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研究成果の概要（和文）：哺乳類の正常な胚発生に不可欠な DNAメチル化は、マウスでは３種の新規メチル化酵
素DNMT3A/3B/3Cと維持型DNMT1により制御されている。本研究では、DNMT1をDnmt1/3a/3b三重欠損胚性幹細胞
（TKO ESCs）に強制発現させ、その特性を解析した。結果、外来性 DNMT1 は、アポトーシスと胚体外組織分化
を抑制し、エピブラスト分化と続く中内胚葉分化を促進しTKO ESCs の分化能を回復させた。この過程で、クロ
マチン緩和とDNA メチル化が協調的に誘導された。 本研究成果は、DNMT1 が着床胚のDNA メチル化増加に直接
関与する可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation, essential for normal embryonic development in mammals, is 
regulated by three de novo DNA methyltransferases (DNMT 3A/3B/3C) and maintenance DNMT1. This study 
analyzed the characteristics of transgenic mouse embryonic stem cells (ESCs) in which DNMT1 was 
constitutively expressed in triple knockout ESCs of Dnmt1/3a/3b. During the cell differentiation 
process, de novo DNA methylation was induced with chromatin reprogramming. As a result, exogenous 
DNMT1 restored the differentiation potency of TKO ESCs by suppressing apoptosis and extraembryonic 
cell differentiation and promoting epiblast differentiation followed by mesendoderm differentiation.
 Our findings suggest that DNMT1 may be directly involved in the process of increasing DNA 
methylation during epiblast formation.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピジェネティクス　DNAメチル化　ES細胞　マウス胚発生　リプログラミング　DNMT1　クロマチン　
生殖系列
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子の本体はDNAであるが、正常胚発生や個々の体細胞機能の維持には、どの遺伝子を使いどの遺伝子を抑制
するかといった遺伝子発現プログラムであるエピジェネテイクス修飾の正確な制御が必須である。哺乳類では、
卵子や精子由来のエピジェネテイクスが連続的に消去されたり新たに構築されることが必須であり、これにはさ
まざまな酵素が関与している。本研究の成果は、本プロセスに必須なDNAメチル化酵素DNMT1の新たな機能を見い
だしたことにある。DNMT1は大型の酵素であるが、核の構造が緩んで露出したDNAに作用して積極的にDNAメチル
化増加をもたらし、結果、分化方向を規定できる可能性を示唆するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

DNA メチル化やヒストン修飾などのエピジェネティクスは、哺乳類の胚発⽣、細胞分化、
恒常性制御に必須である。マウス初期胚発⽣過程では、遺伝⼦活性の有無にかかわらずゲノ
ム全体のエピジェネティクスの多くが消去されるゲノムリプログラミング現象が誘導され
る。しかし、そのプロセスの詳細は未だ明らかになっていない。卵⼦や精⼦は極めて⾼い
DNAメチル化状態にあるが、受精直後からそれらのマークのほとんどが着床までに消去さ
れる。その後、胎盤になる細胞と胚体を形成するエピブラストに分化する。前者は、低い
DNAメチル化状態にあり、エピブラストでは再び⾼度にメチル化される。そのエピブラス
トからは、中胚葉と内胚葉の前駆細胞である中内胚葉と⽣殖細胞の前駆細胞である始原⽣
殖細胞(PGCs)が分化するが、これらの分化開始に先⽴ち再び DNAの脱メチル化が開始され
る。PGCs では、更にエピジェネティクス消去されゲノムの基底状態に⾄る (Tada, M et al, 

1997) 。このように、受精から次の世代の⽣殖細胞が形成されるまでの⽣殖系列の幹細胞で
は、DNAメチル化の増減を 1セットとすると少なくとも２回のエピジェネティクスのリプ
ログラミングが誘導される。本研究では、⽣殖系列の分化制御における DNAメチル化の役
割とそのプロセスを制御する主要な酵素の機能を明らかにすることを⽬指した。 

 
２．研究の目的 

遺伝⼦発現はエピジェネティクスと呼ばれる化学修飾によって可逆的に制御されている。
とりわけ DNAシトシンのメチル化は、哺乳類の正常胚発⽣に必須である。その修飾を司る
DNA メチル化酵素には３種の新規型酵素 DNMT3A/3B/3C と維持型酵素 DNMT1 がある。
DNMT3C はマウス特異的かつ精⼦形成特異的にその機能を発揮する。DNMT1 は、精製さ
れた無修飾 DNAを新規メチル化できるがヌクレオソーム構造内の DNAにはアクセスでき
ない。我々は、DNMT3A/3B⽋損マウス ESCsを分化させると DNAメチル化レベルが増加
することを⾒いだし、DNMT1が新規メチル化活性を⽰す可能性を検証することを⽬指した。
⽅法として、Dnmt1/3a/3bの三重⽋損 ESCsに複数種類の Dnmt1発現プラスミドベクターを
導⼊したトランスジェニック ESCs 株を樹⽴し、DNA メチル化が増加する発⽣段階のエピ
ブラストと続く中内胚葉へと分化誘導した。この過程での DNAメチル化量の増減、その修
飾領域、分化制御などに与える DNMT1の働き、その活性が顕在化する要因を解析した。 

 
３．研究の方法 
（１） 以下①〜④の 4種の Dnmt1発現ベクター導⼊ Dnmt1/3a/3b三重⽋損(TKO)ESCsの作製 

① DNMT1全⻑（FL）:正常 DNMT1酵素 

②1-291 アミノ酸⽋損 DNMT1 変異体(291): 維持メチル化活性の減少 

③ 1-602 アミノ酸⽋損 DNMT1 変異体(602): 維持メチル化活性とヘテロクロマチン集積能
の⽋損 

④ 酵素活性⽋損 DNMT1 変異体 (CI)：１アミノ酸置換による DNAメチル化活性の⽋損 

（２）ES細胞の分化誘導（7 ⽇間） 

ESCs を胚様体形成させることで Wnt/βカテニンシグナルを抑制しエピブラスト様細胞へ分化
させた。次いで、Activin Aを加えて Activin/Nodalシグナル経路を活性化させ中内胚葉誘導した。 



 

 

（３）DNAメチル化修飾とその酸化体であるヒドロキメチル化修飾の⽇々変化の解析 

① 分裂中期染⾊体上の蛍光免疫染⾊ 

② バイサルファイトシークエンス(WGBS, 次世代シークエンサーを⽤いた全ゲノム解析) 

③ MeDIP-seqと hMeDIP-seqを⽤いた全ゲノム解析 

④ イライザ法を⽤いた定量解析 

(４)  DNMT1が新規 DNAメチル化を誘導する要因の解析 

① クロマチン状態を変える化合物処理 

② DNAメチル化増加時期のクロマチン状態の解析 

③ ２種の N 末端⽋損 DNMT1と正常 DNMT1発現 ESCsの特性⽐較解析 

(５) DNMT1が誘導した DNAメチル化による分化制御 

① マイクロアレイによる 0 ⽇から 7 ⽇⽬の分化細胞特性から予測される DNMT1機能 

② RNA-seqによる初期分化制御における DNMT1の機能 
 
４．研究成果 

以下、4種の DNMT1発現ベクターを Dnmt1/3a/3b三重⽋損(TKO)ESCsに導⼊しトランスジ
ェニックマウス ESCsを準備、作製した。続いて、これらを分化誘導した細胞の特性解析か
ら、以下の結果が得られた。 

（１） DNMT1は酵素活性依存的に分可能のない Dnmt1/3a/3b TKO ESCsの分可能を回復
できる。 

（２） DNMT1は TKO ESCsで発現亢進している原始内胚葉(PrE)特異的遺伝⼦発現を抑
制できる。 

（３） DNMT1は TKO ESCsの分化誘導によって誘導される細胞死を抑制し、エピブラス
ト分化を促進できる。 

（４） DNMT1は TKO ESCsの IAPレトロトランスポゾンの遺伝⼦発現抑制に働く。 

（５） N 末端⽋損 DNMT1は TKO ESCsの rDNAや CpG islandを特にメチル化する。 

（６） いずれの DNMT1もクロマチン構造の緩い領域から DNAメチル化が開始される。 

（７） DNMT1発現 TKO ESCsは中内胚葉分化を進めることができる。 

（８） DNMT1発現 TKO ESCsは中内胚葉誘導下で TET酵素によるヒドロキシメチル化
を受け、PGCs 様のリプログラミングを開始する。 

（９） N 末端⽋損 DNMT1は分化制御が不均質に進⾏する。 

（１０） N 末端⽋損 DNMT1は維持メチル化とヘテロクロマチンのメチル活性を持たな
い。 

以上の結果は、DNMT1発現 TKO ESCsでは、分化開始時に増強されるWnt/βカテニンシ
グナルの下流で発現する PrE遺伝⼦が DNMT1により誘導される DNAメチル化を介して
抑制されることを⽰している。⼀⽅、エピブラストへの分化後に中内胚葉誘導すると、
Activin/Nodalシグナルに⾼感受性を⽰し、エピブラストへの機能的成熟化を離脱して
PGCs 様細胞へ脱分化することを⽰した。すなわち、DNMT1が単独で誘導できる不活性状
態は、エピブラスト機能の樹⽴・維持には不⼗分であるものの、マウス ESCsの分化進⾏
に⼗分な DNAメチル化獲得に寄与できると考えられる（Kubiura-Ichimaru, M et al.,論⽂投
稿準備中）。 
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