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研究成果の概要（和文）：脊椎動物におけるプロモーターのDNAメチル化は、遺伝子発現制御に機能する事が報
告されている。しかし、転写終結領域におけるDNAメチル化の役割に関しては、未だ報告されていない。本研究
では、哺乳類新規DNAメチル基転移酵素Dnmt3aの相同遺伝子であるゼブラフィッシュdnmt3aa遺伝子の母性胚性ノ
ックアウト変異体（MZdnmt3aa-/-）を作製し、転写終結過程におけるDnmt3aaの機能解明を研究目的とした。
MZdnmt3aa-/-胚を用いたRNA-seq解析・全ゲノムバイサルファイトシーケンシング解析等により、転写終結領域
におけるDNA低メチル化は、転写終結制御に関与している事を見出した。

研究成果の概要（英文）：The de novo DNA methyltransferase Dnmt3a regulates gene expression through 
methylation modification of genomic DNA. DNA methylation of promoters in vertebrates has been 
reported to function in the regulation of gene expression. However, the role of DNA methylation in 
the transcription termination region has not yet been reported. In this study, we generated a 
maternal embryonic knockout mutant (MZdnmt3aa-/-) of the zebrafish dnmt3aa gene, which is a 
homologue of the mammalian Dnmt3a gene, to elucidate the function of Dnmt3aa in the transcription 
termination process. We found that DNA hypomethylation in the transcription termination region is 
involved in the regulation of transcription termination by comprehensive gene expression analysis 
and whole genome bisulfite sequencing analysis using MZdnmt3aa-/- embryos.

研究分野：情報生物学

キーワード： 転写終結　Dnmt3a　ゼブラフィッシュ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　脊椎動物におけるプロモーターのDNAメチル化は、遺伝子発現制御に機能する事が報告されているが、転写終
結領域におけるDNAメチル化の役割に関しては、未だ報告はなされていない。本研究課題では、世界で初めて転
写終結領域におけるDNA低メチル化が、転写終結制御に関与している事を見出した。DNAのメチル化制御は、癌の
悪性化にも関している事が知られているため、本研究成果は癌治療にも役立つと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
＜１．研究開始当初の背景＞ 
 ゲノム DNA のメチル化は、主に遺伝子発現制御を介して、発生・iPS 細胞作製等における細

胞分化・初期化や癌化等の疾患への関与が報告されている。この様なメチル化修飾は、DNA メ

チル基転移酵素（DNA methyltransferase; Dnmt）により行われ、哺乳類には Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b
の 3 種類が知られている。この 3 種の酵素は、DNA 複製に伴うメチル化パターンの維持に働く

Dnmt1（維持メチル化酵素）と新規メチル化パターンの形成に機能する Dnmt3a, Dnmt3b（de novo
メチル化酵素）に分類する事が出来る。マウス発生過程では、受精後から着床前においてゲノム

DNA が一旦脱メチル化されるが、着床後は Dnmt3a 及び Dnmt3b が、それぞれ独自の標的配列

をゲノムワイドで再メチル化する。したがってマウスにおいて de novo メチル基転移酵素の機能

喪失は、様々な領域でのメチル化低下と、その直接的・間接的影響による多数の遺伝子発現の変

動を引き起こし、ノックアウトマウスは致死となる。このことは次の二つの解析を困難にしてい

る。一つは、メチル化により組織特異的発現が直接コントロールされる遺伝子の同定である。マ

ウス Dnmt3a がコントロールする遺伝子には急性骨髄性白血病の責任遺伝子が含まれると予想

されるが、その発見に至らない原因はおそらくここにある。もう一つはメチル化の標的配列決定

機構の解明で、これはメチル化により直接コントロールされる遺伝子の同定が解析の前提条件

となる。そこで本研究課題では、ゼブラフィッシュの安定でシンプルな DNA メチル化様式を利

用して、「メチル化により組織特異的発現が直接コントロールされる遺伝子は存在するのか？」・

「その遺伝子はどのようにしてメチル化の標的となるのか？」というエピジェネティクスにお

ける根本的かつ永年の謎を問う。 
 特に本研究において私達は、DNA メチル化の関与が知られている転写制御に着目した。脊椎
動物におけるプロモーター及び遺伝⼦内（Gene Body）の DNA メチル化は、転写開始及び転写
伸⻑・スプライシングに関与し、発⽣過程の細胞分化や癌化における遺伝⼦発現制御に機能する
事が報告されている。しかしながら、転写終結領域における DNA メチル化の役割に関しては、
未だ報告はなされていない。本研究課題では、ゼブラフィッシュ DNAメチル基転移酵素遺伝⼦
Dnmt3aa⽋損変異体を⽤いて、転写終結における DNAメチル化の機能を明らかにする事を⽬標
とする。 
 
＜２．研究の目的＞ 
 de novo DNA メチル基転移酵素 Dnmt3a は、ゲノム DNA のメチル化修飾を介して遺伝子発現

を制御している。私達は、哺乳類 Dnmt3a の相同遺伝子であるゼブラフィッシュ dnmt3aa 遺伝子

の母性胚性ノックアウト変異体（MZdnmt3aa-/-）を作製した結果、血管芽細胞（血液と血管内皮

細胞の共通の前駆体細胞）は形成されるが、血管内皮細胞の低形成・血液細胞（一次・二次造血）

の大幅な減少が観察された。更に私達は、MZdnmt3aa-/-変異体を詳細に解析した結果、転写終結

領域の DNA低メチル化と転写終結異常（読み通し転写：read-through）の間に正の相関関係があ
る可能性を⾒出した。本研究課題では、MZdnmt3aa-/-胚を用いた網羅的遺伝子発現解析（RNA-
Seq）・Whole Genome Bisulfite Sequencing（WGBS）解析・情報生物学的解析等により、直接の

標的であるゲノム領域を明らかにし、造血過程及びに転写終結過程における Dnmt3aa の機能解

明を研究目的としている。 
 
＜３．研究の方法＞ 
（１）Dnmt3aa による造血異常を解析するため、MZdnmt3aa-/-胚を用いて、一次造血マーカー（tal1, 

lmo2, mpx）と二次造血マーカー（cmyb）遺伝子の発現解析を詳細に行い、異常になってい

る造血過程を明らかにする。 

（２）受精後 2 日目の MZdnmt3aa-/-胚を用いて WGBS 解析を行い、ゲノムにおける Differentially 
Methylated Region（DMR）の位置（転写開始点 TSS・遺伝子内領域・転写終結点 TTS・遺伝

子間領域）を特定する。 

（３）受精後 2 日 MZdnmt3aa-/-胚から RNA を抽出し、RNA-seq 解析及び qRT-PCR 解析により、

転写終結異常を明らかにする。 



 

＜４．研究成果＞ 

（１）MZdnmt3aa-/-胚における造血の解析 

 CRISPR-Cas9法により、ゼブラフィッシュdnmt3aaのノックアウト変異体（MZdnmt3aa-/-）の作

製を行った（図１）。MZdnmt3aa-/-変異体の造血に関しては、一部の胚では全く血液が観察されず、

更に次世代に受け継がれている可能性が見出された。この様な現象はエピ変異である可能性が

考えられるため、造血関連遺伝子のエピジェネティックな変化に関して、現在継続して解析を行

っている段階である。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

図１ MZdnmt3aa-/-変異体の作製と表現型 
CRISPR-Cas9法により 5 bp の欠失が起こり、13番目のアミノ酸からフレームがずれたアミノ酸

（赤い領域）と終始コドンを生じる。 

 

 

図２ MZdnmt3aa-/-胚変異体における転写終結異常 

(A) TTS 下流の転写産物、読み通し転写産物、キメラ転写産物を検出するためのプライマー設計

部位。(B, C, D) TTS 下流の転写産物の発現量解析 (B)、kcnk1b 遺伝子における読み通し転写産

物の発現量解析 (C)、im7152937 遺伝子における読み通し転写産物の発現量解析 (D)、(E) 
im7152937 遺伝子におけるキメラ転写産物の発現量解析 



（２）Dnmt3aa によりメチル化制御されるゲノム DNA 領域の特定 

 WGBS 解析により、全ゲノムにおけるメチル化解析を行った結果、MZdnmt3aa-/-変異体におい

て、DNA メチル化が野生体と比較して有意に減少したゲノム領域 DMR は 4032ヶ所であり、遺

伝子内領域には 2350ヶ所ある事が明らかになった。更に、MZdnmt3aa-/-変異体の RNA-seq 解析

を行い、発現している遺伝子に関して調べた結果、転写開始点 TSS を含む DMR（60ヶ所）、転

写終結点 TTS を含む DMR（27ヶ所）に分類された。 
 
（３）qRT-PCR による転写終結異常の検出 

 野生体と比較して MZdnmt3aa-/-変異体特異的に TTS のメチル化が減少した３つの遺伝子

（cytokine like 1 (cytl1), im:7152037, potassium channel, subfamily K, member 1b (kcnk1b)）に関して

qRT-PCR 解析を行った結果、全ての遺伝子で TTS 下流の遺伝子発現が増加している事が明らか

になった（図２A, B）。また、kcnk1b, im:7152037 遺伝子は、読み通し転写を起こしている事、

更に im:7152037 遺伝子に関しては、TTS を超えた転写産物と下流遺伝子のエキソンとのキメラ

転写産物が有意に増加していた事を見出した（図２A, C-E）。以上の結果は、転写終結領域にお

ける DNA 低メチル化により読み通し転写が起こっている事を示しており、世界で初めて転写終

結異常を検出することに成功した。同様に、情報生物学的解析により、Dnmt3a のノックアウト

マウス神経細胞においても、読み通し転写が起こっている事を明らかにした。 
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