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研究成果の概要（和文）：本研究では特定のゲノム配列におけるDNAメチル化状態を改変する事が可能なエピゲ
ノム編集技術を確立し、マウス受精卵に応用することで初期胚発生に重要な役割を果たすDNAメチル化修飾の解
析を行った。その結果、生殖細胞内において本来低メチル化状態を示すセントロメアのDNAメチル化を人為的に
高メチル化状態に操作したマウス受精卵において著しい発生障害を認めた。以上から、セントロメアのDNA低メ
チル化はマウス初期胚発生において重要なエピゲノムとして機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established an epigenome editing technology that can 
modify DNA methylation of specific genomic sequences and applied it to mouse embryos to analyze DNA 
methylation that plays an important role in early embryonic development. We found that fertilized 
embryos which normally show hypomethylated centromeres, exhibited significant developmental defects 
when hypomethylated centromeres were artificially methylated by epigenome-editing. This result 
indicates that centromere DNA hypomethylation functions as an important epigenome in early mouse 
embryogenesis.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： DNAメチル化　エピゲノム編集　セントロメア　生殖細胞　初期胚発生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本解析手法は特定ゲノム配列のエピゲノムと、それに関与する生物学的事象との因果関係を明らかにする事が可
能であり、本研究によって実際の実施例が示された事は特筆すべき成果である。また、本手法は学術的な知見を
得るための手法のみならず、遺伝子発現制御を介した疾患治療などの応用研究につながる可能性を秘めている事
から今後の発展が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生殖細胞の形成過程では、DNA メチル化やヒストン H3K9 トリメチル化など抑制状態のエピゲ
ノムや刷り込み遺伝子修飾がゲノムワイドに消去されるエピゲノムの再プログラム化という現
象が生じる（Sasaki and Matsui, Nat. Rev. Genet., 2008）。この一方で、遺伝子領域だけでな
く遺伝子をコードしないセントロメアやペリセントロメアなどの「非コード DNA」においても再
プログラム化に伴った DNA 脱メチル化が生じることが明らかになっている（Yamagata et al., 
Dev. Biol, 2007）。 
マウスの非コード DNA であるセントロメアはマイナーサテライト、ペリセントロメアはメジ
ャーサテライトと呼ばれるタンデムリピートから構成されるが、この配列は通常体細胞におい
ては高度にメチル化されている。分化誘導を受けたばかりの E10.5 の始原生殖細胞においても
高いメチル化状態を示すが、E13.5 にかけて再プログラム化が生じ、セントロメアも大規模に脱
メチル化を受ける。この脱メチル化状態は精巣内において精原細胞が精子に分化する過程、受精
後の初期胚発生に至るまで低メチル化状態を保っており、着床後の細胞分化が生じるタイミン
グで高メチル化状態に変化する。セントロメア・ペリセントロメアは全ゲノムの 10 数パーセン
トを占める大規模な染色体領域であり、このような領域の DNA が低メチル化状態であることは
何かしらの生殖細胞特有の機能を担っていることが予想される。しかし、解析対象が遺伝子をコ
ードしない領域であることや、DNA メチル化改変の手法が存在しなかったことから、この非コー
ド DNA の脱メチル化が生殖細胞においてどのような機能を有しているかは不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
生体内における体細胞のほとんどが高メチル化状態のセントロメア・ペリセントロメアとな
っている一方でなぜ生殖系列の細胞のほとんどが低メチル化状態に変化するのかという学術的
問いに対し、本研究ではセントロメア・ペリセントロメア DNA のみを人為的に高メチル化状態に
したマウス受精卵を作出し、その表現型を解析することで生殖細胞におけるセントロメア・ペリ
セントロメアの DNA メチル化機能を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①セントロメア・ペリセントロメア特異的な DNA メチル化導入手法の確立 
ゲノム編集技術で用いられる TALE や Cas9 といった DNA 結合モジュールをエピゲノム修飾酵
素と組み合わせる事で、任意の染色体領域におけるエピゲノムを書き換える事が可能なエピゲ
ノム編集技術が開発されている。本研究においてもこの技術を用いることで、セントロメア・ペ
リセントロメア特異的に DNA メチル化導入可能な技術開発を行う事とした。セントロメアを認
識する TALE(TALMin)またはペリセントロメアを認識する TALE(TALMaj)（Miyanari et al., Nat. 
Struct. Mol. Biol., 2013）と DNA メチル化酵素である SssI との融合タンパク質 TALMin-SssI、
TALMaj-SssI をそれぞれ発現可能なプラスミドを構築した。これをゲノム中の DNA メチル化がほ
ぼ全て消失している事が知られている Dnmt Triple knockout （Dnmt TKO）ES 細胞に導入し、セ
ントロメアまたはペリセントロメア特異的な DNA メチル化導入が可能かどうかを DNA メチル化
状態のライブセルイメージングおよびバイサルファイトシーケンスにより検証した。 
 
②セントロメア・ペリセントロメア特異的 DNA メチル化導入を行ったマウス受精卵の表現型解
析 
セントロメア特異的 DNA メチル化酵素の TALMin-SssI、ペリセントロメア特異的 DNA メチル化
酵素の TALMaj-SssI をマウス受精卵に発現させることで標的配列への DNA メチル化導入がマウ
ス受精卵においても可能かどうかについて、近畿大学の山縣一夫教授との共同研究により検証
した。エピゲノム編集酵素の発現量が多すぎる場合や少なすぎる場合においては、非特異的なゲ
ノム領域に対する DNA メチル化導入が生じる事や、DNA メチル化導入が不十分となる事が想定さ
れるため、適正な DNA メチル化導入が可能なエピゲノム編集酵素の発現量の検証を行った。次に
設定した発現量を用いた時におけるエピゲノム編集酵素発現 DNA メチル化導入胚の胚発生を検
証した。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 



①セントロメア・ペリセントロメア特異的な DNA メチル化導入手法の確立 
薬剤（ドキシサイクリン：Dox）添加
によってセントロメアまたはペリセン
トロメア特異的 DNA メチル化酵素を発
現可能な安定導入細胞株を Dnmt TKO 
ES 細胞にてそれぞれ構築した（図 1A）。
Dnmt TKO ES 細胞はゲノム中の DNA メ
チル化のほとんどが消失した状態であ
ることが報告されている（Tsumura et 
al., Genes to Cells, 2006、Li et 
al., Genome Biol., 2015）。DNA メチ
ル化可視化プローブである mCherry-
MBD-NLS によって核内 DNA メチル化状
態をイメージングしても核内において
反応するシグナルは認められない。こ
の状態の細胞内にセントロメア DNA メ
チル化酵素である TALMin-SssI を発現
させた結果、核内に特徴的なドット状
のシグナルとしてメチル化 DNA のシグ
ナルが集積する様子が観察された（図
1B）。同様にペリセントロメア DNA メチ
ル化酵素 TALMaj-SssI を発現させた場
合においても DNA メチル化の集積が核
内で認められ、その集積シグナルはセ
ントロメアよりも大きいサイズとして
検出された。ペリセントロメアはセン
トロメアよりも大きい染色体ドメイン
であることから、この結果はエピゲノ
ム編集酵素の標的特異性によるものと
考えられた。一方で、酵素活性を欠失
したペリセントロメア DNA メチル化酵
素を発現させた場合ではメチル化 DNA
の集積は認められなかった事から、このシグナルの集積は DNA メチル化によるものであった。ま
た、導入された DNA メチル化をバイサルファイトシーケンスによって検証した結果、セントロメ
アの DNA メチル化状態は 0％から 61%へと上昇し、ペリセントロメアについては 0.8%から 45%へ
と配列特異的に DNA メチル化状態が亢進することを確認した。また、セントロメアへの DNA メチ
ル化導入を行った Dnmt TKO ES 細胞については著しい増殖阻害が生じ、細胞周期が G2 期で停止
する事を FACS 解析により見出した。 
 
②セントロメア・ペリセントロメア特異的 DNA メチル化導入を行ったマウス受精卵の表現型解
析 
Dnmt TKO ES 細胞を用いた検証によって標的特異性を確認した DNA メチル化酵素をマウスの受
精卵に発現させ、導入された DNA メチル化の評価を行った（図 2A）。mCherry-MBD-NLS によるイ
メージングの結果、エピゲノム編集酵素を発現しない（Mock）2細胞期胚では核小体周囲にシグ
ナルが弱いながらも DNA メチル化のシグナルが認められた。一方で、セントロメアおよびペリセ
ントロメア DNA メチル化導入胚においては核小体周囲および核内において DNA メチル化シグナ



ルが亢進する様子が観察され
た。また、亢進した核内の DNA
メチル化領域はセントロメア
DNA メチル化導入胚よりもペ
リセントロメア DNA メチル化
導入胚において大きいサイズ
として検出されており、これ
は Dnmt TKO ES 細胞で得られ
た結果と一致した。導入され
た DNA メチル化をバイサルフ
ァイトシーケンスで検証した
結果、セントロメア DNA メチ
ル化導入胚では約 13%だった
セントロメアの DNA メチル化
が 50%近くまで亢進すること
を確認した。ペリセントロメ
ア DNA メチル化導入胚におい
ても 19%だった DNA メチル化
が 59%へと更新する事を確認
している（Yamazaki et al., 
PLOS One, 2017）。 
この DNA メチル化導入を行
った卵子について胚発生を検討した結果、体外受精 96 時間後における桑実胚・胚盤胞への発生
率は Mock において 75%、ペリセントロメア DNA メチル化導入胚で 65%である一方で、セントロ
メア DNA メチル化導入胚では 23%であり、セントロメア DNA メチル化導入胚において著しい発生
障害を認めた。発生停止が細胞周期のどのタイミングで生じているかについて、染色体を
mCherry-MBD-NLS、DNA 複製フォークを PCNA-EGFP によって可視化し、M期から PCNA が核内で集
積した局在を示すまでの時間を G1 期、PCNA の集積シグナルが確認される時間を S 期、PCNA が
消失して染色体構造が形成されるまでの時間を G2 期、染色体構造を示す時間を M 期として、2
細胞期から 4細胞期までの期間における各細胞周期の所要時間を算出した。その結果、セントロ
メア DNA メチル化導入胚では G2 期の伸長が認められた。 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
エピゲノム編集の方法論については既に様々な論文で報告されている（Nakamura et al., 
Nat.Cell Biol., 2021）。ゲノムの部位特異的なクロマチンの化学修飾と細胞生物学的なイベン
トとの因果関係を調べる事が可能となった事から、遺伝子の発現制御領域におけるクロマチン
化学修飾と遺伝子発現との因果関係や、ゲノムインプリンティングにおける DNA メチル化制御
の役割を解明するのに効果的なツールとしてエピゲノム編集は多く使用されている。一方で、本
研究ではセントロメアやペリセントロメアなど巨大な染色体ドメインを対象に、それ自身の DNA
メチル化機能を調べるために本ツールを使用した。これら染色体ドメイン自身は遺伝子をコー
ドしていない事から、クロマチンの化学修飾それ自体が細胞機能の発現に重要な役割を有して
いる可能性が考えられる。実際に本研究によって特殊な幹細胞や、初期胚発生において DNA の低
メチル化状態が細胞増殖に重要な役割を果たしている可能性が示唆された事は特筆すべき成果
であると考えられる。 
 
（３）今後の展望 
どのような分子メカニズムでセントロメアの DNA メチル化修飾と細胞増殖機能が連動してい
るかについては解明する余地が残っており、今後の研究課題である。現在、DNA メチル化修飾の
改変によって影響を受けるヒストン修飾や、セントロメア局在タンパク質について検証を行っ
ている。また、細胞増殖抑制が生じるタイミングにおけるトランスクリプトーム解析を実施する
ことで、どのような分子メカニズムによってこの現象が起こっているのかを明らかにする予定
である。本研究において得られた成果の一部については現在論文投稿準備中である。 
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