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研究成果の概要（和文）： GCNF (germ cell nuclear factor)は 胚期に一過性に発現し、幹細
胞分化の全能性に重要なOct-3/4やNanogなどの遺伝子の転写抑制とDNAメチル化誘導を行
う。本研究では GCNF特異抗体を作成し、内因性 GCNFの細胞内局在及び相互作用分子の解
析を行った。ES細胞を分化させると GCNFは発現が誘導され、初期には DNAメチル化酵素
Dnmt3a2/bと後期には Dnmt3a1と相互作用することを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：GCNF (germ cell nuclear factor) is expressed at the gastrulation 
stage during embryonic development.  GCNF represses pluripotency genes such as Oct-3/4 
and Nanog and induces DNA methylation of their regulatory regions.  In this project, the 
specific monoclonal antibodies against GCNF have been newly prepared in order to analyze 
the endogenous GCNF protein during murine ES cell differentiation.  By the 
co-immunoprecipitation study, interaction between endogenous GCNF and Dnmt3 proteins 
was confirmed.  At the beginning of ES differentiation, the expression level of GCNF was 
low, but it interacts with Dnmt3a2 and Dnmt3b.  At the later stage, GCNF was 
transiently upregulated and it interacts with Dnmt3a1.  Mass spectrometry analysis has 
revealed that anti-GCNF immunoprecipitates contain Trim28 and PELP1 complex, but the 
further analyses will be required to assess its functional significance. 
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１．研究開始当初の背景 
 GCNF (Germ cell nuclear factor)はリガ

ンドが同定されていない核内受容体であり、
生殖細胞と 胚期の初期胚に主に発現する。
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初期胚における GCNF の主要な標的が
Oct-3/4 や Nanog といった ”Pluripotency 
genes”であることはCooneyらのGCNFノッ
クアウトマウスを作製実験により明らかに
なった。一方、Oct-3/4 は、胚性細胞の分化
の全能性維持と分化の運命決定に必須の転
写因子であり、その発現レベルが厳密に調節
されることが重要である。 胚期以降、
Oct-3/4 は DNA メチル化されることにより
発現抑制維持（サイレンシング）される。し
かし、Oct-3/4プロモーター領域の DNAメチ
ル化がどのような分子機構で誘導されるの
かは明らかでなかった。私は、COS7細胞を
用いた過剰発現系においてGCNFがDNAメ
チル化酵素と相互作用することを示し、
GCNFがDNA メチル化酵素をOct-3/4プロ
モーターに動員する可能性を示唆した。 
 さらに、GCNFノックアウトES細胞では、
分化しても Oct-3/4 プロモーター領域がメチ
ル化されないことが Cooneyらのグループに
よって示され、GCNFによる Oct-3/4プロモ
ータ領域のメチル化のシステムは、発生初期
の新生 DNA メチル化機構を解明する上でよ
いモデル系であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 下記の課題の遂行により、GCNFを介した
新生 DNA メチル化機構を解明することを目
的とした。 
（１）内因性の GCNF が実際に胚性細胞の
中で、内因性の DNA メチル化酵素と相互作
用をすることを示す。 
（２）細胞内の GCNF は他のどのようなタ
ンパク質と相互作用するのか、それが DNA 
メチル化制御にどのような意味を持つのか
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究を遂行するにあたって、GCNF特異
抗体を作製することが最重要課題であった。 
（１）GCNF特異抗体の選定 
 GCNF抗原として gp64融合タンパク質の
形で発現させた昆虫細胞（東京大学先端科学
技術センター浜窪隆雄教授）及びペプチド
（神奈川歯科大学野崎直仁博士）を用いてマ
ウスモノクローナル抗体産出を依頼した。 
 総計 86 種の抗体をまず HEK293 細胞の
FLAG-GCNF 過剰発現細胞を用いたウエス
タンブロット、免疫沈降、免疫染色により第
一次選定した。次に GCNF は発生初期に一
過性に発現することを利用し、未分化 ES 細
胞では発現していないが、分化誘導後に発現
することを指標にウエスタンブロット及び
免疫沈降により第二次選定した。 
 その結果、マウス GCNF タンパク質の N
末端側(aa2-70)の gp64 融合タンパク質に対
する 2種の抗体（anti GCNF01, 02）、ヒン

ジ領域(aa160-263)のgp64融合タンパク質に
対する1種類の抗体(anti-GCNF03)がGCNF
を強く認識した。しかし、 C 末端側
(aa258-494) の gp64 融合タンパク質を用い
た場合は、GCNFを認識する抗体が得られな
かった。また、N 末端側のペプチド(aa1-19)
に対する 3 種の抗体(anti-GCNF04, 05, 06)
は GCNF を強く認識したが、N 末端側の別
のペプチド (aa37-55)を用いた場合には
GCNFを認識する抗体が得られなかった。 
（２）ES細胞分化系 
 ES細胞には A3-STAT3ERを用いた。この
細胞を用いる利点は、ES 細胞の未分化状態
を 4HT 存在下に維持しやすい点である。In 
vitroの分化方法としては、LIF, 4HT除去後、
レチノイン酸添加して単層培養することに
より原始内胚葉に分化させる方法（分化①）、
胚様体を形成させる方法（分化②）、胚様体
を形成させて、4 日目からレチノイン酸を加
える方法（分化③）いずれかをとった。 
（３）プロテオミクス解析 
 磁気ビーズに抗 GCNF モノクローナル抗
体を架橋し、細胞全抽出液、核抽出液等と反
応させた後、Sodium3-{(2-methyl-2-undecyl 
-1,3-dioxolan-.4-yl)methoxy}-1-propanes
ulfonate により溶出させた。溶出物の質量分
析解析を東京大学先端科学技術センター浜
窪隆雄教授、川村猛博士に依頼した。 
（４）クロマチン分画 
 ヒストン H1を含まない弛緩型クロマチン
S1, ヒストン H1 を含む凝縮クロマチン S2, 
核マトリクスを含む P分画を Rose, Garrard
らの方法に準じて調整した。 
 
４．研究成果 
（１）GCNF 特異抗体の評価 
 HEK293細胞の FLAG-GCNF過剰発現細
胞、及び ES細胞分化系（①、②、③）を用
いて、総合的に GCNF 特異抗体の特性を評
価した。（表１） 

 
（２）ES 細胞分化過程において、GCNF は一
過性に発現上昇し、その初期には Dnmt3a2/b
と相互作用するが、後期には Dnmt3a1 と相互
作用する。 
 ES 細胞分化系における内因性の GCNF タン
パ ク 質 の 挙 動 を 詳 細 に 解 析 し た 。
A3-STAT3ER細胞の分化③の系においては、
分化 6 日目に GCNF の発現は一過性に上昇



 

 

した。このときの GCNF タンパク質は核抽
出液１μgあたり約100-150 pgと推定された。
（図１） 
  これまでに、同じ
分化条件で Oct-3/4
プロモーター領域の
メチル化が 6 日目頃
に進行することを確
認している。 
 同条件の核抽出液
をもちいて抗 GCNF抗
体による免疫沈降を
行い、内因性の GCNF
タンパク質と DNA メ
チル化酵素との相互作用について検討した。
抗 GCNF 抗体 01,02, 04, 05 はどれも内因性
GCNF タンパク質を効率よく免疫沈降するこ
とができた。それらの免疫沈降物には DNA メ
チル化酵素 Dnmt3a1, Dnmt3a2, Dnmt3b タン
パク質が共沈されていた。分化 4 日目には、
GCNF タンパク質の発現量はまだ多くはない
が、濃縮した免疫沈降物の中には、Dnmt3a2
と Dnmt3b が含まれていた。分化 6 日目には
GCNF の発現量は増加し、免疫沈降物の中には
主に Dnmt3a1 が含まれていた。（図２）GCNF
の Dnmt3
との相互
作用にア
イソフォ
ームによ
る差はみ
られない
のでGCNF
は Dnmt3
のアイソ
フォームを区別して機能しているわけでは
ないと考えられた。それは Dnmt3a と Dnmt3b
は複合体を形成している（Mol Cell Biol. 
2007 Dec;27(24): 8748-59.）ことと矛
盾しない。また、Dnmt3の中で GCNFと相互
作用する分画はどのアイソフォームの場合
も細胞内 Dnmt3 タンパク質量全体の 0.1 %
以下と推定された。 
 
（２）内因性 GCNF タンパク質の大部分は核
可溶性分画に存在しており、わずか約３％が
核マトリクスを含む不溶性クロマチン上に
存在する。 
 GCNF は細胞質にはほとんど存在せず、核内
の可溶性分画に検出される。胚様体を回収し、
NP40 可溶性分画、クロマチン分画 S1, S2
及び不溶性クロマチン分画 Pに分けた。本実
験では不溶性分画を超音波破砕によりさら
に可溶化した。1.5 x 107個の核に対して 4 U
の MNase を加えた時の各分画の GCNF の回収
率を図３に示した。 
 Dnmt3a2, Dnmt3a1 は、核内タンパク質だが

可溶性分画には検出されず、主に S2 分画に
検出される。一部は不溶性分画 Pにも存在す
る。従って、GCNF と Dnmt3a1, Dnmt3a2 は主
に核の不溶性分画の中で相互作用している
と考えられた。つまり、このことは、核マト
リクス等で GCNF のごく一部と Dnmt3a のごく
一部が相互作用し、クロマチンに作用してい
ることを示唆している。 
 
（３）GCNF 相互作用タンパク質の探索結果 
 胚様体の細胞抽出液あるいは核抽出液は、
界面活性剤を用いただけでは不溶性となる
クロマチン分画を失わないよう、超音波破砕、
あるいは DNA 消化酵素を用いて調整した。細
胞を溶解するときの塩濃度は 100-150 mM と
した。（300 mM にした場合も相互作用するタ
ンパク質の結果は変わらなかった。）抗 GCNF
抗体 01, 02, 04, 05 を用いた免疫沈降によ
って、数 ng 以上の内因性 GCNF を回収し、そ
の免疫沈降物成分を質量分析によって解析
した。このとき、細胞抽出液を用いた場合と
核抽出液を用いた場合との間で、結果的には
GCNF の同定率及び共沈する核内タンパク質
成分にあまり差が認められなかった。 
 免疫沈降物成分をそのまま質量分析する
方法では、抽出液中全体で相対的に量の多い
タンパク質（ヘテロ核リボヌクレオタンパク
質、リボソーマルタンパク質、細胞骨格系タ
ンパク質、スプライシング関連因子等）が混
入することは避けられないが、それ以外の同
定されたタンパク質の中で機能的に GCNF と
関連するタンパク質を探索することを目的
とした。 
 抗 GCNF01 抗体免疫沈降物には PSPC1- 
NONO-SFPQ 複合体の構成成分がすべて含まれ
ており、それらの同定率は GCNF 同定率より
高かった。 
 抗 GCNF02 抗体免疫沈降物には CARM1 及び 
Trim28 が同定され GCNF の同定率よりも高か
った。 
 抗 GCNF04 及び抗 GCNF05 抗体の免疫沈降物
には PELP1 複合体(PELP1, TEX10, Las1l, 
SENP3)及び Trim28 が同定された。Trim28（別
名 TIF1β,KAP1）と GCNF の同定率は同程度だ
ったが、PELP1 複合体の同定率はそれより高
かった。 



 

 

 4種類の抗GCNF抗体の免疫沈降物に共通し
て同定されたものは GCNF 以外には無かった
が、3 種類の抗体に共通に同定されたものは
あり、それは Trim28 であった。Trim28 には
多様な機能があるが、発生初期の新生 DNA メ
チル化にも関与していることが報告されて
いた(JBC, 2007, 282, 34535-41)。そこで、
GCNF と Trim28 は共同して新生 DNA メチル化
に関与しているのではないかと考え、Trim28
発現ベクター（北海道大学大学院教授有賀寛
芳教授より供与いただいた）を用いて、共沈
実験によりGCNFとの相互作用を確認した（図

４）。Trim28 タンパク質は GCNF と同様、大部
分が核可溶性分画に存在する。胚様体の内因
性のタンパク質の系においても、少なくとも
可溶性分画において共沈実験により GCNF と
Trim28 の相互作用を確認した。しかし、どち
らのタンパク質も主に可溶性分画にあるに
も関わらず、互いに相互作用している割合は
ごくわずかでそれぞれの 0.1 %以下であると
推定された。 
 ここで、Trim28 は、未分化 ES 細胞に多く
発現しており、分化するに従いその発現は低
下する。また ES 細胞における Trim28 の発現
を siRNA により強制的に低下させると、原始
内胚葉に分化する(Cell, 134, 162-174, 
2008)。興味深いことに Oct-3/4 を ES 細胞に
過剰発現させると原始内胚葉に分化するこ
とが知られており(MCB, 22, 1526-1536, 
2002)、Trim28 が Oct-3/4 に対して抑制的に
作用すると考えると両者の結果を説明しや
すい。Trim28 が Oct-3/4(pou5f1)遺伝子領域
に直接結合するデータはなく(Genes and 
Dev.,23, 837-848, 2009),Oct-3/4 領域に結
合できる GCNF との相互作用によって Trim28
と GCNF が同時に Oct-3/4 に対して抑制的に
働く可能性があるのではないかと考えられ
た。上述したように、DNAメチル化酵素Dnmt3a
タンパク質と GCNF との接点は主に核不溶性
分画（P 分画）と考えられるため、限られた
場でこれらのタンパク質が相互作用するの
であれば、それを証明するための新しい方法
を考えなければならない。 
 PELP1 は抗 GCNF04 抗体と抗 GCNF05 抗体の
2 種の抗体の免疫沈降物で同定された。興味
深いことに PELP1 は 10 個の LXXLL モチーフ
（核内受容体結合モチーフ）を持ち、これま

でにもエストロゲン受容体、アンドロゲン受
容体、グルココルチコイド受容体との相互作
用が知られている。さらに最近、オーファン
核内受容体 NGFI-B/Nur77 の抗体による免疫
沈降物に Trim28 及び PELP1 が含まれている
こ と が 報 告 さ れ た （ JBC, 284, 
14147-14156,2009）。この系では、Trim28 は
NGFI-B に対しては co-activator として働い
ている。PELP1 は、様々なタンパク質と相互
作用することが知られているスキャフォー
ルドタンパク質である。転写に対して促進的
に作用する場合も阻害的に作用する場合も
どちらも報告されている。 
 抗 GCNF01 あるいは 02抗体の免疫沈降物に
のみ含まれていた PSPC1-NONO-SFPQ 複合
体,CARMについてはGCNFとの機能的連関を認
めなかった。 
（５）成果の意味と今後の課題 
 以前に行ったゲル濾過法により GCNF は細
胞内のネイティブの状態では Void 及び 670 
kDa 以上、158-44kDa に検出され、一分子あ
るいは、二量体で存在する以外に大きなタン
パク質複合体を形成していることが予想さ
れた。そこで、本研究では、GCNF 複合体成分
を明らかにし、GCNF の機能の解明に役立てよ
うと考えた。本研究では、内因性 GCNF に対
する抗体は作製できたが、それらの抗体の免
疫沈降物に存在する GCNF 以外のタンパク質
が真の GCNF 複合体成分であることを証明す
るには至らなかった。特に抗 GCNF04, 05 抗
体免疫沈降物には明らかな非関連タンパク
質の混入は認められなかったが、共沈された
タンパク質は、機能的に転写に対して促進的
にも抑制的にも作用しうる分子であり、今後
の検討が必要になった。さらに GCNF 依存
的DNAメチル化標的遺伝子を ChIP on chip
により網羅的に探索し、GCNFが普遍的にサ
イレンシングの誘導に重要な役割を果たし
ているかどうかを検討することも今後の課
題として残った。 
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