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研究成果の概要：新規型DNAメチル基転移酵素であるDnmt3aおよびDnmt3bのマウス成体組織

における発現を解析した結果、小腸のcrypt細胞や、網膜の一部の神経細胞ならびに大脳の脳

室周辺で産生され臭球へと移動する未分化な神経細胞の集団（RMS）や臭球内の顆粒細胞におい

て Dnmt3a が特異的に発現されていることを明らかにした。これらの結果は成体組織に存在す

る幹細胞の分化過程においても新規型DNAメチル基転移酵素が重要な機能を有していること、

またDnmt3aが未分化な神経細胞のマーカーとなる可能性を示す結果となった。 
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１． 研究開始当初の背景 
(1)生物の個体発生において各組織の形成

過程には幹細胞と呼ばれる自己増殖能をも

った一連の細胞群が存在する。発生初期にお

いてはすべての細胞種をつくる基となる多

能性幹細胞が存在し、やがて神経系や造血系

などの基になる組織特異的な幹細胞が出現

する。これら幹細胞の性質を明らかにし特定

の細胞への分化を人為的に制御する事が再

生医療を確立する上で重要な基礎研究にな

るものと考えられている。しかし幹細胞の未

分化な状態がいかに維持され、その分化がど

のように制御されているかという基礎的な

問題については未だ不明な点が多い。本研究

の目的は遺伝子のエピジェネェティク (DNA

の塩基配列に依存しない遺伝子の発現制御)

な調節機構と考えられるDNAのメチル化とそ

のメチル基転移酵素に注目し、幹細胞の発生

と分化におけるその機能を解明することで

ある。これらの研究から得られる、新たな知

見は幹細胞の維持、増殖、分化を人為的に制

御する技術に直接的に結びつくものと考え

られ、再生医療等への応用が期待できる研究

になるものと考えられる。 
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(2)現在までにDNAのメチル化は遺伝子転

写やクロマチンの形成を介してゲノムの機

能を可塑的に制御していることが解かって

いる。また発生過程においてはDNAのメチル

化が動的に変化して細胞の分化能が決定さ

れ、その後の組織特異的な遺伝子発現にも重

要な働きをしているものと考えられる。我々

はこれまでにDNAのメチル化を実際に行って

いる酵素群に着目し、その生体内における蛋

白質レベルでの発現を調べたところ、DNA上

に付加されたメチル化の情報を複製時に維

持する、維持型のDNAメチル基転移酵素であ

るDnmt1が精巣や小腸に存在する自己増殖性

の幹細胞で強く発現していることを発見し

た。またDNAにメチル基を新規に付加する、

新規型DNAメチル基転移酵素(de novo methy

ltransferase)であるDnmt3b がマウス初期

胚に発生する多能性を有した細胞集団であ

るエピブラスト（原始外胚葉）において一時

的に発現が増大し、その後各組織への細胞分

化とともに発現が消失すること、さらに別の

de novo methyltransferase であるDnmt3a

がDnmt3bの発現を消失した組織で急激にそ

の発現が開始される現象を発見し、２種類の

de novo methyltransferaseの発現がマウス

初期発生過程において切り替わる現象を明

らかにした。また最近Dnmt3bがエピブラスト

のような全能性を有した幹細胞だけでなく、

11.5日胚の背側大動脈から出現するCD34抗

原陽性の造血幹細胞、ならびに精巣の精原細

胞の分化過程においても初期胚と同様にDnm

t3bからDnmt3aへの発現の切り替わりが行な

われている事を報告した。 

以上の研究は現在まで漠然と捉えられてき

たDNAのメチル化の現象を個々のメチル基転

移酵素について各発生段階の細胞レベルで解

析した初めての研究であり、Dnmt3bやDnmt3a 

等のde novo methyltransferaseの正確な発

現の調節が胚発生過程において必要とされて

いること、ならびに造血幹細胞や精原細胞の

ように成体組織に存在する、分化の方向性が

既に決定している幹細胞においても特定の

 de novo methyltransferaseによるDNAの

修飾が幹細胞特異的な遺伝子の発現やその

後の各組織への細胞分化を制御していると

いう、新たな幹細胞の分化モデルを提示する

こととなった。 

 
２． 研究の目的 
本研究では初期胚または成体組織に存在す

る既知または未知の幹細胞における DNAメチ

ル基転移酵素群の発現とその機能を解析し、

それらの機能から考えられる、細胞が幹細胞

として存在、または特定の細胞へと分化する

ためのメカニズムの解明を目的とする。その

ためにまず、まだ解析がなされていない多く

の成体組織に存在する幹細胞およびその分化

過程における個々の de novo methyl－

transferaseの詳細な発現の解析が必要であ

る。これらの研究により現在までに我々が明

らかにしてきた、幹細胞特異的な de novo 

methyltransferaseの発現、およびその分化

過程におけるDnmt3bからDnmt3aへの発現の

切り替わりの現象を幹細胞固有の特性として

より一般化することが可能となるものと考え

ら れ る 。 ま た さ ら に こ れ ら de novo 

methyltransferaseの発現を指標として成体

組織における新規の幹細胞の発見がなされる

ものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
マウス胚の器官形成過程に発生する造血
幹細胞や神経幹細胞ならびに成体の組織内
に存在する皮膚、神経、筋肉等の組織特異的
な幹細胞における個々の de novo methyl－
transferaseの発現を解析し、またそれらの
幹細胞が発生または分化する過程での発現
の変化を詳細に調べ、幹細胞の分化とde novo 
methyltransferaseの関係を明らかにする。
また同時にde novo methyltransferaseの発
現を指標として成体組織に存在する新たな
組織幹細胞を探索する。さらにES細胞のin 
vitroでの分化誘導系を用いた解析を行い、
各de novo methyltransferaseの分化過程に
おける発現の切り替わりや核内での局在の
変動を confocalレーザー顕微鏡を用いて解
析する。次にDnmt3bおよびDnmt3aとGFPの
融合蛋白質を発現する ES細胞を作成し、ES
細 胞 の 分 化 過 程 に お け る de novo 
methyltransferaseの挙動を生きた細胞内で
調べる。さらにこれらの融合蛋白質を発現す
るES細胞またはDnmt3b およびDnmt3aの発
現量を改変した ES細胞を用いてキメラマウ
スならびにキメラマウス由来のトランスジ
ェニックマウスを作成し、それぞれのde novo 
methyltransferaseの初期発生および成体の
組織幹細胞における機能をトランスジェニ
ックマウスの表現型から解析する。 
 
４．研究成果 
本研究の目的はDNAのメチル化とそのメチ
ル基転移酵素に注目し、幹細胞の決定と分化
におけるその機能を解明することである。こ
れまでに我々は、幹細胞の分化過程において
新規型メチル基転移酵素である、Dnmt3bなら
びに Dnmt3aが幹細胞特異的に発現されてい
ることを明らかにした。本研究において、さ
らにこれらメチル基転移酵素のマウス成体
組織における詳細な発現解析をしたところ、



 

 

新たに小腸のcrypt細胞や、大脳の脳室周辺
で産生され臭球へと移動するPSA-NCAM陽性、
NewN陰性の未分化な介在神経細胞の集団 
（RMS）の細胞ならびに臭球内の顆粒細胞に
おいて Dnmt3a が強く発現されていることが
判明した（Fig.１）。本研究によりDnmt3aが
成体組織においても神経細胞の分化過程で
特異的に発現されることが明らかとなり、
我々が提唱している、胚発生や生殖細胞の幹
細胞の分化過程だけでなく、成体組織の幹細
胞の分化過程においてもDnmt3bから Dnmt3a
への切り替わりが必要とされているという
新規型メチル基転移酵素の機能モデルを証
明する結果となった（Fig. 3）。 またこの
結果は Dnmt3aが未分化な神経細胞のマーカ
ーとなることを示しており、今後成体組織に
存在する、まだ明らかにされていない新規の
幹細胞の探索に有用となることが考えられ
る。 
今回さらに、Dnmt3aおよび Dnmt3bと GFP
の融合タンパク質を恒常的に発現するＥＳ
細胞株を樹立した。これらの ES細胞株では
蛍光として観察される、それぞれ特徴的な核
内での局在が，内在性の Dnmt3aならびに
Dnmt3bと同一であり、ES細胞の分化過程に
おける核内での挙動の変化をリアルタイム
で解析することが可能となった（Fig.２）。
されにこれら ES細胞をマウス受精卵に導入
することにより、この ES細胞株由来のキメ
ラマウスを現在までに数匹得る事に成功し
た。現在これらのマウスの交配により、この
DnmtとGFPの融合タンパク質を恒常的に発現
する ES細胞株由来のトランスジェニックマ
ウスを作成中である。これらのマウスが得ら
れれば、胚発生過程ならびに成体幹細胞をは
じめ、すべての細胞での Dnmt3aならびに
Dnmt3bの細胞内での挙動がリアルタイムで
解明されるものと考えられる。 
今回の研究により、Dnmt3bやDnmt3aによ
るde novo methyltransferaseの発現の調節
が胚発生過程だけでなく、成体組織に存在す
る、分化の方向性が既に決定している幹細胞
においてもde novo methyltransferaseによ
るDNAの修飾がその後の各組織への細胞分化
に必要とされることを示す結果となった。現
在我々はDnmt3bが自己増殖性の幹細胞から
ある程度分化の方向が決定された幹細胞へ
と分化する最初のステップとして必要とさ
れるのに対し、Dnmt3aはある程度分化が進行
した、未分化な前駆細胞において連続して発
現することにより、Dnmt3bが行った個々の遺
伝子のメチル化をさらに進行し、組織特異的
な遺伝子の発現をより安定化または不可逆
化しているというモデルを考えている（Fig.
３）。今後、初期胚や生殖細胞だけでなく、
成体の幹細胞でのde novo methyl－
transferaseを発現する細胞の詳細な解析や

in vivo, in vitroでの積極的なde novo 
methyltransferaseの発現の制御実験を行う
ことによりDNAのメチル化に依存した幹細胞
の分化機構が明らかになるものと考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                               Fig. 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 
 
 
 
 
 
 
 
(Air) のES細胞分化における発現制御 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 
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