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研究成果の概要（和文）：私たちは、妊娠中に無機ヒ素を含む水を飲んだ母マウス(F0世代)から生まれた雄(F1)
の子(孫世代、F2)で肝腫瘍が増加することを発見した。このような現象の機序として、環境因子が精子ゲノムの
DNAメチル化等のエピジェネティック修飾を変化させ次世代に影響を伝えることが示唆されている。しかし精子
のエピジェネティック変化が受精後の再構成を経て胚に継承されるかは、これまで不明であった。本研究では、
妊娠期ヒ素曝露を受けたF1雄と他系統の雌マウスを交配し、初期胚のDNAメチル化をゲノムワイドに解析した。
その結果、ヒ素曝露による精子のメチル化変化が次世代胚の雌雄のアレルに受け継がれることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigate the mechanism of hepatic tumor increase in the F2 generation 
born to F1 males gestationally exposed to arsenic in mice. DNA methylation changes in sperm are 
implicated in paternal inheritance of environmental impacts. On the other hand, it is not clarified 
whether DNA methylation changes caused by environmental impact remain in the embryos through 
epigenetic reprogramming and reconstitution of methylation after fertilization. We obtained embryos 
by crossing F1 males gestationally exposed to arsenic and control females of a different strain and 
analyzed DNA methylation changes using next-generation sequencing in a genome-wide manner. We have 
clarified that environmentally induced DNA methylation changes in the sperm, such as increase in 
hypomethylated DNA in retrotransposon LTRs and LINEs, are inherited to the embryos. These results 
indicate that DNA methylation changes originated from sperm can cause adverse effects in the 
embryos.

研究分野：衛生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
妊娠期の環境因子の曝露が孫世代やその後の世代の健康に影響を及ぼすことが明らかにされつつあり、生殖細胞
のエピジェネティック修飾の変化が影響を伝える原因になることが示唆されている。一方、生殖細胞のエピジェ
ネティック修飾は受精時に初期化を受けることから、環境因子の影響もリセットされるのではという考え方があ
り、世代を超える影響の機序の考え方は確立されていない。本研究では、大きな脱メチル化・再メチル化を経て
再構成される初期胚のDNAメチル化修飾をゲノムワイドに定量的に解析し、環境因子による精子のDNAメチル化変
化が胚に受け継がれることを明らかにし、生殖細胞を介した世代を超えた影響の機序の理解を推進した。

※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 
 
 受精卵の発生プログラムや癌（悪性腫瘍）などの分化異常に、DNAのメチル化をはじめとした
エピジェネティック修飾が深く関与している。エピジェネティック修飾とは、突然変異のような
DNAの塩基置換を伴わずに、遺伝子機能を調節する仕組みである。妊娠期の化学物質曝露の影
響がその子(F1)ばかりでなく、孫世代(F2)やその後の世代に伝わり成長後に各種疾患を増加させ
るという、従来は考えられなかった新たな生体影響に関する研究結果が次々と報告され、その影
響を伝搬する主要なメカニズムはF1体内の生殖細胞の「エピジェネティック修飾」のかく乱であ
ると考えられるようになっている(Tillo et al. J Cell Physiol 2016, Guerrero-Bosagna & Skinner, Mol 
Cell Endocrinol 2012他)。しかし、精子や卵子のエピジェネティック修飾のかく乱から次の世代の
疾患につながる道筋に関しては、これまでの世界の研究において具体的な手掛かりはほとんど
得られていない。 
 
申請者らはDNAメチル化変化を誘導することが報告されている無機ヒ素を妊娠中のC3Hマウ
ス(F0)に投与すると、雄の子(F1)を親とする次の世代(F2)、すなわち孫世代の雄の成長後に肝腫
瘍が増加するという新たな現象を発見した(Nohara et al. J Appl Toxicol 2016) 。C3Hマウスは雄が
悪性腫瘍を含む肝腫瘍を発症しやすい系統であることから、妊娠期ヒ素曝露が孫世代で腫瘍増
加の形質を増強すると考えられた。さらにヒ素群F2を作るF1精子ゲノムにおいてDNAメチル化
修飾のかく乱を検出し（H27-28挑戦的萌芽研究）、ヒ素群F1精子のDNAメチル化修飾のかく乱
がF2の肝腫瘍増加につながる可能性を見いだした。 

 
一方、精子や卵子のエピジェネティックな修飾は、受精後に大きな再構成を受ける。DNAメチ
ル化は一旦ほぼ初期化（脱メチル化）され、受精卵から初期胚の分化において他のエピジェネテ
ィック修飾とともに再構成される。ここで受精前の生殖細胞のDNAメチル化かく乱が受精を経
て次の世代に伝わるかという点はこれまで確認されておらず、生殖細胞を介して伝わる環境因
子曝露の影響継承の基盤となる考え方に議論が残る一因となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、F1精子のDNAメチル化かく乱がメチル化の初期化・再構成を乗り越えてF2胚に
伝わり、F2の健康影響に関与する可能性を検証することを目的とした。そのために、最新のゲノ
ム解析手法を用いて、妊娠期にヒ素曝露を受けたF1精子からDNAメチル化再構成後のF2胚に伝
わるDNAメチル化かく乱の検出を試みた。さらに雄由来アレルと雌由来アレルにいかにDNAメ
チル化修飾が伝搬するかを明らかにするためにアレル別解析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
３－１）RRBS法によるメチル化 DNAの次世代シークエンスデータ解析パイプラインの構築 
  
 ゲノムDNAからReduced representation bisulfite sequencing (RRBS)解析用に調製したライブラリー
を次世代シークエンス解析し、得られたFastqファイルからDNAメチル化解析を以下の手順で行
うパイプラインを構築した：trim galore software (http://www.bioin forma tics.babra ham.ac.uk/proje 
cts/trim_galor e/)(ver. 0.6.5) によるアダプタートリミング、Bismark program (ver. 0.22.3) (Kruegar et 
al. Bioinformatics 27, 571, 2011) によるリファレンスゲノム (mm10) へのマッピングとメチル化
検出、samtools program (http://www.htslib.org/) によるsamファイルへの変換、methylkit package (ver. 
1.14.2) (Akalin et al. Genome Biol. 13 R87, 2012) によるメチル化率の算出と有意差検定、Integrative 
Genomics Viewer (igv) で の 閲 覧 用 フ ァ イ ル の 作 成 、 HOMER software (ver. 4.11) 
(http://homer.ucsd.edu/homer /) によるアノテーションの付与。ここで得られたデータファイルを
もとに、F1精子とF2胚のDNAメチル化修飾の比較を行った。 
 
 
３－２）対照群および妊娠期ヒ素曝露群 F2初期胚の採取と DNAおよび RNA調製 
 
 対照群および妊娠期に無機ヒ素を含む水を投与した（ヒ素群）C3H/HeN系統マウスの F1雄を
C57BL/6系統の雌と交配し、妊娠 7.5日目に F2胚を採取した。なおヒ素曝露は、F2で肝腫瘍が



増加した条件（F0 の妊娠 8-18 日に 85 ppm の亜ヒ酸ナトリウムを含む水を自由摂取させる：
Nohara et al. J Appl Toxicol 2016）で行った。各胚から AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal kit 
(QIAGEN)で DNA および RNA を調製し、DNA は Qubit Fluorometer (Invitrogen)で、RNA は
Bioanalyzer (Agilent)で定量した。DNA を用いて ZFY 遺伝子の有無を PCR で調べることによっ
て雌雄を判別した。本研究では、雄の胚 3~5個の DNAをあわせて 1サンプルとし、解析に用い
た。 
 
３－３）F1精子および F2胚のメチル化 DNAの RRBS解析 
 
 前項のように調製した F2 胚 DNA、各群 5 サンプルについて RRBS ライブラリーを作製し、
次世代シークエンスデータを得た。F2胚の次世代シークエンスデータと先に得られた F1精子の
次世代シークエンスデータを３－１）で述べたパイプラインを用いて同条件で解析した。
methylkit解析は defaultである destrand=falseで行った。F1精子、F2胚それぞれについて、すべ
てのサンプルで共通して coverage 10以上のメチル化サイト(CpG)を検出し、その中で対照群に対
してヒ素群でメチル化が 10%以上変化 (q value<0.01)したサイトを differentially methylated 
cytosine (DMC)として検出した。さらにヒ素群でメチル化が 10%以上低下したサイトを hypoDMC、
10%以上上昇したサイトを hyperDMCとした。 
 
３－４）F2胚の DNAメチル化のアレル別解析 
 
 雌雄のアレル別解析のために、配列が公開されていない C3H/HeNマウスのゲノム配列を全ゲ
ノムシークエンスで決定した。C57BL/6マウスのゲノム配列を C3H/HeNマウスのゲノム配列と
比較し、SNPを Nマスクしたリファレンスゲノムデータ(GRCm38_C3HHeN_N-masked)を作製し
た。 F2 胚の次世代シークエンスデータを trim galore でトリミングし、Bismark で
GRCm38_C3HHeN_N-maske 配 列 に マ ッ ピ ン グ し た の ち 、 SNPsplit (https:// 
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/SNPsplit/) を用いてリードの雌雄アレルへの振り分け
を行った。得られたデータについて、３－１）のパイプラインを用いて methylkit 以降の解析を
行った。methylkitは destrand =falseで解析した場合、選ばれるDMCの数が少なかったため destrand 
= trueとし、q value<0.05で 2%以上変化があった CpGサイトを DMCとして検出した。またヒ素
群でメチル化が 2%以上低下したサイトを hypoDMC、上昇したサイトを hyperDMCとした。 
 
 
４．研究成果 
 
４－１）RRBS法によるメチル化 DNAの次世代シークエンスデータ解析パイプラインの構築 
 
本研究において、各種の公開プログラムを用いてメチル化 DNAの次世代シークエンスデータ
を解析するためのパイプラインを構築した。このパイプラインでは、DNA メチル化の次世代シ
ークエンス解析において比較的詳細な解析が遅れているリピート配列の解析を容易にすること
を意図して、モチーフ解析ソフトである HOMER softwareを組み込んだ。このパイプラインを用
いることによって、他の研究課題において妊娠期ヒ素曝露を受けた F1（ヒ素群 F1）精子の DNA
では、対照群と比較して特にレトロトランスポゾンの LTR (Long terminal repeat)と LINE (Long 
interspersed element)というクラスで低メチル化するサイトが増加するという事実を明らかにし
(Nohara et al. Epigenetics Chromatin 2020)、パイプラインの有用性が示された。 

 
４－２）対照群および妊娠期ヒ素曝露群 F2初期胚の採取と DNAおよび RNA調製 
 
本研究では、上述の妊娠期ヒ素曝露による F1精子の DNAメチル化変化が、受精後の初期化・
再構成後の胚にも受け継がれるか否かを検討した。そのために、対照群および妊娠期にヒ素曝露
を受けたヒ素群の子（F1）マウス（C3H/HeN系統）雄と他系統（C57BL/6）の雌を交配し、DNA
メチル化の初期化・再構成後の胎生 7.5日の胚を採取した（図）。各胚 1個から DNAおよび RNA
を調製し、DNAと RNAを定量し、DNAを用いて ZFY遺伝子の有無から雌雄の判別を行うこと
ができた。 
本研究では雄の胚 3～5 個の DNA を合わせて１サンプルとし、対照群、ヒ素群各 5 サンプル
について DNAメチル化解析を行った。 

 
 
            

図. 採取したマウス 7.5日胚 
 
 



 
 
４－３）ヒ素群 F1精子から DNAメチル化再構成後の F2胚に受け継がれる DNAメチル化変化 
 
 F1精子および F2胚について３－３）に記した条件で解析を行った結果、それぞれ 200万以上
の CpG が検出された。ヒ素群 F1 精子ではすべての染色体で DNA メチル化がみとめられたが、
F2胚においても同様にメチル化低下がおこっていることが明らかとなった。 

F1 精子では対照群とヒ素群を比較してメチル化に 10％以上差がある differentially methylated 
cytosine (DMC)が約 3,700か所検出されたのに対して、F2胚では約 28,400か所検出された。その
うち、精子では hypoDMC の占める割合が大きく、80％近くが hypoDMCであった。胚では 65％
が hypoDMC であり、hypoDMC の割合が高いという精子での変化が胚に受け継がれていること
が明らかとなった。また、hypoDMCと hyperDMCの割合の偏りは、胚では精子ほど大きくない
ことが明らかになった。 
また DMCがゲノムのどの領域に検出されるかを調べた結果、ヒ素群 F2胚においても F1精子
と同様に、LTRと LINEで hypoDMC、hyperDMCともに有意に高頻度に検出され、特に hypoDMC
の出現頻度が顕著に高かった。 
以上より、ヒ素群 F1精子における DNAメチル化変化が、受精後に初期化・再構成を経て F2
胚に受け継がれること、hypoDMC と hyperDMC の偏りの程度は小さくなるが、hypoDMC、
hyperDMCともに数は多くなることが明らかとなった。 
  
４－４）ヒ素群 F2胚の雌雄各アレルにおける DNAメチル化変化 
 
 ３－４）に記した条件で SNP をマスクしたゲノムにマッピングを行った結果、胚のアレル区
別なしでは約 141万、精子由来、すなわち雄由来アレル(C3H/HeN)で約 65,000、卵由来、すなわ
ち雌由来アレル(C57BL/6)で約 94,000の CpGを検出した。全 DMC中の hypoDMCと hyperDMC
の割合は、アレル区別なし、雄由来アレル、雌由来アレルいずれでも同程度に hypoDMCが多い
という特徴が観察された。 
ゲノム領域別の分布については、一部で hypoDMCまたは hyperDMCの出現頻度がアレル区別
なしと同様に変化する領域があったが、有意差を検出できた変化はごく限られていた。その原因
の一つとしてアレル別にマッピングできた配列が少なかったことによる可能性が考えられた。 
以上より、ヒ素群 F1 精子における DNA メチル化変化は、受精後に精子由来アレルのみなら
ず卵子由来アレルにも同様の変化を引き起こすことが示された。 
 
４－５）まとめ 
 
 ここ 20年ほどの間に、環境因子の曝露によって代謝疾患をはじめとする様々な健康影響が世
代を超えて伝わるという報告が数多くなされるようになっている。特に父親を介した影響につ
いては、精子のエピジェネティックな変化が原因となるという考え方が有力になっている 
(Barouki et al. Environ Int 2018)。DNAメチル化変化は、ヒストン修飾をはじめとする他のエピジ
ェネティック修飾と密接に関係し、世代を超えた影響の原因となると考えられている。しかし世
代を超えて影響が伝わる分子メカニズムはほとんど明らかにされておらず、生殖細胞の DNAメ
チル化をはじめとしたエピジェネティック修飾は、受精後初期化を受けることから、生殖細胞の
エピジェネティック変化は受精後の胚に影響を及ぼさないのではないかという議論もあり、世
代間影響の考え方が定まらない原因の一つとなっていた。特に DNAメチル化は受精後にいった
ん大部分が除かれ、その後再構成されることから、環境因子によって生殖細胞でおこった DNA
メチル化変化が受精後の胚に持ち込まれるか否かは未解明であった。 
 
本研究では、妊娠期ヒ素曝露による精子の DNAメチル化変化が受精後の胚での初期化・再構
成を経て、次世代に受け継がれるかという課題を明らかにすることを目的とした。そこで妊娠期
ヒ素曝露を受けた雄と曝露を受けていない他系統の雌を交配し、受精後の初期化・再構成後の胚
の DNAメチル化のゲノムワイドな次世代シークエンス解析を行った。その結果、精子でのメチ
ル化変化が受精後に受け継がれることを定量的に明らかにすることに成功した。このことから、
精子で起こった DNAメチル化変化が直接胚に伝わり、次の世代に影響を及ぼすという経路が可
能であることを示した。 

 
 本研究で明らかになったヒ素群 F2 胚での DNA メチル化変化の一つが、全染色体にわたる
DNAメチル化の低下であった。DNAメチル化低下はゲノムの不安定化につながりうる変化であ
る(Li and Zhang Cold Spring Harb Perspect Biol 2014; Smith and Meissner Nat Rev Genet 2013)。もう
一つの大きな特徴がレトロトランスポゾンの LINE および LTR のメチル化低下であった。レト



ロトランスポゾンの転移は発がんをはじめ様々な疾患の原因となるが(Hancks, Kazazian Jr Mobile 
DNA 2016; Beck et al. Annu Rev Genom Hum Genet 2011)、DNAメチル化はこれらのレトロトラン
スポゾンの有害な転移を抑制する重要な役割を果たしている (Li and Zhang Cold Spring Harb 
Perspect Biol 2014; Smith and Meissner Nat Rev Genet 2013)。精子や胚におけるレトロトランスポゾ
ンのメチル化の低下は、精子や胚において有害なレトロトランスポゾンの転移活性を高める可
能性がある。 
 
 本研究の実験系では、孫世代で肝腫瘍が増加することが見つかっているが (Nohara et al. J Appl 
Toxicol 2106)、上に述べたようにレトロトランスポゾンの活性化は発がんをはじめとした各種の
疾患に関与することが報告されている。特に LINEの活性化が肝腫瘍の発生に関与することが報
告されている (Schauer et al. Genome Res 2018; Shukla et al. Cell 2013)。また地質の無機ヒ素濃度が
高い世界のヒ素汚染地域では、発癌や糖尿病等の代謝疾患、心疾患、神経疾患、免疫疾患などが
増加している (Hughes et al. Toxicol Sci 2011; Mondal et al. Environ Int. 2020; Siddique et al. 
Chemosphere 2020)。環境因子の曝露による次世代への影響を防止するために、今回明らかにした
妊娠期ヒ素曝露によって精子から F2胚に伝わるレトロトランスポゾンのDNAメチル化変化が、
F2世代の成長後にいかなる影響をもたらすか、さらに検討が必要と考える。 
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