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研究成果の概要（和文）：体細胞性インプリントDMRの確立制御因子を同定し、その分子機構を明らかにするこ
とを目的として、マウスIgf2r/Airn領域を対象に解析した。ES細胞にshRNAライブラリーを感染させる一次スク
リ-ニングにより６種類の候補因子を同定した。二次解析の結果、２種類が目的の制御因子であることを示唆す
る結果を得た。一方、Kcnq1ot1/Cdkn1c領域を対象に、メチル化制御の候補領域を欠失したマウスを作製した。
このマウスではDMRのメチル化は正常であったことから、メチル化を制御する領域の同定はできなかったが、少
なくともCdkn1cのエンハンサー領域が欠失領域内に存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We screened regulatory factors for somatic imprinted DMR establishment 
within Igf2r/Airn domain using shRNA libraries. We found six genes as candidates. Second-order 
analyses revealed two genes as putative regulatory factors for the somatic DMR establishment. In 
addition, we generated model mice, in which candidate regions for DMR establishment were deleted, to
 clarify a mechanism of DMR establishment within Kcnq1ot1/Cdkn1c domain. Since DMR methylation did 
not change in the model mice, it was suggested that the regulatory region for DMR establishment did 
not exist within the deleted region. However, it was suggested that at least the enhancer for Cdkn1c
 would be included within the deleted region because Cdkn1c expression decreased in the model mice.

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： 体細胞性インプリントＤＭＲ　DNAメチル化　ゲノムインプリンティング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インプリント関連疾患では、配偶子形成過程で確立されるgDMRだけではなく、着床後に確立されるsDMRのメチル
化も重要である。sDMRのメチル化を制御する因子の同定を目的に、Igf2r/Airn領域を対象に解析したところ、候
補制御因子を２種類同定した。一方、Kcnq1ot1/Cdkn1c領域では、少なくともCdkn1cの候補エンハンサーの存在
を突き止めた。インプリンティングの分子機構解明と疾患の病態解明に寄与する結果と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) ゲノムインプリンティングとインプリント遺伝子の発現制御 
ゲノムインプリンティングは、両親から受け継いだ一対の対立遺伝子のうち、親の性に従って一
方の親由来の遺伝子のみが発現する現象である。インプリント遺伝子は、発生、発育、胎盤形成、
代謝などに重要であり、その発現異常は種々のインプリント関連疾患を引き起こす。インプリン
ト遺伝子の発現は、DMR（二つのアレル間でメチル化状態が異なる DNA 領域）の DNA メチル化に
基づき制御されている。DMR には、配偶子形成過程でメチル化が確立する gametic DMR（gDMR）
と、受精後（着床後）の体細胞で確立する somatic DMR（sDMR）がある。従来、インプリント遺
伝子の発現制御の中心は gDMR と考えられ、精力的な研究が行われた結果、その制御因子が同定
されている（Kaneda et al., Nature, 2004; Li et al., Develop Cell, 2008 等）。しかし、
sDMR の制御因子に関する研究は少なく、その分子機構は明らかでなかった。 
 
(2) sDMR の DNA メチル化異常と疾患 
インプリント関連疾患は、gDMR のメチル化異常によるインプリント遺伝子の発現異常が主要な
原因である。しかし、研究代表者は、インプリント関連疾患では複数の sDMR がメチル化異常を
起こし、それに伴い遺伝子発現も異常になることを明らかにした（Genet Med, 2014; BMC Cancer, 
2013）。さらに、マウス生体内での不完全なリプログラミングにより、エピジェネティックな変
化のみで腫瘍が発生し、腫瘍特異的な変化として sDMR のメチル化異常が含まれ、かつインプリ
ント遺伝子の発現も変化していることを報告した（Cell, 2014）。これらの結果は、遺伝子発現
および疾患発症・病態において、gDMR のみならず sDMR も重要であることを示している。 
 
(3) Igf2r/Airn インプリント領域 
マウス Igf2r/Airn 領域は、領域内に gDMR と sDMR を含む。体細胞では、Airn は父性発現、Igf2r
は母性発現する。これは、発生初期着床後に gDMR の制御下に Airn が父性発現し、父性アレルの
Igf2r が抑制されるからである。この父性アレルの Igf2r 抑制は、sDMR の DNA メチル化（つまり
sDMR の確立）と抑制的ヒストン修飾にリンクするが、これらの抑制的修飾が確立する分子機構
は明らかでなかった。一方で、Igf2r/Airn 領域の一連のインプリント制御機構は、レチノイン
酸を用いた ES 細胞分化誘導系で再現可能であることがわかっていた。 

 
 
 
２．研究の目的 
Igf2r/Airn 領域を対象に sDMR の確立制御因子を同定し、その分子機構を明らかにすることを第一の目
的とした。さらに、Igf2r/Airn 領域以外の sDMR で当該因子に制御されているすべての sDMR を同定し、
sDMR に共通する分子機構の解明およびゲノム中の当該因子の標的領域・標的遺伝子の同定を第二の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) shRNA ライブラリーを用いた sDMR の確立制御因子の一次スクリーニング 
既に、父性アレル Igf2r に 3xFLAG をつないだ ES 細胞を樹立していた。この ES 細胞に、レンチ
ウィルス shRNA ライブラリー（9,145 のマウス遺伝子を 55,000 の shRNA でカバーする）を感染
させ、レチノイン酸で分化誘導した。sDMR が正常に確立されると父性アレル Igf2r は抑制され
るので 3xFLAG 陰性となるが、sDMR が異常となった場合には父性発現するため 3xFLAG 陽性とな
る。陽性細胞をセル・ソーティングで回収し、ベクターのバーコード配列解析および既知の遺伝
子機能を考慮して６種類の候補因子を同定した。 
 
(2) 二次スクリーニング 
ES 細胞において、それぞれの遺伝子を個別に knockdown（KD）することで二次スクリーニングを
行った。しかし、KD 効率が予想外に悪く、DNA メチル化解析、遺伝子発現解析ができなかった。

図１．Igf2r/Airn インプリント領域 



そこで、CRISPR-Cas9 システムを用いて knockout（KO）することとした。gRNA と Cas9 を共発現
する All-in-one ベクターを作成し、エレクトロポレーションにて ES 細胞へ導入し、それぞれの
gRNA について複数の KO クローンを得た。標的部位における indel を確認したのち、Igf2r と
Airn のアレリックな発現状態および DMR のメチル化状態を解析した。その結果、目的の遺伝子
発現パターンを呈するクローンを複数取得することができたが、DNA メチル化を解析したところ、
未分化状態で DMR であるべき Airn プロモーター領域が脱メチル化していることがわかった。こ
れは、エレクトロポレーションによるアーチファクトによるものと考えられたため、リポフェク
ション法に変更して再度６種類の候補因子の二次スクリーニングを行った。 
 
(3) KvDMR1 メチル化制御候補領域欠失マウスの作製 
ゲノム中の他のインプリント DMR のメチル化制御機構の観点から、マウス Kcnq1ot1/Cdkn1c イ
ンプリント領域を対象として解析を行った。この領域の ICR（gDMR：母性アレルメチル化）は
KvDMR1 であり、そのメチル化の確立には卵成熟過程で Kcnq1 が転写されることが必要であるこ
とが知られている。また、Cdkn1c プロモーター領域は父性アレルメチル化の sDMR である。ES 細
胞において、本領域内にエンハンサーと推測される領域が２カ所あることから、このエンハンサ
ーが Kcnq1 に対して作用すると仮定し、母性アレルで欠失したマウス（ΔR1R2 マウス）とエン
ハンサーを含む 100 kb を母性欠失したマウス（Δ100 kb マウス）を作成した。これらのマウス
を用いて、出生後の体重変化、KvDMR1 と Cdkn1c プロモーターのメチル化、Kcnq1ot1 と Cdkn1c
の遺伝子発現を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) shRNA ライブラリーを用いた sDMR の確立制御因子の同定 
６種の候補遺伝子のうち４種類については、インプリント遺伝子発現状態および DMR のメチル
化状態に変化が認められなかったため、sDMR 確立に関する制御因子ではないことが示唆された。
一方、残りの２つの遺伝子 X と遺伝子 Y については、未分化 ES 細胞において Airn プロモータ
ー領域が DMR として維持されており、５日間のレチノイン酸分化誘導で Igf2r と Airn が正常と
は異なる両アレル発現を示した。現在、レチノイン酸分化誘導後の Airn プロモーター領域 DMR
（gDMR）と Igf2r プロモーター領域 DMR（sDMR）のメチル化を解析中である。sDMR の DNA メチル
化が正常に確立していない結果を得られた場合は、これらの遺伝子が sDMR の確立制御因子であ
る可能性がある。 
 
(2) KvDMR1 メチル化制御候補領域欠失マウスの解析 
ΔR1R2 マウスとΔ100 kb マウスの出生後の体重変化を出生後 9週まで計測したが、どちらのマ
ウスも野生型マウスと同様の成長曲線を示した。肝臓組織を用いて KvDMR1 と Cdkn1c プロモー
ターのメチル化、Kcnq1ot1 と Cdkn1c の遺伝子発現を解析した。KvDMR1 と Cdkn1c プロモーター
はどちらのマウスでも正常メチル化を維持していた。アレリックな遺伝子発現では、どちらのマ
ウスでも Kcnq1ot1 は父性片アレル発現、Cdkn1c は母性片アレル発現を示し、発現パターンは正
常であった（図２）。しかし、遺伝子発現量の解析では、ΔR1R2 マウスは野生型と有意差のない
発現量であったが、Δ100 kb マウスでは Kcnq1ot1 の発現が有意に増加し、Cdkn1c が有意に減少
していた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



このことから、欠失領域に gDMR である KvDMR1 のメチル化確立に関与するエンハンサーはない
ことが示唆された。一方、Cdkn1c に対するエンハンサーが含まれており、エンハンサーが母性
欠失することで、Cdkn1c が減少したと考えられた。父性片アレル発現を示す Kcnq1ot1 の発現量
が増加したことについては、母性アレルの 100 kb 欠失領域内に trans に働くリプレッサーが存
在する可能性が考えられた。今後の解析が必要である。 
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