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マウス初期胚及び始原生殖細胞における

能動的DNA脱 メチル化制御

守 田昂 太 郎1、 畑 中勇輝2、 天 野朋 子1・2、 松 本 和 也1・2

要 旨

哺乳動物 の生殖 細胞サイ クル では、受精 直後 の初期胚 と始原 生殖 細胞(primordialgermcell、PGC)に お

いて分化能 を獲 得す るために重要な核の リプ ログラ ミングが二度 引き起 こ され る。核 の リプ ログラ ミング

は ピス トンやDNAの エ ピジ ェネテ ィック修飾の変化 を伴 うクロマチ ン リモデ リングに起 因 し、直接 的な

制御 因子 と して ヒス トンやDNAを 標 的 と した メチル化やアセチル化酵素が数多 く同定 され てい る。また、

受精 直後の初期 胚の雄性 ゲ ノムやPGCの ゲ ノムでは、5一メチル シ トシ ン(5-methylcytosine、5mC)の レベ

ル の低 下が能動的 に起 こることが認 め られてい る。現在、能動的 にDNAを 脱 メチル化す る酵素 は同定 さ

れてい ない もの の、能 動的DNA脱 メチル化機構 の解 明 に向けて新 たな局面 が最 近見 られ た。 例 えば、

ten-eleventranslocation(TET)フ ァ ミリータ ンパ ク質 は5mCを 酸化 して5一 ヒ ドロキ シメチル シ トシ ン

(5-hydroxymethylcytosine、5hmC)へ 変換す る機 能を持 つ ことや 、activation-induceddeaminase(AID)及 び

apolipoproteinBmRNAeditingenzymecatalyticpolypeptides(APOBEC)は5mCを チ ミンへ変換す る機能 を

持 つ ことが明 らか になった。 これ らの タンパ ク質 は、間接的 にDNAの 脱 メチル化 を制御す るこ とがマ ウ

ス初期胚及 びPGCに おい て明 らかに され ている。さらに、多能性 を持つES細 胞 では、AIDやTETIはOc'4

(Po〃功 として も知 られてい る)と 翫 ηogに お けるプロモー ター領域 のDNA脱 メチル化 に関与す るこ と

が報告 され てい る。 こ うした能動的DNA脱 メチル化機 構 の解明 は、多能性 に関わる遺伝子 の発現機構 を

よ り明確 に し、再生医療の進 歩に貢献す る。そ こで本稿 で は、マ ウス初期胚 とPGCに おけ る能動的DNA

脱 メチル化 制御 について概説 す る。

キーワー ド:初 期胚、始原生殖細胞、エピジェネティクス、能動的DNA脱 メチル化、ピス トン修飾

1.緒 論

一般 的に遺伝 子のプ ロモー ター領 域内または近傍 には
、シ トシン とグアニ ンが豊 富なCpG領 域 が存在 し

てい ることが多 く、転写が抑制 されてい る遺伝 子で は、CpG領 域の シ トシンが メチル化 され て5mCに な

ってい る(1)。受精直後 の初期胚及びPGCで は、ゲ ノム ワイ ドなDNA脱 メチル化 が生 じ、5mCは シ トシン

へ変換 され る。この脱 メチル化 は、酵 素が関与 して起 こる能動的DNA脱 メチル化 と受動的DNA脱 メチル

化 に分類 され る。

受精 直後 の初期胚 において、雄性 ゲ ノムで は能動的DNA脱 メチル化 が起 こ り、雌性 ゲノムでは受動 的

DNA脱 メチル化が起 こるが、 この能動 的DNA脱 メチル化 におい て詳 しい分子機構 は明 らかになっていな

い(2)(図1)。 ところが最近 、初期胚 において、TET3は5mCを 酸化 し、5hmCへ 変換す る ことで雄性 ゲ ノ

ムの能 動的DNA脱 メチル化 に関与 してい るこ とが明 らか にな り(3)、TETフ ァ ミリー タンパ ク質 に関す る

知見が数 多 く報告 されて きてい る。一方、雌性前核 に局在す るPGC7(STELLA、DAPPA3と して も知 られ

てい る)はTET3に よる5mCの 酸化 か ら雌性 ゲ ノム を保護 してい るこ とが明 らか になってい る(4・5)。

PGCの ゲ ノムにおいて も能動的DNA脱 メチル化 の重要性 が示唆 されてい る。例 えば、マ ウスのPGCで
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は、受精の 日を0日 目とした胚の 日齢で ある胎生8.5日 齢(E8.5)か らEll.5に かけて生殖腺へ移動す る問、

DNAの メチル化 レベルがゲ ノムワイ ドに低下す る(6)(図1)。 近年、TETフ ァ ミリー タンパ ク質及びAID、

APOBECがPGCの ゲ ノムにお ける能動 的DNA脱 メチル化 に関与 してい るこ とが明 らかにな り(7・8)、TETl

やAIDを ノックダ ウンしたマ ウスES細 胞 では、多能性 に関与す る遺伝 子Oc'4及 び 翫 ηogの 発現 レベル

が低 下す る(9・lo)。このこ とか ら、能動 的DNA脱 メチル化 は多能性 の獲得維持 に密接 に関わってい るといえ

る。 以上の よ うに、能動的DNA脱 メチル化機 構 の解 明は リプログラ ミングによる多能性獲得 にお いて分

子機構 の解 明に繋が り、 これ らの知見 をips細 胞 の作 出効率 の改善 に応用 させ るこ とで、再生 医療 の進歩

に貢献す ることが期 待 されてい る(11)。

そ こで本稿 では、能動的DNA脱 メチル化 に関与 してい るTETフ ァミリー タンパ ク質及 びAID、APOBEC

の知見を 中心に紹介 し、今 後の研 究の方向性 について論ず る。

図1生 殖細胞サイクルにおけるメチル化 レベル

受精直後、雄1生ゲノムは能動的DNA脱 メチル化により2-cellま でにメチル化 レベルは著 しく低下し(青 色)、雌性ゲノムでは受動的

DNA脱 メチル化によりメチル化 レベルが低下する(赤 色)。PGCはE85付 近からメチル化レベルが低下 し始める(緑 色)。

2.TET3の 初期胚 における能 動的DNA脱 メチル化へ の関与

最近 、TETフ ァミリータ ンパ ク質 であ るTETI、TET2及 びTET3はDNAの 能動 的DNA脱 メチル化 に直

接 関与 してい るこ とが明 らか になってい る。TETフ ァ ミリー タ ンパ ク質は多 くの細胞で発現 してい るが、

その うち、ES細 胞 ではTETI及 びTET2の 発現 が強 く、TET3の 発現 が弱 い ことが観察 され てい る(lo)。さ

らに、ES細 胞 にお いてTETI及 びTET2を ノ ックダ ウン させ る と、ゲ ノム全体の5mCの レベル が上昇 し、

5hmCの レベル が低 下す ることが認 め られてい る(12)。したがって、これ らの結果 か らES細 胞で はTETI及

びTET2が 能動的DNA脱 メチル化機 構 に とって重要な因子 として機能 してい るこ とが示 されてい る。

受精 直後 のマ ウス初期胚及 び卵子ではTET3が 発現 してお り(図2,4)、MII期 卵 の 距'3を ノ ックア ウ ト

させ ると、前核 期であ るpronuclearstage3(PN3)の 雄性 前核 において5mCの レベル が低 下 し、5mCか ら

5hmCへ の変 換が抑 制 され る(13・14)。これ らの ことか ら、TET3の 働 きは初期胚 にお ける雄性 ゲノムの能動 的

DNA脱 メチル化 に重要 である と考 え られ る。 さらに、5mCは5hmCへ 変換 され た後 、塩基修復 に関与す

るbaseexcisionrepair(BER)機 構 によってシ トシンに修復 され る(15)。一方 、受動 的DNA脱 メチル化 が起

こる雌性 ゲ ノムにおいて、PGC7はN末 端 を介 してH3Kgme2と 結合 し、TET3に よる酸化か ら5mCを 保

護 してい ることが明 らかになった(4・5・16)。この ことか ら、雌性 ゲノムには能動 的DNA脱 メチル化 に対す る
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防御機構 が存在 してい ると考 えられてい る(4・5・16)。実際に、PGC7を ノックア ウ トした胚は、雌性前核 で も

TET3の 局在 が認 め られ 、雌性 ゲ ノムのメチル化 レベル が著 しく低下す る(4・5・14・16)。また、PGC7は 未受精

卵の細胞 質に蓄積 されてお り、受精後に雄 性及び雌 性前核へ移動 して(17)、雄性 のイ ンプ リン ト遺伝子H19、

Rα3g祓 及び雌性 のイ ンプ リン ト遺伝子Pεg1、Pεg3、Pεg10や 一部 の レ トロ トランスポゾンを脱 メチル化

か ら保護 してい ることが明 らかになってい る(4'5'16)(図2)。

この よ うに、初期胚 ではTET3の 作用 とPGC7の 作用 が雄性 ゲノムにおける能動 的DNA脱 メチル化 と雌

性 ゲ ノムにお ける受動的DNA脱 メチル化 に重 要な働 き を してい る。

図2前 核期の5mCと5hmCの 関係及びTET3とPGC7の 局在

PN3の 雄 性ゲノムでは5mC(赤 色)の レベルが著しく低下し、5hmC(青 色)の レベルが上昇する(上 段)。 また、同じ時期にTET3

(緑色)が 雄性前核及び雌性前核で局在 している(中 段)。PGC7(禮 色)は 受精後、雄性前核及び'雌1生前核に局在 しているが、雄性

ゲノム(榿 色の斜線)に おいてゲノムワイ ドなDNA脱 メチル化ではなく、インプ リン ト遺伝子や一部のレトロ トランスポゾンを能

動的DNA脱 メチル化から保護 している(下 段)。

3.初 期胚 の能動的DNA脱 メチル化 に関与 するTETフ ァ ミリー以外 のタンパ ク質

雄性 ゲ ノムの能動的DNA脱 メチル化 には、TET3の 他 にも様々 なタンパ ク質 の関与 が明 らかになってい

る。例 えば、Elongator複 合体の構成要素で ある610ηgα'orαoの・1〃α〃⑫rα8θco即1εκ8〃枷競3(Elρ3)の ラジ

カルS-adenosylmethionine(SAM)ド メイ ンを欠損 させ る と、PN5で 雄性 ゲ ノムの能 動的DNA脱 メチル化

に支障が生 じることが示 されてい る(18)。また、DNAメ チル基転移酵素(DNAmethyltrans飴rase、DNMT)

のメチル基 供与体であ るSAMに 対 し、ラジカルSAMス ーパー ファ ミリー は特異的 に結合す る作用 がある

ため、 この ドメイ ンはDNA脱 メチル化機構 に重要であ ると考 え られてい る(19)。

メチル化 を受 けたシ トシ ンの修 復に はBER機 構が重要で あるこ とは前節 で述べ たが、初期胚 にお いて、

BER機 構 に関与す るタンパ ク質PARPま た はAPEIの 阻害 によ り高 メチル化状態 を維持 している ことが示

されてい る(20)。また、雌1生前核のPGC7を 欠損 させ ると雄性 前核 と同様に雌 性前核でBER機 構 が働 くこと

が明 らかになってい る(20)。さらに、セ リンが リン酸化 された ヒス トン γH2A.Xは 、PN3の 雄性 ゲ ノムにお

いてPARP-1と 共局在 し、DNAメ チル化剤 メチル メタンスル フォネ ー トで処理す る と、γH2A.XとPARP-1
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のシ グナル が強 くな る(21)。これ らのこ とか ら、γH2A.XはBER機 構 と共 に塩基修復 に関与 してい ることが

示 唆 されてい る(21)。また、gmw訪 α肥3'α η4D醐 一4α〃2αgε一加ぬc'わ1εp溜♂〃45ψ 肋(Gα4445α)が 発現す る

と、BER機 構 よ りも規模 の大 きいDNA損 傷 を修復す ることで知 られてい るnucleotideexcisionrepair(NER)

機構 が働 くことが示 されてお り、NER機 構 に よ りメチル化 シ トシンが除去 され るこ とで能動的DNA脱 メ

チル化 が起 きる(22)。実際に、Gα4445α をノックダ ウンまたはNER阻 害剤で処理す る と、rRNAを コー ドす

るrDNAの プ ロモーター領 域が高 メチル化状態にな るこ とが示 されてい る(22・23)。

最近 、マ ウスの神経 上皮 細胞 で発 現す る 加砂 伽4ε肋伽6εr(ゾ卿1"5(旋35)のCpG領 域 はg1∫α10θ〃3〃2∫∬∫ηg

勿〃201091/2(Gc1η1/2)の 発現 によ りE8.0か らE8.5で 能動的DNA脱 メチル化 を受 ける ことが明 らかにな

った(24)。挽35の 発 現 は、多 くの臓器 の発生や メンテナ ンスに必要 なNotchシ グナ リングを引き起 こす(24)。

そのため、G6〃21/2が 関与す る能動的DNA脱 メチル化 は前核期胚 にお ける リプログラ ミングに直接 関係 し

ないが、Notchシ グナルの活性 に よる個体発生 に重要で ある と考 え られ る。

しか しなが ら、様 々な能動的DNA脱 メチル化 に関与す るタンパ ク質が 同定 されてい る一方 で、上記 で

挙げたE加3、Gc〃21/2、 及び γH2A.Xな どが関与 した能 動的DNA脱 メチル化機構 の詳細 は明 らかに され て

いない(25)。今後 、 これ らの能 動的DNA脱 メチル化 に関与す る遺伝子 の機能解析 の進 展が期 待 され る。

4.PGCに おけるゲノム の能 動的DNA脱 メチル化

初期胚 の能動 的DNA脱 メチル化 にお いて、TET3は5mCを5hmCへ 変換す るが、PGCで はTET3の 発

現が認 め られず 、TET1及 びTET2がEll.5で 発 現 してい る(20)(図4)。 さらに、ゲ ノムの能動的DNA脱 メ

チル化 において、E13.5ま でにAID及 びAPOBECが 機能す ることが知 られ てい る(8・26)。また、窟4欠 損マ

ウスEl3.5のPGCで は、野生型 と比較 して ゲノム全体の メチル化 レベル が高 いこ とが示 され ている(26)。興

味深 い ことに、PGCに お けるゲノムの遺伝子 間領域や 、4ε1ε'ε4∫ηαzoo3ρεr〃2∫α一1∫舵(Dαz1)、H19、 甜1遺 伝

子のCpG領 域 において、茄4の 欠損が メチル化 レベル に及ぼす影響 はE13.5の 雌 雄PGCで 異 なる ことが明

らかになった(26)。そのため、PGCの ゲ ノム にお ける能動的DNA脱 メチル化機構 には性差 がある と考え ら

れ る。AID及 びAPOBECは5mCを 脱 ア ミノ化 してチ ミンを付加す る機能 と、TET1及 びTET2に より変換

された5hmCを さらに5一ヒ ドロキシメチル ウラシル(5-hydroxymethyluracil、5hmU)へ 変換す る機能 を果

た し、このチ ミンや5hmUはBER機 構 に よ りシ トシ ンへ変換 され ることが明 らかになってい る(20)(図3)。

しか し、AIDはEl2.5で わず か しか検 出 されず(20)、窟4を ノ ックア ウ トした場合 、PGCで はEl3.5ま でゲ

ノム ワイ ドな脱 メチル化 が緩 やか に起 こるこ とが 明 らか になってい る(26)。

PGCに お けるゲ ノムの能動的DNA脱 メチル化が5mCの 脱 ア ミノ化 に起 因 してい るこ とは上記 で述べ た

が、脱 ア ミノ化 に依存 しないゲ ノムの能動的DNA脱 メチル化機構 も存在 している と考 えられてい る(8)。

PGCで は、5hmCは さらにTETI及 びTET2に より5一ホル ミル シ トシン(5-fbrmylcytosine、5fC)へ 変換 さ

れ、5fCはTETI及 びTET2に よ り5一カル ボキシル シ トシン(5-carboxylcytosine、5caC)へ 変換 され る こと

が明 らかになってお り、これ らの5hmC、5負D、5caCはBER機 構 の塩基修復 を受 けてシ トシ ンに戻 る(8)(図

3)。 しか し、5caC以 降は どの よ うな酵素が関与 して シ トシンに戻 るのか は明 らか になってい ない。

この よ うに、PGCに お けるゲ ノムの能動的DNA脱 メチル化機構 を解 明す るためには、TETフ ァミリー

タ ンパ ク質やAID及 びAPOBECの 未知 なる機 能 が働いてい るの か、他 に別 のタンパ ク質 が関与 している

のかを明 らかに してい くことが重要 と考 え られ る。



図3能 動 的DNA脱 メ チ ル 化 の 反 応 経 路

5mCはTETI、TET2及 びTET3に よっ て5hmCに 変 換 され る。5hmCは さ らにTETI及 びTET2に よっ て5Be、5caCへ 変 換 され 、 そ

れ ぞれ の塩 基 はBER機 構 ま た は受 動 的DNA脱 メ チル 化 に よ っ て シ トシ ン へ 戻 る。 ま た 、AD及 びAPOBECの 脱 ア ミノ化 に よ り、

5mCは チ ミンへ 変 換 され 、5hmCは5hmUへ 変 換 され る。 さ らに 、チ ミ ン と5hmUはBER機 構 ま た は 受 動 的DNA脱 メチ ル 化 に よ っ

て 、最 終 的 に シ トシ ンへ 変換 され る。

5.DNAの メチル化 とヒス トン修飾 の関係

一般 的に
、真核 生物は ヒス トン修飾 に伴い、ユー クロマチ ン及びヘテ ロクロマチ ン構造 を とり、マ ウス

のゲ ノムにおいて、ユー クロマチ ン構造では メチル化修飾 を受 けたH3K4、H3K36が 多 く、ヘ テ ロクロマ

チ ン構 造ではメチル化 修飾 を受 けたH3K9、H3K27、H4K20が 多い(27)。また、H3K9、H3K27、H4K20が メ

チル化 され たヘ テ ロクロマチ ンにおいて、DNAのCpG領 域 は高 メチル化状態 であるこ とが明 らかになっ

てい る(27)。

多能性 を持 っES細 胞 内において、DNAが ヘテ ロクロマチ ン構造 を とる時はCpG領 域 に5mCが 多 く、

ユー クロマチ ンをとる時は、CpG領 域に5hmCが 多い こ とが示 されて いる(28)。CpG領 域 に5mCが 多い場

合 、そ の近傍 の ヒス トン修飾 は転写 的 に抑制 のマー クであ るH3Kgme1/2が 豊 富 に存在 し、methyl-CpG

bindingdomain-containingprotein(MECP2)はDNMTと 複 合体 を形成 してCpG領 域 に結合 してい る(28)。CpG

領域 に5hmCが 多い場合、そ の近傍 の ヒス トン修飾 は転 写的に活性 のマー クであ るH3K4me3が 豊 富に存

在 し、TET1がCpG領 域 に結合 してDNMTやMECP2のCpG領 域へ の結合 を抑制 してい る(28)。しか し、

CpG領 域 に5hmCが 多い場合で も、H3K4me3とH3K27me3が 豊富 な領域 では、TETIがCpG領 域 に結合

す ることで リクルー トされ るpolycombrepressivecomplex2(PRC2)に よ り、転 写的に不活性状態 とな る(28)。

そのほか、ES細 胞内の多能性 に関与す る遺伝子 π〃、蹴 ア2/1、功57、1鞄 ηogの プロモー ター領域 の近傍
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では、。吻 切 α及び 」吻冒20遺 伝子 によ りH3Kgme2とH3Kgme3は 脱 メチル化 され 、 これ らの多能性 に関与

す る遺伝子 の発 現は維 持 されてい ることが示 されてい る(29・30)。

これ らの ヒス トン修飾はPGC形 成過程 において もダイナ ミックに変化す るこ とが明 らか になってきて

い る。 マ ウスのPGCで はE7.75か らE8.75に おい て、G2停 止が起 こ り、E7.75か らH3Kgme2の レベル が

低 下す るが、E8.25付 近か らH3K27me3の レベル は上昇す る(3D。H3K9を ジメチル化す る ことにお いて、

GLPとGgaは 複合体 を形成 し、H3K9の ヒス トンメチル基転移酵素 の活性 に働 くが、GLPはE7.5か らE7.75

のPGCに おいて発現 レベル が低 下 し、E9.0付 近 では、Ggaの 発現 レベル も低 下 している ことが免疫組織化

学的解析 の結果 か ら示 されてい る(31)(図4)。

以上の よ うに、生殖細胞 サイ クルにおいて ピス トンの メチル化 とDNAの メチル化 は何 らかの関与 があ

ることが示 唆 され る。 しか しなが ら、その詳細な分子機 構が未だ 明 らかになってお らず 、 ピス トン修飾 に

関す る研 究は今 後 も必要であ る。

図4生 殖細胞サイクルにおける能動的及び受動的DNA脱 メチル化に関与する主要因子の発現 レベルの推移

受精直後の雄性及び雌性前核ではTET3(緑 色)及 びPGC7(榿 色)が 発現している。PGC7は2-cell付 近 から発現 レベルが低下し、

胚盤胞期にはほとんど発現しなくなるが、PGCに おいてE7.25付 近 で再び発現し始める。GLP(桃 色)はE75か ら発現 レベルが低

下し、Gga(紫 色)はE9.0で 発現レベルが低下する。TETI(赤 色)及 びTET2(青 色)はEll5で 発現 レベルが上昇する。

6.結 論

以上の よ うに、TETフ ァミ リーやAID、APOBECの 他 に も能動 的DNA脱 メチル化 に関与 してい るタ ン

パク質 は徐 々に明 らかになってい る。 しか しなが ら、初期胚 では、TET3の 他 に能動 的DNA脱 メチル化 に

関与す る因子が同定 されてい るものの、詳細 な機能 が明 らかに され ていない因子 が多い。PGCに お いて も、

TETI及 びTET2が 主 と して能動的DNA脱 メチル化 に関与 してい るのか、AIDやAPOBECの 他 に能動 的

DNA脱 メチル化 に関与す る因子が存在 してい るのか明 らか に され てい ない ため、今後 も研究 は必要 である。

前節 では、 ヒス トンのメチル化に よるクロマチ ン リモデ リング とDNAの メチル化 の関係 を紹介 したが、

最 近になって、本稿 で挙げたPGC7が ピス トン修飾 に結合 して クロマチ ン リモデ リングを制御す る ことで

能動的DNA脱 メチル化 をブ ロックす る機構 が明 らかになって きた(5)。そのため、DNAの 脱 メチル化機構

を解 明 してい くた めに、 ピス トン修 飾や クロマチ ン リモデ リングを制御す る因子 の探索 も今後 の重要 な課

題 と考 え られ る。
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英文抄録

   Regulation of active DNA demethylation 

in early mouse embryos and primordial germ cells

Kohtaro Morita' , Yuki Hatanaka
 2

, Tomoko  Amanol'  2 and Kazuya  Matsumotol'  2

  Early embryos and primordial germ cells (PGCs) undergo extensive epigenetic reprogramming in mammals. In 

these cells, methyltransferases and acetyltransferases have been identified and their activities are involved in the 

epigenetic reprogramming by mediating the histone modifications and DNA methylation, except for DNA 

demethylase. Recent reports have indicated mechanisms of active DNA demethylation. One of mechanism are that 

Ten-eleven translocation 3  (Teti), which is intensely expressed in oocytes and zygotes, regulates the active DNA 

demethylation by global conversion of 5-methylcytosine (5mC) to 5-hydroxymethlcytosine (5hmC). In addition, 

activation-induced deaminase (AID) and apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptides (APOBEC) 

are involved in active DNA demethylation during PGCs development by converting 5mC to thymine. Furthermore, 

AID is required for induction of  Oct4/Pou5f1 and Nanog expression in mouse embryonic stem cells (ESCs), and 

 TET  1 has an important role in mouse ESCs through maintaining the expression of Nanog. Thus, clarifying the 

mechanisms of active DNA demethylation leads to understanding the reprogramming toward pluripotency and 

totipotency. Here, we will review mechanisms of active DNA demethylation during preimplantation embryos and 

PGC development.

Keywords: active DNA demethylation, early embryos, epigenetics, histone modification, primordial germ cells
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