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研究成果の概要（和文）：DNA のメチル化は哺乳類の発生に必須であるが、その直接的な機能

については未だ不明な点が多い。そこで、DNA メチル化酵素を欠損した ES 細胞及び分化した

中胚葉経細胞、栄養膜幹細胞を用い、野生株細胞と比較し、遺伝子発現及びヒストン修飾のゲ

ノムワイドな解析を行った。その結果、遺伝子発現、ヒストン修飾状態のどちらについても、

DNA メチル化の消失よりも主として細胞種の違いに依存すること、遺伝子群により DNA メチ

ル化の消失に対する感受性が異なることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Cytosine methylation at CpG site of genomic DNA is indispensable 

for mammalian development. However, a direct role of DNA methylation remains unclear. 

To reveal the effect of DNA methylation, we performed genome-wide analysis of gene 

expression and histone modifications of ES cells, differentiated mesodermal cells, nuclear 

transferred TS cells deficient for DNA methyltransferases. We found that the effect of DNA 

methylation loss on global expression profiles are modest, while global tendency of 

promoter histone modifications, especially H3K27me3, is sensitive to DNA methylation. 
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１．研究開始当初の背景 
発生や分化といった生命のシステムは、多

数の遺伝子が絡み合った遺伝子発現制御の
ネットワークによって実現されている。近年、
発生・分化の遺伝子発現制御においてエピジ
ェネティックな発現制御機構が重要な役割
を果たしていることが明らかになりつつあ

る。つまり、発生・分化によりゲノムのエピ
ジェネティックな状態が変化することで、遺
伝子発現制御ネットワークの状態も変化す
る。ゲノム DNA のメチル化およびヒストン修
飾はエピジェネティックな遺伝子発現制御
機構であり、発生や分化に代表される重要な
生命現象や、がんに代表される疾病に、エピ
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ジェネティックな状態が関与していること
が明らかになってきている。また、哺乳類初
期胚においてはエピジェネティックな状態
の再編成が行われ、発生段階・細胞系列特異
的に大規模に変化することが知られている。
そのため、ES 細胞や iPS 細胞における多能性
の獲得・維持、及び、分化における多能性の
喪失について、ゲノム DNA のメチル化および
ヒストン修飾との関連性を調べる研究が盛
んに進められている。したがって、発生・分
化をシステムレベルで理解するためには、発
生・分化の過程における個々の遺伝子につい
ての発現制御を調べるのみならず、ゲノム
DNA のメチル化、ヒストンの修飾といったエ
ピジェネティックな状態の変化をゲノムワ
イドに調べる必要がある。 
本研究課題の申請時には、欧米諸国におい

て、ゲノム DNA のメチル化に代表されるエピ
ジェネティックなゲノムの変化を調べる、エ
ピゲノム解析のプロジェクトが複数立ち上
がっていた(Beck, S. & Rakyan, V.K., Trends 
in Genetics, 2008, The American 
Association for Cancer Research Human 
Epigenome Task Force &  European Union, 
Network of Excellence, Scientific 
Advisory Board, Nature, 2008)。それに対
し、日本国内においてはエピゲノム解析は立
ち遅れており、エピゲノム解析を促進してい
くことは急務であった。また、エピゲノムの
ようなゲノムワイドな解析を行う上では、生
物学的実験のみならず、バイオインフォマテ
ィクス解析等のコンピュータを用いた解析
も組み合わせたシステムバイオロジーによ
る戦略が必須である(Bock, C. and Langauer, 
T, Bioinformatics, 2008)。しかしながら、
これまでに日本国内においては、エピジェネ
ティクスの分野にバイオインフォマティク
スやシステムバイオロジーのバックグラウ
ンドを持つ研究者がほとんど参入してきて
おらず、このことは日本におけるエピゲノム
解析が立ち遅れている原因の一つになって
いると考えられる。 
申請者は生物学的実験による研究とバイ

オインフォマティクスによる研究の両方の
バックグラウンドを持ち、両者を組み合わせ
たシステムバイオロジーによる研究を行っ
てきた。そこで、このバックグラウンドを生
かし、システムバイオロジーのアプローチに
より、DNA メチル化及びヒストン修飾につい
てのエピゲノム解析を行うことを目指した。 
 
２．研究の目的 
ゲノム DNA のメチル化は、エピジェネティ

ックな遺伝子発現制御システムであり、発生
や分化に代表される重要な生命現象や疾病
への関与が明らかになりつつある。このゲノ
ム DNA のメチル化により染色体における遺伝

子発現制御は変化し、遺伝子の発現・制御の
ネットワークは大きな影響を受けている。し
たがって遺伝子の発現・制御のネットワーク
を明らかにするためには、発生・分化といっ
た細胞の状態変化時におけるゲノム DNA のメ
チル化の変化をゲノムワイドに調べる必要
があった。そこで、本研究では哺乳類胚由来
の(1)微量のゲノム DNA からゲノムワイドに
DNA メチル化状態を解析する実験的手法を開
発・確立することで、これまで困難だった哺
乳類胚におけるエピゲノム解析を可能とし、
また(2)エピジェネティックな遺伝子発現制
御を解析するためのバイオインフォマティ
クス手法を開発、これらの生物学的実験とバ
イオインフォマティクスを組み合わせたシ
ステムバイオロジーのアプローチを用いる
ことにより、(3)哺乳類胚におけるエピジェ
ネティックな遺伝子発現制御ネットワーク
のシステムを理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、以下の実験手法及びバイ
オインフォマティクス解析手法により研究
を行った。 
(1) 研究代表者が参加した研究により DNA メ

チル化酵素欠損栄養膜幹細胞を細胞核移
植により樹立した（Sakaue, M., Ohta, H., 
et al., Current Biology, 2010）。 

(2) DNAメチル化酵素欠損 ES細胞を分化させ、
Flk1 陽性細胞を回収することで、効率良
く均一な中胚葉系細胞を回収する系を確
立した。 

(3) DNA メチル化酵素欠損 ES 細胞、中胚葉系
細胞、栄養膜幹細胞、それぞれについて、
ヒストンの修飾をゲノムワイドに解析す
るため、対応する野生株細胞とともに、
ChIP-chip 法による解析を行った。ヒス
トンの修飾としては、ヒストン H3 lysine 
4 残基のジメチル化（H3K4me2）、lysine 27
残基のトリメチル化(H3K27me3)、lysine 
9残基のジメチル化(H3K9me2)修飾の 3種
類の修飾についての解析を行った。また、
同時に、遺伝子発現プロファイルについ
てもマイクロアレイにより取得した。 

(4) ES 細胞及び Flk1 陽性の中胚葉系細胞に
ついては、薬剤により Gata4 遺伝子の発
現を誘導できる系を用いることで、Gata4
に対する応答性が DNA メチル化酵素欠損
細胞と野生株細胞でどのように異なるか
を明らかにするため、経時的な遺伝子発
現プロファイルをマイクロアレイにより
取得した。 

(5) 上記により取得した多数のゲノムワイド
な遺伝子発現データ、ヒストン修飾デー
タは、データベース化を行うことで管理
した。 

(6) 多数のデータについて、比較解析、相関



解析を効率良く行えるように、Web イン
タフェースによる解析システムの開発を
行った。 

 
４．研究成果 
本研究課題開始当初は、微量のゲノム DNA

からゲノムワイドに DNAメチル化状態を解析
する実験手法の開発を目指したが、他グルー
プによりマウス胚における DNAメチル化解析
が先行して行われていることが明らかにな
ったこと、研究代表者が参加した研究により
細胞核移植による DNAメチル化酵素欠損栄養
膜幹細胞を樹立できたこと、DNA メチル化酵
素欠損 ES 細胞を効率よく中胚葉系細胞に分
化する系を確立できたことから、分化段階の
異なる複数の DNAメチル化酵素欠損細胞を用
い、申請時の最終段階に想定していたゲノム
ワイドなヒストン解析及び遺伝子発現解析
を行うことで、エピジェネティックな遺伝子
発現制御ネットワークのシステムの解析を
行った。その結果、以下の研究成果が得られ
た。 
 
(1) 細胞核移植により樹立した DNA メチル化

酵素欠損栄養膜幹細胞について遺伝子発
現プロファイルの解析を行うことで、①
細胞核移植を行い樹立した栄養膜幹細胞
（ntTS WT）は、細胞核移植を行なってい
ない栄養膜幹細胞（TS）と近い発現プロ
ファイルを示す、②DNA メチル化酵素欠
損 ES 細胞の核を用いて細胞核移植を行
い樹立した栄養膜幹細胞（ntTS KO）につ
いても、ntTS WT および TS と近い発現プ
ロファイルを示すことを明らかにした
（図１）(Sakaue, M., Ohta, H., et al., 
Current Biology, 2010）。このことは、
胚胎外系の細胞である栄養膜幹細胞にお
いては、細胞の発現プロファイルに対す
る DNA メチル化の寄与が比較的小さいこ
とを意味する重要な結果である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 遺伝子発現プロファイルの主成分分析 
 
(2) Flk1 陽性の中胚葉系細胞において Gata4

遺伝子の発現を誘導した際に、DNA メチ

ル化酵素欠損細胞と野生株細胞における
転写因子 Gata4 に対する応答について、
遺伝子発現プロファイルを経時的に取得
し解析することで、①DNA メチル化酵素
を欠損した中胚葉系細胞において Gata4
に応答する遺伝子は Group1 と Group2 の
2 つのグループに分けられること、②
Group1 の遺伝子群は ES においては DNA
メチル化酵素の欠損細胞、または野生株
細胞のどちらでも Gata4 に応答するが、
中胚葉系細胞では野生株細胞では Gata4
に応答しないこと、③Group2 の遺伝子群
は中胚葉系細胞においては、DNA メチル
化酵素の欠損細胞、または野生株細胞の
どちらの細胞でも Gata4 に応答するが、
DNA メチル化酵素の欠損細胞では応答が
早く、また、ES 細胞においては Gata4 に
応答しないことを明らかにした（図 2）。
この結果は、DNA メチル化によって、転
写因子に対する遺伝子発現の応答性が、
細胞種類・分化状態によって異なり、ま
た、応答のタイミングも DNA メチル化に
より影響を受けることを示唆した（Oda, 
M., Kumaki, Y., Shigeta, M., et al., 
PLOS Genetics, 2013）。このことは、DNA
メチル化は個々の遺伝子の発現を制御し
ているのみならず、細胞の種類・状態に
依存して遺伝子発現のネットワークを制
御していることを示した画期的な成果で
ある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Gata4 応答遺伝子の経時的遺伝子発現の
階層的クラスタリングによる解析 
 
(3) ES 細胞、中胚葉系細胞および細胞核移植

栄養膜幹細胞の DNA メチル化酵素欠損細
胞および野生株細胞について、遺伝子発
現プロファイル及びヒストン修飾のゲノ
ムワイドな解析を行った。その結果、DNA
メチル化消失により発現が変化する遺伝
子は細胞種類によって大きく異なってお
り重複が少ないことを明らかにした（図



3）。また、遺伝子発現、ヒストン修飾状
態のどちらについても、DNA メチル化の
消失よりも主として細胞種の違いに依存
するが、その中では H3K27me3 が最も DNA
メチル化消失の影響を受けることを明ら
かにした（図 4）(Kumaki, Y., et al., 投
稿準備中）。これらの結果は、DNA メチル
化のエピジェネティックな遺伝子発現制
御ネットワークおける役割の一端を明ら
かにする重要な成果だと思われる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 DNA メチル化酵素欠損細胞(TKO)と野生
株細胞(WT)で発現が異なる遺伝子の数。ES 細
胞、中胚葉系細胞(Flk1+)、栄養膜幹細胞(TS)
の 3 種類の細胞間での重なりが少ない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 DNA メチル化酵素欠損細胞(TKO)と野生
株細胞(WT)について、ES 細胞、中胚葉系細胞
(Flk1+)、栄養膜幹細胞(TS)の 3 種類の細胞
における遺伝子発現プロファイル及び
H3K4me2, H3K27me3, H3K9me2 のヒストン修飾
についての主成分分析 
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