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研究成果の概要（和文）：マウスの胚性幹細胞でmRif1をノックダウンすると, 通常初期胚２細胞期でのみ転写
がみられる遺伝子群(2CG)が脱抑制される(以下2CG-high)。本研究ではこの2CG-high細胞を詳細に解析し, 1. 
2CGとともに内在性レトロウィルスMerv-Lが著しく脱抑制する　2. Zscan4領域のDNAの脱メチル化は限定的であ
る　3. Zscan4遺伝子領域付近で広範囲にH3K27Acが顕著に増加し, 少なくとも20kbにおよぶ特殊なエンハンサー
構造を形成することを見出した。また, N末端の欠失変異体を一過性発現すると2CG-high状態を誘導できること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mouse embryonic stem (ES) cells contain a small population expressing 
zygotic genes usually transcribed at 2-cell stage (2CG). Base on the previous finding, 2CG-high 
cells induced by Rif1 knockdown were precisely analyzed in this study. The main results were as 
follows; 1. mRif1 knockdown lead to massive derepression of 2CG and endoretrovirus Merv-L. 2. DNA 
methylation at Zscan4 loci was not substantially reduced. 3. H3K27Ac was noticeably increased in 
Zscan4 gene loci and formed enhancer-like structure for at least 20 kb. Futheremore, Transient 
expression of mRif1 deletion mutant without N-terminal HEAT repeat structure could induce 2CG-high 
states. 

研究分野：分子生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究の背景 
	 	 近年,再生医療への期待を反映して, 多
能性幹細胞の作製や特定の細胞系譜への分
化誘導法の開発研究がますます重要となっ
ている。一方で, リプログラミングの分子機
構や多能性幹細胞特異的なクロマチン構造
などの基礎的な知見に関しては未知の領域
が多く残されていた。 
	 一口に多能性細胞と言っても様々な状態
が存在する。例えばヒト ES 細胞は, 少し分
化の進んだエピステム（epiblast様の幹細胞）
状態であるが,阻害剤（2i）の添加により多能
性の高い「ground state」へ誘導できる。ま
たマウス ES細胞ではNanogや Rex1等が一
部の集団でしか発現していない（丹羽ら , 
2009）ことや, 通常初期胚２細胞期後期での
み特異的に転写される遺伝子（以下 2CG）群
が数%の ES 細胞集団で散発的かつ遷移的に
発現する（Zalzmanら, 2010）ことが報告さ
れていた。後者に関しては,ヒストン脱メチル
化酵素Kdm1aを発現抑制すると2CGの発現
が脱抑制されること, また 2CG 陽性細胞を
多く含む ES 細胞は胎児組織のみならず胎盤
へも分化することが報告された（Macfarlan
ら, 2011, 2012, 一部異論あり）。この特殊な
ES 細胞は内在性レトロウィルスの一種であ
るMerv-Lの発現も上昇するなど in vivo（初
期胚）での現象を反映しており,全能性を獲得
したかのような状態は「２細胞期胚様 (2-cell 
like cell)」または「super state」と評された
（Suraniら, 2012）。 
 
(2) 本研究に先行する報告や研究代表者の準
備状況 
	 前回の基盤研究(C)（課題番号 23570243）
において研究代表者は, マウス ES 細胞での
DNA 複製制御因子の解析の過程で, Rif1 を
発現抑制すると幹細胞マーカー遺伝子の発
現は変わらないが 2CG の発現が著しく上昇
することを, 偶然発見した（結果１）。同様の
実験の報告は過去にあったが（Wang ら , 
2006）, 彼らは ES細胞での Rif1のノックダ
ウンが線維芽細胞様の分化を誘導するとい
う異なる結論に至っていた。また, 本研究開
始直前に結果１と同様の報告がなされたが
（Danら, 2014）, Rif1による Zscan4の発現
抑制メカニズムには不明な点が残されてい
た。研究代表者は、2CG は数十から数百 kb
の広範囲で遺伝子クラスターを形成する特
殊なゲノム構造を持ち,一因子がこのような
広範囲な遺伝子の発現を制御する例は知ら
れていないことに着目して, Rif1は幹細胞特
異的なクロマチン構造の形成に重要な役割
を持つと考え本研究の申請に至った。準備段
階でmRif1の結合部位をChIPアッセイによ
り解析し, mRif1 が転写の変動する遺伝子の
近傍に結合する可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 

(1) Rif1 の発現抑制が重複遺伝子クラスター
の転写を活性化するメカニズムの解明：初期
胚２細胞期遺伝子はファミリー遺伝子が重
複してクラスターをなす特殊な構造である。
この領域のクロマチン構造を詳細に解析し, 
mRif1 の発現抑制が 2CG を脱抑制するメカ
ニズムを同定する。またクロマチンのアクセ
サビリティーを解析する。 
 
(2) Rif1 依存的な、幹細胞特異的クロマチン
高次構造の決定（特にウィルス因子との関
連）：マウス ES 細胞の２細胞期胚状態では, 
初期胚２細胞期（図１）と同様にクラス III
の内在性レトロウィルス Merv-Lの発現も上
がることが知られている。Rif1の発現抑制が
内在性レトロウィルスの発現を脱抑制する
かを詳細に調べる。また。これを誘導するク
ロマチン構造変化を解析する。 
 
(3) 重複遺伝子クラスター構造と内在性ウィ
ルス因子を利用した super state誘導法の開
発：2CGの発現誘導に必要な制御領域を同定
し,クロマチン構造変化と転写制御の関係を
明らかにする。これにより ES 細胞の super 
stateを誘導する方法を開発する。 
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      図 1．初期胚 2細胞期でのイベント 
 
３．研究の方法 
(1)	Rif1 のノックダウンによる 2CG と内在
性レトロウィルスの発現解析：	Rif1 および
コントロールノックダウンは 2 種の mRif1	
siRNA(#2,	NC#1)および universal 配列 siRNA
で行った。qRT-PCR は細胞から RNA を TRIZOL
で抽出後精製し,cDNA を作製して Light	
Cycler（ロシュ）にて PCR を行った。Zscan4,	
（Zscan4c/f,Zscan4d,	全 Zscan4 共通配列）
Usp17l,	AA681485,	Gm7789,	内在性レトロウ
ィルス,	Major	satellite はデータベースの
配列を参考としてプライマーを作製した。
Zscan4 上流領域約 2.6	kb(Zsc4c-pro)	と融
合した Emerald	GFP をゲノムに異所挿入した
細胞,Zscan4c 遺伝子領域に Emerald	GFP を挿
入したノックイン細胞は洪実教授（慶応大
学）から譲渡して頂いた。リポーター遺伝子
の発現はフローサイトメーター（FACS	
CantoII）にて解析した。レスキュー実験で
はマウス ES 細胞 E14tg2a 株に pCAG-FLAGx2-	



mRif1-IRES-pac ベクターを導入して安定発
現株を取得し,上記の 2 種の mRIf1	siRNA を
用いてノックダウンを行った。	
	
(2)	DNAメチル化の解析:	siRNA 導入後細胞
からゲノム DNA を調製してバイサルファイト
処理を行い,非メチル化 CGサイトの塩基変換
を行った。Zscan4(遺伝子上と上流の計 4 か
所),Merv-L,IAP,Major	satellite,	T の標的
領域を増幅するプライマーを作製し,	ゲノ
ム DNA を鋳型に増幅して配列を解析した。
Zscan4	#2 プライマーは Zscan4d と Zscan4	
b/e を区別するため SNP を配慮した。その他
のプライマーはファミリー遺伝子の共通配
列にアニールするよう設計した。	
	
(3)	ヒストン修飾の変化:	ノックダウン後
の細胞を 1%	ホルムアルデヒドで固定し,	超
音波処理機（Branson および Covaris 社製）
で断片化,	遠心上清作製して修飾ヒストン
抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行った。
回収した DNA は脱クロスリンク後,	プロテア
ーゼ K および RNaseA 処理と精製を行い
ChIP-qPCR の鋳型に用いた。プライマーは
Zscan4 遺伝子の近傍 7 カ所と、比較のため他
の遺伝子およびその近傍を標的としてデー
タベースの配列を参考に設計した。免疫沈降
した DNA の量を,全クロマチンから精製した
DNA 量で標準化して数値を示した。	
	
(4)	クロマチンアクセサビリティの解析:	 	
Zscan4 遺伝子の上流,	Merv-L	5’	LTR,	Major	
satellite 領域の DNA 断片を増幅し,	[a-32P]	
dCTP にて標識し DNA プローブを作製した。細
胞は可溶化後分注し,段階的濃度のマイクロ
コッカルヌクレアーゼ(MNase)を添加してク
ロマチンを部分的に消化した。各試料をアガ
ロースゲルにて電気泳動後,サザンブロット
を行った。	
	
	(5)	Rif 欠失変異体の解析:	Rif1	cDNA はマ
ウス ES 細胞 D3 より取得し NCBI に登録した
（JX255737）。全長 cDNA は pCAG-IRE-pac ベ
クターにサブクローニングした。欠失変異体
はこれを元に制限酵素サイトで切断（または
部分消化）し,再結合して作製した。これを
Zsc4-pro-Emerald	GFP細胞に一過性に発現し,
免疫染色を行って共焦点顕微鏡(LSM780)に
て観察した。	
	
４．研究成果	
(1)	Rif1 のノックダウンによる 2CG と内在
性レトロウィルスの脱抑制：ES 細胞での
Zscan4 の発現に必要な遺伝子上流領域約 2.6	
kb(Zsc4c-pro)は 2CG 陽性細胞のリポーター
遺伝子のプロモーターとして機能すること
が報告されている。Rif1 のノックダウンによ
り他の 2CG と同様に Zscan4 も脱抑制される
ことがマイクロアレイの結果からわかって
いた。このとき ,遺伝子の脱抑制には

Zsc4c-pro 配列が必要十分なのか,あるいは
遺伝子クラスター構造なのかが疑問であっ
た。これを知るため,Zsc4-pro-Emerald	GFP
をゲノムに異所挿入した細胞(A)と,Zscan4c
遺伝子領域に Emerald	GFP を挿入したノック
イン細胞(B)とで脱抑制の程度を比較した。
その結果,A では 3.9%から 25.5%へ,B では
1.0%から 11.3%といずれも Emerald	GFP 陽性
細胞が増加した。このことから Zsc4c-pro 配
列は 2CG の脱抑制に必要であることがわかっ
た（図 2）。しかし B では 6.5 倍なのに対し,
クラスター内領域では 12 倍とより強い発現
誘導が見られることから,遺伝子クラスター
構造が脱抑制をさらに増強する可能性が示
唆された。	
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	 さらに,	様々な 2CG の発現変化を qRT-PCR
により確認した。その結果,Zscan4,	Usp17l,	
AA681485 などが Rif1 のノックダウンにより
数十倍に増加した。FLAG-Rif1 を安定発現し
た株では,この 2CG の脱抑制を解消（レスキ
ュー）することができた。また Zscan4 ファ
ミリー遺伝子間の発現を比較したところ,	
Zscan4c/f および Zscan4d,全 Zscan4 遺伝子
(共通配列のプライマーにて解析)の発現変
化は 60,44,73 倍といずれも著しく脱抑制さ
れた（図 3）。Zscan4 遺伝子はマウス 7 番染
色体の約 820kb の範囲に 9つのファミリー遺
伝子からなる遺伝子クラスターを形成する
が,この領域内に存在する非ファミリー遺伝
子 Gm7789 を調べたところ 2 倍程度の発現変
化しか見られなかったことから（図 3）,		
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この領域全体の転写が脱抑制されているわ
けではないことがわかった。	
	 初期胚 2 細胞期後期および ES 細胞の 2CG
陽性細胞においては 2CG の発現と共に内在性
レトロウィルス(ERV)の発現が誘導されるこ
とが知られている。そこで Rif1 をノックダ
ウンした ES 細胞において ERV の発現を
qRT-PCR で解析した。LINE1 および AluB1(非
LTR 型 ERV),ERV1(クラス I),IAP(クラス
II),ORR1(クラス III),Merv-L(クラス III)を
調べたところ,	Merv-Lのみ発現が数十倍程度
に上昇したが,	他の ERV は変化しないかある
いは 2 倍程度の上昇であった。また,	Major	
satellite の転写も 8.5 倍と顕著な増加が見
られた。このことは Rif1 ノックダウン細胞
では初期胚 2 細胞期や super	state の ES 細
胞と同様の,特殊な ERV などの転写が脱抑制
していることが明らかとなった。	
	
(2)	DNA メチル化解析: 	 初期胚では
Zygotic	genome	activation（胚ゲノムの活
性化）の前後に DNA の脱メチル化が見られる。
ES 細胞で Rif1 のノックダウンにより Zscan4
遺伝子近傍で DNA の脱メチル化が見られるか
を 5つのプライマーセットを設計して解析し
た。転写開始点(#3)を除く 4 領域では DNA メ
チル化は 88%〜95%であり,Rif1 をノックダウ
ンしても依然として高めであった(63%〜86%,
図 4)。この結果は最近報告された,２細胞期
胚様 ES 細胞の DNA メチル化解析の結果と
同様の傾向であった(秋山ら , 2015)。また
Zscan4d遺伝子の上流にはMerv-Lが挿入され
ているので DNA の脱メチル化が亢進している
のではないかと考えたが,予想に反してメチ
ル化は依然として維持されていることがわ
かった(コントロールで 88%,	Rif1 ノックダ
ウンで 75%,	図 4)。	
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同様に転写が脱抑制した Merv-L の近傍領域
の DNA メチル化も解析したところ 5’LTR 領
域(69%)および gag 遺伝子領域(79%)ともに少
し減少したものの概ねメチル化は維持され
ていた(ぞれぞれ 57%,65%,	図 4)。一方,転写
変化が 2倍程度だった IAP の領域では高く維
持されていた(コントロールで 91%,	Rif1 ノ
ックダウンで 85%,	図 4)。	
	
(3)	Zscan4 遺伝子領域のヒストン修飾の変
化:	 遺伝子の脱抑制がクロマチン構造の大
きな転換を伴うことが予想されたのでヒス
トンの修飾変化を解析した。ChIP-qPCR の標
的 配 列 は Zscan4 遺 伝 子 の 上 流 0.3	
kb(TSS),1.4	,	3.2,	10	kb の領域,	エキソン
3,	エキソン 4,遺伝子の下流 1.9	kb とした
(図 5A)。	まず,	ES 細胞で転写に連動したヒ
ストン修飾であるヒストンとして知られ
る,H3 の 4 番目のアミノ酸であるリジンのト
リメチル化(H3K4me3)と,	9,	14 番目のリジン
のアセチル化(H3K9K14Ac)を調べたとこ
ろ,Zscan4 領域ではどちらも元々非常に低い
レベルであることがわかった(図 5B,左上)。
さらに意外なことに Rif1 をノックダウンし
てもどちらも低いまま維持されていた。ヒス
トン H4 の修飾(H4K5Ac,	H4K8Ac,	H4K12Ac,	
H4K16Ac)もほとんど変化がなかった。これに
対して,	H3K27Ac は Rif1 のノックダウンによ
り数倍程度の著しい増加が見られた(図 5B,
左下)。H3K27Ac の増加は調べた全ての領域で
見られたことから,	少なくとも Zscan4 遺伝
子の近傍十数 kb に渡る広範囲でこの現象が
見られることが示唆された。	
	 一方,転写抑制型のヒストン修飾である
H3K27me3,	H3K9me3,	H4K20me1 についても調
べた。H3K9me3 は他の転写が活性化された部
位やサイレントな領域と比較して中程度の
レベルだったが,	ノックダウンした Zscan4
遺伝子領域では,多少変動するものの同程度
に維持されていた(図 5B,右下)。H3K27me3(図
5B,右上),	H4K20me1 は変化がなかった。	
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図 5. クロマチン構造変化 ( ヒストン修飾 )
A. Zscan4c 遺伝子の構造と ChIP-qPCR の標的領域
B. ChIP-qPCR の結果。 Zscan4 以外の遺伝子は比較のための
ポジティブまたはネガティブ性コントロールの値を示す。
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	 本研究の準備中に競合するグループから
Rif1 のノックダウンによる Zscan4 の脱抑制
はこの領域の H3K9me3 と H3K9 メチル化酵素



である GLP の結合の低下を伴うとの報告があ
った(Dan ら ,2014)。そこで本研究では
C57Bl/6j	mRif1	flox/flox マウスより ES 細
胞を樹立して CreERT2 をゲノムに挿入し,	コ
ンディショナルノックアウトができる細胞
を作製して ChIP-qPCR を行ったが,ノックダ
ウンの結果と同様,H3K9me3 はほぼ変化しな
いことが確認された。	
	
(4)クロマチンアクセサビリティの解析:	
クロマチン構造を調べる目的で Zscan4 遺伝
子,	Major	satellite,	Merv-L 領域のクロマ
チンアクセサビリティを,ゲノムDNAのMNase
酵素に対する感受性で解析した。その結果,	
Rif1 ノックダウンにより Major	satellite と	
Merv-L 領域に変化は見られなかったが
Zscan4 遺伝子領域のクロマチンアクセサビ
リティが増え,DNA が消化されやすくなった
ことがわかった。このことはクロマチンがこ
の領域のクロマチンがよりオープンな構造
に変換されたことを意味する。	
	
(5)	Rif欠失変異体の解析:	 マウス Rif1は N
末端の 1097aa の Heat	repeat 構造と C 末端
の約 500aa からなる進化上保存された配列を
持つ。本研究に先立ち,mRif1 は ES 細胞はじ
め,様々な組織系譜の細胞で核に局在するが,
初期胚 2細胞期では例外的に欠失変異体が発
現し,その局在は C 末端に近い領域を含む断
片は核に,	N 末端を含む断片は細胞質に局在
することを見出した。本研究では Rif1 の欠
失変異体が ES 細胞の「２細胞期胚様状態
(2-cell like cellまたは super state)」を誘導
する可能性を考え,	12種の欠失変異体を作製
した。	
	 核に局在する 8 変異体を ES 細胞で一過性
に発現したところ,	C 末端を含み N 末の Heat	
repeat を欠失する C552 およびDN984 では内
在性の全長 mRif1 の発現が低下することを見
出した。さらにこれらを一過性に発現すると
Zscan4-EmGFP のリポーター遺伝子の発現
と,H3K27Ac の修飾が著しく増加することが
わかった。以上のことから mRif1 の欠失変異
体の導入により ES 細胞の super	state 状態
が作出できることがわかった。一方,	一過性
の発現ではなく安定発現株においてはDN984
も 2CG の脱抑制を弱くレスキューするという
結果も得ていることから,	欠失変異体の発
現レベルではなく,	発現量の変化が 2CG の発
現を誘導する可能性が考えられた。	
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