
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：  

１．♂生殖細胞の発生段階では、H3K9 にメチル基を入れる酵素 GLP が転写後発現抑制を受け、結
果として H3K9me2 が減弱することを明らかにした。 
２．H3K9 メチル化酵素 G9a/GLP 複合体は、リジンメチル化と DNA メチル化（間接的）を誘導すること
で転写を負に制御することを明らかにした。 
３．３０年来の謎であった、発生初期の胚から樹立された細胞株で観察される DNA のメチル化に非依
存的なプロウイルスの発現抑制に、ヒストンリジンメチル化酵素 ESETが重要な役割を持つことを明らか
にした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
1. We discovered that GLP protein expression is posttranscriptionally regulated in murine embryonic 

male germ cells after sex determination and that low H3K9me2 level results from the absence of GLP 

(severe reduction of the G9a-GLP heteromeric complex). 

2. We demonstrated that that H3K9 methyltransferase G9a/GLP complex suppresses transcription by 

independently inducing both H3K9 and DNA methylation.  

3. We discovered that H3K9 methyltransferase ESET and ESET–mediated H3K9me3 play a crucial role 

in proviral silencing during the period early in embryogenesis when DNA methylation is dynamically 

reprogrammed. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒストンのメチル化修飾研究は、2000年に動

物細胞で初めてリジンのメチル化酵素の実体が

明らかにされたことから本格的にスタートする。

その後、わずか数年の間に多くの重要な知見が

報告され、転写制御研究分野のみならずヒスト
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ンメチル化修飾が生命科学研究に与えたインパ

クトは計り知れない（総説、Jenuwein et al. FEBS 

J 273:3121-35, 2006）。その研究潮流の中、

我々は新規のヒストン・リジンメチル化酵素G9a

を独自に同定し（Tachibana et al. 2001）、リジン

メチル化酵素の機能解析を精力的に行ってきた。

近年、不可逆的と考えられてきた蛋白質メチル

化修飾が、他の化学修飾と同様に可逆的で・積

極的に外されることが細胞株を用いた実験で示

された。今後、当該研究分野が明らかにすべき

最も重要な課題の一つは、「どのようにしてヒスト

ンメチル化修飾のダイナミズムが制御されている

のか、そしてその制御が生命機能にどのようなイ

ンパクトを持つのか、を解き明かす」ことにある。 

 

２．研究の目的 

今回提案した研究は、我々のG9aの研究から

得られた成果を基盤にしている。特に、G9aが

生殖系列の分化過程に決定的な役割を持つこ

と、また、生殖細胞の発生・分化過程ではメチ

ル化を含むヒストンコードがダイナミックに変化

することが明らかとなった。そこで、本研究課題

では、以下の２点を明らかにすることを当初の目

的とした。 

a.マウスの生殖系列細胞で特異的にG9aを欠損

させると、雌雄いずれの場合も生殖細胞は減数

分裂の途中までしかほとんど発生・分化しない。

このG9aならびにG9aとヘテロ複合体を形成して

いるもう一つのヒストンメチル化酵素GLPによっ

て制御されている生殖細胞の発生・分化過程の

分子基盤の詳細を明らかにする。 

b.ヒストンメチル化酵素ならびにその修飾の機

能とヒストンメチル化コードのダイナミズムの制御

基盤の実体を分子レベルで明らかにする。 

 

３．研究の方法 

a.G9a/GLP によって制御されている生殖細胞の
発生・分化過程の分子基盤の解明 
当初、TNAP-Cre トランスジェニック(TG)マウ

スと G9aflox マウスを交配させて、生殖細胞特異
的に G9a を欠失させた細胞を得ることを計画し
ていた。しかし、TNAP-CreTG の Creの発現が
生殖細胞以外でも顕著なため、TNAP-Cre+, 
G9af/f マウスを得ることができなかった（G9a ノッ
クアウト(KO)マウスは胎生致死）。そこで、解析
手法を少し変え、まずは G9a,GLP の発現と
G9a/GLP が制御しているヒストン H3 の９番目の
リジンのジメチル化(H3K9me2)の状態の変動を
胎生期の生殖細胞で検討した。 
 
b. ヒストンメチル化酵素ならびにその修飾の機
能とヒストンメチル化コードのダイナミズムの制御
基盤の解明 

G9a/GLPヘテロ複合体による H3K9 メチル化

がどちらの酵素により制御されているか、さらに
これらのメチル化酵素の酵素活性が転写抑制に
どの程度重要かを検証するために、G9a, GLP
の KO 及びダブル(D)KO の胎生幹（embryonic 
stem:ES）細胞に酵素活性のない G9a, GLP あ
るいは両方を発現させて、その表現系を解析し
た。 
さらに、酵素活性のない G9a/GLP とは別の

H3K9メチル化酵素ESET/Setdb1の機能を解析
するために、Eset条件的 KO マウスおよび細胞
株を樹立し、その表現系を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 

a．雄性生殖細胞の発生段階で観察される

H3K9me2 消失の機能の解明 

♂生殖細胞の発生段階では、G9a とヘテロ複
合体を形成することでH3K9にメチル基を入れる
酵素GLPが転写後発現抑制を受け、結果として
H3K9me2 が消失していることが明らかとなった。
この転写後制御の分子機構を明らかにする目
的で、Dicer および Nanos2 の KO マウスにおい
てGLPの発現が♂胚性生殖細胞でどのようにな
っているか、解析した。その結果、Nanos2 欠損
マウスの♂胚性生殖細胞では、GLP のタンパク
質発現が検出できることがわかった。さらに、こ
のヒストン H3K9me2 修飾のグローバルな抑制の
生殖細胞発生における役割を明らかにする目
的で、5’および 3’非翻訳領域を持たない外来
性 GLP 遺伝子を発現する TG マウスを作成した。
解析の結果、この TG マウスの♂生殖細胞では、
GLP（外来性）のタンパク質発現が検出され、
H3K9me2 のレベルも有意に上昇していることが
判明した(Deguchi et al 2013)。 
 
b.G9a/GLP 複合体による転写抑制機構の解明 
 H3K9をメチル化する G9a/GLP酵素複合体は、
リジンメチル化と DNA メチル化（間接的）を誘導
することで転写を負に制御することを明らかにし
た(Tachibana et al 2008)。 
 
c. ESET 依存的な内在性レトロウイルス(ERVs)の
転写抑制機構の解明 
３０年来の謎であった胚性腫瘍細胞や胚性幹

細胞などのような発生初期の胚から樹立された
細胞株で観察される、DNA のメチル化に非依存
的な、特別なプロウイルスの発現抑制にヒストン
リジンメチル化酵素 ESET が重要な役割を持つ
ことを明らかにした(Matsui et al 2010)。 
次に、次世代シークエンサーを用いたコンデ

ィショナル Eset KO ES 細胞の転写産物の解析
の結果、Eset KO により発現が誘導される遺伝
子の中には、発現が誘導された ERVs との融合
転写産物として発現しているものがいくつもある
ことを見出した。ERVsの発現が近傍の遺伝子の
発現に影響することは知られているが、ヒストンメ
チル化がこの ERVs による近傍遺伝子の発現影
響の制御に寄与していることが初めて示された



 

 

(Karimi et al 2011)。 
さらに、ESET は胚性幹細胞だけでなく、

post-mitotic neuron においても ERVsの発現抑
制に寄与していること、ここでも Eset が消失する
と複数の遺伝子が活性化した ERVs との融合転
写産物として発現誘導されてくることが明らかと
なった(Tan et al 2012)。 
 
d.ヒストンリジンメチル化酵素 Suv39h によるペリ
セントロメアヘテロクロマチン構築の分子機構の
解明 
ヒストンリジンメチル化酵素 Suv39h1,2 はヘテ

ロクロマチン領域の中心的 H3K9me3酵素であり、
Suv39h1,2 の DKO 細胞ではペリセントロメア領
域のH3K9me3が消失し、♂KOマウスは精子形
成不全で不妊となる。これまで、この Suv39hによ
るペリセントロメアの H3K9me3 の確立及び維持
には、HP1との会合とHP1によるH3K9me3の認
識が重要であると考えられてきた。しかし、実験
的な検証はなされてこなかった。今回、HP1 によ
る Suv39h依存的ヘテロクロマチン形成にHP1と
の会合が如何に重要かを検証するために、HP1
と会合しない Suv39h 欠損体(△N)がどこまで
Suv39h DKO 細胞のヘテロクロマチン形成を相
補できるか、検討した。解析の結果、△N は
HP1 のペリセントロメア局在はほとんど回復させ
ないにもかかわらず、HP1と会合しない△N自身
のペリセントロメア局在と H3K9me3 をほぼ相補
することがわかった。しかし、ペリセントロメア領
域のmajor satellite repeatsの転写は不完全にし
か抑制されていなかった。今回の解析により、
Suv39h のペリセントロメア局在には HP1 との会
合は必須ではないものの HP1のペリセントロメア
局在が本来の機能的ペリセントロメアに重要で
あることが示された(Muramatsu et al 投稿中)。 
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