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研究成果の概要（和文）：　DNA脱メチル化は、胚発生期の遺伝子発現調節に重要な役割を担うエピゲノム機構の１つ
だが、その分子機構には不明な点が多かった。研究代表者は、Gcm遺伝子が初期発生における能動的DNA脱メチル化に関
与することを見出したことから、GcmによるDNA脱メチル化のメカニズムに対して生化学的にアプローチした。先行研究
で報告されている反応条件では、活性が認められないことから、Gcmタンパク質によるDNA脱メチル化は、これまでに報
告のない反応様式をもっていることが示唆された。一方、受精直後の胚の解析では、Gcm2ノックアウトマウスに由来す
る精子と卵子を用いた顕微授精胚において、発生異常が観察された。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic mechanisms include DNA methylation and histone modifications, which 
occur without changing the DNA sequence and alter gene expression. The DNA methylation was frequently 
found in transcriptionally inactive gene loci and it was thought to be a unidirectional and persistent 
process to silence gene action. However, recent findings have challenged this notion and suggest that 
5-methylcytosine can be reversed to cytosine even in postmitotic neurons by active DNA demethylation 
process. We have recently identified Gcm genes are responsible to the active demethylation in early 
mammalian development. Here, we investigated biochemical characteristics of the active DNA demethylation 
by Gcm and found that it could work in a quite novel fashion. In addition, we observed that Gcm2 
deficient embryos made by in vitro fertilization showed abnormal cell divisions by 4-cell stage. These 
results suggest that Gcm genes play critical roles in the epigenetic regulation of early embryos.
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１．研究開始当初の背景 
	 遺伝子の周辺、特にプロモーター領域にし
ばしば存在する CpG アイランドなどにおい
て、CpGのシトシンがメチル化されることに
よって遺伝子の転写が強力に抑制される。こ
の DNA メチル化は、やはり転写を調節する
ヒストンの修飾と併せ、エピジェネティクス
制御と呼ばれる。DNA メチル化/脱メチル化
は、発生期に未分化細胞が運命決定していく
際に非常に重要であるのみならず、分裂を終
えて分化した細胞、例えば成体脳の神経細胞
においてもダイナミックに変化し(Ma et al., 
Nat Neurosci 2010)、遺伝子転写の調節に重要
な役割を担っていることが最近判ってきた。
DNA 脱メチル化にはゲノム複製を必要とす
る受動的脱メチル化と、必要としない能動的
脱メチル化とがあり、特に後者は受精直後の
雄性前核のグローバルな DNA 脱メチル化に
関与することが知られるが、その分子機構に
は不明な点が多い。 
	 能動的 DNA 脱メチル化の分子機構は長ら
く全く判っていなかったが、ごく最近
zebrafish において複数のステップからなる能
動的脱メチル化モデルが提唱され、哺乳類で
も同じ機構が働き得ることが示された（Rai et 
al., Cell 2008; Kim et al., Nature 2009）。これに
は、図１に示すように Activation-induced 
deaminase (AID)/Apobec1によるメチル化シト
シンの脱アミノ化（チミンへの変換）、
Methyl-CpG-binding domain protein 4 (MBD4)/ 
Thymine DNA glycosylase (TDG)による G/Tミ
スマッチのチミン除去、および DNA 修復の
複雑なステップを必要とする。しかしながら、
確かな能動的脱メチル化が起きている生命
現象の報告は未だ非常に少なく、全ての能動
的脱メチル化がこのメカニズムで説明でき
るのかどうか、現在非常にホットに議論され
ている研究領域である。 

 
	 研究代表者は、初期胚の神経上皮細胞で神
経幹細胞が形成されるメカニズムを研究す
る中で、Glial cells missing (Gcm)遺伝子がHes5
遺伝子プロモーター領域を能動的に脱メチ
ル化することを見出した(Hitoshi et al., Nat 
Neurosci 2011)。能動的脱メチル化を説明する
分子機序として現在最も有力なモデル(Rai et 
al., Cell 2008)とは、異なるメカニズムが存在
する可能性が高いため、本研究を提案するに
至った。 
 
２．研究の目的 
	 gcm 遺伝子は、Drosophila においてグリア
と神経細胞間の運命決定を担う遺伝子とし
て同定されたもので、哺乳類では２個のホモ

ログ(Gcm1, Gcm2)が知られている。タンパク
質Ｎ端にDNAの特定の配列に結合するGCM
ドメインをもつ他は、既知のドメイン構造を
もたず、その機能も不明な点が多い。DNA脱
メチル化には Gcm1, Gcm2の両者が関わるが、
Gcm2 がより重要な働きをしていると考えら
れる。本研究では、Gcm1 や Gcm2 に結合す
るタンパク質を精製・同定する。さらに、
Gcm1/Gcm2 を発現させた細胞の核抽出液や、
精製タンパク質を用いて、in vitroの無細胞系
で DNA 脱メチル化を検出できるアッセイ系
を構築する。これにより、メチル化シトシン
が脱メチル化される反応のステップや、必要
な因子を明らかにする。解明された因子や分
子機構が、受精直後の卵に存在し、機能して
いるかどうかを明らかにし、転写開始の分子
機構の一端を解明することを目的とする。 
	 エピジェネティクス制御は、今最もホット
なトピックスの１つである。研究代表者は、
Gcm 遺伝子が DNA の脱メチル化に関与する
ことを初めて報告し、この分野の研究にイン
パクトを与えた。DNAの脱メチル化は、細胞
のリプログラミングにも密接に関連するこ
とから、分化した細胞から iPS細胞の作製の
効率化や、iPS 細胞のステージを介さない細
胞のリプログラミング（例えば線維芽細胞か
ら神経細胞のような）の技術開発にも役立つ
知見が得られると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) Gcm1, Gcm2 に結合するタンパク質の
同定  

	 図１で記述した能動的 DNA 脱メチル化の
モデルでは、AID/Apobec1, MBD4/TDG およ
び DNA修復因子に加えて、Gadd45などが１
箇所に集積することが必要で、巨大な複合体
を形成していると考えられる。Gcm1, Gcm2
が関わる能動的 DNA 脱メチル化も、他の複
数の因子を必要とする可能性や、上述のモデ
ルの一部を共有している可能性などが考え
られる。そこで、Gcm1, Gcm2 による能動的
DNA脱メチル化に関わる因子の同定を行う。 
	  Gcm1, Gcm2は、GCMドメインと呼ばれ
る DNA 結合ドメインをもち、特定の塩基配
列を認識して結合することが知られている。
さらに、Gcm1/Gcm2を過剰発現させた細胞の
核抽出液を用いたゲルシフトアッセイにて、
メチル化された DNA により強く結合するこ
とを示唆する予備的結果を得ている。さらに、
5-ハイドロキシメチル化や G-Tミスマッチを
含む DNA との結合についても検討する。そ
れらの結果に基づき、Gcm1/Gcm2およびメチ
ル化などの修飾を受けた DNA と結合するタ
ンパク質を同定する。このために、FLAG タ
グを付加した Gcm1, Gcm2 (FLAG-Gcm1, 
FLAG-Gcm2)を動物細胞で発現させ、抗
FLAG 抗体で免疫沈降させて得た結合タンパ
ク質を、質量分析計で解析する。 
 
(2) DNA 脱メチル化を検出できる in vitro 



 

 

assayの構築  
	 Gcm1, Gcm2 のタンパク質標品として、
FLAG-Gcm1, FLAG-Gcm2 を細胞で過剰発現
させた核抽出液から抗 FLAG抗体で免疫沈降
させたタンパク質標品、もしくは GST融合タ
ンパク質  (GST-Gcm1, GST-Gcm2)を大腸菌
で大量発現させ、グルタチオンビーズカラム
で精製したタンパク質標品を用いる。一方、
合成オリゴ DNA を重合させることにより、
5-メチル化や 5-ハイドロキシメチル化などの
さまざまな修飾を加えた２重鎖 DNA を作製
し、基質として用いる。Hes5遺伝子プロモー
ター領域で、DNA脱メチル化を受けることが
判っている配列を使用し、[g-32P]rATP で 5’
端をアイソトープ標識して用いる。 
	 DNA 脱メチル化もしくは Glycosylation 反
応のポジティブコントロールとして
GST-MBD4 および GST-TDG を用いる。
MBD4/TDGは、G-Tミスマッチを検知してチ
ミンを除去する Glycosylase活性と、弱いなが
ら 5mC を除去する活性を示すことが報告さ
れているので、その反応条件を参考にして反
応の至適条件を検討する。反応後に、２重鎖
DNA をアルカリ加水分解(90ºC)することで、
apyrimidine 部位で切断された１本鎖 DNA を
検出する。 
	 さらに、5mC や 5hmC、G-T ミスマッチを
含む２重鎖 DNA に対して、Gcm1/Gcm2 が
Glycosylase活性を示すかどうか検討する。最
初は核の粗抽出液を用い、活性が観察された
ら精製 Gcm1/Gcm2 タンパク質を用いる。さ
らに、(1)の実験で同定されたタンパク質も適
宜添加していく。 
(3) Gcm2–/–胚の初期発生の解析  
	 Gcm2 ノックアウトマウスは、副甲状腺の
無形成とそれによる低カルシウム血症によ
って出生後に死亡する新生仔があるものの、
この時期を超えたマウスはほぼ正常に成長
すると報告されている(Günther et al., Nature 
406: 199-203, 2000)。しかし研究代表者らは、
Gcm2–/–マウスの卵子と精子を用いた in vitro 
fertilization (IVF) の予備的な実験で、一定の
確率で Gcm2–/–胚に発生異常が生じることを
見出している。そこでこの異常や他の表現型
を探索し、精子と卵子のどちらにおける
Gcm2 ノックアウトの影響が大きいのか調べ
る。受精直後の胚発生には卵子由来の核小体
の存在が非常に重要であることが報告され
ている (Ogushi et al., Science 319: 613-616, 
2008) ので、核小体の数や分布などを重点的
に観察し、Gcm2 の核内での局在や核小体に
おける機能について、解析を進めていく。 
	 
４．研究成果	 
(1) Gcm1, Gcm2 に結合するタンパク質の
同定  

	 標識タグを付加した Gcm1, Gcm2タンパク
質を用い、免疫沈降法によって結合するタン
パク質の同定を進めた。ES細胞や神経幹細胞
でこれらの標識タグ付きタンパク質を発現

させ、標識タグに対する抗体で免疫沈降を試
みたほか、平行して、標識タグ付き Gcm1, 
Gcm2タンパク質を試験管内で合成し、ES細
胞や神経幹細胞の核タンパク質抽出液に対
してプルダウンなども行ったが、現在までの
ところ上に挙げたタンパク質との相互作用
は確認されていない。 
	 本研究を開始してから、DNAの能動的脱メ
チル化に関して多くの研究の進展があり、例
えば、メチル化シトシンが Ten-eleven 
translocation (Tet) タンパク質の働きで 5-ハイ
ドロキシメチル化シトシンに変換され、最終
的には DNA 修復のメカニズムでシトシンに
戻る（外見上は脱メチル化が起きたようにみ
える）というモデルが提唱され、現在では最
有力なものと考えられている。そこで、Tet1~3
についても標識タグを付加したタンパク質
を試験管内で合成し、Gcm1, Gcm2 との結合
を調べたが、これらも有意なものは観察され
なかった。今後さらに、GCM ドメインを含
む DNA 断片を用いた免疫沈降などを試みて
いく予定である。 
 
(2) DNA 脱メチル化を検出できる in vitro 

assayの構築  
	 先行研究（例えば Kim et al., Nature 461: 
1007-1012, 2009）を参考にして、MBD4によ
る DNA 脱メチル化を生化学的に測定する実
験系を構築した。また、Hes5遺伝子プロモー
ター領域 DNA断片を増幅し、in vitroメチル
化反応によって高メチル化 DNA 断片を調整
した。これらを用いて、Gcm1, Gcm2 のタン
パク質によるDNA脱メチル化を計測したが、
有意な活性は検出されなかった。今後は、Tet
タンパク質による 5-メチル化シトシンのハ
イドロキシメチル化への関与などの可能性
も追求していく必要があると思われた。 
 
(3) Gcm2–/–胚の初期発生の解析  
	 Gcm2 ノックアウトマウスを詳細に解析し
たところ、マウスの遺伝手背景によって若干
表現型が異なることがわかった。すなわち、
CD1 (ICR)系統ではGcm2–/–胚は胎生 12.5日ま
でに頭部の奇形を呈して致死となる。一方、
129Sv/DBAの混合背景では、先行研究の通り
出生し、一部は低カルシウム血症を乗り超え
て発育して交配も可能となる。そこで、この
遺伝的背景をもった Gcm2ノックアウトマウ
スから未受精卵と精子を採取し、試験管内で
の顕微授精を行った（図２）。 
	 その結果、Gcm2–/–マウスの卵子と精子を用
いた in vitro fertilization (IVF) の実験で、一定
の確率で Gcm2–/–胚に図２に示すような発生
異常が生じることを見出した。一方、野生型
の卵子と精子や、ノックアウト(♂) x 野生型
（♀）、野生型(♂) xノックアウト（♀）の組
み合わせや、ヘテロ(♂) x ヘテロ（♀）で産
まれるノックアウト胚ではこのような異常
はほとんど観察されなかった。従って、この
ような発生異常はノックアウト胚に特異的



 

 

な表現型であり、母性因子が関わっているこ
とが示唆された。 

	 ノックアウト(♂) x ノックアウト（♀）の
ノックアウト胚を用いて雄性前核の脱メチ
ル化の過程を観察した。このノックアウト胚
でも、受精が８時間程度で雄性前核の脱メチ
ル化が進行し、それに反比例するように 5-ハ
イドロキシメチル化シトシンの染色性が上
昇することが確認された。今後さらに、ノッ
クアウト胚のエピゲノム状態を詳細に解析
することにより、Gcm1/2による DNA脱メチ
ル化の分子機構や発生における意義が明ら
かになると考えられた。 
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