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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、一般的な細胞では核に局在するUHRF1が、卵母細胞および着床前胚
では、大部分が細胞質に局在することを見出した。これらの細胞で一部核内に局在するUHRF1は卵母細胞成長期
の新規DNAメチル化に関与し、着床前胚ではゲノムワイドに基底レベルのメチル化を維持することを見出した
（前之原ら, 2017）。またUHRF1母方ノックアウトマウス胚は着床前後に致死となること、UHRF1は卵母細胞の細
胞骨格形成に重要な役割を担っていること、UHRF1存在下で形成された細胞質が正常な発生に重要であること、
UHRF1は着床前発生において正常な染色体分配と細胞分裂に重要であることなどを見出した。

研究成果の概要（英文）：UHRF1 is a nuclear factor, which is required for maintenance of DNA 
methylation with DNMT1 in somatic cells. Interestingly, however, during oogenesis and 
preimplantation development, most of UHRF1 localizes in the cytoplasm although minor potion of UHRF1
 remains to be in the nucleus. We found that the nuclear UHRF1 is partially involved in de novo DNA 
methylation in the nucleus of oocyte and maintains DNA methylation at the basal levels against 
genome-wide demetnylation in preimplantation embryos (Maenohara et al., 2017). In addition, we found
 that UHRF1 maternal knockout embryos show embryonic lethality around preimplantation, UHRF1 is 
required for constructing cytoskeleton of oocyte, the cytoplasm established under presence of UHRF1 
is essential for normal preimplantation development, and UHRF1 is required for proper chromosomal 
segregation and cytoplasmic divisions. 

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： UHRF1　卵母細胞　初期発生　着床前発生　生殖細胞　エピジェネティクス　DNAメチル化　卵子
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１．研究開始当初の背景	
研究代表者は2004年にUHRF1を DNAメチル
化に結合するタンパク質として世界に先駆
けて同定して以来（Unoki	et	al.,	2004）、
UHRF1の機能の全貌解明に取り組んでいる。
2004 年以降、日本人を中心とした多くの研
究者の努力により UHRF1 は体細胞において、	
1)	ヘミメチル化 DNAに結合し、維持メチル
化酵素 DNMT1 をリクルートして DNA メチル
化を娘鎖に伝達すること、2)	ヒストン H3
のメチル化された 9 番目のリジンを認識す
ること、3)	ヒストン H3 のユビキチン化を
すること、4)	培養細胞内で de	novo	DNA メ
チル化酵素と結合する potential があるこ
となどが明らかにされてきた。しかしなが
ら、エピジェネティックな情報の大規模な
リプログラミングが起きる配偶子形成過程
と初期胚発生過程における UHRF1 の役割は
明らかではなかったため、研究代表者らは
UHRF1 がこれらの時期に果たす役割を明ら
かにするために、卵子特異的 UHRF1 ノック
アウト（KO）マウス（UHRF12lox/2lox	Zp3-Cre）
と 始 原 生 殖 細 胞 特 異 的 KO マ ウ ス
（UHRF12lox/2lox	TNAP-Cre）を作製した。	
	
２．研究の目的	
哺乳類のエピジェネティックな情報とくに
DNA メチル化は配偶子形成過程および初期
胚発生過程に、一旦消去されて再確立され
るという非常にダイナミックなプロセスを
経てリプログラミングされる。UHRF1 は体
細胞では核内において DNMT1 と共に DNA メ
チル化伝達に関与する重要なタンパク質で
あるが、マウスの卵母細胞及び着床前胚で
は UHRF1 は一部が核に局在するものの、大
部分は細胞質に局在することを研究代表者
らは見出しており（図１）、これらの時期
に UHRF1	は核に加えて、細胞質でもなんら
かの役割を果たしている可能性を考えた。	

	
	
	
	
	
	

図 1:	野生型非成長期卵母細胞（NGO）、成長期

卵母細胞（GO）、完全成長卵母細胞（FGO）およ

び、1 細胞期胚（zygote）〜胚盤胞期胚

（Blastocyst）における UHRF1 の局在（緑）。

DAPI（青）は DNA。スケールバー	20	µm。	
	
また研究代表者らは、UHRF1 母方 KOマウス
胚（UHRF1	KO 卵子	x	野生型精子）が着床
前後に致死であることも見出しており、こ

の時期の UHRF1 が着床前発生において果た
す役割の解明を通して、初期発生プロセス
のより深い理解を目指した。	
	
３．研究の方法	
（１）マウス卵母細胞および着床前胚の核
内で UHRF1 が果たす役割の検討。	
■次世代シーケンサーを用いた全ゲノム
DNA メチル化（メチローム）解析。
Bisulfite-seq 法。	
■次世代シーケンサーを用いた全転写物
（トランスクリプトーム）解析。RNA-seq
法（連携研究者の Jafar	Sharif 先生と
の共同研究）。	
	
（２）マウス卵母細胞および着床前胚の細
胞質で UHRF1 が果たす役割の検討。	
■受精卵の前核置換実験（連携研究者の
小倉淳郎先生との共同研究）。着床前発
生において細胞質のUHRF1もしくはUHRF1
存在下の卵子で蓄積・構築された細胞質
因子が重要なのか、核における UHRF1 の
機能が重要なのかを明らかにするために、
UHRF1	KO 卵子と野生型精子の受精で得ら
れた母方 KO胚（１細胞期胚）と、野生型
卵子と野生型精子の受精で得られた野生
型胚の前核置換実験をおこない、発生率
を調べる。	
■マウス着床前胚のライブセルイメージ
ング（連携研究者の山縣一夫先生との共
同研究）。UHRF1 母方 KO 胚は着床前後に
致死であるため、着床前胚でどのような
異常が起きているのかを把握するために
体外授精をおこない、核クロマチンに局
在する mCherry-ヒストン H2B と細胞質に
局在する GFP-チューブリンを受精卵に発
現させ、蛍光シグナルを追跡し、発生の
過程で起こる異常（染色体分配異常など）
を顕微鏡下で経時的に記録し解析する。	
■マウス卵母細胞における UHRF1 の翻訳
後修飾の解析（連携研究者の植田幸嗣先
生）。UHRF1 は核移行シグナルを少なくと
も２つ有しているのに、なぜ卵母細胞お
よび着床前胚では細胞質に局在するのか
不明である。これらの細胞では UHRF1 の
核移行シグナルが翻訳後修飾を受けたり、
立体構造が翻訳後修飾により変化するか
もしれないので、UHRF1 の翻訳後修飾を質
量分析にて調べる。	
	
（３）UHRF1 の精子形成過程における役割
の解析。	
	 UHRF1 の精子形成過程における役割を明
らかにするために、以前、始原生殖細胞特
異的に UHRF1 を KO した UHRF12lox/2lox	

TNAP-Cre マウスを作製したが、TNAP-Cre が
始原生殖細胞以外でも発現してマウスが胎
生致死となってしまい、目的のマウスが得
られる効率は 1%以下と非常に低く、このマ
ウスは当該目標の達成に不向きであること



がわかった（産まれてきた少数の UHRF1	
TNAP-Cre 雄マウスは無精子症であった）。
そこでタモキシフェン投与で意図した時期
に生殖細胞特異的に Cre を核内に移行する
事ができる Dppa3-MCMP-Cre マウスを作製
し、UHRF1 が必要な精子形成の時期を明ら
かにする。また免疫染色にて精子形成過程
における UHRF1 の局在を調べ、網羅的 DNA
メチル化解析（PBAT 法）、転写解析
（mRNA-seq）、クロマチン免疫沈降解析
（ChIP-seq）、プロテオミクス解析で、精
子形成過程における UHRF1 の機能を調べる。	
	
４．研究成果	
[研究の主な成果]	
研究代表者らは、体細胞とは異なり、卵母
細胞および着床前胚では UHRF1 は主に細胞
質に局在し（図 1）、UHRF1 母方 KO マウス
胚が着床前後に致死となることを見出した
（図 2,	Maenohara	et	al.,	2017）。	

	
図 2:体外受精 96 時

間後の野生型、DNMT1

母方 KO、UHRF1 母方

KO 着床前胚の外観

（実体顕微鏡写真）。

野生型と DNMT1 母方

KO 着床前胚が胚盤胞

期に達しているのに

対し、UHRF1 母方 KO

着床前胚は半分以上

が 胚 盤 胞 期

（Expanded）に達す

る前に発生を停止し

ている（Retarded）。

スケールバー	100	µm。	
	
	
		

研究代表者らは、一部核内に存在するUHRF1
が、卵母細胞成長期に de	novo	DNA メチル
化の 22%に関与し（図 3）、着床前胚で起こ
る大規模な脱メチル化の時期に、脱メチル
化に抗して、ゲノムインプリンティング領
域の高メチル化を維持すると共に、ゲノム
ワイドに基底レベルの DNA メチル化を維持
することを見出した（図 4,	Maenohara	et	
al.,	2017）。	

図 3:野生型非

成長卵子（NGO）、

生 後 12 日

（P12）と生後

15日（P15）の

卵巣から採取

した野生型成

長期卵子（GO）、

野生型、DNMT1	

KO、 UHRF1	 KO

完全成長卵子（FGO）における DNA（CG）メチル

化率（％）。	

図 4：野生型、DNMT1 母

方 KO、UHRF1 母方 KO 胚

盤胞期胚における DNA

（CG）メチル化率（％）。	

	
	
	
	
		

	
UHRF1 が核内において DNA メチル化制御に
果たす役割を明らかにしたものの、UHRF1
母方 KOマウス胚の表現型は、DNMT1 母方 KO
マウス胚の表現型よりも重篤なことから、
UHRF1 は DNA メチル化の確立や維持以外に
も役割があると考え、連携研究者の小倉淳
郎先生（理化学研究所）と共に、野生型と
UHRF1 母方 KOマウス胚（１細胞期胚）の前
核置換実験をおこない、UHRF1 の存在下で
形成された卵母細胞及び着床前胚の細胞質
が正常な発生に重要であることを見出した。
具体的には、UHRF1 母方 KOマウス胚の細胞
質に野生型マウス胚の核を入れても発生は
進まなかったが、野生型マウス胚の細胞質
にUHRF1母方KOマウス胚の核を入れたもの
では発生が進み、妊孕性を持つ仔が生まれ
た（論文投稿準備中）。	
	 次に連携研究者の山縣一夫先生（近畿大
学）と共に、UHRF1 母方 KOマウス着床前胚
の発生過程の動画解析をおこない、UHRF1
母方 KOマウス胚では、ラギング染色体や微
小核が観察され、細胞質の不均等分裂が認
められたため、UHRF1 は着床前発生におい
て正常な染色体分配と細胞分裂に重要であ
ることを見出した（論文投稿準備中）。ま
た UHRF1 母方 KOマウスの着床前胚では、細
胞内小器官が激しく動き、細胞骨格の異常
が示唆された。	
	 また卵母細胞のプロテオミクス解析にて、
UHRF1 の局在に影響を与えそうな翻訳後修
飾は見つけられなかったものの、UHRF1	KO
卵母細胞では細胞骨格を形成するチューブ
リンサブファミリータンパク質や、透明帯
を構成するタンパク質、さらには膜直下に
存在する裏打ちタンパク質が減少している
ことを見出し、UHRF1 は正常な卵母細胞の
構造形成に重要な役割を担っていることを
明らかにした（論文投稿準備中）。なお、
野生型とUHRF1	KO卵母細胞の転写産物解析
（トランスクリプトーム解析）の結果、
UHRF1 を欠損しても転写には大きな影響が
ないことがわかり、UHRF1 がどのように上
記タンパク質の量を制御しているのか興味
がもたれる。	
	
	 UHRF1 の精子形成過程における役割を調
べるために、タモキシフェン投与で意図し
た時期に生殖細胞特異的に Cre を核内に移
行する事ができるUHRF1	Dppa3-MCMP-Creマ
ウスを作製したが、Cre が一部の細胞でし



か発現せず、KOが不完全で UHRF1 の精子形
成過程における役割の解明には至らなかっ
た。現在、更なる条件検討をおこなってい
る。	
	
[得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト]	
卵母細胞および着床前胚の核内において
UHRF1 が de	novo	DNA メチル化と維持メチ
ル化 に果たす役割 をまとめた論 文
（Maenohara	et	al.,	2017）は PLoS	Genetics
に 2017 年 10 月に公表されて以降、現在
（2018 年 6月 5日）までに 6184	viewとな
っており、非常に高い関心を国内外の研究
者からもたれている。この論文は維持メチ
ル化に関与するタンパク質として知られて
いた UHRF1 が、生体内で de	novo	DNA メチ
ル化に関与することを世界で初めて示した
もので（培養細胞では示されていた）、ま
たUHRF1母方KOマウスの表現型がDNMT1母
方 KO マウスの表現型よりも重篤で、UHRF1
が単なる DNMT1 の共因子ではないことを示
しており、こうした点が世界的に注目を集
めている理由であると考えている。	
	
[今後の展望]		
UHRF1	KO 卵母細胞で、どのように細胞骨格
を形成するチューブリンサブファミリータ
ンパク質や、透明帯を構成するタンパク質、
さらには膜直下に存在する裏打ちタンパク
質が転写制御を介さずに減少するのかを明
らかにしたいと考えている。UHRF1 は RING
フィンガードメインを持つ E3 リガーゼな
ので、細胞質に存在するタンパク質のユビ
キチン化をおこなっている可能性がある。
今後はこのユビキチン化の基質となる候補
タンパク質をプロテオミクス解析にて同定
し、in	vitro アッセイで基質であることの
証明をおこないたい。また UHRF1 の RING ド
メインのアミノ酸置換変異マウスを作成し、
マウスの表現型の解析から、UHRF1 による
ユビキチン化の影響を調べると共に、基質
側のユビキチン化されるリジンのアミノ酸
置換変異マウスを作成し、特定のタンパク
質のユビキチン化の生理的意義を探りたい。	
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