
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 6 月 17 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：カタユウレイボヤのMBD2/3 遺伝子は、初期発生胚において特に高

いレベルで発現していた。初期発生におけるMBD2/3 遺伝子の機能を阻害すると強い初期発生異

常がみられ、DNAメチル化とメチル化DNA結合タンパク質による遺伝子発現制御が初期胚発生に

必須であることが示唆された。次に、カタユウレイボヤ全ゲノム上でMBD2/3 が結合している領

域を同定した。MBD2/3 はgene bodyメチル化領域に局在し、100 以上の遺伝子の発現制御を行っ

ている可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：MBD2/3 is highly expressed in early developmental stages of Ciona 

intestinalis. A knock down experiment depleting MBD2/3 protein in embryos caused severe 

developmental defects. The result indicated an important role of DNA methylation and methylated DNA 

binding protein in regulation of gene expression. Genome-wide distribution of MBD2/3 was limited to 

methylated gene body region. MBD2/3 possibly regulates expression of those more than 100 gene 

targets. 
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１．研究開始当初の背景 

 多くの真核生物ゲノム DNA にはメチル化
修飾があり、ゲノムの安定化や細胞分化、遺
伝子の発現制御において重要な役割を担っ
ていることが知られている。遺伝子のプロモ
ーターに付加されたメチル化は転写因子の
結合を直接阻害するが、メチル化 DNA 結合
タンパク質を介して転写抑制をすることも
報告されている。哺乳類にはメチル化 DNA

結合タンパク質（MBD）ファミリーに属する
タンパク質が複数あり、そのうちのひとつ
MeCP2 は RETT 症候群の原因遺伝子として
知られている。しかし、MBD タンパク質の
ノックアウトマウスはすべて non-essential

であり、MBD が結合するターゲット遺伝子
や遺伝子発現に及ぼす影響についてもほと
んどわかっていない。MBD ファミリーに属
する複数のタンパク質によるリダンダンシ
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ーがある可能性も検討されているが、明らか
な結論は得られていない。 

 私は上記の問題について、これまでに研究
されていない角度からアプローチしようと
考えた。これまでの DNA メチル化と遺伝子
発現に関する知見は、プロモーター領域にお
ける遺伝子抑制に限られていた。ところが近
年、遺伝子内部（gene body 領域）にも高い
レベルの DNA メチル化があることがわかっ
てきた。Gene body メチル化は遺伝子の抑制
ではなく発現と相関しており、その機能やメ
カニズムは明らかになっていない。MBD が
遺伝子のプロモーターではなく gene body領
域で機能している可能性は十分考えられる。
また、MBD が gene body 領域で遺伝子発現
に関わる役割を担っていれば、それはまだ明
らかになっていない gene body メチル化の機
能とも関連するかもしれない。 

 脊椎動物のゲノムは CpG アイランド以外
のほぼ全域がメチル化されており“グローバ
ルメチル化”と呼ばれている。これに対して、
無脊椎動物のほとんどが“モザイクメチル
化”と呼ばれるメチル化パターンを持つ。モ
ザイク状にメチル化されているのは、主に
gene body 領域である。このようなモザイク
メチル化ゲノムを持つ無脊椎動物における
DNA メチル化の必要性や機能についてはこ
れまであまり研究が行われておらず、哺乳類
のメチル化パターンが進化してきた過程を
明らかにする意味でも非常に興味深い。無脊
椎動物カタユウレイボヤのゲノムはモザイ
ク状の DNA メチル化パターンをもち、メチル
化は gene body 領域のみに限られる。トラン
スポゾンや遺伝子間領域、プロモーターには
DNA メチル化はみられない。また、哺乳類で
5 種類ある MBD ファミリーのホモログが、カ
タユウレイボヤでは哺乳類の祖先系である
MBD2/3 ひとつのみである。カタユウレイボヤ
は MBD と gene body メチル化の関係が最もシ
ンプルに解析できる系である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の一つめの目的は、モザイク状の
DNAメチル化パターンをもつ無脊椎動物で、
MBD がいつ、どこで機能を果たしているの
かを明らかにすることである。 

 二つめの目的は、MBD がターゲットとし
て結合するゲノム上の領域が、遺伝子の発現
を抑制するプロモーターなのか、それともメ
チル化された遺伝子内領域であるかを確か
めることである。 

 最後に、未だ明らかにされていない、gene 

body 領域のメチル化の機能を、MBD の機能
や相互作用する因子から推定することを目
的とした。 

 

３． 研究の方法 

 無脊椎動物カタユウレイボヤをモデル生
物として利用した。 
 
(1) カタユウレイボヤゲノムのDNAメチル化

レベルの測定 
はじめに、メチル化シトシンに対する抗
体を用いて、カタユウレイボヤの様々な
発生ステージや成体組織における、DNA
メチル化修飾のレベルを測定した。 
 

(2) MBD2/3 の発現解析 
次に、MBD2/3 が機能している細胞を特定
するために、遺伝子の発現量を様々な発
生ステージ・成体組織で測定した。未受
精卵、８細胞、１６細胞、３２細胞、６
４細胞、４時間胚、９．５時間胚、１２
時間胚、成体筋肉、卵巣、成体心臓、成
体内臓 から RNA を抽出し、MBD2/3 の転
写産物を RT-qPCR で測定した。 
 

(3) MBD2/3 タンパク質の細胞内局在の解析 
カタユウレイボヤの遺伝子 EF1a の強力
なプロモーターを用いて MBD2/3 と GFP
を融合したタンパク質を発現させるコ
ンストラクトを作製し、カタユウレイボ
ヤ胚にエレクトロポレーションで導入
した。胚を飼育し、GFP のシグナルを蛍
光顕微鏡で観察することによって、
MBD2/3 タンパク質の局在部位を明らか
にした。 
 

(4) モルフォリノオリゴによるノックダウ
ン 
次に、特に高い発現を示した初期発生胚
において MBD2/3 の機能を阻害してその
機能をしらべた。特異的モルフォリノオ
リゴをカタユウレイボヤの卵に顕微注
入し、mRNA からタンパク質への翻訳を阻
害する実験を行った。 
 

(5) 抗体作製 
MBD2/3 のタンパク質のなかで、抗体作製
に適した領域を推測し、His タグ融合リ
コンビナントタンパク質を大腸菌で発
現させた。リコンビナントタンパク質を
精製後、ウサギ２羽に免疫を行い、ポリ
クロナル抗体を作製した。抗体はアフィ
ニティ精製し、ウェスタンブロット、免
疫沈降に用いた。 
 

(6) クロマチン免疫沈降実験 
カタユウレイボヤ受精後６時間胚と作
製した MBD2/3 抗体を用いて、クロマチ
ン免疫沈降実験を行い、MBD2/3 が結合し
ている領域の DNA 断片を回収した。qPCR
と高速シークエンスで、結合領域を同定
した。 



 
４．研究成果 
(1) カタユウレイボヤゲノムのDNAメチル化

レベルの測定 
未受精卵、２細胞、４細胞、８細胞、１
６細胞、３２細胞、６４細胞、４時間胚、
９．５時間胚、１２時間胚、成体筋肉、
卵巣、精子、成体心臓、成体内臓、成体
表皮 からゲノム DNA を抽出し、DNA メ
チル化レベルを測定した。未受精卵から
初期発生においては常に高いレベルの
メチル化が維持されていた。哺乳類に見
られるような、初期発生ステージにおけ
る全ゲノム脱メチル化は起こっていな
かった。成体組織では、筋肉、表皮で DNA
メチル化がほかの組織の約５０％と低
くなっていた、バイサルファイトシーク
エンスで EF1a 遺伝子の gene body 領域
を調べたところ、筋肉と表皮での脱メチ
ル化は、細胞、メチル化シトシンサイト
ともにランダムに起こっていた。分化を
し、細胞分裂が活発でなくなっている細
胞では、DNA メチル化を維持する必要が
ないのかもしれない。反対に、DNA メチ
ル化は活発に分裂をしている細胞で機
能をしている可能性がある。 
 

(2) MBD2/3 の発現解析 
MBD2/3 の転写産物は未受精卵に母性因
子として最も大量に蓄えられていた。成
体組織と比較しても、活発に細胞分裂を
繰り返す初期発生胚では高いレベルで
転写産物量が維持されていた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１、MBD2/3 の発現量 
 
(3) MBD2/3 タンパク質の細胞内局在 

MBD2/3 と GFP の融合タンパク質は、DAPI
シグナルで示される核に局在した。
MBD2/3 は DNA 結合タンパク質と考えら
れるので、MBD2/3 の核への局在は推測通
りであった。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２、MBD2/3 タンパク質の局在 
 

 
(4) モルフォリノオリゴによるノックダウ

ン 
MBD2/3 特異的モルフォリノオリゴをカタユ
ウレイボヤの卵に顕微注入し、人工授精させ
て発生を観察したところ、強い発生異常が見
られた。DNA メチル化とメチル化 DNA 結合タ
ンパク質による遺伝子発現制御が初期胚発
生に必須であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３、モルフォリノオリゴを用いた MBD2/3
遺伝子の阻害 
 
(5) 抗体作製 

作製したポリクロナル抗体を用いて、カ
タユウレイボヤ胚の細胞抽出液を用い
てウェスタンブロットを行った。MBD2/3
の発現量は抗体で検出できる限界量未
満であった。FLAGタグを融合したMBD2/3
タンパク質をカタユウレイボヤ胚で過
剰発現させ、この細胞抽出液を用いてポ
リクロナル抗体で免疫沈降実験を行っ
たところ、リコンビナントタンパク質を
効率よく沈降させることができた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４、ポリクロナル抗体による免疫沈降実験 



(6) クロマチン免疫沈降実験 
MBD2/3 抗体を用いて、カタユウレイボヤ
受精後６時間胚のゲノム上で MBD2/3 が
結合している領域のDNA断片を回収した。
qPCR で既知のメチル化領域について
MBD2/3 の結合を調べたところ、gene 
body メチル化領域に結合していること
がわかった。回収した DNA の配列を高速
シークエンスで決定し、ゲノムにマッピ
ングしたところ、MBD2/3 の結合はメチル
化されている gene body 領域に特異的な
ピークとして検出された。ターゲットと
なっている遺伝子は 100 以上あり、
MBD2/3 が発現を制御していると予想さ
れる。現在ターゲット遺伝子の発現と
MBD2/3 の結合との関連について引き続
き研究を行っている。 
 クロマチン免疫沈降サンプルを用い
たLC-MS解析についても解析を行ってお
り、MBD2/3 が結合している領域に結合し
ているほかのタンパク質について解析
中である。 
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