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研究成果の概要（和文）：　人工zinc finger融合タンパクと小分子RNAという二つのアプローチにより、DNAメチル化
の人為的制御が可能であると考え、新しい方法論の確立をめざした。本研究では、① 人工Zinc FingerタンパクとMIWI
2融合タンパクによる生殖細胞での新規DNAメチル化導入、および、② 小分子RNAを用いた、二本鎖DNAと一本鎖RNAから
なる三重鎖（Triplex）形成による培養細胞での新規DNAメチル化導入、についての研究をおこなった。残念ながら、②
の方法論は失敗に終わったが、①はシステムの確立に成功し、現在、胎生期の雄性生殖細胞におけるMIWI2の機能解析
をおこなっている。

研究成果の概要（英文）：We planned to establish two novel strategies to introduce artificial DNA methylati
on using zinc finger fusion proteins and small RNAs.  One is the introduction of de novo DNA methylation i
n embryonic male germ cells by using the fusion protein of zinc finger protein and MIWI2 protein.  The oth
er is the introduction of DNA methylation in culture cells by using the triplex nucleic acids consisting o
f two DNA strands and one RNA strand.  Although, unfortunately, the latter experiment did not work, we suc
ceeded in establishing the latter one.  Following the success, we are currently analyzing the function of 
MIWI2 in the embryonic male germ cells.
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１．研究開始当初の背景 

我々は、生殖細胞特異的な小分子 RNA で
ある piRNA（piwi-interacting RNA）の研究を
精力的に展開し、piRNAというサブクラスの
小分子 RNA が存在すること、piRNA の生合
成にはマウス PIWI ファミリーである MILI
や MIWI2 が必須であること、などを報告し
て き た （ Aravin et al, Nature, 2005 、
Kuramochi-Miyagawa et al, Genes Dev, 2008 
and 2010など）。 
本研究では、piRNAの生合成過程ならびに
レトロトランスポゾン遺伝子のメチル化に
ついての我々の研究成果、すなわち、雄性生
殖細胞で de novo DNAメチル化が生じる段階
において、①レトロトランスポゾンに対応す
る piRNA が大量に存在すること、② piRNA
産生の低下している遺伝子ターゲティング
マウスではレトロトランスポゾン遺伝子に
DNAメチル化が生じないこと、③ piRNAに
結合した MIWI2 が核内に移行すること、な
どから、生殖細胞における DNA メチル化に
は MIWI2 が関与している、また、その塩基
配列特異性を規定するのは piRNAである、と
いう作業仮説をたてた。 
 本研究は、上記の作業仮説に基づき、二つ
の人為的 DNAメチル化導入法、① 人工 Zinc 
Finger タンパクと MIWI2 融合タンパクによ
る生殖細胞での新規 DNA メチル化導入、お
よび、② 小分子 RNAを用いた、二本鎖 DNA
と一本鎖 RNA からなる三重鎖（Triplex）形
成による培養細胞での新規 DNA メチル化導
入、についての研究を展開する。さらに、こ
の二つの実験システムによる DNA メチル化
の分子機構についての解析をおこなう。 
 

２．研究の目的 

 胎生期の雄性生殖細胞の細胞質で産生さ
れた piRNA は、MIWI2 タンパクと結合した
まま核内に移行する。そして、塩基配列特異
的に piRNA がゲノム上の特定の場所に移行
し、Dnmt3を含む de novo DNAメチル化に必
要なタンパク群をリクルートし、最終的に
DNAのメチル化が生じると考えられている。
Dnmt3を含む de novo DNAメチル化に必要な
タンパク群のリクルートには、① piRNA と
piRNA に結合した MIWI2 の両者が必要であ
るという可能性、と、② MIWI2は piRNAの
核移行に必要であるが DNA メチル化そのも
のには不要であり、piRNAと DNAが形成す
る Triplex の形成のみで十分であるという可
能性、が考えられる。本研究計画の一つの目
的は、これら二つの可能性について、人為的
DNA メチル化誘導システムを確立しながら
検証をすすめることにある。詳細は次項にゆ
ずるが、前者については、レトロトランスポ
ゾンを認識する zinc fingerとMIWI2を融合さ
せたタンパクを、胎生期の雄性生殖細胞にお
いて発現するトランスジェニックマウスを
作製し、ゲノム上のレトロトランスポゾン遺

伝子にメチル化を誘導する。後者については、
外来性に小分子 RNA などを導入することに
より DNA メチル化を誘導する方法を確立す
る。 
 もう一つの目的は、どのように de novo 
DNA メチル化が進行するのかを明らかにす
ることである。上記二つの DNA メチル化誘
導法において、どのような分子機構を介して
Dnmt3 がリクルートされ、最終的に DNA の
メチル化が生じるのかを明らかにする。また、
zinc fingerが認識する部位、あるいは、Triplex
が形成された部位から、DNAのメチル化がど
のようにして周囲の領域に波及していくの
か、の解析をおこなう。 
 

３．研究の方法 

 人為的に塩基配列特異的な DNA メチル化
を導入するための方法論として、①人工デザ
イ ン zinc finger-MIWI2 融 合 タ ン パ ク
（ZF-MIWI2）、と、② DNA二重鎖と小分子
RNA による Triplex 形成、という二つの研究
戦略をとる。①は、ZF-MIWI2 を未分化な雄
性生殖細胞で発現させる in vivoの実験システ
ム、そして、②は、培養細胞（3T3 細胞）へ
の外来性小分子RNA導入という in vitroの実
験システムによる研究である。 
 
４．研究成果 
＜人工デザイン ZF-MIWI2タンパクによる 

DNAメチル化導入法の開発とその利用＞ 
 Line-1 レトロトランスポゾンを認識する
zinc finger（ZF）タンパクを設計し、培養細
胞において、まず、その結合能を確認した。
その ZF タンパクと、胎生期の雄性生殖細胞
における de novo DNAメチル化に関与すると
されている MIWI2 遺伝子の融合タンパクを
コードする ZF-MIWI2融合遺伝子を作成した。 
 ZF-MIWI2 遺伝子を胎生期の雄性生殖細胞
特異的に発現するトランスジェニックマウ
スを作成し、実際に、その融合タンパクが
Line-1遺伝子領域に結合することを免疫沈降
法によって確認した。 
 MILI を欠損するマウスは、piRNA を産生
できないために、レトロトランスポゾン遺伝
子に DNA メチル化が導入されず、レトロト
ランスポゾンの発現が亢進している。その
MILI欠損マウスと、ZF-MIWI2トランスジェ
ニックマウスを交配したところ、完全ではな
いが、DNAメチル化が導入され、レトロトラ
ンスポゾンの発現に抑制傾向が認められた。 
 この結果は、piRNA非依存的に ZF-MIWI2
が DNA メチル化を誘導できること、すなわ
ち、MIWI2が DNAメチル化に重要な役割を
持つことを示している。 
 現在、この成果を足がかりに、MIWI2がど
のようにしてDNAメチル化を誘導するのか、
の分子機構についての研究を積極的におこ
なっている。 
 



＜小分子 RNA による 
Triplex 形成法の開発とその利用＞ 

 RNA よりも DNA や RNA に対する結合
親和性が高く、かつ、ヌクレアーゼ耐性を
示す架橋構造を持った人工核酸である
LNA（locked nucleic acid）、を培養細胞に導
入することにより、すでに triplex により
DNA メチル化が誘導できることが報告さ
れている EF1A プロモーターに DNA のメ
チル化を誘導できるかどうかを調べた。 
 残念ながら、種々の条件検討をおこなっ
たが、DNAメチル化は誘導できず、この研
究は中止とし、もうひとつのテーマに専念
することとした。 
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