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研究成果の概要（和文）：哺乳動物にのみ存在する転写制御メカニズム、「ゲノム刷り込み」は、ある遺伝子が
父親、あるいは母親から受け継がれた時にのみ片アリル性発現する現象である。われわれは、遺伝子改変マウス
（トランスジェニックマウス、ノックアウトマウス、ゲノム編集マウスなど）を作成・解析することで、特定の
遺伝子が由来する親の性を、子供の細胞において区別するための印（エピジェネティック・マーク）が付加され
るゲノムDNA領域を見いだすことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genomic imprinting, a transcriptional regulatory mechanism that exists only 
in mammals, is a phenomenon in which certain genes are mono-allelically expressed only when they are
 paternally or maternally inherited.  We have successfully identified genomic DNA region to which an
 epigenetic mark is added to distinguish parental origin of certain genes in offspring’s cells, by 
generating and analyzing gene-modified (transgenic, knock-out, and gene-edited) mouse lines.

研究分野： 応用分子細胞生物学（エピジェネティクス）、動物生命科学（発生工学）

キーワード： ゲノム　発現制御　エピジェネティクス　ゲノム刷り込み　DNAメチル化　遺伝子改変マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA塩基配列以外の情報が親世代から子世代へと受け継がれ、それが子世代の遺伝子発現を変化させる例が知ら
れる。ゲノム刷り込みでは、精子や卵の形成過程でゲノムDNAに付加されるメチル化が、由来する親の性を見分
ける唯一の目印であると考えられていた。しかし申請者は、DNAメチル化以外の印も、生殖細胞でゲノムに付加
されることを見いだし、本研究において、この未知のエピジェネティック情報が書き込まれる場所を特定し、ゲ
ノム刷り込み分子制御メカニズムの一端を解明した。本成果は、クローンによる動物（優良家畜や希少種）生産
の問題解決等につながると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノム刷り込みはエピジェネティクス制御の代表例であり、ヒトやマウスを含む胎盤性哺乳動
物の一部の遺伝子で見られる片アリル性発現(刷り込み発現)メカニズムである。刷り込みを受
ける遺伝子のうち、成長因子をコードする Insulin-like growth factor 2 (Igf2)遺伝子は父親か
ら、その近傍の H19 遺伝子は母親から受け継がれたときにのみ発現する。この刷り込み発現
は、同遺伝子座の中央に位置する Imprinting Control Region (H19-ICR)により制御される。
H19-ICR は CpG に富み、父方アリルで高メチル化、母方で低メチル化状態を示す
Differentially Methylated Region (DMR)である。したがって、このメチル化状態の違いこそ
が、由来する両親を見分ける「印」であると考えられている。このアリル特異的なメチル化状
態を「維持」するためには、メチル化感受性結合能を持つ CTCF 転写因子が、(低メチル化状
態の)母方 H19-ICR に対してのみ特異的に結合し続けることが必要である。さらに CTCF 転写
因子はインスレーター(エンハンサー・ブロッキング)活性を持ち、そのアリル特異的結合が刷
り込み発現制御の分子基盤ともなっている。このため、H19-ICR の刷り込みメチル化の破綻
は、Igf2 遺伝子の刷り込み発現異常、ひいては、ヒト新生児の巨躯、がんの高発生リスクなど
を特徴とする Beckwith-Wiedemann 症候群(BWS)や、重度の子宮内発育遅延や出生後の低成
長などを特徴とする Silver-Russell 症候群(SRS)などのエピジェネティクス疾患の原因となる。 

ゲノム刷り込みの肝要な点は、2 倍体細胞における両親由来アリルの識別である。精子と卵が
いったん受精すると、アリルの区別はできなくなる。したがって、両者を区別するためには、
精子や卵の形成過程でゲノムに何らかの印が付加される必要がある。ほぼ全ての刷り込み遺伝
子座には DMR が見いだされており、H19-ICR を含む一部の DMR は精子でのみ DNA メチル
化され（paternal DMR）、他の DMR は卵でのみメチル化される（maternal DMR）。この刷
り込みメチル化状態は受精後も維持されることから、DNA メチル化こそが、由来する親の性
を識別するためのエピジェネティック・マーク（印）であると考えられてきた。 

我々は、2.9-kb の H19-ICR 配列を用いて、トランスジェニック（Tg）・マウスを作製した。
体細胞における導入 H19-ICR のメチル化解析の結果、父親由来では高メチル化、母親由来で
は低メチル化状態を示した。つまり 2.9-kb の DNA 断片内には、H19-ICR が paternal DMR で
あることを特徴付ける、何らかのエピジェネティックな印が付加されており、当然これは
DNA メチル化であると考えられた。ところが驚いたことに、導入 H19-ICR 配列は、精子生殖
細胞でメチル化されなかった。つまり、DNA メチル化こそが、両親から受け継がれる印であ
るという、これまでの概念は崩れた。申請者は、「H19-ICR には、生殖細胞において DNA メ
チル化以外の未知のエピジェネティック・マークも付加されており、これを目印とすれば、受
精後であっても父親アリル特異的なメチル化導入が可能である（受精後刷り込みメチル化）」
と考えている。 

２．研究の目的 

哺乳動物の体を構成する個々の細胞において、１対のゲノムのそれぞれが由来する親の性を見
分けるために、生殖細胞形成過程でゲノムに付加される DNA メチル化以外のエピゲノム修飾
が存在することを我々は見いだした。そして、この未知の印が付加される cis DNA 配列を
PODS（= parent of origin deposition site）と命名した。本研究で申請者は、哺乳類の実験動物



として汎用されるマウスの遺伝子改変をおこなうことで、Igf2/H19 遺伝子座の H19-ICR 配列
中に PODS を同定し、また、その制御因子を探索することで、新規ゲノム刷り込み制御の基盤
メカニズムを理解することを目的とした。 

３．研究の方法 

（１）H19-ICR の欠失変異体 Tg マウスを用いた PODS の同定（必要条件の検証） 

我々は、精子において H19-ICR 配列の刷り込みメチル化が不完全だった場合に、体細胞で修
復するために、受精後刷り込みメチル化活性が関与していると考えている。このため、同活性
の所在を明らかにするためには、精子での H19-ICR（2.9-kb）配列のメチル化が起こらない、
Tg マウスの使用が有利であると考えた。そこで、その欠損変異体 Tg マウスを作製し、生殖細
胞と体細胞におけるそれぞれの DNA メチル化解析を行うことで、PODS 配列を同定した。 

（２）再構築 DMR 配列を用いた PODS の機能解析（十分条件の検証） 

刷り込みメチル化における PODS 配列機能の十分性を検証するために、再構築系 Tg マウスを
作製した。λ DNA の HindIII 処理により得られる 2.3-kb 断片は、そのサイズと CpG の数が
H19-ICR 配列に似ているが、刷り込みは受けない。我々は以前、同断片に対して、CTCF 結合
配列を 4 カ所挿入し、さらに多能性転写因子、Oct の結合配列を付加したものを作製し、LCb
断片とした。同断片の TgM の解析の結果、両アリルともに低メチル化状態であった。そこ
で、LCb 断片に PODS 配列を付加（LCb+PODS）し、同様の実験を行ったところ、同断片
は、Tg マウスにおいて受精後に刷り込みメチル化を受けた。 

（３）再構築 DMR 配列による、内在 H19-ICR 機能代償の検討 

内在 H19-ICR の機能を LCb+PODS 配列により代替できるのかの検証をおこなうため、ゲノ
ム編集により、ES 細胞で置換反応をおこない、さらに、集合法によりマウス個体を作出した。
同置換配列の DNA メチル化解析をおこなった結果、刷り込みメチル化されており、ゲノム刷
り込み遺伝子発現も正常であった。また、同ノックイン･マウスは正常に発生したことから、内
在遺伝子座において H19-ICR 配列の機能に必要･十分な全ての cis 配列を見いだせたと判断し
た。 

（４）内在遺伝子座における受精後刷り込みメチル化の生物学的意義の検証 

内在遺伝子座における PODS 配列の必要性とその生物学的意義を明らかにするために、ゲノム
編集による ES 細胞への変異導入により、内在遺伝子座 H19-ICR の PODS を欠失するマウス
を作製した。精子でのメチル化解析の結果、その DNA メチル化状態は野性型のそれと変わら
なかったが、受精後、父方変異型 H19-ICR 配列の DNA メチル化レベルが低下し、ゲノム刷り
込み発現異常が認められた。 

（５）受精後刷り込みメチル化反応における DNA メチル化酵素の同定 

精子生殖細胞における内在 H19-ICR 配列のメチル化は、DNA メチル化酵素、Dnmt3a と



Dnmt3L により触媒される。H19-ICR の受精後刷り込みメチル化には、卵から持ち込まれる
maternal な酵素や、両親由来ゲノムの発現による zygotic な酵素が関与する可能性がある。こ
れらを区別したうえで、DNA メチル化の責任因子を明らかにするために、候補因子の遺伝子
を卵のみで欠損するマウスを作製した。これらノックアウト・マウスに対して、野性型、ある
いは変異型の Tg H19-ICR 遺伝子座を導入し、そのメチル化解析をおこなった結果、精子と同
様、受精後刷り込みメチル化にも Dnmt3a と Dnmt3L が関与することが分かった。 

（６）受精後刷り込みメチル化の分子メカニズムの解明 

PODS 配列に結合し、DMR の機能を担う因子を同定するため、ゲルシフトアッセイや酵母
one-hybrid system によるスクリーニングをおこなった。その結果、精子や ES 細胞、P19 細胞
に存在し、in vitro で PODS 配列に結合する可能性がある複数の候補因子が見つかった。さら
に、PODS 配列に結合する可能性がある候補因子を、JASPAR（a database of transcription 
factor binding profiles）を用いて in silico で探索した。これらの候補因子について、発現プロ
ファイルや分子の特徴から絞り込みを行った後、大腸菌や動物培養細胞にて過剰発現・精製を
行い、ゲルシフトアッセイにより、結合のバリデーションをおこなった。生化学的な解析を含
め、最終的に３つの候補因子を同定することができた。 

４．研究成果 

真核細胞のゲノムはクロマチンの形をとり、そのヒストン修飾や DNA メチル化状態は、ゲノ
ム機能の発現に影響を与える。高度に分化した細胞である哺乳動物の精子や卵のクロマチン
は、その機能発現のために特有のエピゲノム修飾をもつ。ところが、これら生殖細胞が受精す
ると、胚としての分化多能性獲得のために、（精子と卵に由来する）両アリルはゲノムワイドな
リプログラミング（DNA 脱メチル化を含む）を受け、両者に由来するエピゲノムの違いは胚
盤胞期までにほぼ消失する。一方で胚盤胞期以降、胚を構成する個々の細胞は分化し、その形
質獲得の過程で、遺伝子座特異的なエピゲノム修飾がクロマチンに施され、DNA メチル化も
このような修飾の一つである。 

このように初期胚のゲノム DNA は、積極的な脱メチル化（胚盤胞期前）とメチル化（胚盤胞
期後）活性に晒されるが、ゲノム刷り込み遺伝子座に特有の、生殖細胞で確立するアリル特異
的 DNA メチルだけは、忠実に維持される。Igf2/H19 遺伝子座の H19-ICR はこのような配列
の一つであり、 精子では高メチル化、卵では低メチル化状態であり、受精後、このアリル特異
的 DNA メチル化状態は、胚盤胞期を超えて、一生の間維持される。我々は、本研究を通して
（１）受精～胚盤胞期胚までの間、父方 H19-ICR が、脱メチル化活性から保護されるために
必要な PODS 配列を同定し、 
（２）同配列と、すでに同定済みであった Oct/Sox/CTCF 配列（胚盤胞期以降、母方 H19-
ICR が、ゲノムワイドなメチル化活性から保護されるために必要）とを組み合わせることで、
人工 DMR を合成し、 
（３）同人工 DMR が、内在 H19-ICR 配列の機能を完全に置換する、ことを見いだした。 
また、 
（４）父方 H19-ICR 配列が受精後、ゲノムワイドな脱メチル化活性からの保護には、卵由来
の DNA メチル化酵素（Dnmt3A と Dnmt3L）が必要であること、 



（５）PODS 配列を介して、父方 H19-ICR 配列高メチル化状態維持に関与するタンパク質性
因子の候補を、生化学的手法やデータベースによる探索から、複数種類同定した。 

今後は、これら候補因子の PODS 配列制御因子としての機能検証（in vivo）を行うとともに、
その分子メカニズム解明に向けた研究をおこなう予定である。 

近年、多様な環境要因(食習慣、温度変化、化学物質汚染、外的ストレスなど)によるエピゲノ
ムの変化が、生活習慣病やガンなどの原因となる例が多数知られてきている。あるいは、優良
な家畜生産を目的とした生殖補助技術(ART)により生まれた牛で見られる過大子症候群(LOS)
の一部も、エピゲノム異常がその原因とされる。したがって、世代や細胞分裂を超えたエピゲ
ノムの確立・維持メカニズムの理解は、基礎研究のみならず、これらエピジェネティクス疾患
の理解のためにも極めて重要である。 
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