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研究の概要 
我々は、通常、生殖細胞において確立する DNA のメチル化刷り込みが、受精後の体細胞におい 

ても確立し得ることを、トランスジェニック・マウスの系を用いて明らかにしました。そこで、

由来する親の性を見分けて、ゲノム刷り込み遺伝子座をメチル化、あるいは非メチル化するこ 

とを指令する cis DNA 配列の同定を通して、ゲノム刷り込みメカニズムの解明を目指します。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 哺乳動物の一部の遺伝子は父親・母親由来
の一方のアリルのみが発現する（ゲノム刷り
込み）。これは、由来する親の起源を示す「印」
がゲノムに記憶され、子においてその「印」
に従って転写が制御されるからである。
Igf2/H19遺伝子座はごく初期に見つかった刷
り込み遺伝子座であり、Igf2遺伝子は父方ア
リルで、H19遺伝子は母方アリルで転写される。
この刷り込み発現には、H19遺伝子の上流に存
在する、アリル特異的にDNA-CpG配列のメチル
化が異なる領域（Differentially Methylated 
Region； DMR）が必須であり、同領域は
Imprinting Control Region (ICR)とも呼ばれ
る。DMRは他の多くの刷り込み遺伝子座にも見
いだされ、同領域の特徴的なメチル化（刷り
込みメチル化）は始原生殖細胞において「消
去」され、その後、生殖細胞（精子や卵）の
形成過程において「確立」され、受精を経て
体細胞で「維持」される。したがって、この
DNAのメチル化こそが、親から子の伝わるエピ
ジェネティックな記憶の本体であるというの
が一般的な理解である。 
 
２．研究の目的 
 
 Igf2/H19遺伝子座のDMRを含むいくつかの
DMR は、父方アリルでメチル化される。一方、
他の多くの DMRは母方アリルでメチル化され
る。これはすなわち、DNA メチル化酵素が精

子（あるいは卵）にのみ存在するために DMR
が形成される、という単純なメカニズムでは
ないことを意味する。つまり、CpG 配列の他
に、精子（あるいは卵）の中での特異的なメ
チル化を指令する cis配列情報が存在するは
ずであり、我々の研究の目的は、この「由来
する親の性を見分けて、DMR をメチル化、あ
るいは非メチル化することを指令する cis 
DNA 配列の同定を通して、ゲノム刷り込みの
メカニズムを解明する」ことにある。 
 
３．研究の方法 
 
 我々と同様の目的のために、多くの研究者
がマウス内在 H19-ICR に変異を導入し、その
精子における DMR形成に対する効果を検討し
てきたが、「必要な」cis 配列の同定には至っ
ていない。我々は H19-ICR 配列を、位置効果
からの保護を目的としてヒトβグロビン YAC
に導入した後に、トランスジェニック・マウ
ス（TgM）を作製した。同マウスの体細胞に
おいて導入 ICR は DMR となっていたが、精子
においては非メチル化状態であった。つまり、
導入した DNA 断片（2.9-kb）がメチル化刷り
込みに「必要十分な」活性を持つことと、精
子におけるメチル化には、2.9-kb 配列の外側
の活性を必要とすることが明らかとなり、生
殖細胞と体細胞の現象を区別することがで
きた。そこで、今後も TgM の実験系を用いて
のみ観察可能な、受精後メチル化刷り込みに
必要十分な cis 配列の同定を目指したい。 



４．これまでの成果 
 
 精子におけるメチル化刷り込みに必要な
活性が 2.9-kb の範囲の外側に存在すること
を確認するために、2.9-kb 断片のみをランダ
ムにゲノムに挿入した TgM を複数系統作製
した。同マウスの精子においては系統ごとに
メチル化の状態が異なっていたが、体細胞に
おいては全ての系統でメチル化刷り込みが
確立していたことから、精子においてメチル
化されることは、メチル化刷り込みの確立に
は必須ではないことが分かった。（論文 4） 
 インシュレーター・タンパク質 CTCF は、
内在 H19-ICR において、体細胞雌性アリル
の非メチル化状態を「維持」することにより
DMR 形成に寄与しているが、精子における
メチル化や卵における非メチル化状態の「確
立」には必須ではない。同タンパク質の受精
後メチル化刷り込みの確立における役割を
検証するために、CTCF 結合配列に変異を加
えた H19-ICR を用いて YAC-TgM を作製し
た。同マウスの解析の結果、受精後メチル化
刷り込みは 1〜2 細胞期胚で確立すること、
CTCFはこの過程に関与しないことが分かっ
た。（論文 2） 
 H19-ICR における DMR は、父方アリルに
おける積極的なメチル化と、母方アリルにお
けるメチル化からの保護の両者、あるいはど
ちらかにより形成されると考えられる。その
検証、および 2.9-kb H19-ICR 断片のどの部
分にこれらの活性が存在するのかを明らか
にするために、同断片を２分する位置にλ 
DNA 断片を挿入し、YAC TgM を作製した。
解析の結果、H19-ICR には両方の活性があり、
それぞれがアリル特異的に働くことが示唆
された。（投稿準備中） 
 
５．今後の計画 
 
 YAC-TgM の精子クロマチンを用いて
ChIP アッセイを行うことにより、ヒストン
修飾が親の性を示すエピジェネティック・マ
ークとなっている可能性について検討する。 
 DNA メチル化酵素や修飾酵素のノックア
ウト・マウスとの交配により、受精後メチル
化刷り込みに関与する酵素を同定し、またそ
の生物学的意義を検討する。 
 候補トランス因子の結合配列に変異を導
入した H19-ICR を用いて YAC-TgM を作製
し、その受精後メチル化刷り込みへの関与を
検討する。 
 2.9-kb の H19-ICR の部分欠失変異体を作
製し、YAC-TgM を作製することにより、受
精後メチル化刷り込みに必須の cis DNA 配
列を同定する。 
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