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研究成果の概要（和文）：主要なエピジェネティック制御の一つであるDNA脱メチル化関連タンパク質のiPS細胞
誘導時の役割について検討した。iPS細胞の誘導では、過去の報告に反しシチジンデアミナーゼのAIDやApobec1
の有意な発現は観察されない。一方、Tet1は顕著な発現上昇が認められた。AID,Apobec1の強制発現も、iPS化率
やクローンの安定性に影響を与えずシチジンデアミナーゼの役割を否定する結果となった。iPS細胞誘導時のAID
遺伝子プロモーター領域のメチル化状態は顕著に低い状態にあることが明らかになった。このことから、適切な
転写因子さえ存在すれば遺伝子自体は発現できる状態にある可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation is one of the major epigenetic mark for gene regulation. 
Gene expression for DNA demethylation during iPS induction were evaluated. Consistent with previous 
reports, we failed to detect substantial expression of cytidine deaminases, AID and Apobec1 whereas 
Tet1 expression was significantly enhanced. Forced expression of AID or Apobec1 under the control of
 Nanog promoter exhibited no significant effect on iPS induction efficiency and stability at least 
until up to 60 days after induction. These results suggest minimum role of cytidine deaminases in 
iPS. These results suggest minimum role of cytidine deaminases in iPS. Hypomethylation at Aicda 
promoter region in iPS clones may indicate that leaky AID expression could easily occur under 
certain conditions in which appropriate transcription factors are available. That may explain 
apparently ambiguous reports for AID expression in iPS.

研究分野：分子生物学　分子免疫学

キーワード： 再生医学　DNA脱メチル化

  ２版



１．研究開始当初の背景 
　　iPS細胞の再生医療への応用には、樹立
にかかる時間や品質管理等の諸問題の克服が
必須である。iPS細胞の効率的樹立と安定し
た形質の管理に資する基礎知識の蓄積が望ま
れた。iPS作製過程で重要なDNA脱メチル化
現象を解析し、より効率的且つ迅速なiPS樹
立法開発の基盤的知識を得ることが喫緊の課
題である。 
　CpGサイトのDNAメチル化は主要なエピ
ジェネティックな制御の一つである。発生時、
胚内で始原生殖細胞（PGC）のDNAは急速
に脱メチル化されそれが細胞のいわゆる初期
化に重要であり、その分子機構は5メチルシ
トシン(5mC)への酵素による修飾とそれに引
き続く塩基除去修復機構により起こる事が示
されていた。その機構の一つとして
a c t i v a t i o n - i n d u c e d c y t i d i n e 
deaminase(AID)/Apobec ファミリーのシチ
ジン脱アミノ酵素の関与を示唆する報告が複
数存在していた(①②)。しかし、AIDノック
アウトマウスは幾世代にも渡り何ら問題無く
生まれ育つ上に、iPS細胞の作成効率も低下
しないことからその生理的意義には疑問の
余地も多く残されていた。 

２．研究の目的 
　　本研究は、iPS作製過程で重要なDNA脱
メチル化現象に関与が示唆されているAIDを
中心に、その他のデアミナーゼ並びにTET
ファミリータンパク質の役割も合わせて解明
する事で効率的なiPS樹立法の開発に繋がる
様なDNAメチル化制御に関する知見を得る
事を目的とした。その為、iPS樹立過程での
AID発現を単細胞レベルで解析し、多能生獲
得とAID発現の条件を詳細に明らかにすると
ともに、他の脱メチル化関連経路（Apobec
ファミリー及びTETファミリー）との相対的
重要度を明らかにし、さらに、それら遺伝子
を導入する事でiPS形成率の劇的な変化に繋
がるかどうかを検討する。そのため具体的に
以下のことを目指した。 
(1) iPS形成過程でのAID発現解析等に
よりその役割を解明する。 
(2) AID以外のシジチンデアミナーゼや
TETファミリーの役割の違い・寄与度を解明
する。 
(3) シジチンデアミナーゼやTETファ
ミリータンパク質の強制発現がiPS形成や安
定化に影響するか検討する。 
(4) AID遺伝子（Aicda）のプロモー
ター解析やシグナル解析を行ないその活性化
機構を明らかにする。 

３．研究の方法 
(1)	 AID等、脱メチル化関連酵素のiPS
誘導時の役割	
DNA脱メチル化関連タンパク質のiPS誘導時の
mRNA発現の変化をreal-time	 PCRで明らかに
する。	

(2)	 Aicda-cre/rosa-tdRFPマウスから
のiPS樹立実験及び解析	
　Aicda-cre/rosa-tdRFPマウスは、レポーター
分子としてhCD2とcre発現カセットをAicda遺
伝子に組み込んだバクテリア人工染色体を持
ち、Aicda遺伝子発現に伴い不可逆的にRFP陽
性となる。その検出感度は非常に高く、AID
が微量（胚中心細胞の約1/100-1/50量）にし
か発現しない未熟B細胞やT細胞での発現もRFP
陽転化として検出できる。このマウスを用い
てマウス胎児線維芽細胞（MEF）を作成しiPS
化を誘導してその過程でのAicdaプロモーター
の活性化を解析する。	
(3)	 シチジンデアミナーゼの強制発現
によるiPS化への影響	
　AID及びApobec1をNanogプロモーター制御
下に強制発現させ、そのiPS細胞形成への影
響を明らかにする。	
(4)	 遺伝子メチル化状態の検討	
　iPS化の状態をOct4,Nanog遺伝子プロモー
ター領域のCpGメチル化状態をBisulfite解析
で確認した上で、Aicdaプロモーター領域の
CpGメチル化状態がiPS形成時にどう変化する
かを明らかにする。	

４．研究成果	
　(1)	 DNA脱メチル化関連タンパク質遺伝子
のiPS誘導時のmRNA発現	
	 AID以外に同時にリプログラミングに有効な
候補として脱メチル化反応を誘導するTETファ
ミリー遺伝子群の発現をRT-PCRで確認しMEF
においてはTET1,2が主に発現することを確認
した。その上でMEFに山中4因子を導入しiPS
クローンを作成した。iPSの樹立はNanogや
Esrrb遺伝子の発現と、Oct4プロモーター領
域の脱メチル化で確認した。AID,	 Apobec1,	
Tet1,	 Tet２のmRNA発現をRT-PCRで確認する
と、MEFに比べTet1,	 Tet2の発現の上昇が顕
著であるが、Apobec1の発現上昇はクローン
により一様ではなくまちまちであり、AIDに
関しては発現の有意な増加を認めなかった（図
１）。	
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(2)Aicda発現レポーターを用いたシングルセ

ルレベルでのAID発現の検討	

　Aicdaの培養系全体としての解析では発現

は顕著でないが、一過性、もしくはごく一部

の細胞でのAID遺伝子発現がiPS細胞樹立に関

与する可能性が考えられた。そこでAID発現

の履歴を単細胞レベルでモニタリングできる

トランスジェニックマウスから樹立したMEF

を用いてiPSを作成し、AID発現履歴を示すiPS

クローンの有無を観察した。iPS化を検定す

るために、Nanogプロモーター制御下にmAG(ア

ザミグリーン)蛍光タンパク質を発現するレ

ポーターを同時に導入した。その結果、AID

発現履歴を示すiPSクローンは極めて少ない

ことが明らかになった(図２）。以上の結果

から、通常のiPS誘導過程において内在性の

AID発現が起こり細胞リプログラミングに関

与する可能性は極めて低いと結論した。	

(3)	 シチジンデアミナーゼの強制発現に

よるiPS化への影響は低い	

　シチジンデアミナーゼの過剰発現によるリ

プログラミング効率や、形質の安定性への影

響について検討するために、AID及びApobec1

タンパク質をiPS誘導時に過剰発現させ、iPS

化効率の比較を行った。AID及びApobec1はmAG

との融合タンパク質として発現させ、蛍光に

よりその発現レベルを解析し、またiPS出現

度を目視でカウントし比較した(表１）。ま

た、iPS誘導後４週と８週でのNanogプロモー

ター制御下のmAG強度をフローサイトメーター

で計測し、比較した。その結果、長期培養（８

週）にるNanogプロモーター活性はAID,	

Apobec1ともにコントロール同様で、シチジ

ンデアミナーゼの強い関与は認められなかっ

た（図３）。	

	

(4)	 Aicdaプロモーター領域のメチル化は

iPS化により大きく低下している	

　AID遺伝子であるAicdaのプロモーター領域

のエピジェネティックな変化を調べるため、

iPS細胞株、MEF、ナイーブなBリンパ球、胚

中心Bリンパ球から調整したDNAを用いて

Bisulfite処理を行い、Aicdaプロモーター領

域のDNAメチル化の程度を解析した（図４）。

MEFにおいては55％のCpG部位がメチル化され

ており、それはナイーブなBリンパ球でも同

程度の58％であった。AIDが高発現する胚中

心Bリンパ球ではメチル化の割合は低下して

いたが44%程度であった。それに対して、２

系統のiPS細胞におけるメチル化率は、3％お

よび17％であり、胚中心Bリンパ球に比べて

も顕著に低いことが明らかになった。Oct4プ

ロモーター領域では、メチル化率はMEF79％、
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iPS細胞11％−14％であり矛盾ない。AIDプロ

モーター領域はiPS化に伴うゲノム脱メチル

化に沿って高度な脱メチル化状態になるが、

それがAIDの高発現にはつながっていないこ

とが示された。そのことから細胞のiPS化時

のAID発現の違いは、転写因子の有無の差に

起因している可能性が考えられた。	

　以上の結果は、iPS誘導の過程でAIDが高度

に発現したり、その活性がiPS化効率や形質

安定化に関与するという可能性が極めて低い

ことを示唆する。	
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