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研究成果の概要（和文）：本研究計画はglobal DNAメチル化修飾をバックグラウンドとする哺乳類ゲノムにおい
て、gene body領域のエピジェネティック状態が細胞成熟に関与する可能性を検討し、これをもとに細胞成熟の
評価および誘導を目指す。当初の成熟誘導法の樹立の計画に先立ち心筋細胞と肝細胞の比較を行ったところ、低
メチル化を特徴とするgene body領域エピジェネティック・ドメインは心筋細胞により強く、他の細胞にはあま
り顕著に見られない特徴であることがわかった。また、DNA脱メチル化代謝中間産物の解析により酸化的脱メチ
ル化過程がこの活性エピジェネティック・ドメインの構築に関与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：This research project aims to evaluate and induce cell maturation on the 
basis of the possibility that the epigenetic state of the gene body region may be involved in cell 
maturation in a mammalian genome whose background is global DNA methylation modification. Comparison
 of cardiomyocytes and hepatocytes prior to the establishment of the initial maturation induction 
method revealed that the gene body epigenetic domain characterized by DNA hypomethylation is evident
 in cardiomyocytes and less pronounced in other cell types. Analysis of DNA demethylation metabolic 
intermediates in this cardiomyocyte-specific epigenetic domain also showed that the oxidative 
demethylation process might be involved in the construction of this active epigenetic domains.

研究分野： エピゲノム学
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１．研究開始当初の背景 
 
 速やかで秩序ある細胞分化のためには、
細胞分化過程の正確性・頑強性が求められ
る。また、分化状態の維持のためには細胞
種特異的遺伝子発現パターンの安定が必要
である。培養条件で幹細胞から分化させた
細胞種は生体内で成熟した細胞に比べて細
胞種特異的遺伝子の転写効率が悪く、細胞
分化後の細胞形質の安定性が低いことが問
題である。再生医療・創薬におけるモデル
細胞としての利用のためには、より成熟・
安定した細胞モデルが熱望されている。 
 
 哺乳類のような大型のゲノムは global 
DNA メチル化修飾（ゲノムのほとんどがメ
チル化される）である、希少な低メチル化
領域を有する。主に遺伝子プロモーターお
よびエンハンサー領域は低メチル化状態で、
様々なトランス因子との相互作用があるが、
CpG配列の密なCpGアイランドと呼ばれる
領域は多くが非メチル化であるように、
DNA メチル化パターン全体はゲノム配列
に依存している。「Gene body 領域」は通常
高度に DNA メチル化されているが(自著論
文、Suzuki et al. Genome Res 2011)、最近
我々は成熟細胞では細胞種特異的な高度転
写領域が、「gene body 領域」における高度
な Pol II および p300 の蓄積と DNA 低メチ
ル化を併せ持つ事実を発見した（現在投稿
中）。このことは長期的な転写活動が転写
伸長調節を介した転写活性化につながるエ
ピジェネティック修飾マークを形成してい
くことを示しており、エピゲノム変化が転
写マシナリーの配置と共役することによっ
て遺伝子発現パターンのコアを安定させて
いるという可能性を提示するものである。 
 
 DNA メチル化修飾を司る DNA メチル化
転移酵素ファミリーの変異体は 8.5-9.5日の
胚体サイズで成長が停滞する(Li et al., Cell 
1992, Okano et al., Cell 1999)。このように、
DNA メチル化の用量依存性に胚体の成長
が制限される（図１）。これに対し、脱メ
チル化プロセスに必要な酵素である Tet フ
ァミリーのTet1の欠損体は妊娠中期以降の
成長遅延が見られるが、viable である
(Dawlaty et al., Cell Stem Cell 2011)。これは
Tet ファミリー（Tet1/2/3）の機能的重複に
原因があり、Tet ファミリーの３重変異 ES
細胞は分化時に発生異常を起こす(Dawlaty 
et al., Dev Cell 2011)ことから、DNA メチル
化の量的・局所的制御の双方が胚の生存に
寄与していることが予想される。このよう
に DNA メチル化パターン形成には de novo
メチル化と同様に能動的 DNA 脱メチル化
の局所的な働きについて検討していくこと
が必要となる。 
 
２．研究の目的 

 
 本研究計画では、ES 細胞を用いた細胞分
化成熟モデルにおけるゲノムワイドの
DNA メチル化・能動的脱メチル化ドメイン
および転写マシナリー分布の解析から、生
物学的根拠に基づいた分化誘導法の最適化
および細胞分化・成熟におけるメチル化エ
ピゲノム寄与の分子メカニズムの解明を目
的とする。 
 
 細胞の成熟度をゲノムワイドな転写効率
化と仮定し、DNA メチル化解析および転写
マシナリー分布解析を定量的なトランスク
リプトーム解析結果と比較することで、細
胞分化過程および脱メチル化酵素導入によ
る成熟化誘導時の核内における転写効率変
化を計測する。高解像度の定量的エピゲノ
ム解析により、global DNA メチル化レベル
と局所的 DNA 脱メチル化の強調による遺
伝子発現プロファイルの変化と転写効率化
の原理を明らかにし、基礎研究および医学
研究分野での応用への期待の高い細胞成熟
誘導方法の構築を達成するものである。 
 
 モデルとして生体内での細胞成熟過程の
エピゲノム動態を調べ、これを指標として
培養モデルの成熟誘導のモニタリングを行
うことを目指す。幹細胞の分化誘導から成
熟誘導へ繋がる細胞分化操作の方法論を生
物学的根拠に基づいて構築するものである。 
 
３．研究の方法 
 
（１）生体由来細胞を用いた gene body 領
域のエピゲノム解析による成熟指標の評
価：細胞成熟の指標となりうる Pol II およ
び p300 の蓄積を直接的にもたらすエピジ
ェネティック修飾を明らかにするために、
DNA 脱メチル化の中間産物である 5hmC の
分布を解析するため、hMe-Seal 法（Nat 
Biotechnol 2011 Song et al.）を用いる。また、
これらを各種エピジェネティック修飾の分
布と比較するために公開された ENCODE
データを用い、gene body 領域に注目した比
較を行った。 
（２）ES 細胞を用いた心筋細胞分化誘導法
の検討と Myh6 プロモーターレポーターを
有する細胞株の作製：（１）で解析された
エピゲノムにおける成熟指標により評価す
る培養細胞由来分化細胞を作成する。分化
誘導法を用いて心筋細胞を作成した。また、
心筋細胞の精製のために Myh6 プロモータ
ーレポーターを有する細胞株の作製を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 
（１）生体由来細胞を用いた gene body 領
域のエピゲノム解析による成熟指標の評
価： 
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発現効率向上のためのストラテジーが細胞
種ごとに異なっていることを示している。
興味深いことに、心筋細胞と肝細胞の特異
的遺伝子の遺伝子長（gene body
は大きく異なっており、心筋細胞には長い
細胞種特異的遺伝子が多く含まれるため、
心筋細胞における gene body
介した体系的な転写効率亢進メカニズムの
存在が示唆される。 

細胞を用いた心筋細胞分化誘導法
プロモーターレポーターを

有する細胞株の作製： 

細胞を用いて培養心筋細胞を作
Seal 法による 5hmC

っている。また、5hmC を介した脱メチル化
細胞種特異的遺伝子の発現効

率の変化があるかどうかを検討する必要が
あると考えられたため、Tet
きノックアウトを用いて検討するための

細胞株を作成中である。

（１）の解析の結果から、細胞成熟の指
標が細胞種ごとに異なる可能性があること、

のみでなく H3K36
についても解析が必要である可能性がある
ため、改めて次のステップとしてその計画
について検討する予定である。
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