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研究成果の概要（和文）：H3K9メチル化酵素SETDB1により転写抑制されるレトロウイルスにGFP遺伝子を組み込
んだウイルスをES細胞に感染させ、GFPの発現が抑制された細胞をレポーター細胞として、Cas9-CRISPRによるノ
ックアウトスクリーニングを行い、レトロウイルスの転写抑制に寄与する因子の網羅的探索を行った。結果、
SETDB1を筆頭としてレトロウイルスや内在性のレトロエレメントの転写抑制に寄与することが分かっていた因子
が軒並み同定され、さらにいくつもの新規因子の同定にも成功した。新規に同定した因子の中では、SETDB1の上
位で機能する因子と下流あるいは並行して機能する因子があることが見えてきた。

研究成果の概要（英文）：The Moloney murine leukemia virus (MLV)-based retroviral vector MSCV-GFP, 
which is repressed by the histone H3 lysine 9 methyltranferase SETDB1 pathway in mESCs was used as a
 reporter provirus, we performed a genome-wide CRISPR screen to advance our understanding of 
retroelement silencing in mESCs. We identified more than 80 genes involved in this process including
 not only already known retroelement silencing genes but also multiple novel ones. Among the 
characterized novel factors, we find that they seem to work for silencing in different layers, thus 
upstream and parallel or downstream of SETDB1.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
２００３年のヒトゲノム計画の完了以降、
様々な生物種の全ゲノムが解読されて来た。
その結果明らかにされた共通する重要な知
見の一つは、生物のゲノムは遺伝子よりもは
るかに多くの転移因子に由来する配列によ
って占められているという点である。例えば、
ヒトでは、遺伝子をコードする領域はわずか
２％程度にしか過ぎないが転移因子に由来
する配列は５０％以上にわたる。つまり、生
命は転移因子とともに進化してきたと言え
るが、転移因子の転移はほとんどの場合宿主
にとっては中立か不利益である。そのため、
生物は転移因子に対して、様々な対抗する機
構を備えてきた。一旦ゲノムに入り込んだ転
移因子を抑える最初の抑制機構は、転移因子
の転写を抑えることにある。DNA のメチル化
は転移因子の転写抑制に重要な役割を果た
しており、植物や哺乳類を始めとする多くの
動物ではDNAのメチル化が低下すると転移因
子が活性化し転移が誘導されることが分か
っている。しかし、DNA のメチル化が存在し
ない生物も存在する（例えば分裂酵母）。近
年の研究により、ヒストン H3 の９番目のリ
ジン残基(H3K9)のメチル化によるエピジェ
ネティクス制御機構が転移因子の抑制に重
要な役割を果たしていること、この機構は
DNA のメチル化以上に生物種で広く使われて
いる転写抑制機構であることが明らかとな
った。これまでの解析から、H3K9 のジあるい
はトリメチル化(H3K9me2,3)は転写抑制のエ
ピゲノムマークとして機能し、このマークに
親和性を示す共通した読み取り分子を呼び
込むことが転写抑制のシグナル伝達に重要
だと理解されている。実際、このマークが存
在する生物種では H3K9 にメチル基を付加す
る酵素もH3K9me2,3に高親和性を示すクロモ
ドメインをもつタンパク質であるHP1ファミ
リー分子も保存されている。しかし、HP1 フ
ァミリー分子がいかにして転写抑制を誘導
するのか、はたまた HP1 分子の呼び込みは転
写抑制に（共通して）どのくらい重要なのか、
実はよく分かっておらず、つまり“H3K9 メチ
ル化により誘導される転写抑制”の実体は、
未だに十分に解明されていない。 
２．研究の目的 
H3K9me2,3 は、種を超えて保存された転写抑
制のエピジェネティックマークとして存在
している。しかし、どのようにしてこのエピ
ゲノム情報が転写を抑制するのか、その機構
はまだよく理解されていない。そこで本研究
では、H3K9 メチル化による転写抑制の分子機
構の実体の解明を試みる。 
３．研究の方法 
ヒストン H3K9 メチル化酵素 SETDB1/ESET は、
内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス (endogenous 
retrovirus (ERV))及び外来性のレトロウイ

ルスの転写抑制に寄与しており、Setdb1 をノ
ックアウトした ES 細胞では抑制された状態
の ERVs 並びにプロウイルス化した外来性レ
トロウイルスが脱抑制する(Matui et al 
Nature 2010)。そこで、マウス ES 細胞で
SETDB1 により転写が抑制される外来性レト
ロウイルスの 5’LTR の下流に GFP 遺伝子を
組み込んだレポーターウイルスを ES 細胞に
感染させ、その後 GFP の発現が抑制された細
胞 を レ ポ ー タ ー 細 胞 と し て 使 い 、
Cas9-CRISPR による遺伝子ノックアウトスク
リーニングを行って、レトロウイルスの転写
抑制に寄与するエピジェネティック因子の
網羅的探索を行う。新規因子が同定されたら、
それらの因子がどのようにしてレポーター
ウイルスの転写を抑制するのか、又どのよう
な内在性レトロエレメントの転写抑制に寄
与するのか、明らかにする。特に、H3K9 メチ
ル化の下流で転写抑制に寄与する可能性の
因子に注目して研究を進める。 
４．研究成果 
スクリーニングした結果、SETDB1 を筆頭とし
てこれまでレトロウイルスや内在性のレト
ロエレメントの転写抑制に寄与することが
分かっていた因子が軒並み同定され、さらに
いくつもの新規の因子の同定にも成功した
（Fukuda et al. Genome Res. 2018）。新規
に同定した因子の中では、SETDB1 の上位で機
能する分子と下流あるいは並行して機能す
る分子があることが見えてきており、現在さ
らなる解析を進めている。また、今回解析し
た新規因子の１つ DRES1 は、レトロエレメン
トの転写抑制だけでなく、インプリント遺伝
子の発現制御にも寄与しており、DRES1 ノッ
クアウトマウスを作成し、生体内における役
割を解明を現在進めている。 
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