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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 

『生殖細胞におけるエピゲノム状態確立の分子機構』および『DNA 脱メチル化によるエピゲノム状

態の確立』という二つの大テーマについて、以下の実験をおこなった。 

 

＜生殖細胞におけるエピゲノム状態確立の分子機構＞ 

１．人為的 piRNA 産生システムを用いた DNA メチル化機構の解析と応用 

胎仔期の精巣において Dnmt3L アンチセンス鎖を発現するトランスジェニックマウスは、piRNA を

介した DNA メチル化により内在性の Dnmt3L 遺伝子にサイレンシングが生じる。このトランスジェ

ニックマウスの全ゲノムシーケンスにより、二カ所にトランスジーン挿入があることがわかった。そ

れぞれのトランスジーン領域を有するマウス系統を分離し、表現型を調べたところ、一方の系統は減

数分裂期で精子形成が停止していたが、もう一方の系統では精子形成は正常に進行していることが明

らかになった。それぞれの系統のゲノム解析と表現型の詳細な解析から、必ずしも piRNA を介する

サイレンシングには piRNA クラスター領域が必須な要件ではなく、アンチセンス鎖の発現で十分で

はないかということがわかってきた。 

２．de novo DNA メチル化複合体の解析 

piRNA を介した遺伝子発現のサイレンシングに必要な複合体をリクルートすることができると考え

られる ZF-MIWI2 タンパク（Type A Line-1 のプロモーター領域を認識する zinc finger と MIWI2、およ

び NLS の融合タンパク）を用いて、ZF-MIWI2 に結合するタンパクの探索をおこない、その候補とし

て MORC3 を見いだした。ファミリータンパクである MORC1 がレトロトランスポゾン遺伝子の DNA

メチル化に関与していることから、MORC3 も同様の機能を有している可能性があると考えて解析を

進めている。また、piRNA の標的である LINE1 の制御領域には、他の領域より多くの H3K4me2 が局

在していることなどを見出し、piRNA による遺伝子サイレンシグにおけるヒストン修飾の重要性を明

らかにしつつある。 

 

＜DNA 脱メチル化によるエピゲノム状態の確立＞ 

１．インプリンティング破綻の分子メカニズム 

インプリンティング遺伝子の片アレル性の発現がどのように維持されているのかを明らかにする

ため、その破綻（Loss of imprinting: LOI）を検出できるレポーター細胞およびマウスの樹立を行っ

た。LOI は ES 細胞の樹立過程においても生じていることを見出しており、父方発現インプリンティ

ング遺伝子である Phf17 も例外ではない。Phf17 遺伝子は、胚盤胞の段階では父方アレルからのみ発

現しており、ES 細胞の樹立過程において母方アレルからの発現も上昇してくるが、その際に、Phf17

遺伝子の母方アレルに存在するヒストン H3 リジン 27 トリメチル化（H3K27me3）が脱メチル化され

ることにより、LOI が特異的に誘導されることがわかった。また、H3K27me3 依存的なインプリンテ

ィング遺伝子として、Phf17 の他にも、Sall1 や Sfmbt2 などを新規に同定することができた。 

２．Stella による DNA メチル化制御機構の解明 
受精卵の雄性ゲノムにおける胚性遺伝子の活性化には、5 ヒドロキシルメチル化シトシン

（5hmC）と H2B S112GlcNAc 修飾の両者が必要であることを見出してきた。さらに詳細な分子メ

カニズムの解析をおこない、Tet3 タンパクの 5hmC を産生する酵素活性が、この胚性遺伝子の活性

化に必須であることを明らかにした。  
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SUMMARY OF THE ACHIEVEMENTS 

 

We carried out several lines of experiments on two major themes, “Molecular Mechanisms on the Establishment of 

Male Germ Cell Epigenome” and “Establishment of Epigenome State by DNA demethylation”. 

 

<Molecular Mechanisms on the Establishment of Male Germ Cell Epigenome> 

1. Induction of DNA methylation by artificial piRNA production system and its application 

 Two transgene insertion loci were found in the Tg-as3L mouse line, in which anti-sense RNA of Dnmt3L was 

expressed and subsequent gene silencing of the gene was brought about through piRNAs.  Analyses of the two 

segregated mouse lines bearing only one of the transgenic loci of the Tg-as3L mice showed that one line exhibited 

the impaired spermatogenesis at meiosis and the other did not.  Analysis of the linkage between the transgene 

insertional sites and the phenotypes strongly supports our hypothesis that expression of the anti-sense RNA per se 

is crucial and so called piRNA cluster region is not necessarily required for the piRNA biogenesis. 

2. Analysis of the molecular machinery for piRNA dependent de novo DNA methylation 

 We have been studying the ZF-MIWI2 fusion protein, which consists of zinc finger protein recognizing the 

promoter sequence of Type A Line-1, MIWI2, and nuclear localization signal, and have revealed that the protein 

has the capacity to recruit the molecules necessary for piRNA dependent de novo DNA methylation.  Using the 

protein, we identified that MORC3 bound to ZF-MIWI2 in the male embryonic germ cells at the timing of de novo 

DNA methylation.  Considering that MORC1, a family protein of MORC3, has a role in silencing the expression 

of retrotransposons, MORC3 should be a strong candidate for a member of the methylation machinery.  Another 

study showed that H3K4me2 was enriched in the Line-1 loci, which are the target of piRNA dependent de novo 

DNA methylation. 

 

<Establishment of Epigenome State by DNA demethylation> 

1. Molecular mechanisms of loss of genomic imprinting (LOI : loss of imprinting) 

 Reporter cells and mice, which could be useful to study the molecular mechanisms of LOI, were established to 

reveal the maintenance mechanisms of mono-allelic expression of the imprinted genes.  We found that LOI took 

place during the derivation of embryonic stem (ES) cells from blastocysts and a paternally expressed gene, Phf17, 

was not exceptional.  It was revealed that the induction of the expression of the gene from maternal allele was 

caused by a demethylase of H3K27me3 (trimethyl histone H3 (Lys27)).  In addition, the other paternally expressed 

imprinted genes, such as Sall1 and Afmbt2, exhibited similar expression induction in a H3K27me3 demethylase 

dependent manner. 

2. Regulation of DNA methylation by Stella 

 Both 5-hydroxymethyl-cytosine (5-hmC) and H2B S112GlcNAc modification by O-linked N-acetyl- 
glucosamine transferase are necessary for the gene activation from paternal genome in zygotes.  
Further molecular analysis revealed that the enzymatic activity of Tet3 to produce 5hmC was 
required for the gene activation. 
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