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緒 言 

 
ゲノム情報は親から子へと伝達され生命の連続性を担保するが、哺乳類ではDNAのメチル化など後成的に付与され

た情報（エピゲノム）はほとんど遺伝しない。これは、配偶子の起源である始原生殖細胞（primordial germ cells：PGC）
におけるエピゲノムの消去と、その後の再構築からなる初期化機構による（エピゲノムリプログラミング）。一方で、

父母の環境曝露が代謝などの生理的形質として子孫に伝達されることもよく知られており、世代間の継承機構が存在す

ると考えられている。伝達因子の候補としてDNAメチル化が有力視され、PGCにおける主要な消去機構は、DNAメ

チル化維持に必須な因子であるUhrf1の発現量が減少し、DNA複製において新規合成されたDNA鎖にメチル化が付

与されないことであると考えられている。世代間エピゲノム継承は、栄養源など環境曝露による子孫の形質変化などが

盛んに解析されてきた一方で、世代間での継承過程の多くはブラックボックスである。この要因の一つとして、プロモ

ーターなど、反復配列以外の機能ゲノム部位における修飾が、生殖細胞形成過程、特にPGC発生過程においてどのよ

うな動態を示すのか（どのようにメチル化情報が消去されていくのか）、および、DNAメチル化消去過程に異常がある

場合に、異常が次世代に継承されうる部位がどこであるかが明確ではなかったことが挙げられる。また、DNA メチル

化消去過程の異常を効率よく人為的に引き起こして、異常の起きる過程を詳細に調べることも困難であった。報告者を

含むグループは、多能性幹細胞からPGCを誘導し、さらにこれを増殖して、エピゲノムリプログラミングを完遂させ

ることができる体外培養系を構築した［1，2］。本研究では、この系におけるリプログラミングと、体内の始原生殖細

胞形成過程、また前精原細胞への分化過程を解析して、リプログラミング異常が次世代に継承されやすいと考えられる

部位を同定すること、さらに、Uhrf1の発現量を人為操作してリプログラミングに摂動を与え、世代間エピゲノム継承

の詳細な解析を可能とすることを目的とする。 
 

方法および結果 

 
1． PGCにおけるエピゲノムリプログラミングと、前精原細胞分化過程におけるDNAメチル化動態 
マウスPGCは発生7日ごろに着床後胚のエピブラスト（epiblast）を起源として出現し、発生13.5日までに内在性

レトロウィルスを含む反復配列など一部例外を除き、全ゲノムレベルでDNAメチル化を消去する。一方、生殖巣（精

巣・卵巣）の体細胞は発生12日目ごろから雌雄それぞれに特異的な性分化を開始し、その影響のもとPGCも発生12.5
日ごろには遺伝子発現に明白な性的二型を示す。その後、生殖細胞は雌雄それぞれの配偶子への分化を続け、雄性生殖

細胞は前精原細胞（prospermatogonia）、雌性生殖細胞は一次卵母細胞（primary oocyte）へと分化する。卵母細胞は

全体として低メチル化状態を継続するが、前精原細胞は反復配列を除くゲノム全体で急激なメチル化を開始し、後に反

復配列がpiRNAによる特異的な機構によってメチル化される。 
一連の過程において、エピブラストで高度にメチル化され、発生13.5日のPGCで十分に脱メチル化し、その後、前

精原細胞への分化過程でメチル化が再獲得されない/再獲得されるのが遅いゲノム部位は、不十分な脱メチル化によっ

てメチル化レベルが高いまま維持された場合に遺伝子発現などの機能的な影響を与えやすいと考えられる。そこで、多

能性幹細胞（胚性幹細胞 embryonic stem cells：ESCs）からエピブラスト様細胞（epiblast-like cells）を介し凝集培

養の中で誘導したPGC様細胞（PGC-like cells）を、さらに平面培養で増殖させた一連の細胞におけるDNAメチル化
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［2，3］、発生 9.5～13.5 日の胚内の PGC［4，5］、発生 16.5 日の前精原細胞における DNA メチル化 データ［5］
（post bisulfite adaptor tagging：PBATにより定量）から、全遺伝子のプロモーターのメチル化率を抽出した（図1a）。
上記のメチル化動態を示す遺伝子を抽出するため、エピブラストにおけるメチル化率が75%以上かつ、DNAメチル化

を完遂したd4c7-PGC-like cells（4日の凝集培養における誘導後[d4]、平面培養で7日間増殖させた[c7]PGC-like cells）、
発生13.5日PGC、発生16.5日の前精原細胞の3細胞種の全てにおいてメチル化率10%未満となる遺伝子を探索した。 
この条件を満たす遺伝子は 1,081 個同定され、ウェブベースの解析プログラム DAVID 6.8 による gene ontology 

（GO）解析の結果、嗅覚受容体（Olfr遺伝子群）、鋤鼻受容体（Vmn遺伝子群）、免疫グロブリン遺伝子群が突出して

高い濃縮率を示した（図 1c）。特に嗅覚受容体遺伝子は解析に含めた 1,115 個の内 241 個（22%）、鋤鼻受容体は 324
個の内25個（8%）が含まれており、遺伝子ファミリー全体として、このカテゴリーに含まれるメチル化動態を示すこ

とがわかった。また、これらの突出した濃縮を示す遺伝子群を除去したGO解析では、Toll様受容体を含む自然免疫や

炎症に関わる遺伝子群（GO:0042535、GO:0045087）、アラキドン酸の代謝（エポキシゲナーゼ経路）に関わるシトク

ロームP450複合体の構成因子（GO:0019373）が有意に濃縮されていた（図1d）。 
次にこれらの遺伝子の正常な発生過程での脱メチル化が、直接遺伝子発現の制御に関わりうるか否かを解析した。体

外培養系におけるエピゲノムリプログラミング過程［2］および、胚内のPGC発生過程（発生9.5～13.5日）［1，6］
をRNA-seq 解析し、エピブラスト様細胞と比較して、ゲノムワイドな発現動態に対する相対的な発現量を検討した。

ゲノムワイドな遺伝子発現パターンは既報の通り、PGC および体外培養系のいずれにおいても DNA メチル化消去の

影響をほとんど受けておらず、また上記のプロモーターメチル化カテゴリーに属する遺伝子についても、Ribosomal 
Protein L39 Like（Rpl39l）を除き、有意な遺伝子発現変動を示さなかった。 
2．Uhrf1関連因子および、Uhrf1タンパク質の分解に関する因子の発現動態 

Uhrf1 は PGC の発生直後から発現抑制を受け、継続的に発現レベルが低下し続ける。一方、Uhrf1 は初期胚やES
細胞において、Preferentially Expressed Antigen in Melanoma like7（Pramel7）を介した経路で、プロテアソームに

おける分解による制御を受けることも報告されている［7］。従って、体外培養系およびPGCにおけるUhrf1結合因子

（Uhrf1bp1、Uhrf1bp1l）および、PRAMEファミリー遺伝子群の発現動態を解析した。 
Uhrf1 の発現レベルは既報のとおり PGC 発生過程の初期から発生 11.5 日までは継続的な減少を示したが、性分化

を始める発生12.5日以降は逆に増加に転じた。一方、Uhrf1bp1はほぼ一定の発現レベルを示し、Uhrf1bp1lは低いレ

ベルの発現量を維持した（図2）。 
PRAME ファミリー遺伝子群は PGC 発生過程を通して低い発現量にとどまった。意外なことに初期胚における

Uhrf1の分解に寄与するPramel7も、極めて低い発現量にとどまっていた。ES細胞における発現量は、Uhrf1のわず

か1/500程度であり、体外培養系では検出限界付近でかろうじて検出されるが、胚体内のPGCにおいては検出されな

かった。一方で、他の PRAME ファミリー遺伝子の中で、Pramel1 は、ES 細胞では検出限界以下であったが、PGC
の体外培養系では発生の進行に伴い発現量が増加し、胚体内のPGCにおいてはさらに高い発現量を示し、特にUhrf1
の発現量が増加に転じる発生12.5日と13.5日においては最も高い発現レベルに達した。この発現レベルは同じ発生ス

テージのUhrf1の概ね1/2程度であった。すなわち、Pramel1は、発生初期にはUhrf1に対して相補的な、後期には

Uhrf1と相同の発現動態を示す（図2）。 
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図1．PGCと前精原細胞のDNAメチル化動態 
a）PGC様細胞の体外培養系のスキーム。 
b）プロモーターにおけるDNAメチル化レベル。エピブラスト様細胞を横軸に示す。 
c）PGCリプログラミング過程での脱メチル化が前精原細胞で維持されるプロモーターのGO解析。 
d）c）から嗅覚受容体、鋤鼻受容体、免疫グロブリンを除いた遺伝子群のGO解析。 
e）c）で解析した遺伝子群（bで赤色掛で示される）の遺伝子発現パターン。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図2．Uhrf1に関連する遺伝子群の発現動態 
Uhrf1、Uhrf1bp、Uhrf1bpl を左パネルに、PRAME ファミリー遺伝子群を右パネルに示す。 
各パネルの左側に体外培養系を、右側に胚体内のPGCを示す。 
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考 察 

 
本研究ではエピゲノム情報（DNA メチル化）の世代間継承に関与しうるプロモーターの同定と、Uhrf1 の代謝に関

与しうる遺伝子ファミリーの発現動態解析を行った。PGC におけるリプログラミング過程で脱メチル化されつつ前精

原細胞への分化過程で再メチル化されない遺伝子は、リプログラミングが不十分であった場合にメチル化率が高いまま

次世代に引き継がれるリスクが大きいと考えられる。機能的な遺伝子カテゴリー（嗅覚受容体、鋤鼻受容体）がまとま

って、このような遺伝子群に含まれることは興味深い。また、シトクロームP450は、細胞膜に含まれる脂肪酸アラキ

ドン酸からエポキシエイコサトリエン酸を含む生理活性物質を産生する代謝経路（エポキシゲナーゼ経路）で機能する

酵素であり、その構成因子（Cyp2a22、Cyp2c44、Cyp2c68等）が含まれることは、PGCにおけるリプログラミング

異常がこれらの代謝経路に影響する可能性を示唆している。これらの遺伝子は成体においては肝臓で最も高い発現を示

すが、PGC ではほとんど発現しておらず、プロモーターでのメチル化レベルが低く抑えられる意義は、受精後の発生

過程における発現に備えたものであると考えられる。現在、これらのプロモーターにおける Uhrf1 の過剰発現の影響

を調べるため、Rosa26 部位からの過剰発現系を構築しており、Uhr1f の mRNA の発現に成功している。しかしなが

ら Uhrf1 の過剰発現は、それ自体が PGC における遺伝子発現パターンに影響することも示唆される結果を得ており、

より精度の高い発現量調整が必要である。また、本研究では、Uhrf1 のタンパク質代謝に関わる Pramel7 のファミリ

ー遺伝子群の発現を検討した。Pramel7 の発現量は極めて低く、これが Uhrf1 タンパク質の代謝に寄与するかどうか

は検証の価値がある。また同じファミリーに属するPramel1がUhrf1の動態に対応した興味深い発現変化を示してお

り、遺伝子破壊などによる機能検証が興味深い。 
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