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研究成果の概要（和文）：DNAやヒストンの脱メチル化を触媒する酵素反応（酸化反応）には、二価鉄（Fe2+）
が必須である。私たちは過去に、胎仔（児）期におきる性決定は、Fe2+要求性のヒストン脱メチル化酵素が深く
関与することを見出した。さらに最近、培養細胞のレベルで、培地の鉄量がヒストンの脱メチル化を律速するこ
とを見出した。このような知見に基づき、妊娠期の母体の鉄の代謝変動が胎仔エピゲノムに及ぼす影響をマウス
モデルで検証する。

研究成果の概要（英文）：Enzymatic reactions (oxidation reactions) that catalyze the demethylation of
 DNA and histones require divalent iron (Fe2+). Previously, we have found that Fe2+-requiring 
histone demethylase is involved in sex determination during embryogenesis. More recently, it was 
found that in cultured cells, the iron content of the medium is a rate-limiting factor for histone 
demethylation. Based on these findings, we will examine the effects of maternal iron metabolism on 
the fetal epigenome in a mouse model.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 性決定　鉄

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、鉄過剰症の一般的な治療薬として用いられている鉄キレート剤が生体内のエピゲノムを変えてしまう
可能性を検証する。最近では、DNA/ヒストンのメチル化は配偶子のゲノムを介して複数の世代にわたって安定に
継承される、との実験結果も数多く報告されてきている。本研究は、鉄代謝関連疾患に対する既存の治療方法の
抜本的な見直しを迫るとともに、その新たな（= 安全な）治療方法の開発へとつながる可能性を秘めている。

※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 

以前私たちは、性決定期のマウ

スの生殖腺では、ヒストン脱メチ

ル化酵素 Jmjd1a が SryのH3K9 を

脱メチル化し、その発現を正に制

御していることを報告した

（Science 2013）。加えて最近、性

決定の時期のマウス胎児の生殖

腺では、Tfrc などの鉄の細胞内取

り込みに関わる遺伝子や、Steap3

などの Fe2+の産生を促進する遺

伝子群が高発現していることを

見出した（未発表データ）。この二

つの事実を考え合わせ、「DNA/ヒ

ストンの脱メチル化反応は、細胞内の鉄量で律速されている」という、まったく新しい概念を想

起するに至った。この仮説についてまずは培養細胞による検証をおこなった。上述した鉄過剰症

の治療薬である Dfo を培地に添加して一過性に鉄を除去すると、マウスの胚性幹（ES）細胞の

H3K9 のトリメチル化が大幅に亢進することが明らかになった（上図）。また、鉄を過剰に加え

ると H3K9 のトリメチル化は減少した。鉄量とメチル化レベルの関係は、ヒストンのメチル化の

みならず DNA のメチル化でも逆相関していた。以上の実験結果は、生体内においても鉄の過不

足が細胞のエピゲノムを変える可能性を容易に連想させるものであった。 

 

２．研究の目的 

DNA/ヒストンの化学修飾によるエピジェネティック制御は、発生や分化の様々な局面で重要な

役割を果たす。なかでも DNA/ヒストンのメチル化・脱メチル化は、ゲノムインプリンティング

の確立と消去に必須の役割を担っている。加えて私たちは、マウス胎仔の性決定にヒストンの脱

メチル化（黒木と立花ら Science 2013）や DNA の脱メチル化（岡下と立花ら Sci Rep 2019）に

よるエピジェネティック制御が重要であることを明らかにしてきた。 

DNA /ヒストンの脱メチル化を触媒する酵素反応（酸化反応）には、二価鉄（Fe2+）が必須

である。私たちはごく最近、培養細胞では、DNA とヒストンのメチル化が培地中の鉄量に依存

して変動することを見出した。この現象は、DNA の脱メチル化に関わる Tet ファミリー分子、

およびヒストン脱メチル化酵素である JmjC ドメインファミリー分子の活性が、培地に含まれる

鉄量によって律速されることを意味する。さらにこの実験結果は、生体内においても、鉄の不足

や過剰な状態は細胞のエピゲノムを変えうることも容易に連想させた。胎仔（児）期におきる性

決定やゲノムインプリントの消去には、上記のエピゲノム酵素群が深く関与する。このような知

見に基づき、妊娠期の母体の鉄の代謝変動が胎仔エピゲノムに及ぼす影響を、マウスモデルで検

証する。 

 

３．研究の方法 

過去に私たちは、胎仔期の生殖腺から、性決定関わる細胞（NR5A1 陽性(+)細胞）と主に中腎

細胞からなる性決定寄与しない細胞（NR5A1(-)細胞）を分離する方法を開発した（図 1）。この

方法を用いて性決定期の生殖腺から NR5A1(+)細胞と NR5A1(-)細胞を分取し、鉄代謝遺伝子の

発現を RT-qPCR 法にて定量し、比較した。 



並行し、胎仔期生殖腺を鉄欠乏

状態にして、その性分化過程を経

時的に観察できるような実験系を

構築することを目指した。この目

的のためには、母体内で生殖腺を

成育させるのではなく、試験管内

で成育後させるのが望ましい。よ

って性決定前のマウス胎仔から、

性的に未分化な生殖腺の複合体

（大動脈、間質細胞、中腎を含む）

を摘出し、in vitro で器官培養を行

ってその性分化を観察することが

できる実験系の開発を目指した。 

受精後 10.5 日（E10.5）の胎仔か

ら生殖腺複合体を単離し、これを一定のポアサイズのメンブレン上に静置し、血清が入った細胞

培養用の培地に浮かべて CO2 インキュベーター中にて培養した（図 2、左）。これを一定の時間

培養し、各時点で Sry の mRNA を定量した。同時に、生殖腺体細胞の個数もカウントした。さ

らに、鉄キレート剤である Deferoxamine (Dfo)を培地に添加し、鉄を欠損した状態での生殖腺の

分化を観察した。 

 

４．研究成果 

鉄代謝関連遺伝子の発現を、性

決定期の NR5A(+)細胞と NR5A(-)

細胞で比較した結果を図 3 に示し

た。Sry mRNA は、ほぼ NR5A1(+)

細胞でのみ検出された。また、

Jmjd1a mRNA は NR5A1(+)細胞に

多く含まれていた。鉄代謝に関連

する遺伝子/タンパク質に着目す

ると、鉄の細胞内取り込みを促進

する Tfrc/TFR1（トランスフェリン

受容体）、Scara5/SCARA5（フェリ

チン受容体）は、NR5A1(+)細胞で高く、NR5A1(-)細胞で低かった。また、細胞内で Fe2+の産生

を促進する、Slc11a2/DMT1、Steap3/STEAP3、Ncoa4/NCOA4、Hmox1/HO1 についても、NR5A1(+)

細胞で高く、NR5A1(-)細胞で低かった。また、鉄の細胞外排出を促進する、Slc40a1/FPN（フェ

ロポーチン）、Heph/HEPH は、逆に NR5A1(+)細胞で低く、NR5A1(-)細胞で高かった。この結果

は、性決定の役割を担っている NR5A1(+)細胞では、鉄の取り込み経路と Fe2+産生経路が活性化

していることを示した。 

 

未分化生殖腺の試験管内培養の実験では、約 20 時間の培養時間で Sry の発現がピークとなる

ことを明らかにした。20 時間培養した時点での Sry の mRNA 発現量は、母体内で発生した性決

定期（受精後 11.5 日）の胎仔の Sry の mRNA 発現量と同等であった。20 時間培養した時点での

生殖腺体細胞の個数も、母体内で発生した胎仔の生殖腺体細胞の個数と遜色がなかった。また、

鉄キレート剤である Dfo の存在下でも生殖腺を培養した。Dfo 存在下で生殖腺を培養しても、生



殖腺体細胞の個数は Dfo が非存在

下のそれと変わらなかった。一方

で、Dfo を培地に添加することに

よって、生殖腺体細胞中の鉄量は

対照試料のそれの約40％にまで減

少した（図 2、右）。 

この鉄量が対照の40％にまで減

少した生殖腺を材料にしてエピゲ

ノム解析を行った（図 4）。図 4 の

左に示すように、Dfo 未処理生殖

腺では、生殖腺体細胞で H3K9me2

が低く、中腎細胞で H3K9me2 が高

い。これは、Jmjd1a が高く発現し

ている NR5A1(+)細胞では、H3K9me2 の脱メチル化が活発に行われていることに起因する（図 2

参照）。一方で、Dfo 存在下で培養した生殖腺では、NR5A1(+)細胞の H3K9me2 が隣接した

NR5A1(-)細胞のそれと同等なレベルにまで上昇していた。TET 酵素は、5-methyl cytosine (5mC)

を酸化することにより、5-hydroxymethyl cytosine（5hmC）産生する。5hmC はさらに酸化を受け、

最終的には修復経路によって cytosine に変換される。このことから、5hmC は DNA 脱メチル化

経路の中間産物である。図 4 の右に示すように、NR5A1(+)細胞では 5hmC が高いことから、こ

の細胞で DNA の脱メチル化が活発に行われていることが分かる。一方で、Dfo 存在下で培養し

た生殖腺では、NR5A1(+)細胞の 5hmC の低下が観察された。以上の実験結果は、Dfo 添加による

培地中の鉄の減少は、胎仔生殖腺体細胞のエピゲノムを攪乱することが明らかになった。 
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