメチル化を誘導する機構のモデルを提唱した。また、個々の細
胞で特定の配列のメチル化状態を可視化する技術を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In mammalian germ cell development, many epigenetic events including genomic 
imprinting occur. The changes in the epigenome affect the progression of meiosis and, after 
fertilization, the developmental potential of the embryo. In this study, we discovered the 
existence of endogenous siRNA in mouse oocytes, which regulated expression of 
transposons and genes. We also found that the biogenesis of piRNA in male germ cells 
requires a phospholipase/nuclease family protein called MitoPLD, and that piRNA is 
involved in de novo DNA methylation of transposons and a certain imprinted gene(s). 
Based on the results, we proposed a model in which piRNA-mediated DNA methylation 
involves nascent noncoding RNA complimentary to the piRNA. Lastly, we developed a 
method to visualize the DNA methylation status in individual cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞の発生・分化過程ではゲノム刷込
み等多様なエピゲノム修飾の変化が生じ、減

数分裂の進行や受精後の胚発生能に大きな
影響を与える。代表者らは DNA メチル化酵
素とゲノム刷込みを中心に研究を展開し、マ
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ウスの雌雄生殖細胞におけるゲノム刷込み
と転移因子の抑制に DNA メチル化が必須で
あること、メチル化の欠損は反復流産や無精
子症を起こすことを示していた（Kaneda et 
al. Nature 2004 など）。また、メチル化酵素
Dnmt3a とその調節因子 Dnmt3L の複合体
がこのメチル化を担うことを明らかにした。
しかし、これらの因子だけでは雌雄の刷込み
の違いを説明できず、我々が卵子や精母細胞
で新たに発見した piRNA（Watanabe et al. 
Genes Dev. 2006）が未知の機構で転移因子
のメチル化に影響を及ぼすこと（阪大仲野研
究室）など、新たな問題が見えてきた。そこ
で本研究課題では DNA メチル化、ヒストン
修飾、生殖細胞に特異的な小分子 RNA
（siRNA および piRNA）が配偶子のエピゲ
ノム形成に与るネットワークを明らかにす
ることが急務であった。 
 
２．研究の目的 
 生命の根幹をなす生殖細胞の分化と発生
能を制御するエピゲノムの形成機構を知る。
そのため DNA メチル化、ヒストン修飾、小
分子 RNA がネットワークを形成して配偶子
のエピゲノムを形づくる仕組みを明らかに
する。具体的には、マウスの生殖細胞で、（1）
DNA メチル化酵素複合体と相互作用する因
子の同定、（2）siRNA や piRNA の生成機
構と生理的な意義の解明、（3）メチル化と
他のエピゲノム機構を繋ぐ因子と機構の解
明、（4）単一細胞で特定の配列のメチル化
状態を可視化できる技術の開発などを目標
として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 相互作用因子の同定には酵母ツーハイブ
リッド法や免疫沈降法を用いた。網羅的小分
子 RNA 解析やゲノムワイド DNA メチル化
解析には次世代シーケンサーを用いた。同定
した因子の機能の解析には遺伝子ノックア
ウトマウスを作成して使用したほか、様々な
分子生物学的手法を活用した。単一細胞で配
列特異的にメチル化状態を可視化するため
には蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法
を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）DNA メチル化酵素複合体と相互作用す
る因子の同定 
 酵母ツーハイブリッド法で de novo メチル
化酵素の調節因子 Dnmt3L と相互作用する
生殖細胞特異的な候補因子を同定した。この
因子は Ca 依存性プロテアーゼ様の構造をも
つ新規タンパク質だが、自己消化アッセイで
はプロテアーゼ活性は検出限界以下であっ
た。同遺伝子周辺の特殊な構造によりノック
アウトマウスが得られなかったため、化学変

異原（ENU）誘発突然変異マウスライブラリ
ーの利用を進めている。 
 一方で、他の研究室から KRAB ジンクフィ
ンガータンパク質であるZfp57やその相互作
用因子Trim28/Kap1がDNAメチル化酵素と
複合体を形成し、この酵素の配列特異的なリ
クルートに関与するのではないかとの仮説
が提唱された。Zfp57 や Trim28 は卵子で蓄
積される母性因子であり、受精後のゲノムワ
イドな脱メチル化に抗してインプリント制
御領域の DNA メチルの維持に必要である。
我々は多くのインプリント制御領域に Zfp57
の結合配列が存在することを発見し、Zfp57
がメチル化された標的配列に結合した複合
体の構造を明らかにして報告した（Liu et al. 
Genes Dev. 2012）（Xiaodong Cheng らとの
共同研究）。 
（2）siRNA や piRNA の生成機構と生理的
な意義の解明 
 マウスの卵子において世界で初めて哺乳
類の細胞に内在性 siRNA があることを発見
し、これが相補的な配列をもつ転移因子や遺
伝子の転写物を負に制御すること示した
（Watanabe et al. Nature 2008）。また、
siRNA の配列をゲノムへマッピングした結
果から、自然に形成される二本鎖 RNA（一
本鎖 RNA 内のヘアピン構造やセンス・アン
チセンス二本鎖 RNA）が siRNA の前駆体に
なっていることを明らかにした（Watanabe 
et al. Nature 2008）。これは RNA 依存性
RNA ポリメラーゼをもたない（つまり酵素
的に二本鎖 RNA を合成できない）生物が
siRNA を生成する機構を初めて解き明かし
た大きな成果であった。siRNA の大部分は転
移因子由来であったが、驚いたことに偽遺伝
子の転写物も siRNA の前駆体として使用さ
れており、この siRNA が相補的な配列をも
つ mRNA を負に制御することを示した。 

 ショウジョウバエで piRNA 合成への関与
が示唆されていたMitoPLD（またはZuccini、
Pld6 とも呼ばれる）のノックアウトマウスを
作成し、雄マウスの生殖細胞ではこのタンパ
ク質がミトコンドリアの細胞内局在、生殖顆
粒の形成、piRNA の生合成に必須であること
を報告した。雄性生殖細胞では piRNA がほ



 

 

ぼ完全に消失し、転移因子の脱抑制が観察さ
れ、精子形成不全による不妊を呈した
（Watanabe et al. Dev. Cell 2011）。一方，
雌のノックアウトマウスには生殖能力があ
り子孫にも異常はなく、piRNA の減少 
も部分的であった。よって卵子においては
MitoPLD の作用を補う別の因子の存在が示
唆された。 
 また、マウスにおける遺伝子ノックイン技
術を用いて外来 DNA を piRNA 前駆体の転
写単位内に挿入し、パキテン期精母細胞で外
来配列由来 piRNA を合成することに成功し
た。この piRNA は標的 RNA の分解を促進し
たことから、このような技術が生殖細胞にお
ける遺伝子制御のツールとして利用可能で
あることを示した（Yamamoto et al. Genome 
Res. 2013）。 
（3）DNA メチル化と他のエピゲノム機構を
繋ぐ因子と機構の解明 
 ENU 誘発突然変異マウスライブラリーか
らパキテン期精母細胞がアポトーシスを起
こすものを選抜し、転移因子の活性化を指標
にスクリーニングを行った（理化学研究所若
菜茂晴らとの共同研究）。しかし有力な変異
体は得られなかった。 
 一方、雄性生殖細胞において MitoPLD ノ
ックアウトの DNA メチル化への影響を調べ
たところ、Rasgrf1 遺伝子のインプリント制
御領域の de novo メチル化が低下することを
発見した。詳細な解析の結果、この領域では
雄性生殖細胞で特異的に転写される長鎖非
コード RNA があること、この非コード RNA
に相補的な配列をもつ大量の piRNA が存在
すること（他の染色体上の転移因子から生成
される）、非コード RNA あるいは piRNA の
いずれを欠損してもメチル化が生じないこ
とが分かった（Watanabe et al. Science 
2011）。これにより DNA メチル化と piRNA
を繋ぐ機構の一端が明らかになり、長鎖非コ
ード RNA を足場として piRNA が de novo
メチル化酵素複合体をリクルートするモデ
ルを提案した。 

（4）単一細胞で特定の配列のメチル化状態
を可視化する技術の開発 

 哺乳類の生殖細胞や初期胚を大量に収集
することは困難であるため、単一細胞レベル
でエピゲノム状態を観察する技術は重要で
ある。これまで抗体やメチル化 DNA 結合ド
メインを用いる方法はあったが、配列特異的
に DNA メチル化状態を知る方法はなかった。
そこで、アイコンプローブと蛍光 in situ ハ
イブリダイゼーション（FISH）を併用する
方法を開発した。アイコンプローブは合成オ
リゴ DNA であり、標的 DNA 配列内のメチ
ル化されるシトシンに相対する位置にビピ
リジンを付加した塩基（幾つかの理由により
通常アデニンを用いる）が存在するプローブ
である。アイコンプローブを標的配列とハイ
ブリダイズしたのちにオスミウム処理する
と、5-メチルシトシンが存在する場合のみ錯
体形成が起き、プローブと標的 DNA が強固
に結合する（東京大学岡本晃光らが開発）。
これをプレパラート上の細胞核や染色体標
本に適用し、動原体付近の反復サテライト配
列のメチル化状態を可視化するための条件
を確立した。また、この方法を用いて、これ
まで非メチル化であると考えられていた雄
性生殖細胞のサテライト配列が実はヒドロ
キシメチル化されていることを見つけた（Li 
et al. 投稿中）。単一コピー配列の検出にはさ
らなるブレイクスルーが必要だが、新たな技
術の基礎を確立できたと考えている。 
 以上、４つの研究目的にそって成果を述べ
てきたが、想定外の発見もあった。マウス卵
子においてゲノム刷り込みに関わるインプ
リント制御配列のメチル化状態を調べる過
程で、非 CpG メチル化が多量に存在するこ
と を 発 見 し た （ Tomizawa et al. 
Development 2011）。非 CpG メチル化は植
物では一般的だが、哺乳類では多能性幹細胞
や脳などの限られた組織でのみ認められる。
詳細な解析の結果、非 CpG メチル化は CpG
メチル化と同じく卵成長期に導入されるこ
とが分かった。また、各種 DNA メチル化酵
素 Dnmt のノックアウト卵子を用いて、非
CpG メチル化は Dnmt3a と Dnmt3L の複合
体により触媒されることをつきとめた
（Shirane et al. PLoS Genet. 2013）。興味深
いことに、DNA 複製時にメチル化パターン
をコピーする維持メチル化酵素 Dnmt1 が、
DNA 複製を終えた卵子でヘミメチル化 CpG
をメチル化することで、de novo メチル化の
補助を行なっていることを見つけ、同時に報
告した（Shirane et al. PLoS Genet. 2013）。 
 以上、生命の根幹をなす配偶子の形成と受
精後の胚発生能を制御するゲノム刷り込み
の機構について、DNA メチル化と小分子
RNA が形成する制御ネットワークの一端を
明らかにできた。しかしながら、ヒストン修
飾を加えた制御ネットワークの全体像は未
だ不明であり、今後さらなる研究が必要であ



 

 

る。 
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