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研究成果の概要（和文）：発生初期の胚から生後の脳にわたってのDNAメチル化解析、胎生致死マウスからのiPS
細胞株の樹立とキメラマウスの作製、及び単一神経細胞レベルでの遺伝子発現解析と形態解析を行うことで、
DNAメチル化酵素Dnmt3b依存的な発生初期の差次的なDNAメチル化がプルキンエ細胞におけるクラスター型プロト
カドヘリンの確率的な発現を制御し、樹状突起のパターン形成に関わっていることを世界に先駆けて明らかにし
た。さらに共同研究として、キメラマウスの脳におけるダブルホールセル記録を行うことで、大脳皮質の細胞系
譜依存的な双方向性シナプス結合の形成にも発生期のエピジェネティック制御が関与していることを発見した。

研究成果の概要（英文）：By conducting DNA methylation analysis from the embryo to the postnatal 
brain, establishment of the iPS cell line from the embryonic lethal mouse and generation of the 
chimeric mouse, and gene expression analysis and morphological analysis at the single neuron level, 
we revealed that differential DNA methylation dependent on DNA methylation enzyme Dnmt3b regulates 
the stochastic expression of the clustered protocadherin genes in Purkinje cells and that it is 
involved in pattern formation of dendrites. In addition, as a collaborative research, we found that 
the epigenetic regulation at the developmental stage is also involved in the formation of reciprocal
 synaptic connections dependent on the cell lineage of the cerebral cortex by performing double 
whole cell recording in the brain of chimeric mice.

研究分野： 神経科学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
個々の神経細胞は異なる回路特性を持ち個
性的な振る舞いをするが、同一の遺伝情報
からいかにして独自の個性を獲得するのか
は明らかになっていない。クラスター型プ
ロトカドヘリン（cPcdh）分子群は約 60 種
の多様化した膜タンパク質で構成されてお
り、個々の神経細胞ごとに異なる cPcdh ア
イソフォームがランダムに発現している
(Esumi	et	al.	2005	Nat	Genet;	Kaneko	et	
al.	2006	JBC;	Hirano	et	al.	2012	Front	Mol	
Neurosci)(図 1)。また、同一アイソフォー
ム間でホモフィリックな接着活性が認めら
れ(Schreiner	and	Weiner	2010	PNAS)、神
経回路形成に関与していることが示唆され
ている(Lefebvre	et	al.	2012	Nature)。	
	 cPcdh 遺伝子は、α、β、γの３つの遺
伝子クラスターが縦列したゲノム構造をし
ており、各クラスターごとに独自のプロモ
ーターを持つ多様化した可変領域エクソン
(標的認識を行う細胞外領域をコード)の中
から１つが選択され、定常領域エクソンと
スプライシングされることで選択的に発現
している(図 1)。また、対立遺伝子ごとに
独立して制御されており、個々の神経細胞
ごとに異なる組み合わせの分子種が発現す
ることにより、神経細胞の多様化に関与し
ていることが示唆されている。	
	

 

２．研究の目的 
cPcdh 分子種の確率的な発現をもたらす機
構として、培養細胞において遺伝子発現と
プロモーター領域の DNA メチル化状態が相
関していることが以前の研究により報告さ
れている(Tasic	et	al.	2002	Mol	Cell;	
Kawaguchi	et	al.	2008	JBC)。しかしなが
ら、生体におけるメチル化機構とその役割
についてはあまりよく分かっていない。そ
こで本研究では、生体における cPcdh 遺伝
子の DNA メチル化機構とその遺伝子発現に

おける役割を明らかにすることを目的とす
る。	
	
３．研究の方法 
マウス発生過程におけるメチル化パターン
を明らかにするために、野生型マウスの胚
及び脳を用いたバイサルファイトシークエ
ンス法による解析を行う。また、DNA メチ
ル化関連因子の遺伝子操作を行うことで、
メチル化に必須の分子を同定するともに、
定量的 RT-PCR 法を用いることで神経細胞
における確率的な遺伝子発現における役割
についても明らかにする。これにより、神
経細胞の多様化に重要な発生過程のエピジ
ェネティック制御機構の解明を試みる。	
	
４．研究成果	
(1)	生体内における cPcdh 遺伝子群の DNA
メチル化制御メカニズムを明らかにするた
めに、マウス発生過程における DNA メチル
化解析を行った。バイサルファイトシーク
エンシング法を用い調べた結果、cPcdh プ
ロモーター領域は、胎生 3.5 日目の胚盤胞
ではほとんどメチル化されていなかったの
に対し、発生が進むにつれ、主な神経細胞
の産生が見られる以前の胎生 9.5 日目にか
けてメチル化が亢進し、細胞ごとに異なる
メチル化パターンを形成することを見出だ
した(図 2)。	
	

	
(2)	発生過程において、ゲノム全体のグロ
ーバルな DNA メチル化は、受精後減少し、
着床後 de	novo	DNA	メチル基転移酵素
Dnmt3a と Dnmt3b によって新たなメチル化

図 1. a ,b ,g の３つの遺伝子クラスターによ
り、約６０種類の遺伝子が縦列したゲノム
構造をしている(上図)。独自のプロモータ
ーを持つ多様化した可変領域エクソン(標
的認識を行う細胞外領域をコード)の中か
ら１つが選択され、定常領域エクソンとス
プライシングされることで発現する(左下
図)。アレルごとに独立して制御されており
(上図)、個々の神経細胞ごとに異なる組み
合わせ発現により、神経細胞に多様性を与
える(右下図)。 
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図 2.cPcdh	遺伝子のプロモーター領域は
胎生	3.5	日目の胎仔ではほとんど DNA メ
チル化されていないが、発生が進んだ胎生
9.5 日目では	DNA	鎖	ごとに異なるメチル
化パターンが形成されている。一方、Dnmt3b	
欠損マウスではほとんどメチル化されな
い。メチル化レベルをパーセントで表示。	
(横棒:DNA	一本鎖、白丸:非メチル化シトシ
ン、黒丸:メチル化シトシ	ン)。	
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パターンが形成される。そこで、胎生 9日
目の各欠損胚の解析を行ったところ、cPcdh
プロモーター領域は、Dnmt3a 欠損胚では野
生型と比べ顕著な違いは認められなかった
のに対して、Dnmt3b 欠損胚ではほとんどメ
チル化されておらず、Dnmt3b が cPcdh プロ
モーター領域の DNA メチル化に必須である
ことが明らかになった(図 2)。そこで、細
胞ごとにランダムなDnmt3bによるDNAメチ
ル化が何によって制御されているのかを明
らかにするために、クロマチン免疫沈降法
を行った。その結果、cPcdh 遺伝子のクラ
スター構造に依存して形成されるヘテロク
ロマチン状態を目印として、Dnmt3b が
cPcdh プロモーター領域を DNA メチル化し
ていることが明らかになった。	
	
(3)	Dnmt3b は発生初期に強く発現しており、
また、Dnmt3b 欠損マウスは胎生 15 日付近
で致死となる。そこで、生後の神経細胞に
おける解析を行うために、モザイク実験を
試みた。Dnmt3b 欠損 ES 細胞における cPcdh
プロモーター領域はすでに高度にメチル化
されていたため、研究代表者らはまず、グ
リーンマウスとの交配により全身で EGFP
を発現している Dnmt3b 欠損マウスを作製
した。その後、東京大学医科学研究所の中
内啓光教授らの研究グループとの共同研究
によって、このマウスから iPS 細胞を樹立
し、野生型の胚に導入することでキメラマ
ウスを作製した(図 3)。得られたマウスは
生後も生きており、脳において EGFP 陽性の
Dnmt3b 欠損細胞が観察された。平面状に分
枝した複雑な樹状突起を伸ばしている小脳
プルキンエ細胞の形態を詳細に解析したと
ころ、野生型細胞に比べ Dnmt3b 欠損細胞で
は樹状突起の重なりや束が多く認められ、
Dnmt3bが樹状突起のパターン形成に必須で
あることが明らかになった(図 3)。	

(4)	個々のプルキンエ細胞における cPcdh
アイソフォームの発現を解析するために、
キメラマウスの小脳の細胞を分散し、細胞
の形態を指標にプルキンエ細胞をピックア
ップして、ナノデバイスを応用した集積微
小流体回路を用いた遺伝子発現解析を行っ
た(図 4)。その結果、野生型のプルキンエ
細胞では細胞ごとに異なる cPcdh アイソフ
ォームが確率的に発現していたのに対し、
個々の Dnmt3b 欠損プルキンエ細胞では
cPcdhアイソフォームの発現頻度が増加し、
すべての cPcdh アイソフォームを発現して
いる細胞も観察された(図 4)。cPcdh 遺伝子
は特異的なエンハンサーによって選択され
て発現されることが知られている	(Yokota	
et	al.	2011	JBC)ことから、Dnmt3b 依存的
な DNA メチル化は個々の神経細胞における
エンハンサー依存的な cPcdh 遺伝子の確率
的な発現の頻度を制御していることが明ら
かになった。	
	

(5)	これらの結果により、発生初期の DNA
修飾が、神経細胞の個性化や樹状突起のパ
ターン形成を制御している新たなエピジェ
ネティック機構が示された(図 5)。Dnmt3b
はヒト遺伝病 ICF(免疫不全、セントロメア
不安定性、顔貌異常)症候群の原因遺伝子で
あり、精神疾患との関連性も報告されてい
るが、脳神経系における役割の多くは謎の
ままであり、これらの疾患の原因解明に貢
献することが期待される。この成果につい
ては、代表者を筆頭著者として Neuron 誌に
掲載され(Toyoda	et	al.	2014	Neuron)、
Issue	Highlight に選抜されるとともに、
F1000 にも取り上げられるなど高い評価を
得た。国内においては、神経科学会及び大
阪大学のホームページ上で紹介されるとと
もに、日刊工業新聞と日経バイオテクにて

図 3	(上図)Dnmt3b 欠損マウスからの iPS 細
胞株の樹立とキメラマウスの作製。(下左図)
野生型および Dnmt3b 欠損プルキンエ細胞の
３次元構築像とトレース像。Dnmt3b 欠損に
より樹状突起の分枝のクロスや束の増加が
認められ(矢印)、樹状突起面積が減衰した細
胞も観察される。スケールバー	50	μm。(下
右図)拡大図。スケールバー	10	μm。	
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A protocol describing the derivation of iN cells is currently in 
preparation. Similar approaches have also been used recently 
for the investigation of the variability in the acquisition of neu
ronal phenotypes after miRNA-induced conversion of human 
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Figure 2 |  Micromanipulator-assisted manual collection of single neurons. 
Neurons are highly polarized cells, characterized by lengthy axonal 
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図4	(A)Dnmt3b欠損キメラマウスの小脳を分
散後、EGFP 陽性(Dnmt3b 欠損;矢印)および陰
性(野生型;矢頭)プルキンエ細胞のピックア
ップを行う。(B)微小集積流体アレイを用い
たリアルタイム PCR。(C)単一プルキンエ細
胞(Pcp2陽性)におけるcPcdh遺伝子の発現。
Dnmt3b 欠損により単一細胞において発現す
る cPcdh 遺伝子の数が増加する。	



報道された。これに関連し、実験医学誌、
ライフサイエンスレビュー、再生医療シリ
ーズ	(分担著書)にて解説を行った。また、
2015 年に井上研究奨励賞を受賞した。	
	

(6)	エピジェネティック修飾は細胞分裂を
経ても維持される機構があるため、神経細
胞の産生以前に起こる cPcdh 遺伝子群のエ
ピジェネティックな多様化が、細胞系譜に
依存的な神経回路の特異化に関与している
可能性が考えられる。そこで、このことを
検証するために、iPS 細胞を用いた細胞系
譜のラベルを試みた。58 種の cPcdh 遺伝子
群すべてを欠損させた cPcdh 全欠損マウス
由来の iPS 細胞と、野生型及び Dnmt3b 欠損
の各 iPS 細胞を用いて、それぞれキメラマ
ウスの作製を行い、急性スライス標本のバ
レル皮質第 4層において、２つの星状細胞
から同時ホールセル記録を行った。その結
果、野生型 iPS 細胞由来の星状細胞同士で
は、生後 1週齢から 3 週齢にかけて細胞系
譜依存的に双方向性の神経結合の確率が増
加するのに対して、cPcdh 全欠損または
Dnmt3b 欠損の iPS 細胞由来の星状細胞では
このような増加が認められなかった。した
がって、双方向性の神経結合は細胞系譜に
依存して形成され、その過程には cPcdh 分
子群及びDnmt3bによるDNAメチル化が関与
することが示唆された(Tarusawa,	Toyoda	
et	al.	2016	BMC	Biol.)。	
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損細胞はメチル化されず、すべての cPcdh
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性化が起きず、局所回路に異常を生ずる。	
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