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研究成果の概要（和文）：本申請では神経細胞特異的に刷り込みを受けるゲノム領域の特定を試みるため、in 
vitroでマウスES細胞を神経細胞へ分化させ、その過程でのRNA-seqによるトランスクリプトーム解析を行い、非
コードRNAを含め新規のゲノム刷り込みされた転写産物を同定した。同時にiPS細胞でも同様の実験を行い、パイ
ロット的に小規模のRNA-seqを行いES細胞のデータとの相違点を同定した。H3K36 トリメチルマークのChIP-seq
とTSS-seqとの結果とも合わせ、長鎖非コードRNA転写領域の転写の様相を解析した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to identify novel neuron-specific imprinted region with the 
samples utilizing in vitro neuronal differentiation system and RNA-seq. We performed transcriptome 
analysis with those data, and identified novel imprinted regions, including the regions producing 
non-coding RNAs. We also performed a similar analysis with iPS cells, and identified difference from
 the ES cell data. We obtained the ChIP-seq data with H3K36 and TSS-seq data, and analyzed the 
transcriptional landscape of long non-coding RNAs.

研究分野： 分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム刷り込みは哺乳動物特有の生命現象
であると考えられており、母親由来もしくは
父親由来のうち、どちらか片方の対立遺伝子
（アレル）しか発現が見られない現象である。
植物においても将来個体発生を助ける胚乳
組織において、片親由来のアレルのみが発現
する現象が知られているが、個体自身におい
て片親アレルのみの発現が知られているの
は哺乳動物のみである。 
 
遺伝子によっては母親由来もしくは父親由
来のアレルしか発現しないため、このことが
哺乳動物では単為発生が不可能な原因であ
るとされており、おおよそ 100-150個程度の
ゲノム刷り込み遺伝子が同定されている。
1980 年代にゲノム刷り込みが発見されて以
来、ゲノム刷り込み遺伝子は個々の遺伝子ご
とに発見されてきたが、2000 年以降のポス
トゲノム時代になるとマイクロアレイを利
用した網羅的な解析も試みられた。 
 
研究開始当初までには次世代シーケンサー
を利用した網羅的解析もいくつか行われて
いた。Gregg らはマウス胎児脳において約
1,300 個のゲノム刷り込み遺伝子を同定し
（Science 329, 643, 2010）、Goncalvesらは
マウス肝臓において約500個のゲノム刷り込
み遺伝子を同定した（Genome Res. 22, 2376, 
2012）。しかしながら DeVeale らは Gregg
らの解析には欠陥があり、再解析の結果、100
個程度が妥当であるとの結果を得ている
（PLoS Genet. 8, e1002600, 2012）。 
 
これらの解析は母親と父親由来の DNA 配列
を区別する為、実験室マウスの標準的近交系
C57BL/6（以降、B6）と CAST/Ei（CAST）
を交配した F1 マウスを用い、B6 と CAST
間の DNA 多型情報を用いて遺伝子の発現解
析を行っている。 
 
当時までのゲノム刷り込み遺伝子の次世代
シーケンサーによる主な網羅的解析は上記
に挙げたもののみであるが、いくつかの共通
する短所がある。 
 
（１）RNA の発現解析において鎖特異性が
無い。 
（２）ポリ A鎖のある RNAのみを対象とし
ている。 
（３）特定の時期の個体組織におけるゲノム
刷り込みを見ているため、組織特異的なゲノ
ム刷り込みなどがある場合、そのダイナミッ
クな動態がわからない。 
 
特に脳では脳特異的なゲノム刷り込みが報
告されており、時系列な解析が望まれている。 
 
申請者は 2000 年以降、特に遺伝子のアンチ
センス転写及び非コード RNA（タンパク質

をコードしない RNA）の研究を行ってきて
おり、申請時時点において上記 3点の欠点を
補った次世代シーケンサーのデータを既に
所有していた。我々は CASTより更に多くの
ゲノム DNA 多型を有する日本産野生マウス
由来MSM/Ms（以降、MSM）と B6間の F1
個体由来の ES 細胞を樹立し、in vitro で神
経細胞へ分化させることにより、神経細胞特
異的なゲノム刷り込み領域の同定を試みて
いた。 
 
これら手持ちのデータ解析から出発し、ヒス
トン修飾などのエピジェネティクなマーク
にも注目しつつ、全ての転写産物を対象とし
た解析を目指した。 
 
２．研究の目的 
本申請では独自に樹立した遺伝的多型を有
する ES・iPS細胞を in vitroで神経細胞へ
分化させる系を用いて、時系列かつダイナ
ミックに神経特異的なゲノム刷り込みを受
けるゲノム領域の特定を行う。アンチセン
ス RNA が組織特異的ゲノム刷り込みに関
与している例も知られているが、全転写産
物を解析対象とした事例はないため、アン
チセンス RNA・ポリ A鎖を欠く RNAを考
慮した包括的なトランスクリプトーム解析
を行う。更にエピゲノム情報との相関も解
析する。また ES細胞と iPS細胞の多分化
能の同等性を非コード RNA を含めたトラ
ンスクリプトームレベルで検証する。 
 
３．研究の方法 
我々が既に所有している次世代シーケンサ
ー（RNA-seq）データのインフォマティクス
解析から始めた。所有しているのは ES 細胞
から成熟した神経細胞へ in	vitro において
分化させた 4タイムポイントの RNA-seq デー
タである。ES 細胞の種類は MSM（母親）と B6
（父親）の F1 胚盤胞から作製した亜種間雑
種 ES 細胞（MB-ES 細胞）と、母親と父親の組
み合わせを逆にした亜種間雑種 ES 細胞
（BM-ES 細胞）の 2 種類である。まず、リフ
ァレンスデータとして MB 成体個体脳および
BM成体個体脳におけるRNA-seqデータを入手
し た 。 全 て の 配 列 は 鎖 特 異 的
（strand-specific）、ポリ A 鎖を有する RNA
のみを対象としたデータとポリ A鎖を有しな
い全 RNA を対象としたデータの両方とした。	
	
MSMの全ゲノムデータは公開されておりB6と
MSM 間の DNA 配列多型情報を利用し、RNA-seq
配列データをゲノム上にマップし MSM と B6
の染色体の由来を区別した発現解析を行っ
た。特にポリ A鎖の無いアンチセンス RNA に
注目し、組織特異的なゲノム刷り込みが確立
されるに従って変動するゲノム発現領域を
同定した。	
	
長鎖非コード RNA のより正確な転写単位同定



を試みるため、H3K36me3 の ChIP-seq 及び、
転写開始点解析（TSS-seq）を次世代シーケ
ンサーにて行った。	
	
ChIP及び TSS解析を既に所有するRNA-seqデ
ータを合わせて解析することにより、神経細
胞分化に伴うエピジェネティックなマーク
の動態を解析すると共に、特に神経細胞特異
的なゲノム刷り込み現象に伴い変化するエ
ピゲノム解析を行った。	
	
F1 個体胎児由来の MEF（mouse	embryonic	
fibroblast）細胞由来の iPS 細胞を作製し、
神経細胞の分化マーカーをもとに、iPS 細胞
が ES 細胞と同等に神経細胞へ分化させるこ
とが出来たことを確認した後、分化のタイム
ポイントをサンプリングし、RNA-seq を行い、
ES 細胞のデータと比較検討した。	
	
４．研究成果	
1.	MB-ES 細胞、BM-ES 細胞の in	vitro 神経
分化系、及び、成体脳リファレンスサンプル
での RNA-seq データに基づき、各ポイントで
のモノアレル発現の解析を行い、グラフ化し
た。	

	
縦軸がマップされたリード数	(B6	of	MB/MSM	
of	MB)	[log2]、横軸がマップされたリード
数	(B6	of	BM/MSM	of	BM)	[log2]であり、上
図はポリ A 鎖を有する RNA を対象とした ES
細胞のサンプルである。赤色が主に母親由来
の染色体から発現している遺伝子、青色が主
に父親由来の染色体から発現している遺伝
子となる。また、黄色が MSM 特異的に発現し
ている遺伝子、緑色が B6 特異的に発現して
いる遺伝子となる。図でもわかるようにいわ
ゆるゲノム刷り込み遺伝子（親の染色体由来
によるモノアレル発現）よりも近交系特異的
に発現するモノアレル発現の方が格段と多
い。	
	
次の図は、in	vitro 分化系で作製した神経細
胞のサンプルでの同様の解析図である。	

ゲノム刷り込みタイプのモノアレル発現を
示す遺伝子数が増えており、分化に従って増
えていくことが示された。	
	
全 RNA を対象としても同傾向が見られた。	
	
次の図は全 RNA を対象とした時の成体脳サン
プルでの解析図である。	
	

ポリ A鎖を有する RNA の解析と比べて父親由
来発現のゲノム刷り込み遺伝子が多いよう
に見えるが、その多くは Ube3a 遺伝子座のア
ンチセンス RNA に由来するもので、Ube3a 遺
伝子座が特異的な遺伝子座である様子が示
された。	
	
2.	Ube3a 遺伝子座に関する解析	
神経細胞へ分化に従って、アンチセンス RNA
の転写が急速に高まる様子が定量的に示さ
れた。	
	
次の図は、縦軸が発現度（FPKM:	Fragments	
Per	Kilobase	of	exon	per	Million	mapped	
fragments）、横軸が分化のタイムポイントで
ある。D0 が分化前の ES 細胞、D8 が神経幹細
胞、N9 が神経突起を伸ばした神経細胞（D17



に相当）、Adult はリファレンスの成体脳であ
る。赤色：BM の B6 アレル発現（B6-BM と表
記、以下同様）、青色：MSM-BM、緑色：B6-MB、
黄色：MSM-MB である。	

	
3.	分化の過程でモノアレル発現の変動する
様子がうかがえた。以下、その例を示す。軸
及び折れ線グラフの色は前出の図と同様で
ある。（遺伝子名は不記載）	
	
	

4.	iPS 細胞（MB-iPS、BM-iPS）を in	vitro
で神経へ分化させ、パイロット的に RNA-seq
を行い、ES 細胞を用いたデータと比較をした

ところ、神経分化のマーカーの発現には主な
違いがないが、ゲノム刷り込み状態には変化
が見られる遺伝子座が存在することがわか
った。現在、詳細を解析中である。	
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