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研究成果の概要（和文）： 

 エピジェネティクス制御は多細胞体の発生・分化においてきわめて重要なものであり、細胞
分化は、エピジェネティクス状態が確立していく過程ととらえることも可能である。本研究で
は、① 初期発生の DNA メチル化制御因子 PGC7/ Stella の解析、② 血液細胞分化におけるエピ
ジェネティック制御、③ マウス PIWI ファミリー遺伝子の機能解析、についての研究をおこな
った。 
 その結果、①では、PGC7/Stella は、初期胚において、ヒストン H3 の９番目のリジンのメチ
ル化（H3K9me2）を介してクロマチンに結合すること、また、能動的脱メチル化の阻害は、メチ
ル化シトシンをヒドロキシメチル化シトシンへと転換する酵素である Tet3 のクロマチンへの
結合を阻害することによって生じること、が明らかとなった。② では、転写因子は、発現する
タイミングにおいて機能が異なること、そして、その機能にはエピジェネティクス制御が関与
すること、を明らかにした。また、③ では、マウス PIWI ファミリーの機能解析には GS 細胞
（Germline stem cell）が極めて有用であることを明らかにし、そのシステムを用いることに
より piRNA の生合成に関与するタンパクを同定した。さらに、人為的な piRNA 誘導システムの
開発をおこなった。 
 

研究成果の概要（英文）： 

 Establishment of epigenetic state is critically important for development and 

differentiation of multicellular organisms.  In this project, we carried out following 

three issues on the establishment of epigenetic status.   

1. Function of PGC7/Stella, a regulator of DNA methylation in early embryos. : PGC7/Stella 

has the effect to prevent “active DNA demethylation” in early embryos.  We identified 

that the binding of PGC/Stella to H3K9me2 (dimethylated lysine 9 of histone H3) is 

critically important for the function.  During the course of this project, Tet protein 

plays critical roles in active DNA demethylation by converting 5-methyl cytosine to 

5-hydroxymethyl cytosine.  Based on this data, we revealed that the binding of Tet-3, 

the most abundant Tet protein in early embryos, to chromatin is inhibited by PGC7. 

2. We analyzed the function of GATA-1 transcription factor using in vitro hematopoietic 

differentiation induction system from ES cells.  Controlled expression of GATA-1 at 

different time points showed that the function of the factor is quite varied dependent 

on the time point and its different roles were controlled by epigenetic mechanisms. 

3. We find that GS cells (Germline stem cells) are a quite useful resource for studying 
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the biogenesis of piRNA and that the initial phase of piRNA production is carried out 

in the cells.  Using GS cells, we succeeded to identify a protein involved in piRNA 

biogenesis.  In addition, we established a novel experimental system to induce piRNA and 

subsequent DNA methylation in the transgenic mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 多細胞体の発生・分化には、遺伝子発現制
御が重要な役割を果たしている。そして、そ
の制御には、塩基配列そのものの変化ではな
く、DNA のメチル化、あるいは、DNA に結合
するヒストンの修飾、といったエピジェネテ
ィックな制御が極めて重要である。その修飾
酵素については次々と明らかにされつつあ
るが、細胞分化が進行するにつれて、いかに
して特定の遺伝子が修飾をうけるのか、また、
逆に、特定の遺伝子のエピジェネティック制
御が、どのように細胞分化に関与しているの
か、などは不明のまま残されている。さらに、
DNA メチル化制御については、メチル化酵素
だけではなく、脱メチル化酵素も存在すると
考えられているが、その実体は全く明らかに
なっていない。本研究では、幹細胞システム
を中心に、これらのエピジェネティックな遺
伝子制御機構と、その生物学的意義の解明に
挑戦するものである。 

２．研究の目的 

我々の研究室では、初期胚および多能性幹
細胞、血液細胞、そして、生殖細胞、の三つ
の幹細胞システムを対象に、細胞の分化機構
についての研究をおこなってきた。全く異な
った系において開始した研究であるが、その
いずれの成果もが、期せずして、エピジェネ
ティック制御に直接的に関わるものである
ことが明らかとなってきている。そこで、本
研究では、これまでの研究成果に立脚し、複
数の幹細胞システムにおいて、エピジェネテ

ィック制御がどのようにおこなわれている
のかを明らかにしていくことを主目的にし
た研究を展開する。下記のように、① 初期
発生の DNA メチル化制御因子 PGC7/ Stella
の解析、② 血液細胞分化におけるエピジェ
ネティック制御、③ マウス PIWI ファミリー
遺伝子の機能解析、についての研究をおこな
う。 
 

(1) 初期発生の DNA メチル化制御因子 PGC7/ 
Stella の解析：PGC7/Stella の機能解析なら
びに DNA脱メチル化酵素のクローニングでは、
単に DNA メチル化制御の解析にとどまらず、
その成果を用いて、新たな DNA メチル化制御
法の開発をめざすものであり、細胞分化のみ
ならず、癌研究などにも波及効果をおよぼし
うるものである。 
(2) 血液細胞分化におけるエピジェネティ
ック制御：血液細胞分化では、転写因子の欠
損は、転写因子複合体の異常を引き起こし、
それが血液細胞の産生異常をひきおこすと
考えられていた。しかし、我々の予備的成果
はそれを覆すものであり、「転写因子の欠損
→エピジェネティック制御の破綻→血液細
胞分化の異常」、という新しい観点から細胞
分化をとらえなおす、極めてユニークなもの
である。 
(3) マウス PIWI ファミリー遺伝子の機能解
析：新しい small RNA である piRNA は、DNA
メチル化を含むエピジェネティックな制御
に関与していると考えられ、精子形成を中心
に精力的に解析が進められているが、その機



能はほとんどが不明なまま残されている。そ
の piRNA を産生するための鍵になる PIWI フ
ァミリータンパクの piRNA 産生および DNA メ
チル化における機能を解析する。 

３．研究の方法 

(1) 初期発生の DNA メチル化制御因子 PGC7/ 
Stella の解析： PGC7 がどのようにして、
メチル化 DNA を初期胚において能動的 DNA メ
チル化から保護しているかを明らかにする
ため、ES 細胞および初期胚を用いて、種々の
検討をおこなった。 
(2) 血液細胞分化におけるエピジェネティ
ック制御：ES 細胞から血液細胞への試験管内
分化誘導法－OP9 システム－を用いて、
GATA-1 のコンディショナルな欠損や誘導を
駆使した解析をおこなった。 
(3) マウス PIWI ファミリー遺伝子の機能解
析：piRNA 生合成に関与する遺伝子の機能解
析をノックアウトマウスや、GS 細胞
（Germline Stem Cell）を駆使しておこなう。
また、新しい人為的 piRNA 誘導システムの開
発を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) 初期発生の DNA メチル化制御因子 PGC7/ 
Stella の解析 
PGC7 が能動的脱メチル化を阻害する機構

を解析するため、まず、PGC7 がクロマチンの
何を認識して結合しているかの解析をおこ
なった。ノックアウト ES 細胞や、受精卵に
おける mRNA マイクロインジェクションの研
究をおこなった結果、ヒストン修飾、すなわ
ちヒストン H3 の９番目のリジンのメチル化
（H3K9me2）を介してクロマチンに結合する
ことが明らかとなった。 
 能動的 DNA 脱メチル化の分子機構は長い間
謎であったが、本研究期間中に、Tet タンパ
クがメチル化シトシンをヒドロキシメチル
化シトシンに変換する過程が重要であると
いう論文があいついで報告された。そこで、
初期胚において高発現している Tet である
Tet3に対するPGC7の機能解析をおこなった。
その結果、PGC7 は Tet3 と直接結合はしない
が、Tet3 のクロマチンへの結合を阻害するこ
とが明らかとなった。 
 
(2) 血液細胞分化におけるエピジェネティ
ック制御：GATA-1 の機能は、その発現タイミ
ングによって大きく異なること、また、その
機能制御はエピジェネティック制御による
ものであること、を明らかにすることができ
た。また、Runx1 遺伝子の造血における機能
解析をおこなった。 
 
(3) マウス PIWI ファミリー遺伝子の機能解
析：piRNA の生合成を解析するための材料と
して、GS 細胞がきわめて有用であることを明

らかにした。また、MILI 欠損 GS 細胞を用い
て、MILI が piRNA 生合成の早い段階において
機能することを明らかにした。さらに、この
方法を用いて、MILI と結合する piRNA 合成に
重要なタンパクを同定することができた。 
 piRNA を介した DNA メチル化制御について
は、任意のトランスジーンに対して piRNA の
合成を人為的に誘導するシステムの開発に
成功した。また、このシステムでは、DNA の
メチル化も誘導されることを明らかにした。 
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