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研究成果の概要（和文）：哺乳類の発生に重要なゲノムインプリンティング現象及び転移性遺伝因子抑制に係る
エピゲノム修飾について研究を行い、ヒストンH3K9メチル化が転移性因子の抑制のみならず生殖細胞の分化に重
要であること、転移性因子抑制機構が精子形成過程においてRNA分解からDNAメチル化へと切り替わること、精子
幹細胞の出現する前後にDNAメチル化と遺伝子発現が動的に変化すること、維持メチル化因子が卵子における新
規DNAメチル化に必要であることなどを発見した。また、培養皿内で無限に増殖できる始原生殖細胞様細胞を用
いて、生殖細胞誘導の前後におけるDNAメチル化と遺伝子発現の変化を世界で初めて報告した。

研究成果の概要（英文）：We have studied the profiles and roles of epigenomic modifications involved 
in genomic imprinting and transposon repression during mammalian gametogenesis and early 
development. We found that: histone H3K9 methylation, which is known to be important for transposon 
repression, is essential for germ cell development; the mechanism of transposon repression switches 
from RNA degradation to DNA methylation during spermatogenesis; the profiles of DNA methylation and 
gene expression change upon spermatogonial stem cell formation; a factor responsible for DNA 
methylation maintenance in somatic cells is involved in de novo methylation in oocytes; primordial 
germ cell-like cells in culture, which provide an important source for biochemical analyses of germ 
cells, recapitulate the DNA methylation and gene expression profiles of their in vivo counterparts. 
Our results provide important insights into the genomic and epigenomic regulation of gametogenesis 
and early development.

研究分野：分子生物学、遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の生殖細胞形成から受精後の初期
発生にかけて、DNA メチル化をはじめとする
エピゲノム修飾はダイナミックに変化する。
このエピゲノムのリプログラミングは胚の
全能性の獲得に必須である。一方、ゲノムイ
ンプリンティングにより確立された配偶子
特異的な修飾（インプリント）や転移性遺伝
因子（以下トランスポゾン）の抑制のための
修飾は、ダイナミックなリプログラミングに
抵抗して安定に次世代へ継承される。この安
定維持もまた発生に必須である。この相反す
る変化と維持の制御機構を明らかにするこ
とは、連綿と生物の世代を繋ぐ生殖細胞の本
質と、初期胚や幹細胞の多能性の獲得を理解
する上で重要である。我々は哺乳類の発生に
必須のエピジェネティックな現象であるゲ
ノムインプリンティングの解明を目指し、こ
れまでにインプリントの実体がDNAメチル化
であること、配偶子におけるインプリント確
立に特定のDNAメチル化酵素が必須であるこ
と、受精後のインプリント維持に母性維持メ
チル化酵素Dnmt1が必須であることなどを明
らかにしてきた。しかし、CpG という単純な
配列しか認識しないDNAメチル化酵素が特定
の標的遺伝子にリクルートされる機構は不
明のままであった。 
 一方、我々は生殖細胞や初期胚などの微量
サンプルに適用することが可能なマイクロ
スケールの網羅的エピゲノム解析技術をい
ち早く取り入れ、例えばマウスの卵子におい
て一塩基解像度の網羅的DNAメチル化解析が
可能であることを示した。すなわち、受精前
後のエピゲノムの変化を網羅的かつ精確に
記述することがようやく可能になった。そこ
で、この最先端の技術とゲノム編集による逆
遺伝学を組み合わせれば、上記の変化の記述
と制御機構の解明に有用であると考え、新学
術領域「生殖細胞のエピゲノムダイナミクス
とその制御」に参画し、本研究計画を立案す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、（1）生殖細胞や初期胚にマイ
クロスケールの網羅的エピゲノム解析技術
を適用してインプリント遺伝子やトランス
ポゾンのエピゲノム変化の詳細を描写・記述
すること、（2）変異マウスを用いて既知のエ
ピゲノム制御因子である Dnmt ファミリー、
Piwi ファミリー、Uhrf ファミリー（ヘミメ
チル化認識因子）、及び Pgc7 タンパク質（脱
メチル化保護因子）の遺伝学的・生化学的な
関係を探ることで、DNA メチル化酵素が特定
の標的遺伝子にリクルートされる機構を解
明することを目指した。さらに、（3）候補ア
プローチやプロテオミクス解析などにより
新しいエピゲノム制御因子の候補を同定し
（例えば初期胚におけるインプリント維持
に関わることが知られているZfp57タンパク
質に類似のKRABフィンガーファミリーなど）、

その機能の詳細を探るとともに、（4）新学術
領域内のエピゲノム解析拠点として、他の研
究者のエピゲノム解析の支援を行なうこと
も重要な目的として研究を行なった。 
 
３．研究の方法 
 マイクロスケールの網羅的エピゲノム解
析法として、DNA メチル化については post- 
bisulfite adaptor tagging 法を、ヒストン
修飾に関しては ultra-low-input クロマチ
ン免疫沈降法を使用した。網羅的 RNA 解析に
は標準的な手法を用いた。次世代シーケンサ
ーは九州大学生体防御医学研究所に設置済
みのイルミナ社製 HiSeq1500 及び HiSeq2500
を用いた。また、エピゲノム解析を実施する
にあたり、AMED-CREST の支援により国際ヒト
エピゲノム解読コンソーシアムに参画した
代表者佐々木の経験や情報を十分に活用し
た。 
 エピゲノム制御因子（及びその候補）の遺
伝子に変異を有するマウスの作成は、胚性幹
細胞を用いる従来法またはCRISPR/Cas9を用
いるゲノム編集法により実施した。いくつか
の変異マウスについては共同研究者から供
与を受けた。卵子に特異的な遺伝子変異導入
を行う場合は、標的遺伝子に loxP 配列を導
入したマウスと、Zp3-Cre または Gdf9-Cre ト
ランスジーンを持つマウスを交配すること
により対象マウスを得た。 
 
４．研究成果 
 主要な研究成果に絞り、研究の目的に掲げ
た４つの目的に沿って記載する。尚、該当す
る雑誌論文（英文原著に限る）を括弧書きで
記した。 
（1）生殖細胞及び初期胚のエピゲノム変化
の記述： 
 まず、雄性生殖細胞の分化過程におけるエ
ピゲノム変化を詳細に調べ、出生後の精巣に
おいて精子幹細胞の出現する前後にDNAメチ
ル化と遺伝子発現がダイナミックに変化す
ることを報告した（Kubo et al. 2015）。ま
た、同論文でこれらの細胞における非 CG メ
チル化と 5hmC のユニークな蓄積を明らかに
した。興味深いことに、DNA メチル化酵素の
活性化因子 Dnmt3l が精子幹細胞の維持に重
要であることから（Liao et al. 2014）、こ
れらの変化との関連が注目される。一方、培
養皿内で胚性幹細胞から始原生殖細胞様細
胞を誘導する実験系を用い、生体内では大量
調整が困難な始原生殖細胞を培養下で大量
に調整・収集し、生殖細胞誘導の前後におけ
るDNAメチル化と遺伝子発現のダイナミック
な変化を世界で初めて報告することに成功
した（Shirane et al. 2016；Ishikura et al. 
2016）。その後の始原生殖細胞様細胞の増殖
実験の結果と合わせ、始原生殖細胞における
ゲノム全体の低メチル化状態が DNA 複製・細
胞増殖に依存したものであることを明確に
した（Ohta et al. 2017）。しかし、雌の始



原生殖細胞様細胞では生体内では見られな
い極度の脱メチル化が起きることも明らか
になり（Shirane et al. 2016）、今後始原生
殖細胞様細胞を基礎研究や応用研究に用い
る際に注意が必要である。 
（2）変異マウスを用いた制御機構の解明： 
 まず、マウス始原生殖細胞で発現するヒス
トンH3K9トリメチル化（H3K9me3）酵素Setdb1
の変異マウスを用いて、この酵素及び修飾が
始原生殖細胞ゲノムの保護（トランスポゾン
の転移の抑制）と生殖細胞の分化（配偶子形
成）のために重要であることを報告した（Liu 
et al. 2014）。また、DNA メチル化酵素の活
性化因子 Dnmt3l 及び機能性小分子 RNA であ
る piRNA の生成酵素 Mili の変異マウスを用
いて、精子形成過程のトランスポゾンの抑制
が分化段階により転写後抑制（piRNA をガイ
ドとするトランスポゾン由来 RNA の分解）か
ら転写抑制（DNA メチル化による）へと切り
替わることを明らかにした（Inoue et al. 
2017）。さらに、Mili 及び Miwi 遺伝子の変異
マウスを用いて、生後の成長期卵におけるト
ランスポゾンの抑制にpiRNAが必要であるこ
とを示した（Kabayama et al. 2016）。この
研究では、卵形成過程における piRNA 経路の
トランスポゾン抑制効果は限定的であるこ
とも明らかになり、雌雄の生殖細胞間におけ
るトランスポゾン抑制の戦略の違いが浮き
彫りになった。また、体細胞とは異なり、生
殖細胞におけるトランスポゾンの抑制にお
いてはDNAメチル化よりヒストン修飾及び小
分子 RNA が重要な役割を果たすこと、piRNA
をガイドとして導入される DNA メチル化は、
雄性生殖細胞の減数分裂期に入ってようや
くその機能を発揮することも分かった。 
 受精後、特定の標的遺伝子やトランスポゾ
ンのDNAメチル化が維持される機構に関して
も新たな発見があった。すなわち、従来のモ
デルでは、受精後のリプログラミングから保
護されるべきDNAメチル化を有するゲノム領
域にヒストン H3K9me2 が蓄積しており、受精
卵の母性 Pgc7 タンパク質がこの修飾に結合
して 5mC の水酸化・脱メチル化を防ぐとされ
ていたが、卵子ゲノムにおけるヒストン
H3K9me2 と DNA メチル化の分布を解析・比較
したところ、両者は明確に異なるゲノム領域
に分布していた。さらに、ヒストン H3K9me2
酵素 G9a を卵子で欠損させたところ、卵子ク
ロマチンのH3K9me2は大幅に低下するにも関
わらず、DNA メチル化に影響はなかった（投
稿中）。よって、既存のモデルは誤りであり、
特定の領域がリプログラミングを免れる機
構には別の仮説が必要であると推論された。
現在、Pgc7 変異マウスを用いて、このタンパ
ク質の機能の再検討を行なっている。一方、
卵子で作られた DNA メチル化維持因子 Uhrf1
（母性 Uhrf1）は予想通り受精後のインプリ
ントやトランスポゾンのDNAメチル化の維持
に必須であった（Maenohara et al. 2017）。
また、受精後のリプログラミングに重要な

5mC の水酸化（5hmC の生成）は、卵子から持
ち込まれた母性 Dnmt3a（新規 DNA メチル化酵
素）による過剰な 5mC 導入に対抗するためで
あることを示唆する結果を得た（Amouroux et 
al. 2016）。これにより、リプログラミング
の意義の新たな側面を提案した。 
（3）新規エピゲノム制御因子の同定： 
 他の研究室の報告により、維持メチル化因
子 Uhrf1 が維持メチル酵素 Dnmt1 のみならず、
新規メチル化酵素 Dnmt3a と相互作用する可
能性が示唆されていた。そのため、卵子にお
いて、Uhrf1 が Dnmt3a と共に新規 DNA メチル
化を導入する新規エピゲノム制御因子とし
て作用する可能性を調べた。その結果、卵子
においてUhrf1は部分的ながら確かに新規メ
チル化を正に制御することが分かった
（Maenohara et al. 2017）。また、野生型マ
ウス卵子とUhrf1欠損卵子のプロテオミクス
解析・比較により、Uhrf1 欠損卵子において
特異的に減少するタンパク質を同定した。そ
の中に、タンパク質としての分子的な機能は
未知であるが、ヒトにおいて胞状奇胎や複数
座位インプリント異常症の原因遺伝子とし
て同定されているものが含まれていた（未発
表）。これらのタンパク質は新規エピゲノム
制御因子の候補と考えられるため、現在詳細
な解析を行っている。一方、初期胚において
インプリント維持に関わるZfp57タンパク質
に類似の KRAB フィンガーファミリーのメン
バーのうち卵子や初期胚で発現が高いもの
を選抜し、変異マウスの作成を行なったが、
これまでにエピゲノム制御因子であること
を示唆する結果は得られていない。 
（4）エピゲノム解析拠点としての新学術領
域への貢献： 
 ５年間の研究期間中にエピゲノム解析拠
点として新学術領域内の研究者の3件のエピ
ゲノム解析・トランスクリプトーム解析
支援を無料または 50%経費負担で実施し
た。また、合計 6 件の領域内共同研究を
実施し、それらの成果は 6つの論文として
結実した（Okae et al. 2014；Shiura et al. 
2014；Shirane et al. 2016；Ishikura et al. 
2016；Ohta et al. 2017；Kabayama et al. 
2017）。以上により、領域全体の推進に貢献
することができた。 
 以上のように、当初予定していた新規エピ
ゲノム制御因子としての新たな KRAB フィン
ガータンパク質の同定には至らなかったが、
その他の目的と目標をほぼ達成した。国際ヒ
トエピゲノム解読コンソーシアムに参画し
た経験を活かし、生物学的な問いに答えるの
に十分な質のデータを微量サンプルから取
得し、その結果を論文として発表することが
できた。卵子へのプロテオミクスの適用を含
め、微細で精緻な生命システムに多階層のオ
ミックス技術を適用する時代の到来を周辺
分野に印象付けて研究を完了した。 
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