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研究成果の概要（和文）：体細胞初期化を理解するためには、ゲノムワイドにエピゲノムの変化を観察することが必要
である。DNAメチル化状態をゲノムワイドに解析するために、RRBS法による解析を行った。その結果、不完全な初期化
に伴い形成された腫瘍細胞は、起源細胞の特徴を残しつつ、ES細胞に近いメチル化パターンを示すことが明らかとなっ
た。この腫瘍細胞において遺伝子変異が認められなかったことから、エピゲノム異常に伴う発がんであることが示唆さ
れた。さらに、エピゲノム修飾因子を発現させた際に、樹立効率の向上が認められるかどうかを検討するため、植物遺
伝子の強制発現を行ったが、単一の遺伝子発現では樹立効率の優位な上昇は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：The global epigenetic alteration is induced by the expression of reprogramming fac
tors during the somatic cell reprogramming. To understand of genome-wide epigenetic alteration, it is usef
ul for the elucidation of the reprogramming mechanism. To analyze the genome-wide DNA methylation during t
he somatic cell reprogramming process, we performed DNA methylation analysis by RRBS methods. This result 
showed tumor cells gained de novo DNA methylation at ESC-methylated region, whereas kidney-methylated regi
on retained their original methylation status. And these tumor cells have no genetic mutation at oncogenes
. These results suggest that incomplete reprogramming can induce the tumor cell by the epigenetic abnormal
 alteration. Further, we performed forced expression of reprogramming factors with epigenetic modifier whi
ch derived from plant gene, but efficiency was not dramatically improved. 
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１．研究開始当初の背景 
初期化 4因子(Oct3/4, Sox2, Klf4, Myc)の強
制発現により、 iPS(induced Pluripotent 
Stem）細胞の樹立が可能となった。さらに、
近年の報告から、iPS 細胞樹立の過程にはダ
イナミックなエピゲノムの改変が重要な役
割を果たすことが明らかになりつつある。一
方、植物細胞は高い分化可塑性を持つことが
知られており、簡単な処理により全能性を持
つ細胞集団(カルス)を誘導することが可能で
ある。また、哺乳動物細胞以上にエピゲノム
によって遺伝子発現の制御がなされている
ことから、植物が持つエピゲノム修飾因子は、
哺乳類細胞以上のエピゲノム変動を誘導で
きる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、iPS 細胞樹立過程におけ
るエピゲノム変化の内、DNA のメチル化に
着目し、DNA メチル化変化の同定手法の確
立と、リプログラミング過程で変化するエピ
ゲノムの積極的な改変によるリプログラミ
ング効率への影響を解析することを目的と
している。さらに、前述の様に、植物はより
高度にエピゲノム制御がなされている生物
である。外来遺伝子として植物のエピゲノム
修飾因子を用い、体細胞リプログラミング過
程において、積極的にエピゲノム変化を誘導
することで、それら遺伝子の強制発現による
体細胞リプログラミングへの影響を観察す
る。 

 
３．研究の方法 
(1) ゲノムワイドなDNAメチル化解析法の確
立 
ゲノムワイドなDNAメチル化解析法と
して、High-throughput sequencer とメ
チル化感受性酵素 MspI を用いた
RRBS(Reduced Representation of 
Bisulfite Sequencing)法の改変法であ
る mRRBS 法 (Boyle et al., Genome 
Biology 2012)を選択した。また、シー
ケンスデータの解析には、Bismark 
(Krunger et al., Bioinfomatics 2011)
を使用した。体細胞初期過程における
DNA メチル化変化を観察するためのサン
プルとして、腎臓組織、及び、不完全な
リプログラミングにより誘導された腎
臓腫瘍、リプログラミングを誘導後に腎
臓内に形成されたテラトーマより単離
したiPS細胞、マウスES細胞を用いた。 
 

(2) 植物遺伝子の入手及び、強制発現ベクタ
ーへのサブクローニング 
 エピゲノム変化を誘導するシロイヌ
ナズナ遺伝子の完全長cDNAクローンは、
理研バイオリソースセンターから入手
した。本実験では、強制発現系としてレ
トロウイルスを用いた。レトロウイルス
ベクターとして、pMXs-gw を用い、

gateway システムを利用して、各々の遺
伝子の導入を行った。 
 

(3) MEF(mouse embryonic fibroblast)を用
いたリプログラミング効率の検討 
体細胞であるMEFの初期化を誘導する
ために、ドキシサイクリン存在下で
Oct3/4, Sox2, Klf4, cMyc を発現誘導可
能なマウス(OSKM-KH2)胎仔よりMEFの単
離・培養を行った。樹立された MEF に対
して、PlatE 細胞を用いて作成したレト
ロウイルスを用いて、植物遺伝子の強制
発現を行い、感染後 3日目に継代し、ES
細胞の培養系へと移した。その後、ES
細胞培養条件下で培養を続け、出現した
コロニー数により、リプログラミング効
率の検討を行った。 

 
４．研究成果 
① ゲノムワイドな DNA メチル化解析法の確
立 
生体内で体細胞初期化を誘導することが
可能な OSKM-KH2 マウスより、トランスジー
ンである初期化 4 因子を発現する腎臓組織、
及び、不完全なリプログラミングにより誘導
された腎臓腫瘍、リプログラミングを誘導後、
腎臓内に形成されたテラトーマより単離し
た iPS 細胞、マウス ES 細胞から抽出したゲ
ノム DNA を用いて、リプログラミング過程に
伴う DNAメチル化の変化を mRRBS 法により同
定した。その結果、生体内で形成されたテラ
トーマより単離された iPS 細胞は、ES 細胞と
類似したDNAメチル化パターンを示すのに対
して、不完全なリプログラミングにより形成
された腎臓腫瘍では、腎臓の性質が維持され
たまま、一部 ES 細胞と類似した DNA メチル
化パターンが形成されていることが明らか
となった。 

また、腎臓腫瘍において、体細胞において
DNA のメチル化パターンが生涯維持されてい
ると考えられているインプリンティング遺
伝子の近傍領域において、DNA メチル化パタ
ーンの変化が観察され、また、幾つかのイン
プリンティング遺伝子については発現アレ
ルの変化が観察された。 



さらに、がん遺伝子における遺伝子変異の
有無を Exome-seq 法を用いて検討した結果、
変異が認められなかったことから、不完全な
初期化に伴い腎臓に形成された腫瘍は、エピ
ゲノム変化により誘導された腫瘍であるこ
とが明らかとなった。 
 
② 植物遺伝子の強制発現による、リプログ
ラミング効率の検討 
シロイヌナズナにおいて同定されている
エピゲノム修飾因子の内、植物細胞において、
DNA のメチル化、脱メチル化に関与する幾つ
かの遺伝子を選択し、ドキシサイクリン存在
下で初期化 4因子を強制発現可能な MEFに対
して強制発現後、リプログラミング効率の検
討を行った。しかしながら、リプログラミン
グ効率を優位に上昇させることができなか
った。これは、エピゲノム修飾因子の多くが、
複合体を形成して作用することから、単一遺
伝子の強制発現ではエピゲノム変化を誘導
することが不十分である可能性が考えらえ
る。 
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