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研究成果の概要（和文）：　本研究では、卵形成過程におけるKDM1Bの発現解析並びにDNAメチラーゼ（DNMTs）過剰発
現下におけるZac1およびMestのインプリントの確立を解析した。
　その結果、卵形成過程においてKDM1B mRNAは非成長期から高発現が認められたが、タンパク質の発現は成長期以降に
認められることがわかった。また、DNMTs過剰発現下において、Zac1領域には高メチル化が誘導されたがMest領域には
誘導されなかった。Zac1およびMestのインプリント確立にはDNMTsとKDM1Bが必須であることが知られてきたが、本研究
からこれらの存在はインプリント確立の十分条件とならないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To understand the role of histone H3K4 demethylase KDM1B for oocyte-specific impri
nting, expression of KDM1B during oocyte growth was analyzed and the establishment of methylation imprints
 in Zac1 and Mest loci were examined under conditions of DNA methyltransferases (DNMTs) overexpression. Th
e results showed that KDM1B mRNA was expressed at a high level in oocytes from the non-growing stage but K
DM1B protein was expressed from the growth stage onward. Excess of DNMTs induced early acquisition of DNA 
methylation imprints at Zac1 but not Mest in early-growing oocytes. Thus, we revealed that the presence of
 DNMTs and KDM1B is essential but not sufficient for establishment of oocyte-specific imprinting.
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１．研究開始当初の背景 

 これまでに、インプリントの分子機構とし
ては DNA のメチル化が知られてきていた。
実際、インプリント遺伝子の DNA メチル化
を解析してみると、卵子形成過程においては
Igf2r、Lit1、Zac1、Grb10、Snrpn、Mest など
のインプリント遺伝子が成長期卵母細胞で
高メチル化されており、これらの遺伝子は精
子形成過程ではメチル化されない。精子形成
過程においては H19-Igf2、Dlk1-Gtl2 および
Rasgrf1 が前精原細胞で高メチル化され、これ
らの遺伝子は卵子形成過程ではメチル化さ
れない。また、DNA メチル基転移酵素
（DNMTs）欠損マウスではゲノムインプリン
トの破綻が認められ、DNMT3A および
DNMT3L は、卵子あるいは精子特異的な
DNA のメチル化に不可欠であること、
DNMT1 は、卵子および精子に由来する DNA
メチル化を受精後の胚で維持し、アリル特異
的な遺伝子発現をもたらすために不可欠で
あることが示された。これらの事実から、
DNA のメチル化はゲノムインプリントの一
次的分子機構と考えられている。これに対し、
インプリント機構におけるヒストン修飾の
重要性も示唆され初めていた。特に、KDM1B
によるヒストン H3 リジン 4 の脱メチル化
は、卵母細胞におけるインプリント遺伝子
（解析した 7 遺伝子中 4 遺伝子、Zac1、Grb10、
Mest、Impact）の DNA メチル化に必要なこと
が示された。そのため、DNA のメチル化とヒ
ストン修飾のどちらがインプリントの一次
的分子機構であるのかは、議論の余地が残さ
れていた。一方、インプリント確立に不可欠
な DNMT3A や DNMT3L が DNA に結合する
ためには、ヒストン H3K4 の脱メチル化が必
要であるという報告がある。そこで、本来、
精子形成過程で発現してない KDM1B を内在
性のDNMT3AやDNMT3Lの発現している前
精原細胞で発現させることによって、XY 生
殖細胞に卵子型インプリントが付与されれ
ば、KDM1B は卵子形成過程でインプリント
される遺伝子領域をターゲットにヒストン
H3K4 の脱メチル化を行っていること、そし
てインプリントの一次的な分子機構である
ことが証明される。逆に、KDM1B を発現さ
せた雄性生殖細胞で卵子型インプリントが
行われなければ、KDM1B 以外に生殖細胞に
卵子型インプリントをコミットさせる要因
が存在することになり、新たなエピジェネテ
ィック因子の存在が示唆される。 
 
２．研究の目的 

 哺乳類の生殖細胞が精子あるいは卵子特
異的インプリントを獲得することは、正常な
胚発生に不可欠といえる。しかし、生殖細胞
でインプリントが生じるメカニズムは全く
明らかにされていない。本研究では、卵子型
インプリントにのみ寄与することが報告さ
れたヒストン H3 リジン 4 脱メチル化酵素
KDM1B について、これを精子形成過程で発

現誘導することにより、性特異的インプリン
トにどのような影響を及ぼすのか、その役割
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

 本研究では（１）生殖細胞形成過程におけ
るKDM1Bを同定する、（２）（１）の結果明
らかにされたKDM1Bをクローニングし、コン
ディショナルTGマウスを作製する、（３）コ
ンディショナルTGマウス（胎仔）の雄性生殖
細胞において刷込み遺伝子のDNAメチル化を
解析する、そして（４）雄性生殖細胞におい
て発現誘導されたKDM1BがヒストンH3K4の
脱メチル化に寄与していのか否かを解析する
ことによって、性特異的ゲノム刷込みにおけ
るKDM1Bの役割を解明する。 
 
４．研究成果 

（１）生殖細胞形成過程における KDM1B の
発現解析 
 Ensemble により解析したところ KDM1B 
mRNA には 6 種のバリアントが存在し、その
うちタンパク質をコードしているのは 4 種類、
さらに、ヒストンの脱メチル化活性に重要な
領域を含むものは 3 種存在した。そこで、こ
れら 3 種の発現を卵母細胞形成過程で解析し
たところ、 Kdm1b-001 （ Transcription ID; 
ENSMUST00000037025）mRNA が、非成長期
およびフルサイズの卵母細胞で高発現して
いた。一方、タンパク質の発現解析の結果、
非成長期卵母細胞のみが含まれる新生仔マ
ウスの卵巣では発現が認められず、成長期以
降の卵母細胞でのみ発現が認められた。また、
Kdm1b-001 mRNA はインプリントが確立す
る時期の雄性生殖細胞においても高発現し
ていた。このことから、KDM1B は転写後調
節でその発現が制御されているものと考え
られた。 

（２）KDM1B コンディショナル TG マウス
の作製 
 転写・翻訳後調節の一般的な機構としては、
3’UTR を標的とした small RNA によるもの、
あるいはユビキチン化を介したプロテオソ
ーム系によるものなどが考えられる。そこで、
KDM1B のタンパク質発現は前者の機構によ
り制御されていると仮定し、Kdm1b-001 のコ
ーディング領域のみの cDNAをクローニング
し、生殖細胞でのみ KDM1B が発現するよう
デザインしたベクターをマウス受精卵の前
核に注入した。総計 9 ラインの TG マウスの
作製に成功し、そのうち mRNA の発現レベル
の高かった 3 ラインについてさらにタンパク
質の発現解析を実施したが、いずれのライン
も新生仔雌マウスの卵巣では、野生型と同様
に、KDM1B タンパク質の発現は認められな
かった。 
 本研究の TG ベクターは KDM1B の下流に
2A 配列を介して mCherry が連結されており、
TG 新生仔の卵巣では mCherry の発現が検出



された。そのため、Kdm1b-001 と mCherry の
mRNAは 1本の RNAとして合成された後に、
KDM1B のみが分解されたものと考えられ、
その機構には3’UTR以外のKDM1B領域が関
与していることがわかった。 
 これらのことから、KDM1B の発現制御機
構が解明されない限り、外来性 KDM1B の発
現誘導によりインプリント確立機構を解析
することは困難と考えた。 

（３）KDM1B のインプリント機構における
役割 
 （１）および（２）の研究結果をふまえ、
内在性の KDM1B に着目して解析することに
した。 
これまでの申請者らの別の研究で DNMTs を
生殖細胞で過剰に発現する TG マウスが既に
作製されていた。そこで、この TG マウスを
利用し、KDM1B 依存的にメチル化インプリ
ントを確立する Zac1 および Mest のメチル化
解析を実施することにした。内在性 DNMTs
の発現が極めて低い成長初期卵母細胞で外
来性の DNMTs を過剰発現させたところ、野
生型マウスの成長期卵母細胞では、Zac1 およ
び Mest のメチル化レベルはいずれも 30%未
満と低かったが、TG マウスの成長初期卵母
細胞の Zac1 領域におけるメチル化レベルは
90%以上と非常に高かった。これに対し、TG
マウスの成長初期卵母細胞の Mest 領域にお
けるメチル化レベルは、依然として 30%未満
と低かった。 
 以上の結果から、DNMTs が卵母細胞ゲノ
ムのインプリント領域にアクセスする為の
分子機構として、KDM1B によるヒストン
H3K4 の脱メチル化は必須であるが、少なく
ともMest領域についてはKDM1B以外の分子
機構を必要とすること、そして、DNMTs と
KDM1B の存在は卵子型インプリント確立の
十分条件とならないことが明らかとなった。
今後は、KDM1B の発現制御機構を解明する
ことにより、性特異的インプリント機構にお
ける KDM1B の役割を明らかにしたい。 
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