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研究成果の概要（和文）：生殖細胞と体細胞の違いを生み出すメカニズムの解明を目指し、線虫C. elegansのクロマチ
ン修飾制御機構に着目した解析を行なった。クロモドメイン蛋白質MRG-1が、ヒストンメチル化とヒストンアセチル化
の仲介機能を果たすこと等、生殖細胞遺伝子座に特徴的なクロマチン修飾が生み出される分子基盤を明らかにした。ま
た、MRG-1が始原生殖細胞の転写抑制制御にも関与することを見出し、始原生殖細胞の未分化状態維持に働くクロマチ
ン修飾制御の一端を明らかにした。さらに、3’UTRを介したmRNAの安定性制御を利用して、母性供給されたクロマチン
制御因子群を始原生殖細胞に限局させるシステムがあることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism that establishes and maintains germline 
property, we analyzed chromatin modifiers in the nematode C. elegans. We found that the chromodomain 
protein MRG-1 acts as an interpreter of histone methylation and promotes histone acetylation, generating 
a unique histone modification pattern on the germline gene-specific loci. We also found that MRG-1 is 
involved in preventing transcription in premature primordial germ cells. In addition, we revealed an mRNA 
stability control that restricts maternally supplied chromatin modifiers in primordial germ cells.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 生殖細胞　クロマチン　ヒストン修飾　エピジェネティクス　線虫C. elegans
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１．研究開始当初の背景 
 
	 多細胞生物の体は基本的に同一のゲノム
DNA を持つ細胞により構成されている。そ
の為、個々の細胞が多様な細胞特性を発揮す
るには、ゲノム情報を選択的に発現調節する
必要がある。DNA 配列を変えることなくゲ
ノム情報発現を局所的に活性化・不活性化さ
せるメカニズムとして、クロマチン修飾制御
が知られている。ヒストンのメチル化やアセ
チル化に代表されるクロマチン修飾のパタ
ーンは『細胞記憶』として娘細胞に受け継が
れる(Turner, 2002. Cell)。このような性質を
持つクロマチン修飾制御は、細胞特性（細胞
のアイデンティティー）の確立、ひいては秩
序だった組織形成・個体発生を担う必須の遺
伝子発現制御機構であると考えられるよう
になってきた。しかしながら、その分子機構
の詳細については酵母の分子遺伝学的解析
などから理解が進んでいるものの、多細胞生
物の細胞運命決定システムとしてどのよう
な調節制御が行われているのか不明な点が
多い。 
	 動物のからだは多種多様な細胞で構成さ
れるが、なかでも生殖細胞は次世代を生み出
す能力を秘めた特別な細胞であることから、
その細胞特性や形成メカニズムの理解は、生
命科学における最重要課題の一つとして勢
力的に研究が進められている。これまでに研
究代表者は、線虫 C. elegansを実験材料に用
いて、クロモドメイン蛋白質 MRG-1 が生殖
細胞の形成・維持に必須であることを明らか
にしている。研究代表者の発見以前にも、国
内外の研究グループによって線虫 C. elegans
の生殖細胞形成・維持過程に関わるクロマチ
ン制御因子が多数同定されていたが、それら
因子間の相互の連携や作用機序は未解明な
まま残されており、生殖細胞特性を生み出す
クロマチン修飾制御の全体像はつかみきれ
ていないという状況であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究は、多細胞生物の細胞運命決定シス
テムにおけるクロマチン修飾制御の分子基
盤の解明を目的としている。本研究期間内で
は、線虫 C. elegansの発生分化過程をモデル
に、生殖細胞の形成・維持に必須なクロマチ
ン制御因子群に着目した解析を行ない、それ
ら因子間相互の時空間的な連携や作用機序
を解き明かすことによって、生殖細胞と体細
胞の違いを生み出すクロマチン修飾制御機
構の全体像の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
	 これまでの研究代表者らの研究成果を踏
まえ、クロモドメイン蛋白質 MRG-1 は、他

のクロマチン制御因子群の仲介役として機
能しているのではないかとの作業仮説を立
てている。具体的には、①ヒストンメチル化
酵素 MES-4 によって生殖細胞の遺伝子発現
プロファイルの記憶が次世代へ受け継がれ
た後、②クロモドメイン蛋白質 MRG-1 がそ
のヒストン修飾を認識して生殖細胞遺伝子
座に結合し、③アセチル化酵素 MYS-2 を呼
び込み、④生殖細胞遺伝子特異的なアセチル
化修飾パターンを生み出す一方で、⑤体細胞
では NuRDによる修飾消去がなされ、体細胞
型と生殖細胞型のアセチル化修飾パターン
が生じる、との作用機序モデル（図１）を立
てている。 
	 本研究では、上記の仮説に基づき、遺伝学
的解析、免疫組織化学的解析、クロマチン免
疫沈降解析、分子遺伝学的解析等を併用した
検証を行ない、クロマチン修飾制御因子群の
作用機序を解析した。 
 

図１	 作用機序モデル 
MRG-1が仲介役となり、ヒストンメチル化酵素MES-4
と、ヒストンアセチル化酵素 MYS-2 が連携して機能す
る。 
	 
	 
４．研究成果	 	 
 
（１）MRG-1は H3K36メチル化修飾された
クロマチンを認識する 
	 MRG-1 は、クロマチン制御因子に特徴的
なモチーフの１つであるクロモドメインを
有している。クロモドメインは、メチル化ヒ
ストンに結合する性質を持つモチーフとし
て近年注目を集めていることから、MRG-1
も何らかのメチル化ヒストンを認識して結
合する機能を持つのではないかと考え、検証
した。 
	 線虫 C. elegansの生殖細胞形成・維持に必
須な因子として、ヒストンメチル化酵素
MES-4 が同定されている（Bender et al., 
Development 2006）。MES-4 は、ヒストン
H3 の 36 番目のリジン残基（H3K36）を特
異的にメチル化する。MES-4の細胞内分布は
MRG-1 と非常によく似ており、常染色体上
への局在を示す。また、mes-4欠失変異体は、
mrg-1欠失変異体と同様に母性効果不稔の表
現型を示す（Garvin et al., Genetics 1998）。
以上のように、MRG-1とMES-4の性質には



多くの共通点が見られることから、研究代表
者は、MRG-1はMES-4によってメチル化修
飾されたヒストン H3K36me3 に結合するの
ではないかと考えた。 
	 in vitroの結合実験では、MRG-1とメチル
化ヒストン H3K36 との間に強い結合性は認
められなかった為、in vivoでの解析系の構築
を試みた。線虫 C. elegansには、MET-1と
MES-4、２つの H3K36メチル化酵素が存在
し、MET-1 と MES-4 を欠く変異体は、
H3K36 メチル化が完全に消失する。この二
重欠失変異体の♀個体に野生型の♂個体を
交配すると、得られた受精卵内において、卵
由来のクロマチンは H3K36 メチル化修飾さ
れておらず、精子由来のクロマチンのみ
H3K36 メチル化修飾を持つという現象を発
見した。この現象を利用することによって、
単一の細胞内に、異なる H3K36me3 レベル
を持つ染色体セットを人為的に作成するこ
とが可能となる。この、ヒストン修飾状態を
人為的に変化させた細胞を用いて MRG-1 蛋
白質の分布を免疫染色法により観察した結
果、MRG−１は H3K36 メチル化修飾されて
いる精子由来の染色体上に優先的に局在す
る様子が観察され、MRG-1は H3K36メチル
化状態を認識してクロマチンに結合する性
質を持つことが明らかとなった（図４）。 

図４	 MRG-1はH3K36メチル化修飾されたクロマチ
ンに優先的に結合する 
 
 
（２）MRG-1は H3K36メチル化修飾を利用
して生殖細胞遺伝子座に結合する。 
	 研究代表者は、これまでの解析において
MRG-1 が常染色体上に局在することを明ら
かにしていたが、MRG-1 の染色体上の結合
領域をより詳細に特定するため、クロマチン
免疫沈降実験を行なった。初期胚における
MRG-1 のクロマチン免疫沈降物をマイクロ
アレイにて網羅的に解析した結果、MRG-1
は、生殖細胞で発現する遺伝子群のコード領
域に特異的に結合することが明らかとなっ
た。 
	 研究代表者らは、MES-4が生殖細胞遺伝子
座のコード領域に結合することを以前の研
究において見出していたが、今回の解析結果
から、MES-4とMRG-1の結合遺伝子座に高
い相関が見られることが明らかとなった。さ
らに MES-4 と MRG-1 の結合遺伝子座の関
係をより直接的に解析するため、mes-4遺伝
子の発現を RNAi 法で阻害し、MRG-1 の染
色体上の分布に変化が生じるかを検証した。
その結果、mes-4(RNAi)個体では、MRG-1

の生殖細胞遺伝子座への結合性が著しく低
下することが明らかとなった。	  
	 これまで、生殖細胞の遺伝子発現の記憶
（どの遺伝子が ONであったか）が、MET-1
と MES-4 の連携によるヒストン H3K36 メ
チル化修飾によって次世代へ伝達されるこ
とが示されていたが、そのメチル化修飾情報
が、次世代の発生分化過程においてどのよう
に利用されているかは不明であった。本研究
の解析結果は、そのメチル化修飾情報を読み
取る因子が存在することを示す極めて重要
な知見となった。 
 
（３）MRG-1 はヒストンアセチル化酵素
MYS-2と相互作用する。 
	 発生初期の線虫の体細胞は、脱アセチル化
複合体 NuRDの働きによって、生殖細胞への
分化が抑制されている（Unhavaithaya et al., 
Cell. 2002）。したがって、生殖細胞遺伝子の
発現促進には、何らかのヒストンアセチル化
修飾が関与すると推察される。NuRD複合体
の構成因子を欠く変異体では生殖細胞特異
的な遺伝子が全身に発現し致死となる。研究
代表者は以前に、NuRD変異体における生殖
細胞遺伝子の誤発現を指標にした遺伝学的
解析によって、MRG-1 が生殖細胞遺伝子の
発現促進に必須であることを見出している。
この結果を踏まえ、MRG-1 がヒストンアセ
チル化修飾に関与しているのではないかと
考え検証した。 
	 MRG-1 のショウジョウバエホモログは、
MYST型ヒストンアセチル化酵素MOFと複
合体を形成し、遺伝子量補償に機能する。
MOFの線虫ホモログMYS-1とMYS-2につ
いて MRG-1 との相互作用を解析した結果、
NuRD 変異体を用いた遺伝学的解析におい
て、mys-2遺伝子の阻害時に、mrg-1遺伝子
の阻害時と同様に、NuRD変異体の表現型が
抑えられることから、MRG-1とMYS-2の間
に遺伝学的相互作用が認められる（図５）。 
 
 
図５	  
MRG-1とMYS-2の
遺伝学的相互作用 
 
 
そこで、MRG-1とMYS-2が複合体を形成し
て機能している可能性を検証する為、in vitro
結合実験を行なった。ウサギ網状赤血球を用
いた in vitro翻訳システムで合成したリコン
ビナント蛋白質を用いた結合実験の結果、
MRG-1とMYS-2の間に結合性が確認された。 
以上の解析結果から、MRG-1が、MYS-2と
の結合性を利用してヒストンアセチル化修
飾に寄与している可能性が強く示唆された。 
 
（４）MRG-1 の結合遺伝子座とヒストンア
セチル化修飾と相関 
	 上記で述べたように、MRG-1とMYS-2の



間に相互作用が見られたことから、MRG-1
がヒストンアセチル化修飾に関与している
可能性が高い。そこで、MRG-1 のクロマチ
ン上の結合領域とヒストンアセチル化修飾
との間に相関が見られるかについて解析を
試みた。 
	 MYS-2 は MYS-1 と機能的な重複を持ち、
両者を同時に阻害することによって胚致死、
不稔の表現型を示す。また図 6に示すように、
始原生殖細胞において、H4K16 のアセチル
化レベルが著しく減少することも見出して
おり、MYS-2は MYS-1とともに H4K16特
異的なアセチル化修飾酵素であると考えら
れる。そこで、H4K16 アセチル化修飾のゲ
ノム上の分布をクロマチン免疫沈降の結果
をもとに網羅的に解析した結果、生殖細胞遺
伝子座上に特徴的な蓄積パターンがあるこ
とが明らかとなった。生殖細胞遺伝子座上に
は MES-4 と MRG-1 も局在している。そこ
で、より直接的に MES-4 や MRG-1 がヒス
トンアセチル化修飾へ関与しているかを検
証するため mes-4 遺伝子の発現を阻害した
胚におけるヒストン H4K16 アセチル化修飾
パターンを解析した。その結果、生殖細胞遺
伝子座に見られた特徴的な H4K16 アセチル
化修飾パターンが消失することが確認でき
た。以上の結果は、MES-4 によるヒストン
H3K36 メチル化を認識した MRG-1 が、
MYS-2 との相互作用を介して生殖細胞遺伝
子座のヒストンアセチル化修飾を促すとい
う、研究代表者が提案した先の作業仮説と非
常によく合致する結果であった。 
	 本研究の成果によって、生殖細胞遺伝子座
においてヒストンメチル化からアセチル化
まで連携したクロマチン制御機構が機能し
ていることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 6 
 
 
（５）MRG-1 の始原生殖細胞への限局は
3’UTRを介した mRNAの安定性制御によっ
て成し遂げられる。 
	 MRG-1やMES-4は、胚発生の初期には全
ての細胞の核に存在するが、胚発生後期にな
ると始原生殖細胞に限局して観察される。生
殖顆粒をはじめ、始原生殖細胞に局在する母
性因子の多くは第一卵割の頃から非対称分
配によって排他的に生殖系列の割球に受け
継がれることが知られているが、MRG-1 や
MES-4の発現様式は、胚発生がある程度進行
してから始原生殖細胞に限局するという点

において大きく異なっており特徴的である
（図７）。 

 
図 7 
MRG-1、MES-4の発現様式と、 
生殖顆粒（P granules）の非対称分配様式との比較 
 
	 MRG-1 型の発現様式を生むメカニズムを
明らかにするため、トランスジェニック技術
を用いてレポーター遺伝子の動態変化を指
標に解析を行なった。はじめに、mrg-1遺伝
子のプロモーター活性についての解析を行
なった結果、始原生殖細胞に限局して見られ
る MRG-1 蛋白質は、卵形成期までに転写さ
れた母性遺伝子産物由来であることが明ら
かとなった。次に、MRG-1 蛋白質を始原生
殖細胞に限局させる要素の探索を行なった
ところ、mrg-1 遺伝子の 3’非翻訳配列
（3’UTR）を付加したレポーターmRNAが始
原生殖細胞で安定化されるという結果が得
られた（図８）。以上の結果から、MRG-1の 

図８	 mrg-1 遺伝子の 3’UTR を付加したレポー
ターmRNAは、始原生殖細胞で安定化される。 
 



始原生殖細胞への限局は 3’UTR を介した
mRNA の安定性制御によって成し遂げられ
ていることが明らかとなった。 
 
（６）生殖顆粒とは独立したシステムによっ
て、母性供給されたクロマチン制御因子を始
原生殖細胞に限局させる機構が存在する。 
	 一般に、mRNAの安定化制御には RNA結
合蛋白が重要な役割を果たしている。線虫の
生殖系列細胞には、RNAと RNA結合蛋白質
に富んだ、特徴的な顆粒状の構造物（生殖顆
粒）が存在する。そこで、この生殖顆粒が
mrg-1 mRNA の安定化制御に機能している
のではないかと考え、検証した。 
	 生殖顆粒の非対称分配に必須なPPTR-1の
発現を阻害する方法で上記の可能性を検証
した結果、生殖顆粒の局在が失われた胚にお
いても、MRG-1 の始原生殖細胞への限局が
観察された（図 9）。この結果より、生殖顆粒
の分配とは独立したシステムによって、
MRG-1 の始原生殖細胞への限局が成し遂げ
られていることが明らかとなった。さらに、
同様の結果は、MES-4の限局についても観察
された（図 9）。以上の結果から、線虫の胚発
生過程において、生殖顆粒とは独立したシス
テムによって、母性供給されたクロマチン制
御因子を始原生殖細胞に限局させる機構が
存在することが明らかとなった。 
	 

	 
図９	 MRG-1 と MES-4 は、生殖顆粒（P	 granules）の
局在とは独立した機構によって、始原生殖細胞に限局す

る。	 
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