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研究成果の概要（和文）：刷り込み遺伝子における片親性DNAメチル化は、配偶子形成過程で確立し、受精後も
メチル化の差は維持される。研究代表者らは以前、初期胚発生過程でエピゲノム修飾のスイッチを必要とするユ
ニークな刷り込み遺伝子座“Zdbf2”を同定した。本研究により、このZdbf2遺伝子座は有袋類では刷り込みを受
けず、メチル化をスイッチさせるZdbf2長鎖アイソフォームも存在しないことが明らかとなった。また、LTRレト
ロトランスポゾンが種特異的な卵子DNAメチル化領域と母方メチル化刷り込み候補領域を生み出すことを明らか
にした。これらの知見は、ゲノム刷り込み機構の複雑な起源とメカニズムを解明する多くのヒントを提供する。

研究成果の概要（英文）：Parent-of-origin DNA methylation patterns at imprinted genes are established
 during gametogenesis and maintained after fertilization. However, we previously characterized the 
unusual regulation of the imprinted Zdbf2 locus, which requires an epigenetic switch during early 
embryogenesis. In this study, we revealed that this unique locus is not imprinted in marsupials 
without Zdbf2 long isoform switching DNA methylation mark. We also found that LTR retrotransposons　
transcribed in oocytes drives specie-specific oocyte DNA methylomes and maternally-methylated 
potentially imprinted regions. These findings provide us with many hints to elucidate the 
complicated origin and mechanism of genome imprinting.

研究分野： エピゲノム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳動物に存在するゲノム刷り込み機構は、両親由来のゲノムの機能的な補正をしながら胎児の発生を調整する
しくみである。マウス・ヒト等の刷り込み機構の種間および発生比較解析により、真獣類あるいはヒト特有の刷
り込み機構の成立と機序を明らかにすることができた。今後の生殖補助医療において、流産・奇形のリスクを下
げるため、本研究で明らかにしたヒト特有の刷り込み情報を卵子評価に応用することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
“ゲノム刷り込み機構”は哺乳動物にみられるエピゲノム修飾（DNA メチル化、ヒストン修飾
など）を介した特徴的な遺伝子制御機構であり、このしくみのもと、２本ある対立遺伝子（ア
レル）のうち、親の由来に応じて片方のアレルのみが発現する“刷り込み遺伝子”がゲノム上
に存在する。刷り込み遺伝子は現在までヒト・マウスにおいて 150 遺伝子以上同定されており、
胚発生・胎盤形成・癌形成・単為発生抑制などの働きを有することが報告されている。刷り込
み遺伝子の機能を包括的に解明することは、進化上獲得した哺乳類特有の胎生機構を理解する
上でも重要である。  
 多くの刷り込み遺伝子領域において、刷り込み制御領域（ICR）と呼ばれる DNA メチル化によ
る片アレル性修飾を受ける領域が、近傍の刷り込み遺伝子を場合によっては広範囲に制御する
ことが知られている。一般的に、ICR におけるメチル化は、配偶子形成過程での「確立」、受精
後の脱メチル化・新規メチル化のダイナミクスに抵抗する「維持」、生殖細胞運命決定後の脱メ
チル化にともなう「消去」のステップを経るが、我々が最近同定した Gpr1/Zdbf2 領域は例外的
な動態を示す。この領域の ICR である Gpr1-DMR では、卵子形成過程で確立した“一次的”片ア
レル性メチル化が受精後の胚盤胞期までは維持されるものの、着床後の新規メチル化によりア
レル間のメチル化差異はなくなり、代わりに下流の Zdbf2-DMR において“二次的”片アレル性
メチル化が確立する。この二次的メチル化には Gpr1as/Liz/Zdbf2linc（Zdbf2 遺伝子の新型バ
リアント）によるジーンバディメチル化（転写による遺伝子本体のメチル化）が必須であると
考えられる。つまり、刷り込みの維持は一次刷り込みが起こる領域とは異なる位置で成立する
こととなる。このバリアントは胚体側では発現が消失する一方で、胚体外（胎盤系列）組織で
は着床後の新規メチル化が起こらず、片アレル性発現が残っている。過去のスクリーニングに
よるゲノム刷り込み領域の探索は、ほとんどが原腸陥入期後期以降のマウス胚もしくは組織を
使用しており、Gpr1-DMR のような領域は見逃されてきた可能性が高い。現に Gpr1/Zdbf2 領域
は、近年登場した次世代シーケンサーを利用した配偶子・初期胚の包括的 DNA メチル化解析（DNA
メチローム解析）によって同定できたものである。この新たなゲノム刷り込みの概念は、既知
の刷り込み遺伝子における従来の ICR 型以外の制御機構の発見や、新たな刷り込み領域の同定
につながる可能性を示す。また、従来の ICR におけるメチル化維持機構との違いも、分子レベ
ルでのメカニズム解明の観点から注目される。 
 
２．研究の目的 
配偶子および胚発生過程トランスクリプトーム・エピゲノム修飾マップの統合的解析により、

真の刷り込み領域数を確定し、刷り込み機構の分子機構の全容を明らかにすることが本研究の
目的である。具体的には以下の研究を進める。（１）マウス初期胚のトランスクリプトームおよ
び DNA メチロームのプロファイルより、刷り込み遺伝子候補を全て特定する。（２）Gpr1/Zdbf2
型刷り込み領域の長鎖 ncRNA を解析し、機能的役割を証明する。（３）従来型の刷り込み領域お
よび Gpr1/Zdbf2 型刷り込み領域のエピゲノム状態の比較により、“維持”機構に関わる分子機
構を類推・解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）初期胚・胚体外組織におけるトランスクリプトーム・エピゲノム解析 
次世代シーケンサーを用いて、マウス着床前胚、原腸陥入期胚、および胚体外組織（胎盤組

織）のトランスクリプトームマップ（RNA-seq）、ヒストン修飾マップ（ChIP-seq）、DNA メチロ
ームマップ（PBAT 法）を作製する。着床前胚のような微量サンプルのエピゲノム解析を可能に
するために、微量サンプルに対応できる ChIP-seq プロトコル改良にも取り組む。また、（３）
の解析には片アレル性発現およびエピゲノム修飾を特定する必要があるため、２系統のハイブ
リッドマウス（C57BL/6、JF1 を予定）を解析対象とする。 
（２）Gpr1/Zdbf2 領域の機能的解析・制御機構解析 
Zdbf2linc のノックアウトシステムを構築し、刷り込み領域の制御機構に与える影響、マウ

ス表現型に与える影響を解析する。CRISPR/Cas9 システムによるノックアウト（正しくは polyA
カセットのノックイン）マウスを作製し、Gpr1/Zdbf2 領域の刷り込み状態への影響を調べる。 
（３）刷り込み維持機構の分子メカニズムの解明 
（１）の包括的トランスクリプトーム・エピゲノム解析により新規の刷り込み領域および刷

り込み遺伝子候補をスクリーニングし、各領域のエピゲノムレベルでの特性について調査する。
既知の刷り込み遺伝子のうち４分の１近く（約 20-30 遺伝子）はまだ ICR が見つかっておらず、
それらの片アレル性発現の制御機構は不明である。DNA メチロームマップからスクリーニング
した ICR のうち、既知の遺伝子近傍にヒットしたものは、バイサルファイトシーケンス解析に
より ICR の有無を確認する。ICR 候補が見つからない遺伝子については、ヒストン修飾マップ
から、DNA メチル化に非依存的な刷り込み制御候補の有無を調査する。従来の ICR 型に加え、
Gpr1/Zdbf2 領域型の刷り込み領域が複数見つかった場合、メチル化維持機構の分子メカニズム
の違いに注目し、各 ICR におけるヒストン修飾パターンの違いを調査する。刷り込み領域のメ
チル化維持に重要な関連性を示すヒストン修飾を特定する。 
 
４．研究成果 



（１）初期胚・胚体外組織におけるトランスクリプトーム・エピゲノム解析 
次世代シーケンサーを用いた微量細胞からのエピゲノム解析を実現させるため、ヒストン修

飾解析（ChIP-seq）、DNA メチローム解析（PBAT 法）用ライブラリ調製法の改良を試みた。微量
サンプル（～200 細胞）での安定的な ChIP-seq（一部のヒストン修飾）および PBAT 調製に成功
し、それらはマウス・ラット・ヒト卵子のエピゲノム比較解析に応用した（３）。また、シング
ルセルおよび微量サンプルでの反復配列メチローム解析にも成功し、オンライン科学雑誌
「Genes to Cells」にて発表した（Kobayashi H et al. Genes Cells. 2016）。 
 マウスの生殖細胞における全ゲノム DNA メチローム解析・トランスクリプトーム解析に続き、
マウスの着床前胚、および原腸陥入期の胚体と胚体外組織（胎盤組織）のアレル特異的なトラ
ンスクリプトームおよび DNA メチロームマップの解析に成功した。すでに雌雄由来アレル間の
メチル化差異領域（DMR）をスクリーニングしており、すべての既知の刷り込み領域を特定でき
ていることから、極めて高精度かつ包括的な刷り込み情報（インプリントーム）マップが作成
できたと考えられる。現在生殖細胞系列のメチロームマップと合わせて俯瞰的に刷り込み型
DNA メチル化マークの変動を解析している。また、マウス特異的反復配列が生殖細胞メチロー
ムに及ぼす影響を調べるため、ラット生殖細胞のメチローム・トランスクリプトーム解析を実
行し、マウスとのパターン比較を行っている。 
 
（２）Gpr1/Zdbf2 領域の機能的解析・制御領域機構解析 
Gpr1/Zdbf2 領域を制御すると考えられる非コード RNA：Zdbf2linc（Gpr1as）の転写終了シグ

ナル挿入によるノックイン・ノックアウトマウスを作製した。ノックインシステムは
CRISPR/Cas9 システムを採用し、インプリンティングへの影響を解析したところ、2 次的 DMR
である Zdbf2 DMR の DNA メチル化への影響が示唆された。一方で、Zdbf2linc の機能解析につ
いては、他の海外の研究チームからノックアウト解析の論文が先に発表されたため（Greenberg 
MV et al. Nat Genet. 2017）、以後の解析については、哺乳動物の比較発生学的解析を中心と
した研究方針に変更した。 
 
（３）刷り込み維持機構の分子メカニズムの解明 
マウス、ラットおよびヒトの卵子エピゲノムマップ・トランスクリプトームマップの比較解

析により、種特異的な DNA メチル化の確立に LTR トランスポゾンが寄与することを明らかにし
た。研究結果はオンライン科学雑誌「Nature Communications」にて発表した（Brind’Amour J 
et al. Nat. Commun. 2018）。また、種特異的な刷り込み領域の確立に LTR レトロトランスポゾ
ンが関与すると考えられ、種横断的なインプリントーム解析を行っている。また、（１）で行っ
た、マウス・ラットのインプリントーム解析により、マウス・ラット共通もしくはマウス・ラ
ット特異的なインプリント領域候補を複数同定した。その中の一つはラット特異的な LTR レト
ロトランスポゾンにより成立した DMR が存在しており、LTR により刷り込み状態が成立した一
例と考えられる。 
また、Gpr1/Zdbf2 領域の刷り込みの起源を明らかにするため、有袋類であるワラビーの Gpr1

および Zdbf2 遺伝子のアレル別発現解析を行ったところ、２遺伝子ともに両アレル性発現を示
すことが明らかとなった。このことは、有袋類では Gpr1/Zdbf2 領域の刷り込みが成立しておら
ず、進化上少なくとも真獣類以降に成立したと推測される。 
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