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研究の概要 

哺乳類の生殖系列におけるエピゲノム情報のリプログラミング機構の全貌解明を目指し、次世 

代シークエンサーを用いて、マウスにおける始原生殖細胞から、精子・卵子ならびに胚の DNA 

メチル化解析を単一シトシン残基レベルで全ゲノムを対象に包括的に実施する。同時にトラン 

スクリプトーム解析を実施し、DNAメチル化による遺伝子発現制御の包括的理解を深める。 

研 究 分 野：農学 

科研費の分科・細目：動物生命科学・統合動物科学 
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の生殖細胞における機能獲得機構
の解明は、動物生産学、生殖医科学あるいは
発生生物学の根幹をなす普遍的な重要研究
課題に位置づけられる。雌雄生殖細胞である
精子および卵子のゲノムが正常に機能して
個体形成を達成するには、卵子および精子に
特異的な DNAメチル化修飾をはじめとするエ
ピゲノム情報の獲得が不可欠である。しかし
ながら、包括的かつ全 CpGサイトを対象とし
た解析はほぼ不可能であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、哺乳類の生殖細胞ゲノム機能に

必須のエピゲノム情報、特に DNAメチル化修
飾の生殖系列（初期胚および胎仔を含む）に
おける成立過程の全貌解明と転写制御の解
明を目的に実施する。すなわち、雌雄生殖系
列細胞ゲノム DNAの非メチル化シトシンをウ
ラシルへ変換処置し、次世代シーケンサーを
用いた大量シークエンスを行い、リード配列
のマッピングおよび集計、解読情報のデータ
ベース化を推進する。また、生殖系列細胞お
よび胚で転写される全 mRNA のシークエンス
により遺伝子発現レベルを決定する。 
 
３．研究の方法 
１）始原生殖細胞、前精原細胞、非成長期

卵母細胞、精子および卵子に由来する DNA の
非メチル化シトシンのウラシルへの変換処
置した後、次世代シークエンサーを用いて

DNA 断片の大量シークエンス解析を実施する。
２）データ解析システムを用いたシークエン
スデータのマウスゲノム配列へのマッピン
グおよびリード配列の集計を行い、染色体ご
とのメチル化および非メチル化領域の頻度
情報解析を実施する。３）さらに、１）の生
殖系列細胞で転写されている全 mRNA のシー
クエンスにより遺伝子の発現レベルを直接
コピー数として定量解析し、DNA メチル化に
よる制御との関連を探る。４）専用解析ソフ
トによるそれらの情報のデータベースを構
築して公開する。なお、DNA メチロームマッ
プ作製には Genome Analyzer II と HiSeq2000
の２台の次世代―シーケンサーを併用して
実施する。 
 
４．これまでの成果 
全ゲノムを対象としたバイサルファイト

シークエンス（ Whole Genome Bisulfite 
Sequencing：WGBS）の DNA 調整法である
MethylC-seq を改良し、約 50 ng の DNA から
WGBS用 DNAライブラリー調整が可能な Whole 
Bisulfitome Amplification sequencing 
(WBA-seq)を開発した。これらの手法を用い
て、マウス精子・卵子の DNA メチロームマッ
プ作製を実施した。これまでに約 1,700Gbp
におよぶ厖大な DNAメチル化情報を取得した。 

DNAメチル化酵素結合因子 Dnmt3Lノックア
ウトマウスの卵子の DNAメチロームマップお
よびマウス胚盤胞、ES細胞のメチロームマッ
プも同様に作製することに初めて成功した。
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作製された DNAメチロームマップの解析によ
り、数多くの生殖細胞間メチル化差異領域
（Differentially Methylated Region: DMR）
の同定と、Gene-body メチル化とゲノムワイ
ドな転写との間の有意な相関を証明するこ
とができた。また卵子での DNAメチル化は一
部の反復配列を除くほぼすべての DNA配列に
おいて Dnmt3L 依存的であることが明らかと
なった（PLoS Genetics, 2012）。また新規 DMR
群から、2009 年に当研究室で同定したマウス
１番染色体上のインプリント遺伝子 Zdbf2近
傍にある母由来メチル化 DMR（Gpr1-DMR）を
同定した。この DMRの解析から、Gpr1-DMRか
ら転写される長鎖非コード型 RNA（long 
non-coding RNA: lncRNA）を同定し、父由来
特定発現をするインプリント発現遺伝子を
新たに同定した（FEBS Letters, 2012）。 
 PBAT（Post-Bisulfite Adaptor Tagging）
法により、1-10 ngの DNAからでも DNA増幅
ステップなしで WGBS 用 DNA ライブラリー調
整が可能となり、生殖細胞 1000 個からのラ
イブラリー作製に成功し、雄の始原生殖細胞
（精子・卵子の前駆細胞）の DNAメチローム
解析を行った。Oct4-GFP マウス（生殖細胞特
異的に GFP 発現）生殖巣からの FACS ソーテ
ィングによって始原生殖細胞を回収した。生
殖細胞の性決定前後の DNAメチロームマップ
を作製することに成功し、始原生殖細胞の包
括的メチル化解析を行った。その結果、染色
体特有のメチル化パターンの変化、特定のレ
トロウイルス由来 DNA の脱メチル化抵抗性、
雄性始原生殖細胞における CpG、非 CpG メチ
ル化の上昇および X染色体連鎖遺伝子の新規
メチル化抵抗性が明らかとなった。本研究成
果は科学雑誌 Genome Research(2013)にて報
告した。また、DNAメチル化酵素ファミリー：
Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b、Dnmt3L の欠損マウ
ス卵子における DNAメチロームマップの作製
および解析に成功した。さらに卵子に蓄積す
る非 CpG メチル化が Dnmt3a、Dnmt3L に依存
することが明らかとなった。また、PBAT 法を
応用した WGBS 調整法の開発により、少なく
とも 1000細胞からでも全ゲノム包括的な DNA
メチロームマップの作製が可能となったこ
とは特筆すべき点である。 
 
５．今後の計画 
 DNA メチル化の解析は予想以上の早さで成
果を挙げることができたが、他にも主要なエ
ピゲノム修飾であるヒストン修飾の解析が
望ましい。ヒストン修飾抗体によるクロマチ
ン免疫沈降（ChIP）による解析には通常のプ
ロトコルでは 1×106～107 細胞以上が要求と
され、現状としては生殖細胞、特に卵子での
解析の目途は立っていない。また近年、5 メ
チル化シトシン（5mC）が Tet タンパクの働
きにより 5 ヒドロキシメチル化シトシン
（5hmC）に変換されることが明らかにされて

いる。この現象は脱メチル化の誘導機構とし
て注目を浴びている。また、現在、5hmC の検
出方法としては、(1) 5hmC抗体による免疫沈
降(2) グルコキシル化による 5hmC の感受的
制限酵素処理、(3) Tetタンパクもしくは RuO4

による酸化反応後のバイサルファイトシー
クエンスがあげられる。(1)、(2)は基本的に
μg規模の DNAを必要としており、(3)も多量
の DNAを使用する上、変換率も高くない。い
ずれにしても現状としては、生殖細胞、卵子
での解析の目途は立っていない。今後は
ChIP-seq および 5hmC 検出用のプロトコルの
改良に取り掛かり、卵子のエピゲノム修飾の
包括的理解を目標に解析を進めたい。 
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