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研究成果の概要（和文）： マウス７番染色体の Igf2-H19 領域および 12 番染色体の Dlk1-Dio3
領域における非コード RNA 遺伝子を含むインプリント遺伝子群の胚発生および胎盤形成に対す
る作用機構について新たな知見を提供した。また、雌雄生殖細胞における包括的 DNA メチロー
ムデータを作成した。その外、雌雄ゲノムの個体発生への特異的な関与についてクローン胚お
よび TS 細胞において発生工学および分子生物学の手法を用いて示した。 
 
研究成果の概要（英文）：We showed novel findings that imprint gene clusters, including 
the non-cording RNAs, in the Igf2-H19 domain of the chromosome 7 and the Dlk1-Dio3 domain 
of the chromosome 12, play a decisive role for embryogenesis and placentation. In addition, 
we provided comprehensive and single resolution DNA methylome data of germ cells, and 
also we showed particular functions of maternal genome on embryogenesis in cloned embryos 
and trophoblastic stem cells.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）特定領域研究Ｂ（1999-2002）、および
（独）農業・食品産業技術総合研究機構
（2002-2006）の研究助成を受け、雌雄生殖
細胞系列で行われるメチル化刷込み（メチル
化インプリント）が、生殖細胞の個体発生支
持機能の根幹を形成するゲノム修飾である
ことを、インプリント修飾の改変により雌ゲ
ノムのみを持つ胚から産子（二母性マウス）
の作出システムを構築し実証したが、インプ

リント遺伝子による制御機構の全貌は不明
であった。 
（２）二母性マウスの研究から父性メチル化
インプリントによる支配を受けているマウ
ス 12 番染色体のインプリント領域が重要な
役割を演じていることは明らかだが、Gtl2 遺
伝子および周辺の miRNA および SnoRNA を含
む母性発現する非コード RNAが個体発生にお
ける役割は不明であった。 
（３）雌雄ゲノムの機能差の根幹をなす生殖
細胞における DNAメチル化修飾の全貌を示す
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包括的 DNAメチローム情報は提供されておら
ず、早急な研究推進が期待された。 

 

２．研究の目的 

（１）マウス二母性胚の発生特性、遺伝子発
現特性および生理学的特性について詳細に
検証し、ゲノムインプリントによる二母性マ
ウスの発生制御機構を明らかにすると共に、
生殖系列におけるメチル化インプリントの
成立機構を明らかにする。 
（２）マウス７番染色体の Igf2-H19 領域お
よび 12 番染色体の Dlk1-Dio3 領域における
非コード RNA遺伝子を含むインプリント遺伝
子群の胚発生および胎盤形成に対する作用
機構について解明する。 
（３）個体発生および胎盤形成における雌雄
ゲノムの役割とリプログラミング機構を追
究する。 
 

３．研究の方法 

（１）H19 遺伝子欠損マウス、Gtl2 発現調節
領域欠損マウスならびに両遺伝子欠損マウ
スに由来する新生仔非成長期卵を成長 GV 期
卵へ核移植することにより二母性卵子を構
築する。マイクロアレイによる網羅的遺伝子
プロファイルの作成およびバイオインフォ
マティクス解析を実施する。さらに、二母性
マウスの生理学的正常性を詳細に評価する。 
（２）非コード遺伝子 Gtl2 がＲＮＡレベル
で cis/transの遺伝子発現調節および個体発
生そのものに関与する可能性を検証するた
め、Gtl2遺伝子欠損マウスにおける microRNA
および snoRNA を含む遺伝子発現および交配
試験による個体発生特性を詳細に調べ、その
制御機構を解析する。さらに、BAC クローン
を用いて miRNAs および snoRNAs 過剰発現マ
ウスを作成し、個体発生への影響を詳細に検
討する。 
（３）生殖細胞形成過程で確立するメチル化
インプリント領域の解析を、次世代シークエ
ンサーを用いた全ゲノムバイサルファイト
シークエンス解析を実施して、雌雄生殖細胞
に特異的なメチル化領域を全決定する。 
（４）体細胞クローンマウス胚の単一胚を対
象としたマイクロアレイ解析を確立し、初期
発生過程における包括的なトランスクリプ
トーム解析を実施して、遺伝子発現特性の全
貌を明らかにする。また、雌核発生胚および
雄核発生胚由来の TS 細胞を作出し、胎盤を
形成する細胞への分化特性を検討する。 
 

４．研究成果 

（１）主要インプリント遺伝子である Igf2、
H19、Dlk1 および Gtl2 遺伝子等が二母性マウ
スの誕生に実際どのような役割を演じたの

か遺伝子発現プロファイルから明らかにし
た。マイクロアレイによる詳細な遺伝子発現
解析から、２カ所の父性メチル化インプリン
トはそれぞれ独立的に個体発生および胎盤
形成にかかわるネットワークを形成してい
た。父性メチル化インプリント領域としては
この２カ所が必要十分条件である結論を得
た(J Biol Chem, 2009)。さらに、二母性マ
ウスの特性を詳細に調べた結果、生理的学的
には正常であること、受精卵由来の個体に比
べ 30%以上も長命であることが判明した(Hum 
Reprod, 2010)。これらの成果は、哺乳類の
個体発生における雌雄ゲノムの必要性を、独
創的な方法によりゲノムインプリントの機
構で全て説明できることを実証したもので
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）この他、父方発現新規インプリント遺
伝子をマウス１番およびヒト 12 番染色体で
初めて同定した（Genomics, 2009）。また、
網羅的に雌雄メチル化領域の特定を進め、同
領域に新規メチル化インプリント領域を見
いだしている(Nuc Acid Res, 2010, PLoS 
Genetics, 2012)。 
 
（３）Dlk1-Gtl2 ドメインの母性アレル発現
の非コード RNA（Gtl2,Mirg,Rian）は、個体
発生および生存に必須ではない可能性が高
いと考えられてきた。しかし、本研究で作成
された Gtl2 欠損マウスによると、父性遺伝
では全てのマウスが矮小化を示し、約半数が
周産期で致死となった。一方、母性遺伝では
出生時は正常であるが、生後 3日から 4週の
間に成長遅延を示し、全てのマウスが致死と
なった。病理組織解析から、肺と肝臓への異
常が確認されたが、両アレルから欠損を受け
継いだ Homo では矮小化を示すものの、全て
のマウスが繁殖能力を有する成体になるこ
とを明らかにした(Hum Mol Gen, 2009)。さ
らに、それらの発生障害の分子生物学的背景
を明らかにする為に、IG-DMR-KO マウスとの
交配試験により IG-DMR /Gtl2-KO マウス（二



重欠損）を作出し、Dlk1 遺伝子の発現補正を
行った。その結果、この IG-DMR /Gtl2-KO マ
ウスには出生前の致死性は認められなかっ
たが、生後の高い致死性が明らかとなった。
遺伝子発現解析の結果から母方発現非コー
ド RNAの発現が明らかに低下していることが
判明し、致死性の原因であることが強く示唆
された(J Biol Chem, 2010)。これらの成果
は、母性インプリント発現をする非コード
RNA の重要性を初めて実証したものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（４）さらに、Dlk1-Gtl2 領域のインプリン
ト遺伝子群の発現が iPS細胞の分化能に大き
な影響を及ぼしていることがハーバード大
との共同研究で明らかとなった(Nature, 
2010)。 
（５）次世代シークエンサーを用いた卵子お
よび精子における全ゲノムバイサルファイ
トシークエンス解析を実施し、DNA メチル化
マップの作成に成功した。雌雄ゲノム間でメ
チル化状態の異なる領域を多数検出した
(PLoS Genetics, 2012)。また、雌性生殖細
胞形成過程でメチル基転移酵素遺伝子
Dnmt3L および Dnmt3a を非成長期卵母細胞か
ら特異的に発現する TG マウス由来の産子の
発生解析から、妊娠初期から中期にかけて顕
著な分化・発生異常を発症し、致死になるこ
とが明らかとなった（投稿準備中）。 
（６）体細胞クローンマウス胚の初期発生過
程における包括的なトランスクリプトーム
データを作成し、クローン胚で特異的な発現
挙動を示す遺伝子群を同定した（PLoS One, 
2010; Reproduction, 2013）。また、雄核発
生胚からは TS 細胞を樹立することが出来た
が、雌核発生胚から樹立された培養細胞系譜
は内部細胞塊に由来することが判明した。胎
盤の幹細胞形成には雄ゲノムの関与が必須
であることが示唆された。 
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