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研究成果の概要（和文）：受精卵が遺伝子の発現状態を変化させながら、細胞分裂・分化・移動・死を通して、
どのようにして多種類の細胞からなる一個体が形成されるのかを理解することは、生物学の大きな目標の一つで
ある。本研究では、体細胞エピゲノム情報の系統解析からin silicoで細胞系譜を構築し、さらに細胞系譜の祖
先節の形質状態、すなわち発生過程の細胞のエピゲノム状態を推定することで、この問題の解決を試みた。その
結果、マウス血球系細胞のゲノムワイドなDNAメチル化情報の系統解析により、既知の細胞系譜や分化途中の細
胞のDNAメチル化状態の推定が可能なことが示された。さらにヒト成体の各種細胞への応用を試みた。

研究成果の概要（英文）：How cells divide and differentiate is a fundamental question in organismal 
development; however, analyzing differentiation processes in various cell types is laborious and 
sometimes impossible. Phylogenetic analysis is usually used to reconstruct evolutionary processes 
based on inherent characters. It could also be used to reconstruct developmental processes based on 
the developmental changes during cell proliferation and differentiation. In this study, genome-wide 
epigenetic information from differentiated cells was used to perform phylogenetic analyses. As a 
result, it was shown that the hierarchical differentiation processes and epigenetic status of 
differentiating progenitor cells could be inferred based on genom-wide DNA methylation information 
for murine hematopoiesis. This analysis was also applied to various differentiated cells of human.

研究分野：分子進化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞系譜は受精卵から成体に至るまでの
各細胞の分裂パターンを樹形図状に記述し
たものであり、個体の発生過程を理解する重
要な要素の一つである。初期の細胞系譜解析
は、発生過程の直接観察に基づいており、線
虫ではこれにより全細胞系譜が記載された
(Sulston 1983)。近年では、顕微鏡画像解析技
術や細胞にマーカーを導入し観察する clonal 
assays の発展があり、ホヤやマウスの初期胚
などでも細胞系譜の解明が進んでいる
(Clarke 1999)。しかしながら胚の観察や侵襲
的実験が困難な生物の細胞系譜を明らかに
することは未だ困難である。 
 また、個体発生の過程において細胞は自己
の遺伝子発現を変化させながら、そして記憶
しながら分化してゆく。この細胞の記憶は、
ゲノム上のエピジェネティック修飾という
形で記録される。RNA-seq法や ChIP-seq法等
の新技術の確立により、個体発生に伴う遺伝
子発現情報やエピジェネティック修飾情報
をゲノムワイドに研究することが可能とな
り、例えば ES 細胞から内・中・外胚葉細胞
へ分化する過程の遺伝子発現・エピゲノム情
報が解析されている(Gifford et al. 2013)。しか
しながら、個体発生全過程の細胞の情報を網
羅的かつ継時的に取得し解析するのは大変
な作業となる。特に、幹細胞など少数のしか
し重要な細胞から遺伝子発現・エピゲノム情
報を得ることは多くの場合困難である。 
 
２．研究の目的 
 
 これに対し本研究は、分化した成体の体細
胞のエピゲノム情報の系統解析から、これら
の問題の解決を試みる。系統解析は従来、異
なる生物の表現型や遺伝子配列情報の比較
から、種あるいは遺伝子の系統樹を推定し、
さらに祖先節の形質状態推定からその進化
過程を推定してきた。この手法は、十分な情
報さえあれば、個体の発生過程の推定へと応
用することが原理的に可能である。すなわち、
ある個体の分化した様々な細胞のもつ情報
の比較から、それらの細胞の分岐過程や、祖
先節にあたる分化途中の細胞の状態を推定
することが可能だと思われる。そこで本研究
ではエピゲノム情報に着目する。エピゲノム
情報は、細胞分裂後も基本的に継承されるこ
と、分化した多様な細胞はそれぞれ独自のエ
ピゲノム情報を持つこと、また情報量に富む
ことから、細胞系譜および細胞分化過程の推
定のための好条件を満たしている。 
 
３．研究の方法 
 
 エピゲノム情報としては DNA メチル化に
着目した。DNAメチル化は研究が進んでおり、

遺伝子発現との関連、細胞分裂後の維持機構、
哺乳類の発生過程において重要な役割を果
たすこと等が知られている(Smith & Meissner 
2013)。 
 まず DNA メチル化情報の整形を行った。
DNA メチル化の情報はゲノム上の各サイト
における連続値である。DNAメチル化の程度
が 0.4 を超えると遺伝子発現抑制がみられる
という報告に基づき(Bock et al. 2012)、本研究
では 0.4 を閾値としてメチル化情報を
0(OFF)/1(ON)の 2値に変換して系統解析に用
いた。 
 次に遺伝子配列や表現型の系統解析で用
いられる手法に基づき、既存のソフトウェア
（PAUP, RAxML, BayesTraits）を用いて、最
節約法・最尤法・ベイズ法に基づく系統樹お
よび祖先節推定を行った。最尤法・ベイズ法
については、メチル化⇄脱メチル化（ON⇄OFF）
のパラメータ推定も同時に行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 血球系細胞を用いた研究 
 血球系細胞の分化過程は研究が進んでお
り、その細胞系譜や、造血幹細胞をはじめと
する分化途中の各種細胞のエピゲノム情報
や、細胞分化にともない発現が変化する遺伝
子の存在が明らかになっている（図 1、Rieger 
& Schroeder 2012)。これらの既知情報と推定
された結果とを比較することで、本手法の詳
細な検討が可能である。そこで、マウスの各
種血球細胞（造血幹細胞 hematopoietic stem 
cell (HSC)、分化途中の前駆細胞 6 種
multipotent progenitor 1 (MPP1), multipotent 
progenitor 2 (MPP2), common myeloid 
progenitor (CMP), megakaryocyte-erythroid 
progenitor (MEP), granulocyte-monocyte 
progenitor (GMP), common lymphoid progenitor 
(CLP) cell 、 分 化 細 胞 6 種 ： nucleated 
erythrocytes (E), granulocytes (G), monocytes 
(M), B cells, helper T cells (CD4), cytotoxic T 
cells (CD8)）のゲノムワイドな DNAメチル化
情報(Bock et al. 2012)を用いて解析を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図 1】血球系細胞の分化過程



 まず、DNAメチル化レベルの頻度解析を行
った。その結果、ほとんどのメチル化サイト
のメチル化レベルは 0.0 あるいは 1.0 に近い
ことが確認され（図 2）、メチル化情報を二値
化して系統解析することによる影響は限定
的であることが示唆された。 

 
【図 2】メチル化情報の頻度分布 
 
 次に、血球系細胞分化の過程において、
DNA メチル化レベルがどのように変化する
かを調査した。HSCが 6種類の細胞（E, G, M, 
B, CD4, CD8）へと分化する過程でみられる変
化を、STABLE/UP/DOWN/UNKNOWNに分類
した。その結果、大部分のサイトは STABLE
であったが、単純な変化（UP/DOWN）をす
るサイトと複雑な変化をするサイト
（UNKNOWN）の比は 10:1 程度であること
がわかり、系統解析に適したサイト
（UP/DOWN）が十分に存在することが示唆
された。 
 次に、分化した 6種類の細胞（MEP, G, M, B, 
CD4, CD8 ）の DNAメチル化情報を用いて、
最節約法、最尤法、ベイズ法に基づき系統
樹を推定した。アウトグループには HSC, 
MPP1, MPP2を用いた。推定された系統樹と、
既知の細胞系譜との比較を行った結果、既知
の細胞系譜を概ね反映する結果が得られた
（図 3）。しかしながら myeloid 系細胞 （MEP, 
G, M）の単系統性は支持されなかった。 

【図 3】推定された系統樹 
   （左）最尤法、（右）最節約法 
 
 異なる系統で独立にメチル化あるいは脱
メチル化が起きる homoplasyは系統解析を歪
める可能性があり、細胞分化過程の再構築に
適さない。そのような細胞分化過程の再構築
に適さない DNA メチル化サイトがどの程度
存在するのか、検証を行った。その結果、
homoplasy サイトと non-homoplasy サイトの

存在比はおよそ 1:6 であることがわかった。
さらにそれぞれのサイトの特徴を知る目的
で、近傍の遺伝子の機能的な特徴を調べたと
ころ、homoplasy サイトには特定の機能はみ
られなかったが、non-homoplasy サイトには
転写制御、免疫反応、造血などの特徴がある
ことが示された。したがって non-homoplasy
サイトは、造血細胞の分化過程をよく反映し
たメチル化状態を維持していることが示唆
された。 
 最後に、系統樹上の各祖先節の状態の推定
を行い、既知の細胞分化途中の前駆細胞 3種
（CLP, GMP and CMP）の DNAメチル化情報
との比較を行った。その結果、77.0〜89.8% の
サイトの DNAメチル化状態（ON/OFF）が正
しく推定された。 
 以上のことから、DNAメチル化に基づく系
統解析による細胞系譜推定および細胞分化
途中の細胞のエピゲノム状態の推定の可能
性が示された。myeloid 系細胞の単系統性が
支持されなかった点については、近年、既知
の細胞系譜と異なる分化経路を辿る細胞の
存在が示されていること (Kawamoto 2010; 
Görgens et al. 2013; Ema et al. 2014)、今回用い
たデータが細胞集団のデータであることか
ら、そのようなデータの不均一性が原因であ
る可能性が考えられた。 
 
(2) 全身の各種分化細胞を用いた研究 
 (1)で得られた知見に基づき、ヒト成体の各
種分化細胞への応用を試みた。具体的には、
ENCODEプロジェクト(The ENCODE Project 
Consortium 2012)から公開されているヒト成
体（肺、胃、肝臓、膵臓、腎臓、副腎、骨芽
細胞、骨格筋、心膜、左心室、心筋、子宮筋、
脳、皮膚、乳房、子宮、精巣、胎盤、メラニ
ン細胞、白血球、線維芽細胞）の各種細胞の
ゲノムワイドな DNA メチル化情報を用いて
系統解析を行った。 
 その結果、胃・肝臓・肺などの内胚葉由来
の器官、脳や腺などの外胚葉由来の器官、骨
芽細胞や線維芽細胞などの中胚葉由来の器
官、生殖器官、心筋や子宮筋などの筋組織は、
それぞれ系統樹上で単系統群をなすことが
示された。また祖先節の状態推定により、細
胞分化過程の各系統の各段階における、ゲノ
ム上の各サイトの DNA メチル化状態の変遷
過程を推定することができた。 
 
(3) 今後の展望 
 個体発生における細胞分裂の過程は、体細
胞ゲノム上におきた突然変異を用いた系統
解析からも推定可能であるが、個体発生で得
られる体細胞突然変異の量は十分とは言え
ず、系統解析で十分な解像度を得ることが難
しい。しかしながら 2016 年になって、
CRYSPR/Cas9 genome-editing systemを用いて
積極的に突然変異を導入することで、この問
題を克服する論文が発表された(McKenna et 
al. 2016)。 
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 一方で、本研究で推定された細胞の分化過
程は、細胞分化にともなうエピジェネティッ
ク変化の平均像と捉えることができる。エピ
ジェネティック修飾の状態は、ゲノム上の各
遺伝子の発現状態を反映している。したがっ
て、細胞系譜の祖先節の形質状態、すなわち
分化途中の細胞におけるエピジェネティッ
ク修飾の状態が推定できれば、これに基づき
発現する遺伝子セットの変遷過程の推定も
可能だと思われる。体細胞ゲノム変異の情報
から細胞系譜推定を行う手法では、このよう
な情報は得られない。したがって、両者を補
完的に統合して理解することが重要だと思
われる。 
 近年、シングルセル解析技術も急速な勢い
で発展し、遺伝子発現情報のみならず、DNA
メチル化解析手法も発表された(Smallwood et 
al. 2017)。今後は、体細胞ゲノム変異の情報
を用いて得られた細胞分裂の過程、本手法に
より推定されるエピジェネティック修飾の
変遷過程および遺伝子発現状態の変遷過程
を、一細胞レベルで統合解析することで、個
体発生過程の理解が進むことが期待される。 
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