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緒言 

 

性差形成概論(性ステロイドの影響) 

 ほ乳類のメスは２本の X染色体を有し(XX)、オスは X 染色体と Y染色体を１本ず

つ有する(XY)。性決定は、オスの細胞にのみ存在する Y染色体上の遺伝子 Sry 

(Sex-determining region Y)遺伝子が司る。Sryは発生中に一時的に発現し、オス性腺の原

器形成をスタートさせる。Sryはイントロンを含まない遺伝子で、アイソフォームは存在せ

ず、着床後の性腺発生期初期の数時間と限られた時間のみ発現しており、その前後は DNA

メチル化を主体としたエピジェネティクス系により個体の生涯に渡り厳しく抑制されてい

る(Nishino et al., 2004)。メスは Sry遺伝子を持たないため、メスの性腺が形成される。

成熟過程ではそれぞれの生殖器から分泌される性ステロイドが様々な組織に作用し、全身

性の変容をもたらす。性ステロイドの影響は性成熟期を境に、オスではテストステロンを

主体としてアンドロゲンにより、メスではエストラジオ－ルを含むエストロジェンによっ

て、全身のそれぞれの性特有の変化、二次性徴をもたらす。性ステロイドの影響は、中枢

神経にも及び、視床下部ホルモンに支配された下垂体ホルモンの分泌パターンにも影響を

及ぼす(ギャノング生理学 原書 22版)。ラットでは生後 30日頃から成長ホルモンの分泌パ

ターンに性差が現れる(Edén, 1979, Veldhuis and Pincus, 1998)。成長ホルモンによる性

依存的遺伝子発現制御を仲介するのは JAK2-STAT5系である(Clodfelter et al., 2006, 

Holloway et al., 2007)。STAT5はオスの肝臓では成長ホルモンにより活性化されるが、メ

スでは成長ホルモンの連続的な刺激により逆に脱感作される。Stat5b遺伝子欠損マウスで

は 75-82 %の遺伝子の性差が消える。このことからも成長ホルモンの分泌パターンの違いが、

肝臓における STAT5依存的な発現の性差を生み出すことが示されている (Clodfelter et 

al., 2006)。以上のように Sryを起点として生じる性ホルモンによる性差が存在すること

は間違いない。しかし、脳では性ステロイド非依存的に、常染色体上の遺伝子発現が雌雄

マウス間で異なることも報告されている(Büdefeld et al., 2008)。従って、性ステロイド

非依存的な性差が存在することもまた疑いはない。 

 

性染色体と X 染色体不活化による量的補正 

 性染色体により生じる性差がある。Sry 遺伝子のように Y染色体上の遺伝子だけで

なく、メスはオスよりも 1本多く X染色体を持つことから、X染色体上の遺伝子も性差形成

に関与する。メスにおいて 2本の X染色体のうち 1本は不活性化されることで、X染色体上

の遺伝子発現の量的補正がなされている。X染色体の不活性化は、Xist遺伝子の転写産物

である非コード RNAが、それを発現する X染色体のクロマチンを覆うように結合し、不活

性化に関与するタンパク質複合体をリクルートすることにより生じる(Hoki et al., 2009, 

Brockdorff, 2013)。 



第 1 章 

3 

 

 X, Y染色体は常染色体から進化したもので、X染色体は祖先の遺伝子を残し、Y染

色体は徐々に失っていった。そして X染色体不活化は Y染色体から相同遺伝子が失われた X

染色体上の遺伝子になされていった制御と考えられている。Y染色体上に相同遺伝子を有す

る X染色体上の遺伝子は X染色体不活化を回避しやすい。これは Y染色体上の遺伝子の機

能が X 染色体上の遺伝子と異なっていてもその傾向は残っているようだ(Jegalian and Page, 

1998)。また、相同遺伝子がない X染色体上の遺伝子も、X染色体不活化を免れる遺伝子が

存在する。これらの遺伝子は、X染色体からの発現量が雌雄で同等にならないことから性差

を生じさせる原因となりうる。 

 胎盤は妊娠期にのみ存在する組織である。母体と胎仔の栄養交換だけでなく、胎

盤性ラクトジェンの分泌や妊娠の維持といった重要な働きを有する。胎盤を形成する栄養

膜細胞は栄養外胚葉として最も早期に分化し始める細胞である。栄養膜細胞の X染色体不

活性化は特徴的である(Hemberger, 2002)。ほ乳類のメスの体細胞において、受精後のメス

の胚では 4細胞から 8細胞期にかけて、全ての割球で父親由来の X 染色体が特異的に不活

性化される。胚盤胞期になると、内部細胞塊の細胞の X染色体は２本とも活性化されてい

る。X染色体不活性化は、胚盤胞期の内部細胞塊に由来するエピブラスト系列の細胞が各組

織に分化する過程で再び開始される。この際は、ランダムに X 染色体が不活性化される。

一方、栄養膜細胞では 4-8細胞期から認められる刷り込み型の X染色体不活性化が維持さ

れる。父親由来の X染色体に GFPが組み込まれたマウスを用いた実験から栄養膜巨細胞で

は X染色体不活化を免れる場合があることが示唆されてきた(Hadjantonakis et al., 2001)。

また、Rnf12や Huwe1などの遺伝子についても、栄養膜細胞のなかでは、栄養膜巨細胞特異

的に不活化されている X染色体からの発現が確認されている(Corbel et al., 2013)。これ

らの事から考えて、栄養膜巨細胞は X染色体不活化を逃れる遺伝子が多いと考えられる。

マウスやラットにおける、胎盤の栄養膜巨細胞は通常の 2nの細胞に比べると数百倍の DNA

を有している。つまり、栄養膜巨細胞は細胞分裂をすることなく、核相を多倍化させるに

際して、クロマチンを制御しきれなくなってきていると考えられる。 

  

エピジェネティクス 

 エピジェネティクスとは、DNAの塩基配列の変化では説明できない、有糸分裂及び

/または減数分裂後も継承される遺伝子機能の変化に関する学問"と定義されている（Riggs 

et al., 1996）。ほ乳類の体は 200種の細胞によって構成されている。それらの細胞は一

部の例外を除き、同一な DNA配列情報を有している。エピジェネティック制御は細胞の役

割に応じた DNA配列情報利用を司る。すなわち、発現している遺伝子は抑制されている遺

伝子とエピジェネティック状況が異なる(Ernst et al., 2011, Heintzman et al., 2007)。 

 エピジェネティック修飾には DNAメチル化やヒストン修飾がある。ほ乳類におけ

る DNAメチル化は主に CpG配列(5’-CG-3’)のシトシンのピリミジン環の 5位炭素原子に

起こる。ゲノムの多くの部分を占める繰り返し配列を主体とした非遺伝子領域は高度にメ
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チル化されており、ヘテロクロマチン形成に密接に関係している。DNAメチル化は遺伝子領

域でも見られ、プロモーター領域がメチル化されると多くの場合、遺伝子の不活性化を起

こす。コアヒストン（H3, H4, H2A, H2B）は主に N端尾部の特定部位のアミノ酸が様々に

修飾され、ヌクレオソーム・クロマチンレベルの変化を起こす。コアヒストンの N 端尾部

のアセチル化、メチル化、ユビキチン化、SUMO化、ADPリボシル化、クロトニル化、O-GlcNAc

化など、新たな化学修飾が発見されてきており、既に 130を超えるヒストン修飾が明らか

になってきた(Tan et al., 2011)。またゲノムワイドな解析から、ヒストン H3の４番目の

リジンのトリメチル化(H3K4m3)は転写が活性化されているプロモーターに、H3K27m3は転写

が不活性化されているプロモーターで見られる(Bernstein et al., 2006)など、遺伝子発

現と明確な相関が認められる修飾もあるが、ADPリボシル化や O-GlcNAc化などは、未だに

役割が解明されていない。エピジェネティック修飾は遺伝子発現の制御以外にも DNAの複

製、修復、トランスポゾンの転移の抑制など様々な制御に関与している(Klose and Bird, 

2006, Kakutani et al., 1996, Miura et al., 2001, Kato et al., 2003, Singer et al., 

2001)。 

 

エピジェネティック修飾を司る酵素 

DNAメチル基転移酵素(DNMT :DNA methyltransferase)には DNMT1、DNMT3A、DNMT3B

がある。DNMT1は「維持メチル化酵素」として知られている。 DNMT1 はヘミメチル化 DNA

をメチル化する。すなわち、 DNMT1 は、S期における DNA複製の際、DNAメチル化パター

ンを維持するために娘鎖 DNAをメチル化するのである。一方で、 DNMT3A と DNMT3B は主

にメチル化されていない DNAをメチル化するため、de novoメチル化酵素と呼ばれている

(Okano et al., 1999)。  

 DNA脱メチル化を担う酵素には TET (Ten-eleven translocation)ファミリーが挙

げられる。TETタンパク には, TET1、TET2、TET3があり, 5メチルシトシン (5mC) を 5-

ヒドロキシメチルシトシン(5hmC)、5-フォルミルシトシン、カルボキシルシトシンに変換

させる(Tahiliani et al., 2009, Xu et al., 2011)。この一連の流れは DNAの脱メチル化

機構の一つであると考えられている (Ponnaluri et al., 2013, Franchini et al., 2012)。

TET1は ES細胞特異的に発現していると考えられているが、TET2,TET3は様々な組織で発現

が認められている。 

 ヒストン修飾もまた、ヒストン修飾酵素によって制御されている。例えば、ヒス

トン O-GlcNAc修飾は OGT(O-GlcNAc transferase)により付加され OGA(O-GlcNAcase)により

除去される。 
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エピジェネティクス系内の相互作用(DNAメチル化⇔ヒストン修飾) 

 エピジェネティック修飾は相互作用する。例えば、DNMT1の阻害剤である 5-aza-dC

処理による遺伝子の活性化は、ヒストン H3の 9 番目のリジンのトリメチル化(H3K9m3)の低

下及びヒストン H3のアセチル化(AcH3)の上昇を伴う(Lim et al., 2010)。DNAメチル化を

認識して結合する MBD(Methyl-CpG binding) タンパクはヒストン脱アセチル化酵素やヒス

トンメチル基転移酵素と複合体を構成してクロマチンの調整を行う。また、X染色体上の遺

伝子にコードされている MeCP2は HDAC1(histone deacetylase 1)と相互作用している(Jones 

et al., 1998)。さらに、MeCP2の結合は H3K9のメチル化と相関することが示されている(Fuks 

et al., 2003b)。MBD1は Suv39h1と相互作用し、核内で共局在する(Fujita et al., 2003)。

そして H3K9のメチル化を誘導する。また DNA複製の際は、MBD1が、H3K9のメチル化酵素

などと相互作用する CAF1とコンプレックスを構成することも知られている(Sarraf and 

Stancheva, 2004) 。DNMT1と DNMT3Bは HDAC1,HDAC2を含む NurD複合体と相互作用する(Cai 

et al., 2013)。さらに、TET2と TET3はヒストンの O-GlcNAc修飾を行う OGTやヒストン

H3K4のメチル化を行う SET1/COMPASS複合体と相互作用する(Deplus et al., 2013)。 この

ように DNAメチル化は修飾酵素や、メチル CpG結合タンパクがヒストン修飾酵素と相互作

用し、ヒストン修飾にまで影響することが知られている。 

 逆に、ヒストン修飾が DNAメチル化に影響することも知られている。ヒストンア

セチル化を誘導する TSA(トリコスタチン A)処理により、いくつかの遺伝子領域が脱メチル

化することが示されている(Selker, 1998)。しかし全ての領域が変化するわけではない。

ヒトの大腸がん細胞において、TSA処理では高度にメチル化されている２つの CpGアイラン

ドのメチル化状態に変化を与えなかった(Cameron et al., 1999)。TSA処理は子宮内膜細胞

における DNMT3Bの mRNA及びタンパク量を低下させ、末梢血由来の Jurkat細胞における

DNMT1の mRNA及びタンパク量を低下させる(Xiong et al., 2005, Januchowski et al., 2007)。

ヒストンメチル基転移酵素である G9aはクロマチンの緩んだ領域に局在し、DNAメチル化を

特定の領域に誘導する(Ikegami et al., 2007)。in vivoにおいて、HP1αは DNMT1や DNMT3a

ではなく DNMT3Bと相互作用する(Lehnertz et al., 2003)。HP1はまた直接 MeCP2と結合す

ることが示されている(Agarwal et al., 2007)。 ヒストンメチル基転移酵素 MLLの SETド

メインを欠損させると、Hoxd4遺伝子領域の H3K4m1 が減少するとともに、DNAメチル化率

が上昇することが知られている(Terranova et al., 2006)。また HDAC1, HDAC2 は直接 DNMT1

と相互作用する(Fuks et al., 2003a, Robertson et al., 2000, Rountree et al., 2000)。

また PGC7は H3K9m2に結合し、メチル化 DNAからヒドロキシメチル化 DNAへの転換を阻害

する(Nakamura et al., 2012)。これらの結果は、ヒストン修飾が DNAメチル化修飾に影響

することを示している。 
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 Zygoteに HDAC阻害剤処理を行うと、ヒストン H3のアルギニン 2番、8番、17番

のシトルリン化が増える。逆にヒストンのシトルリン化酵素である PADI4阻害剤処理を行

うと、ヒストン H3K9,H3K18,H4K5 のアセチル化は上昇する(Kan et al., 2012)。また PADI4

は HP1αの H3K9m3への結合を弱め H3R8のシトルリン化を行う(Sharma et al., 2012)。こ

のようにヒストン修飾同士もまた影響し合うという報告がある。 

エピジェネティクス系が影響を受ける環境要因 

 エピジェネティクス関連因子の発現量やエピジェネティック修飾は、細胞外シグ

ナルや栄養条件あるいは薬物、環境汚染物質により変化し得る。グルコースは代謝の中心

的な役割を果たす。グルコースは UDP-GlcNAcを合成する他に、グリコーゲンの合成、核酸

の材料、ATP合成の材料となる。また、グルコースは糖原性アミノ酸や脂肪酸からも合成さ

れる。胎盤における、ADIPOQ遺伝子のプロモーター領域は母親の血糖値が高いほど、低メ

チル化状態であることが示されている(Bouchard et al., 2012)。また、母親の食糧不足に

由来する低体重児への影響には性差が認められ、DNAメチル化の変化を伴う(Ferreira et 

al., 2011, Filiberto et al., 2011)。ラットを用いた実験から、葉酸・ビタミン B12・DHA

不足が胎盤の DNAメチル化パターンに影響することが知られている(Kulkarni et al., 

2011)。このようにエピジェネティック修飾は栄養をはじめとする環境によって変化しうる。

つまり、エピジェネティック修飾は DNAメチル化やヒストン修飾といったエピジェネティ

ック修飾間での相互作用だけでなく、環境要因の影響を受け、複雑な制御系を築いている。

例示した通り、栄養とエピジェネティクスに関しては、妊娠期における母親の栄養状態が

胎仔に与える影響についての研究が盛んに行われており、胎盤の重要性が示されている。 

エピジェネティック制御因子 OGT  

 X染色体上には、Ogt, Jarid1c, Utxなどの多数のエピジェネティック制御因子を

コードする遺伝子が存在する。Jarid1cや Utx遺伝子のように Y染色体上に、Jarid1d, Uty

という相同遺伝子が存在する遺伝子もあれば、Ogtのように Y染色体上に相同遺伝子を有さ

ない遺伝子もある。本研究では第 2、3章で OGTの解析を行っている。 

 OGTは細胞質/核タンパクのセリン/スレオニン残基の O-GlcNAc化を触媒する酵素

である。セリン/スレオニン残基はリン酸化されるターゲットでもあるため、リン酸化との

関与も示唆されている。細胞に取り込まれたグルコースの 2-5 %はヘキソサミン生合成経路

に入り、N-アセチルグルコサミンの供与体である UDP-GlcNAcとなる。そして OGTが

UDP-GlcNAcを基質としてタンパク質に O-GlcNAc修飾をする。このように O-GlcNAc修飾を

司る OGTは細胞内の栄養センサーとして働いていると考えられている。 
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 全長の OGTは N末端側に 13.5個の TPRs(tetratricopeptide repeats)を、C末端

側にグリコシルトランスフェラーゼ活性部位を有する。Ogt遺伝子から産生される OGTには

3 つのアイソフォームがあり、それぞれ ncOGT, mtOGT, sOGTと呼ばれる(Hanover et al., 

2003, Lazarus et al., 2006)。これらは TPRsの長さがそれぞれ 13.5, 9.5, 3.5個である

という違いがある。O-GlcNAc修飾はヒストン及び、細胞増殖(Slawson et al., 2005, Sakabe 

and Hart, 2010)、転写(Butkinaree et al., 2010)、ストレス応答(Zachara et al., 2004, 

Guinez et al., 2008)、グルコース応答(Yang et al., 2008, Whelan et al., 2010)に関

わるタンパク質に見られる。ncOGTが核内に局在していることから、主に ncOGT がヒストン

の O-GlcNAc付加を触媒していると考えられている。そのため、ncOGT発現量の性差が、雌

雄のエピジェネティック修飾に性差を生じさせうる。ヒストンの O-GlcNAc化は近年発見さ

れ、新たなエピジェネティクス制御系として注目されている (Hanover et al., 2012)。こ

れまでに、ヒストン H2A (Thr101), H2B (Ser36と Ser112), H3（Ser10と Thr32）, H4 

(Ser47)(Sakabe et al., 2010, Fujiki et al., 2011, Fong et al., 2012)の GlcNAc化が

報告され、細胞周期やユビキチン化との関連が示されている。また、神経前駆細胞ではオ

レキシン(Hcrt)遺伝子領域に O-GlcNAc修飾が多く、一方、オレキシン神経細胞では GlaNAc

修飾は消失している。O-GlcNAc化を阻害すると、オレキシン神経細胞への分化効率が高く

なることが明らかになった。OGTは非発現状態の Hcrt遺伝子領域に結合が認められ、発現

状態では OGTの結合が認められなくなり、OGAがリクルートされる(Hayakawa et al., 2013)。

このことから OGTによる O-GlcNAc化は遺伝子発現の抑制にも関与することが示されている。 

O-GlcNAcase (OGA) 

 O-GlcNAcを除去するのは OGAである。OGAは常染色体上の遺伝子である Mgea5に

コードされている。OGAは２つのドメインを有するタンパク質で、N末端側にグリコシドヒ

ドロラーゼドメイン、C末端側にアセチル基転移活性ドメインを持つ。C末端側のアセチル

基転移活性はヒストンアセチル化酵素である GCN5の構造に似ており、in vitro においてヒ

ストンアセチル化活性があることが示されている(Toleman et al., 2004)。また、OGAの結

合領域には p300などのヒストンアセチル化酵素も共局在する(Hayakawa et al., 2013)こ

とから、OGAはヒストンのアセチル化と密接な関係を持つと考えて良い。一方で、この領域

には CoA結合部位が欠如しており、他の役割を果たしているとも考えられている。ヒトに

おいては、OGAは Longタイプと shortタイプがあり、shortタイプは脂肪滴の表面に多い

と考えられている(Keembiyehetty et al., 2011)。 

 

OGT, OGA, O-GlcNAc と疾患 

  OGT, OGA, O-GlcNAc修飾は慢性疾患との関連が示唆されている(Bond et al., annu 

rev nutrition 33.13.1-25)。例えば、糖尿病患者の細胞は UDP-GlcNAcレベルが高く、

O-GlcNAc修飾量も多い(Sayeski and Kudlow, 1996, Wang et al., 1998)。また癌化や癌の
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進行と O-GlcNAcレベルには相関が見られる。OGTや OGAの発現変化や、O-GlcNAcレベルの

低下は、癌の転移及び、予後との相関性や (Jin et al., 2013, Krześlak et al., 2012)、

アルツハイマー病や糖尿病との関連についても報告されている(Dias and Hart, 2007)。こ

のように種々の疾患との関与は疑う余地がない。 

 

疾病のリスクと性差 

疾病の発症リスクに明確な性差が認められる疾患も多い。例として、男性で発症リ

スクの高い虚血性心疾患、喘息、クローン病、女性で発症リスクの高いアルツハイマー病、

バセドー病などが挙げられる(Kaminsky et al., 2006)。さらにこれらの疾患に関連して、

高血圧になるリスクは性差が認められるだけでなく、母親の栄養状態が影響することが知

られている(Bachmann et al., 1991, Reckelhoff, 2001, Benz and Amann, 2010)。高血圧

に関しては胎盤の異常との関わりも示唆されている(Thornburg et al., 2010)。このよう

に疾患のリスクとは外部環境の変化に対する反応性の性差と考えることもできる。 

 

遺伝子発現に見られる性差 

 これまで性差の解析は主に性依存的な遺伝子発現解析が行われてきた。肝臓・脳・

脂肪組織について、性染色体のみならず、常染色体についても、大部分は差が 2倍以下で

あるが、数千以上の遺伝子発現に性差があるという報告がある(Yang et al., 2006)。この

ことは、雌雄の組織で遺伝子の使い分けが行われているということを意味する。 

 

エピジェネティック修飾に見られる性差 

 性差は遺伝子発現だけでなく、エピジェネティック修飾にも存在する。肝臓にお

いて、性依存的 DNAメチル化可変領域(S-DMR)はオス特異的に発現を示す Cyp2d9, Slp 及び

メス特異的に発現を示す Cyp2a4遺伝子に見られる(Yokomori et al., 1995a, Yokomori et 

al., 1995b)。また Zfp809 などの遺伝子にも DNA メチル化に関しても報告があり、さらに

これら S-DMR は成長ホルモンや老化によって変化する(Takasugi et al., 2013)。しかし、

エピジェネティック制御は遺伝子発現制御だけを行うわけではない。発現に関与しない領

域に存在する S-DMRも、遺伝子発現制御以外の意義を有すると考えられる。 

 

本研究の目的 

 本研究では、ゲノムの使い分けを制御する機構に雌雄差が存在するか否かを明ら

かにするために、雌雄の組織・細胞のエピジェネティック修飾及び、エピジェネティック

修飾酵素について解析した。 

 第１章では、肝臓において、DNAメチル化状態に性差が認められる領域を探索し、

その領域の DNAメチル化状態が性ステロイド依存的に変化するのか検証した。第 2章では、
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X 染色体上のエピジェネティック制御因子、OGTの発現量及び発現制御機構について解析し

た。第 3章では OGTの標的領域を探索した。 
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肝臓における DNA メチル化の性差 
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序論 

 

 マウス、ラット、ヒトの肝臓は、性ホルモンの代謝能に違いがあり、ホルモン代

謝を行うチトクロームなどの遺伝子の発現に性差がある(Wauthier et al., 2010, Wauthier 

and Waxman, 2008, Zhang et al., 2011)。そして性差発現をする遺伝子は、性染色体のみ

ならず常染色体に散在する。 

 雌雄の性ホルモンは異なる作用を示す。テストステロンは下垂体細胞の成長ホル

モン(GH)産生とその下流にある IGF-1産生の両方を増大させるが、エストロゲンは、IGF-1

の GH産生下垂体細胞へのネガティブフィードバックを阻害することにより GHを増大させ

る(Meinhardt and Ho, 2006)。そしてマウス肝臓ではこの下垂体ｰ性腺軸が性差発現に重要

な働きを示し、オスの肝臓では、転写因子である STAT5bが下垂体から放出される周期的な

GH のパルス刺激により活性化されるのに対し、メスの肝臓では、GHの連続的な刺激により

逆に STAT5bは脱感作され、その結果 STAT5bによって制御される遺伝子が性差発現をする

(Clodfelter et al., 2006, Holloway et al., 2007)。肝臓の性差発現における GH-STAT5

系の重要性は、Stat5b遺伝子欠損マウスで 75-82 %の遺伝子発現量の性差が消えること

(Clodfelter et al., 2006)、一部の遺伝子は、下垂体摘除により遺伝子発現に認められる

性差が消失し、さらに GHの投与で性差が再生されることにより裏付けられる (Wauthier et 

al., 2010)。 

 性差は肝疾患の発症と増悪化の違いとしても現れ、ヒトでは男性の方が肝癌の発

症頻度が高く、高濃度の血中テストステロンと肝癌のリスクに相関が認められ(Yu and Chen, 

1993)、肝癌発症モデルマウスであるヒト C 型肝炎ウイルス（HCV ）のキャプシドタンパク

質である core抗原を恒常的に発現するトランスジェニック(Core Tg)マウスは、オスのみ

が肝癌を発症し(Moriya et al., 1998)、C型肝炎による肝癌の発症が男性および閉経後の

女性で頻度が増すことと関連することが示唆される。 

 性ホルモン代謝に関わるチトクローム（Cyp2d9,Cyp2a4）や補体（Slp）遺伝子は、

肝臓における代表的な性差発現遺伝子であるが、これらの遺伝子のプロモーター領域には、

性によって DNAメチル化状況が異なる領域、S-DMR(Sex-dependent differentially 

methylated region)が存在する(Yokomori et al., 1995a, Yokomori et al., 1995b)。ま

たこれら遺伝子以外にも、GH依存的に DNAメチル化状態の変化する S-DMRの存在も報告さ

れている(Takasugi et al., 2013)。そして、これら遺伝子の S-DMRの DNAメチル化状態と

発現量は逆相関することから、DNAメチル化はこれらの遺伝子の性差発現の制御に重要な役

割を果たすと考えられる。 

         ゲノム上には多数の細胞・組織特異的 DNAメチル化可変領域、

T-DMR(Tissue-dependent differentially methylated region)が 存在し(Shiota et al., 

2002, Yagi et al., 2008)、T-DMRのメチル化状態は分化・発生時期特異的に変化し(Hattori 
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et al., 2004, Hattori et al., 2007, Nishino et al., 2004, Sakamoto et al., 2008)、

また環境因子（年齢、化学物質）によっても変化する(Iwatani et al., 2006, Arai et al., 

2011, Takasugi et al., 2013)。これらの T-DMRのメチル化状況の組み合わせは、DNAメチ

ル化プロフィールと呼ばれ、細胞種・組織特有のものである。 

         DNAメチル化は、DNA中の CpG(5’-シトシン-グアニン-3’)配列のシトシンで起

こり、ヒストン修飾と並ぶ主要なエピジェネティック制御機構である。ほ乳類では、3種類

の DNMT (DNA methyltransferase) DNMT1、DNMT3A、DNMT3Bにより新規の DNA メチル化と維

持がなされ、3種類の TET(Ten-eleven translocation) TET1, TET2, TET3と遺伝子修復機

構が主要な脱メチル化機構を担う(Tahiliani et al., 2009, Hoivik et al., 2013, Xu et 

al., 2011, Franchini et al., 2012))。 

 T-DMRの DNA メチル化は、ヒストン修飾によっても制御され、ヒストン修飾、

non-coding RNAなどとの協調作用により、遺伝子発現制御のみならず、クロマチン構造の

制御、ゲノム修復、トランスポゾンの制御による遺伝情報の安定化、転写開始点、エクソ

ンの選択的な利用にまで関与する(Klose and Bird, 2006, Kakutani et al., 1996, Miura 

et al., 2001, Kato et al., 2003, Singer et al., 2001)  

 

  本章では、肝臓における新規 S-DMRのゲノムワイド探索と、それら S-DMRの DNA

メチル化の性ステロイド制御、およびその分子機構について解析した。 

 

 

 

略語 

T-DMR (Tissue-dependent differentially methylated region) 

S-DMR (Sex-dependent differentially methylated region) 

DNMT (DNA methyltransferase) 

TET (Ten-eleven translocation) : DNA脱メチル化に関与する酵素 

GH Growth hormone 

ORX Orchidectomy: 精巣摘除 

TP Testosterone propionate 

OVX  Ovariectomy: 卵巣摘除 

EB Estradiol benzoate  
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材料と方法 

 

肝臓のサンプリング 

 マウスは C57BL6N 近交系マウスを日本チャールズリバーより購入し、12時間の明

期と 12 時間の暗期の照明サイクルで、食事制限を設けずに飼育した。成体は 13-14 週を、

胎児組織は妊娠 14.5 日の個体を用いた。各組織は、マウスを頚椎脱臼により安楽死させ、

取り出した後、PBS(-)で洗浄後、使用時まで-80℃で保存した。DNA・RNA・タンパク抽出前

に、乳鉢ですりつぶして実験に使用した。本論文で行われた全ての動物実験は東京大学動

物実験マニュアルに定められた指針を遵守して行なった。 

 

精巣除去マウス、卵巣除去マウス及び、性ステロイド投与マウスの作製 

(Xu and Zhang, 2006, Meydan et al., 2010, Casas and Chang, 1970) 

 生後 10週のマウスをジエチルエーテル麻酔下で開腹した後、3 個体のオスマウス

の両側の精巣を除去し閉腹した。また別に 3個体のオスマウスの精巣除去を行い、皮下に

プロピオン酸テストステロン(WAKO, cat. 57-85-2)をつめたシリコンチューブ(2 cm)を入

れ、閉腹した。３個体のメスマウスを両側の卵巣を除去し閉腹した。また別の 3個体のメ

スマウスは卵巣除去後、安息香酸エストラジオール(SIGMA, cat. E8515)をつめたシリコン

チューブ(0.5 cm)を皮下に埋め込み閉腹した。手術 4週後に、組織を回収した。 

 

ゲノム DNA抽出 

 パウダー状にした肝臓の粉末を NucleoSpin Tissue(TAKARA)を用いて、プロトコル

に従ってゲノム DNAを抽出した。濃度は NANO DROP1000(LMS)を用いて測定した。 

 

T-DMR profiling with restriction tag-mediated amplification (D-REAM) 

 D-REAM は先行研究(Yagi et al., 2008)と同様に行なった。まず、5 g の肝臓ゲ

ノム DNA を HpyCH4Ⅳ(認識配列:5’-ACGT-3’)(New England BioLabs)で 16 時間消化した。

酵素で消化した DNA は PCI (Phenol: Chloroform: Isoamylalcohol=25:24:1)で抽出し、ク

ロロフォルム抽出した後、エタノール沈澱で回収し TEに溶解した。50 ngの DNAを T4 DNA 

Ligase (New England BioLabs)を用いて R-アダプターと結合させた。dNTP存在下、クレノ

ウ断片で 16℃30 分,70℃10 分間処理した後 TaqⅠで 65℃１時間以上処理した。Microspin 

S-300 HR カラム(GE Healthcare UK Ltd.)を用いて精製した後 T4 DNA Ligase を用いて N-

アダプターと結合させた。Wizard SV Gel and PCR Clean-up System(Promega)をもちいて

DNAを精製した後 Biotaq HS(Bioline)と R18,N18プライマーを用いて PCRにかけた。PCRで

は初めに変性を 95 ℃7 分で行い、その後[94 ℃-30 秒,62 ℃-30 秒,72 ℃-30 秒]を１サイ

クルとし 20 サイクルの増幅反応を繰り返した。増幅された DNA は QIAquick PCR 

purification kit(QUIAGEN)で精製した後マイクロアレイ分析に用いた。 
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 マイクロアレイの分析は Affymetrix社の GeneChip Systemを用いた。全ての手順

は Affymetrix chromatin immunoprecipitation assay protocol に従った。サンプル DNA

は GeneChip WT Double-Stranded DNA Terminal Labeling Kit(Affymetrix)を用いて断片化

とビオチン標識化し、Affymetrix GeneChip mouse promoter 1.0R assays にハイブリダイ

ゼーションさせた。この GeneChipを GeneChip Fluidics Station 450を用い染色・洗浄し

た。GeneChip 3000 7G Scannerを用いプローブのシグナル強度を測定し“sequencing.CEL”

ファイルを得た。このデータを Model-based Analysis of Tiling-arrays (MAT)(Johnson et 

al., 2006)によってデータを処理し UCSCゲノムブラウザ上に表示した。 

 

Bisulfite 反応(Frommer et al., 1992) 

 EZ DNA Methylation-Direct Kit(Zymo Research)を用いて 5 g のゲノム DNA を、

Bisulfite処理した。手順はプロトコルに従った。 

 

combined bisulfite restriction analysis(COBRA 法) 

 Bisulfite反応済みのゲノムを用いて PCRをかけた。変性 95 ℃10分間の後、[94 ℃

-1分,55 ℃～60℃-30 秒,72 ℃-1分]を１サイクルとし 43サイクルかけて最後に 72 ℃で

10分間伸長させた。プライマーおよび除冷の条件は以下の表に記載。PCR産物の一部を HpyCh

Ⅳ4(NBI)または Taq1(TAKARA)により消化した後、MultiNA(Shimazu)泳動装置を用いて解析

した。メチル化率は酵素処理したサンプルについて全てのバンドの中で消化されたバンド

がどれだけの割合を占めるのかを指標に決定した。 

使用した primerは以下に示す。 

 

使用したプライマーは以下の通り、 

mCyp2d9_bis_L    AAGGGAGTAGTATGTTTGAAAGAT 

mCyp2d9_bis_R  CAATAAACAAATAATTACAAAAAA 

adam2_bis_F ATGAGAGTGAAATTTGGTTGGATTT 

adam2_bis_R ACTATAAAATCCCCTACTCCCCAAC 

mAdam2_bis2_L AAAAAATTATAAAAAAAAATCCAACC  

mAdam2_bis2_R ATATGAGATAAAAGGGAAATTATG  

mAdam2_bis3_L CCCTTTTATCTCATATATTTAACTCT  

mAdam2_bis3_R GTTTTTTTGTGTAGTTTTGGTTGT  

mAdam2_bis4_L AAATAAAAAAAGTTAGGATAGGTG  

mAdam2_bis4_R AACAACAACAACAATAAAAAAACC  

mAdam2_bis5_L TTTTTTTTTTTTTTAGTTTGATGG  

mAdam2_bis5_R ACCCTTCTATTCACAAATACTAAA  
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mCyp2d9_bis_R CAATAAACAAATAATTACAAAAAA 

uggt2_bis_F GTGGTTAATTTAGGGGTTATTGATTT 

uggt2_bis_R CATTCACACAATTACACACTTTATCTCTT 

nudt7_bis_F TTGTATGTAATGTGGGTTTGGTGT 

nudt7_bis_R CATCAAATACAACTTTCCTCCTCTAA 

rnpc3_bis_F GATTTTTGATAATGTTTGGTTGTGG 

rnpc3_bis_R CAACAACCCTTTAAACTATAATCTATCCTA 

sarnp_bis_F TTTGTAAATGAAGGTGTTTAGAAAAAGTT 

sarnp_bis_R CCCACTAATTTTTAATCTCTTTCACC 

snx29_bis_F AGTTTTGGGGTTGATTTGATTTT 

snx29_bis_R AACTCCCAACATAACAACCTCTTT 

Mettl20_bis_F TTGAGGGGTTAGTGGAAAATTTAGT 

Mettl20_bis_R TCCTCAAATCAAACCCTATAAACCTA 

ak144002_bis_F AATGTGTGGAGGGATTTTGTAGTT 

ak144002_bis_R CCAACCCAAACATCTATTTATATTCTATT 

ak149394_bis_F GGAGAGTTGGAGAGTAGATATGGTTG 

ak149394_bis_R CCATATATTCCCACTAAAAACCTCTAAA 

 

Bisulfite Sequence 

Bisulfite反応済みのサンプルで PCRをかけた後 2 %のアガロースゲルで泳動してバンドを

切り出した。Promega の Gel extraction kitを用いてゲノムを精製し、T4 Ligase を用い

て PGEMT-easy bectorにつなげた。プラスミドは XL1-Blueコンピテント細胞に形質転換し

て LBプレートにまいた。37℃で 16時間インキュベートした後 4℃の冷蔵庫に 6時間以上入

れた。そしてコロニーをピックアップして Phi129(NEB, Cat. M0269)を用いて増幅させた

(Maruyama et al., 2009)。BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitで sequencing

反応をさせた後、Applied Biosystems 3130x  ジェネティックアナライザによって配列

を決定した。データは QUMA(Kumaki et al., 2008)を用いて解析した。 
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DNMT及び TET 遺伝子発現解析 

 肝臓の粉末は-80℃から取り出して、1 mLの TRIZOL Regeant(Life technologies, 

cat. 1556-018) (Wilfinger et al., 1997, Louveau et al., 1991)を加えた。 

室温で 5分静置したのち 200uLのクロロホルムを加えて転倒混和した。遠心(12,000 g 15

分 4 ℃)の後、上清を 500 uLの新しいチューブに移してイソプロピルアルコールを 500 L

加えた。室温で 15分静置したのち遠心(12,000 g 10分 4 ℃)して、上清を除去し 75 %エ

タノールを 500 L入れて転倒混和をした。遠心(12,000 g 5分 4 ℃)した後、上清を除き、

乾燥させ、20 Lの DEPC処理水を加えて濃度測定をした。RT-PCRを行うまでは-80℃で保

存した。得られた Total RNAに DNase(Takara)処理を施して DNAを分解した後 oligo (dT)20

をプライマーとして、SuperscriptⅢ(invitrogen)を用いて逆転写反応により cDNAを合成

した。5 L の cDNA, 5 Lの 1uM primer Mix, 10 Lの Thunderbird SYBR qPCR Mix(TOYOBO, 

Cat. QPS-201)を加えて Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCRシステムにより解析し

た。PCRは、95℃の変性 1分と、95℃15秒と 60℃1分の 40サイクルの反応条件で行なった。 

 

DNMT1_F CATCAGCAAGATTGTTGTTGAGTTCC 

DNMT1_R CTGGGCGTGGCGTAAGAGG 

DNMT3A_F CCAGACGGGCAGCTATTTAC 

DNMT3A_R AGACTCTCCAGAGGCCTGGT 

DNMT3B_F TGATGGGAATGGCTCTGATATTCT 

DNMT3B_R CATTGCTATGTCGGGTTCGGA 

TET2_F GATCCAGGAGGAGCAGTGAG 

TET2_R TGGGAGAAGGTGGTGCTATC 

TET3_F TCCGGATTGAGAAGGTCATC 

TET3_R CCAGGCCAGGATCAAGATAA 

Actb_F TACAATGAGCTGCGTGTGG 

Actb_R  GCTGGGGTGTTGAAGGT 
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RT-qPCR(Biomark)  

 microfluidic dynamic arrays(Fluidigm)を用いて解析した(Spurgeon et al., 

2008)。RNAは NucleoSpin RNA(TAKARA)により、プロトコル通り抽出し、PrimeScript Reverse 

Transcriptase(TaKaRa)を用いて、cDNA合成を行なった。12.5 gの RNA相当の cDNAを TaqMan 

PreAmp Mastermix(Applied Biosystems)により増幅させた。その後、TE(pH8.0)で 5倍希釈

した。BioMark 48×48 arraysはプロトコル通り行なった(Dyeは EvaGreen DNA Binding Dye

を使用した)。IFC コントローラーを用いてサンプルをチップに入れた後 PCR を以下のプロ

グラムで行なった。 

50 ℃ 2分 

95 ℃ 10分 

40 cycle(95 ℃15秒,60 ℃ 60 秒) 

データは BioMark Realtime PCR Analysis software を用いて automatic global threshold 

settingで解析した。プライマーは以下の通りである。 

mEphx2_rt_L GGTTACCATCCTGGTCCACA 

mEphx2_rt_R ATTTGGATTGCATGGGACTG 

mCyp7b1_rt_L ACCAGAGAACAATTGGACAGC 

mCyp7b1_rt_R CATATCCTCCTGCACTTCTCG 

mCyp2a4_rt_L TCAAGGAAGCTCTGGTGGAC 

mCyp2a4_rt_R CCGCTGCTGAAGGCTATG 

mC6_rt_L CTCCCATCCCTAGTGTGCAG 

mC6_rt_R TCCTCCAGTGAAAGAGTTGTCA 

mCux2_rt_L TCGCAGCAGACCATAGAGC 

mCux2_rt_R CCCTCCACCAGCATTTCA 

mAdam2_rt_L TGGGAGCTGAATTCCAAGAG 

mAdam2_rt_R TCCCACACATCCGGTCAT 

mGulo_rt_L AGAGGGACAGCTGCTACATGA 

mGulo_rt_R CCTGCCTCCAAACTTCTTCA 

mEphx2_rt_L GATCCCTGCTCTGGCCCAGGC 

mEphx2_rt_R TCTTCTATTTCAGGAGGAGA 

mAK147121_rt_L ACCTACCCCAAGACCAACG 

mAK147121_rt_R CGGGGAAGGTCAACCAGT 

mUggt2_1_rt_L GTGACCGCCCACTTGACT 

mUggt2_1_rt_R CACAAACTGCCAAAACTTTTCA 

mUggt2_2_rt_L TTCAGGAGAATCTCAGCAGGT 

mUggt2_2_rt_R AATCATGTTGTTGGGAAGATCC 

mUggt2_3_rt_L ATGCATTGAAGCACATGGAA 
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mUggt2_3_rt_R GGAAAGCTGCCAAAATTCCT 

mUggt2_4_rt_L TTCAGGAGAATCTCAGCAGGT 

mUggt2_4_rt_R AATCATGTTGTTGGGAAGATCC 

mSarnp_rt_L TGGTTTGAATGTCTCTTCCATC 

mSarnp_rt_R TGAACTTGTCACAATCCCAAA 

mOrmdl2_rt_L CCTGGAGACCACAGGTGTAAG 

mOrmdl2_rt_R AGCCCTGATTGAGCTTGTTC 

mSnx29_1_rt_L AGAGCATTGATGACGACGTG 

mSnx29_1_rt_R GTTCCCATCCAGTGTCCTGT 

mSnx29_2_rt_L GGCAGGAGCTGATTGACCT 

mSnx29_2_rt_R TGATCTTCAGATGTTTGGCTCA 

mRundc2a_rt_L TGCTGTCTCCATTCTCATCAA 

mRundc2a_rt_R GCTCCCTTTTACATCGGGTA 

Actb_taq_F GGATGCAGAAGGAGATTACTGC 

Actb_taq_R CCACCGATCCACACAGAGTA  

 

DNase assay  

 DNase I Digestion of Isolated Nulcei for Genome-Wide Mapping of DNase 

Hypersensitivity Sites in Chromatin(Ling and Waxman, 2013)の方法に準じて行なった。

バッファーの組成を以下に示す。 

・BufferA 

15 mM Tris-HCl(pH8.0) 

15 mM NaCl 

60 mM KCl 

1 mM EDTA 

0.5 mM EGTA 

0.5 mM Spermidine(使用直前に追加) 

0.3 mM Spermine(使用直前に追加) 

・10×Digestion buffer 

60 mM CaCl2 

750 mM NaCl 

・Stop buffer 

50 mM Tris(pH8.0) 

100 mM NaCl 

0.1 % SDS 

100 mM EDTA 
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20 g/mL RNaseA(使用直前に追加) 

0.5 mM Spermidine(使用直前に追加) 

0.3 mM Spermine(使用直前に追加) 

 

 10×Digestion buffer を BufferA で希釈して 1×digestion buffer にして、

Spermine、 Spermidine、 RNaseA を加えた。Stop buffer は 37℃へその他は氷上でしっか

り冷やした。肝臓 4 mgを 1.5mLチューブへ入れて、500 Lの Lysis solution(ActiveMotf, 

Cat.53008)を加えた。ホモジナイザーですりつぶして遠心(2,300g 10分 4℃)。上清を除き

500 Lの 1×Digestion bufferを加えて転倒混和３回。遠心(2,300g 10分 4℃)後、850 L

の 1×Digestion bufferを加え 2本に分注。37 ℃で 5分間温めた後、片方のチューブに 20 

U の RQ1 RNase-Free DNase(Promega;M6101)を加えた。37 ℃で 10 分反応させて 450 L の

stop bufferを加えた。氷上で 10分静置した後 10 mg/mlの ProteinaseKを 10 L加え 55 ℃ 

16 時間。Phenol Chloroform Isoamylalchol(25:24:1) 800 Lを入れ 100回転倒混和して、

遠心(2,300 g 10 分 4℃)後、上清 600 L を 1.5mLチューブに移して 60 Lの 3M NaOAcを

加えた。さらに 600 L のイソプロパノールを加えて、遠心(20,000 g 30 分 4 ℃)。上清

を除き、1 mL の 70 %エタノールを加えて遠心(20,000 g 5 分 室温)。上清を除いて風乾。

20 Lの TEに溶かして濃度測定をした。1 g/uLに希釈した後、5 Lのサンプル, 5 Lの

1 M primer Mix, 10 L の Thunderbird SYBR qPCR Mix(TOYOBO, Cat. QPS-201)を加えて

Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCRシステムにより解析した。PCRは、95℃の変性

1 分と、95 ℃ 15秒と 60 ℃ 1分の 40サイクルの反応条件で行なった。 

データは⊿Ct 値=Ct 値(DNase 消化サンプル)-Ct 値(DNase 未消化サンプル)を示している。

Rho 遺伝子をコントロール (高度にクロマチンが凝集している領域) として用いており、

Rho遺伝子の Ct値を用いてデータを補正した。 

使用したプライマーは以下の通り。 

Rho_DHS_F AGGTCACTTTATAAGGGTCTGGGGG 

Rho_DHS_R AGTTGATGGGGAAGCCCAGCACGAT 

Gapdh_DHS_F CAGCTCCCCTCCCCCTATCAGTTCG 

Gapdh_DHS_R ACCAGGGAGGGCTGCAGTCCGTATT 

Adam2_DHS_F CAGGAGGAAAAGAAGGTTTTGA 

Adam2_DHS_R CCTCTCCCATGTCAACCTTT 

Snx29-DHS_F TTTTGGGGCTGATTTGATTC 

Snx29-DHS_R TTACAGCATGGAGAGCATCG 

Uggt2_DHS_F CCAACCCAGGGGTTATTGAT 

Uggt2_DHS_R CGGTATTTTCCTAGAACGGAAATG 
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細胞総タンパク抽出 

10 mg 程度の肝臓に 200 L の RIPA buffer(Santa Cruz, Cat. SC-24948)(Ngoka, 2008)を

加えて、21Gの針で破砕した。氷上で 60 分静置した後、遠心(10,000g 10分 4℃)し、上清

を新しいチューブへ移した(Schneider et al., 2011)。濃度測定は BCA Protein Assay 

Reagent Kit(Thermo, Cat. 23227) (Wiechelman et al., 1988)により行なった。 

サンプル 10 Lに対して試薬 A:試薬 B =50:1で混ぜて 190 Lずつ入れた。 

37 ℃で 30分反応させた後、iMark マイクロプレートリーダー(BIORAD)で 570 nmの波長を

解析した。 

 

Western blotting 

細胞総タンパク 8 g/8 L に 2 L の Lane Marker Non-Reducing Sample Buffer, 

ImmunoPure を加えて 100℃で 4分インキュベートした。 

電気泳動用の Gel はアクリルアミドゲルの濃度が 5 %になるように MiniPROTEAN®system 

Glass plates(BIO-RAD, cat.no.1653308)と 15wellのコームを用いて作製した。 

・5 %アクリルアミドゲル(1枚) 

-分離ゲル(lower gel)- 

2.9 1mL 超純水 

0.833 mL 30 % Acrylamide/Bis solution 37.5:1(2.6%)(BIO-RAD, cat.no.161-0158) 

1.25 ml 1.5 M Tris-HCl(pH8.8) 

50 l 10 % SDS 

25 l 10 % APS(Bio-rad cat.no.161-0700) 

2.5 l N,N,N’,N’-tetra-metyl-ethylanediamine(BIO-RAD, cat.no.161-0800) 

-濃縮ゲル(upper gel)- 

1.2 mL超純水 

400 l 30 % Acrylamide/Bis solution 37.5:1(2.6 %) 

625 l l 0.5M Tris-HCl(pH6.8) 

25 l 10 % SDS 

12.5  l 10 % APS 

1   1 N,N,N’,N’-tetra-metyl-ethylanediamine 

 作製後 well を超純水とアスピレーターを用いて三回洗浄し、Mini-PROTEAN®Tetra 

system の泳動槽にセットした。running buffer(25 mM Tris, 192 mM Glycine (Wako, 

cat.no.077-00735)、0.1 % SDS)を加え、その後サンプルとマーカー(WIDE-VIEW Prestained 

Protein Size Marker Ⅲ(Wako, cat.no.230-02461)をアプライし、200 V で 30 分泳動を行

った。泳動中にタンパク質を転写する分離ゲルのサイズに合わせて切断した Immobilon-P 

transfer membranes(Immobilon cat.no.IPVH304F0)をメタノール(Wako, cat.no.131-01826)

に 30 秒浸した後に蒸留水に 2 分浸し、ろ紙(Filter paper chromatography)(Advantec 
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600×600 mm cat.no.526) 4 枚と共に Transfer buffer(47 mM Tris, 40 mM Glycine, 0.00037 % 

Glycine, 20 %メタノール(Wako, cat.no.131-01826))に浸す事によって平衡化を行った。 

泳動終了後、ゲルの分離ゲルと濃縮ゲルを切り離し、分離ゲルを 15 V で 45 分転写を行っ

た。Membraneは、5 %スキムミルク/ TBS-0.1 %Tween-20(20 mM Tris-HCl pH7.6, 137 mM Sodium 

chloride(Wako, cat.no.191-01665), 0.1 % Tween-20 (Polyoxyethylane (20) Sorbitan 

monolaurate)(Wako cat.no.167-11515))を用いて 90分間室温で振盪することによってブロ

ッキング反応を行った後に、1次抗体を 1/1,000量加えて 90分室温で振盪した。 

anti-ACTB (1:1,000, Sigma Aldrich Japan; clone AC-15); 

anti-DNMT1(1:1,000, Active Motif, Cat.. 39204) 

anti-DNMT3A(1:1,000, Active Motif, Cat. 39206) 

anti-DNMT3B(1:1,000, Active Motif, Cat. 39207) 

anti-TET2(1:1,000, Active Motif, Cat. 61389) 

anti-TET3(1:1,000, Abiocode, Cat. R1092-2a) 

振盪後、抗体溶液を除去して TBS-0.1 %Tween-20で 3 回洗浄し、TBS-0.1 %Tween-20を加え

て 1/5,000 量の HRP-conjugated goat polyclonal anti-mouse IgG (Jackson Immuno 

Research; catalog no. 115-036-062)、または HRP-conjugated chicken polyclonal 

anti-rabbit IgG (Abcam; catalog no. ab6829)を加えて二次抗体反応を 90 分、室温で振

盪する事によって行った。振盪後、抗体溶液を除去して TBS-0.1 %Tween-20 で 3 回洗浄し

た。 

発光試薬には SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate(Thermo cat.no.34080)

を用いた。同 kit 内の stable peroxide solution(cat.no.1856135)と Luminol/Enhancer 

solution(cat.no.1856136)を 1:1 の割合で混合し、同混合液を TBS-0.1 %Tween-20 を除去

した membrane の上に水平な場所で均一になるようにアプライし、Genegnome system high 

resolution system 100(Syngene)を用いて蛍光を検出した。 
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Chromatin Immuno Precipitation (ChIP) 解析 

～クロマチン調整～ 

本研究では ChIP IT Express Enzymatic(ActiveMotif, Cat. 53009)を使用した(Solomon et 

al., 1988, Caretti et al., 2003)。クロマチン調整にあたり肝臓は 30 mg分用いた。 

2.5 Lの 100 mM PMSF(phenylmethane sulfonyl fluoride), Protease inhibitor cocktail

を加えた 500 Lの Lysis solutionをチューブにいれて、プラスチックのホモジナイザー

ですりつぶして氷上に 30分静置した。遠心(2,400 g 10分 4℃)後、上清を除いて 500 L

の Digestion buffer を加える。10秒間超音波破砕をした後、37℃で 5分温めた。 

Enzyme shearing cocktail を 24.2 L加えて、37℃で 10 分反応させた。 

10 Lの 0.5M EDTAを加えて氷上 10分静置して、遠心(18,000 g 10分 4℃)後、上清を Protein 

LoBindチューブ(Eppendorf Cat. 95292)に移した。クロマチン溶液は-80℃で保存した。 

 

～Input精製～ 

クロマチン溶液を 50 L取り出し、150 Lの滅菌 MQ 及び 10 Lの 5M NaClを加えて 65℃

16 時間反応させた。1 Lの RNaseAを加えて 37℃で 30分、10 Lの Protease Kを加えて

42℃ 1 時間以上反応させた。その後は、Chromatin IP DNA purification kit(Active Motif  

Cat. 58002)を用いて DNAを精製した。1 mLの Binding bufferと 5 Lの 3 M Sodium Acetate

を加えて懸濁した後、カラムに移して遠心(20,000 g 1分 室温)して flow through を捨て

た。750 Lの wash buffer を加えて遠心(20,000 g 1分 室温)し、 flow through を捨てた。 

遠心(20,000g 2分 室温)後、カラムを新しいチューブに移した。50 Lの DNA purification 

bufferを加え遠心(20,000g 1分 室温)した後、濃度を測定した。 

 

～ChIP～ 

1 g分の DNA相当のクロマチン溶液と 1Lの Protease inhibitor cocktail、10 Lの ChIP 

buffer１と 3 gの抗体を加え、超純水で 100 Lにメスアップし、Mixを作製した。 

25 Lの Protein G Magnetic beads(Active Motif)をマグネットスタンドに乗せ、溶液を

除いた後、上記 Mixを加えて 4℃で 16時間反応させた。 

抗体は抗 TET2抗体(SantaCruz, Cat.sc-136926) 

      抗 Androgen Receptor 抗体 (Abcam, Cat. ab74272) 

      Mouse normal IgG(Abcam, cat. ab18413) 

を用いた。 

マグネットスタンドに乗せ、800 Lの ChIP buffer1 で 2回洗浄、800 Lの TEで 2回洗浄、

100 Lの TEで 1回洗浄後、Elution buffer(10 mM Tris-HCl(pH8.0), 300 mM NaCl, 5 mM 

EDTA(pH8.0), 0.5 % SDS)を 100 L入れて、65℃で 16時間以上反応させた。1 Lの RNaseA

を加えて 37℃で 30分、10 Lの Protease Kを加えて 42℃ 1時間以上反応させた。その後
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は、Chromatin IP DNA purification kit(Active Motif  Cat. 58002)を用いて DNAを精製、

50 L の DNA purification bufferに溶出した。 

5 Lのサンプル, 5 Lの 1uM primer Mix, 10 L の Thunderbird SYBR qPCR Mix(TOYOBO, Cat. 

QPS-201)を加えて Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCR システムにより解析した。

PCRは、95 ℃の変性 1分と、95 ℃15秒と 60 ℃1分の 40サイクルの反応条件で行なった。 

用いたプライマーは以下の通り。 

Gapdh-ChIP_F GTGCGTGCACATTTCAAAAA 

Gapdh-ChIP_R AGCTACGTGCACCCGTAAAG 

Adam2_ChIP_F AAAAGGACAAACCACATCCAA 

Adam2_ChIP_R TGAAAGAGGATCCAGCCAGA 
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結果 

 

性差 DMRの同定と分類 

         D-REAM (T-DMR profiling with restriction tag-mediated amplification)法を

用い、雌雄の肝臓の DNAメチル化プロフィールを比較し、雌に対し雄で低メチル化状態(10%

以上の差)である新規 S-DMRを、常染色体上に 10カ所同定した(図 1-1A)。これら S-DMRの

DNAメチル化の雌雄差は、雌雄の脳、ES細胞では認められなかった。S-DMR は、そのメチル

化のパターンから、雌雄ともに脳や ES細胞に対し肝臓で低メチル化になる領域と（Uggt2

や Sarnp）、雄のみ肝臓で低メチル化になる領域（Adam2や Rnpc3）があるが、いずれも雄

においては組織間でメチル化の異なる領域（T-DMR）であり、S-DMRは雌雄でメチル化が異

なる T-DMRであるといえる。 

 D-REAMで同定した既知の性差発現遺伝子 Cyp2d9 の S-DMRは、公表されている肝

臓でのSTAT5bのChIP-SeqデータにおいてSTAT5結合が認められる領域と重なる(図1-1B)。

新たに同定した S-DMR のうち、Scp2, Snx29, Ak144002近傍に位置するものは STAT5の結合

シグナルと重なり、これらの S-DMRには STAT5の結合が示唆される。その一方で、Adam2や

Uggt2近傍のS-DMR周辺にはSTAT5の結合シグナルは認められない。すなわち、S-DMRはSTAT5

により発現が制御される遺伝子近傍の STAT5b結合領域に限らず存在する。 
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雄低メチル化 S-DMRの DNAメチル化状態はテストステロンの制御下にある  

 S-DMR のメチル化に与える性ステロイド(テストステロン及びエストロゲン)の影

響を、精巣摘除、卵巣摘除およびそれらのマウスに性ステロイドを投与した個体の肝臓ゲ

ノムを用いて解析した。なお精巣摘除とテストステロンの効果は精嚢腺重量を指標に、卵

巣摘除とエストロゲン投与の効果は子宮重量を指標にして確認した(図 1-2A,B)。本研究で

新たに同定した S-DMR のうち検討を加えた 5 カ所全てにおいて、精巣摘除個体でメチル化

が亢進し、テストステロン負荷によりメチル化は減弱した(図 1-2C)。一方、この領域は卵

巣摘除、及び卵巣摘除後にエストロゲンを投与した個体においてもコントロールのメスマ

ウス同様、高いメチル化率を維持した。つまり、これらの S-DMR の DNA メチル化制御はテ

ストステロン依存的であり、エストロゲン非依存的であることを示している。また S-DMR

のメチル化変動は STAT5 の結合が認められるもの (Snx29)、認められないもの (Adam2, 

Uggt2)いずれでも観察され、代表的な性差遺伝子 Cyp2d9の S-DMRでも他の S-DMRと同様の

メチル化変動を示した (図 1-2C)。 

 C 型肝炎肝癌病態モデルマウスである Core Tg マウス(Moriya et al., 1998) の

オスは、月齢に応じ、肝組織像が変化する。このマウス病態の、2 ヶ月齢、6 ヶ月齢(脂肪

肝)、16ヶ月齢(長期脂肪肝)個体の肝臓 DNAにおける S-DMRの DNAメチル化状態を解析した

(図 1-2D)。Core Tg マウスのオスは 8w において C57BL6 のメチル化率とほぼ同等のメチル

化率を示し、また、Snx29遺伝子を除く、解析した全ての S-DMRの DNAメチル化率は変化せ

ず、低メチル化状態を維持していた。これまでに一部の老化に伴い発現が変化する性差遺

伝子近傍の S-DMR では、発現の変化に相応する DNA メチル化変動が報告されているが、今

回新たに同定した S-DMR の DNA メチル化は老化、脂肪肝などの環境変化に対し安定した情

報であることが分かった。 
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S-DMRの局所性 

Adam2 の近傍には、肝臓で強発現している Ephx2、Gulo が位置し、Adam2 S-DMR の DNA メ

チル化が周辺の遺伝子発現やエピジェネティック変動に関連するのかを調べるために、こ

れら遺伝子の転写開始点近傍まで解析範囲を広げた (図 1-3A)。Adam2 の S-DMR 周辺の DNA

メチル化状態は、雌雄ともに高メチル化状態であり(図 1-3A)、また Gulo、2 周辺領域のメ

チル化状況には性差がなかった。すなわち、S-DMRは狭い範囲に限定されていることが示唆

された。そこで S-DMR の範囲を確認するために、Adam2、Uggt2 及び Snx29 の S-DMR に関し

て Bisulfite sequencing行った(図 1-3B)。その結果、驚いたことに Adam2と Uggt2に関し

ては、COBRA で解析した CpG のみに性差が認められ、Snx29 の S-DMR の場合も 40bp 以内に

ある 2 カ所の CpG に変動の範囲が限られていた。これらの結果は、ゲノムの狭い範囲に限

局する S-DMRが存在することを示している。 
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S-DMRは近傍遺伝子の性差発現を必ずしも伴わない 

S-DMRの DNAメチル化と近傍遺伝子発現との関連を調べるため、まず STAT5 結合領域と重な

る S-DMR を持つ Snp29 と、その近傍遺伝子（Rundc2a）の発現を qRT-PCR で解析した。 す

でに知られている STAT5 依存性の性差発現遺伝子（Cyp2d9、C6、Cyp7b1）の発現は、精巣

摘除によって低下し、テストステロンの負荷により上昇する (図 1-4)。しかし、Snp29、

Rundc2a両遺伝子とも雌雄で発現差はなく、精巣摘除によって低下し、テストステロンの負

荷でも発現変動を認めなかった。また S-DMRが高メチル化にある脳で、高い発現を認めた。

Adam2 については、Spermatid、卵巣で高い発現を、脳で微弱な発現を認めたが、肝臓では

雌雄いずれも発現を認めなかった。Adam2 の上流、下流に位置する Ephx2,Gulo 共に肝臓で

高い発現を認めたが、雌雄で発現量に有意な差は無かった。さらに Adam2 が強く発現して

いる卵巣、Spermatid では、Ephx2,Gulo の微弱な発現を認めた。また Uggt2 近傍の S-DMR

は T-DMRでもあるが、S-DMRの DNAメチル化状態と性差・組織特異的発現状態との関連を認

めなかった。これらの結果は Adam2、Snx29、Uggt2 近傍の-DMR の DNA メチル化と近傍遺伝

子の発現には関連が無いことを示している。 
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S-DMRのヌクレオソーム構造とメチル化制御分子機構 

          S-DMR周辺のヌクレアーゼ（DNase1）感受性の違いを解析した(Thurman et 

al., 2012, Natarajan et al., 2012)。クロマチン構造が緩んでいるという報告のある Gapdh

のプロモーター領域が DNase1 に対する高い感受性を示すことが確認された条件において, 

有意ではないものの、 Adam2 及び Snx29 において、無処置のオス及び精巣摘除後

Teststerone propionate を投与したオスで高い値を示す傾向が認められた(図 1-5)。この

ことは、Adam2及び Snx29のクロマチンが高メチル化により、より強固な構造になっている

ことを示唆している。 
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        STAT5の結合を認めない S-DMRに結合する因子の探索を行った。Teststerone 依存

的な DNAメチル化が起きていることから Androgen receptor の S-DMRへの結合量を ChIP解

析により調べた。Adam2 S-DMR への Androgen receptor の結合は、雌雄及び精巣摘除、精

巣摘除＋テストステロン投与群で差が認められなかった(図 1-6)。同様に TET2 の結合にも

性差、および精線摘除、テストステロン負荷による変化を認めなかった。 
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         DNA メチル基転移酵素群(DNMTs)及び DNA の脱メチル化に関与する Tet 遺伝子群

(TETs)が、S-DMRの形成に関与しているのかを解析するため、これら遺伝子の発現を解析し

た(図 1-7)。雌雄における遺伝子発現量を比較したところ、Dnmt3a及び Tet3 には性差が認

められなかったものの、DNAメチル基転移酵素である Dnmt1, Dnmt3b及び DNA 脱メチル化に

関与する Tet2はメスにおいて高い発現量を示した。さらに、qRT-PCRの結果、オスの Tet2

の発現が精巣摘除により無処置のメス並みの量に上昇していることを明らかにした(図

1-7)。興味深いことに TET2 は精巣摘除により、タンパク量が低下していた(図 1-8 A,B)。

これらの結果は S-DMR を含むエピゲノムの性差形成に Dnmt1, Dnmt3b, Tet2 のようなエピ

ジェネティック制御因子が関与していることを示唆している。 
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考察 

 

         本研究では、マウス肝臓特異的にオスの方がメスよりも低メチル化状態である常

染色体上の S-DMRを新たに 10カ所同定した。同定した S-DMRはオスでは、全て肝臓特異的

に低メチル化を示す T-DMR であった。一部の S-DMR はメスでも他組織に対し肝臓で低メチ

ル化であり、オスでその低メチル化度合いが亢進しているものもあった。しかし、多くは

メスでは組織間で差を認めないことから、雌雄の DNA メチル化プロフィールが異なること

は明確である。 

 

 これまで、メスのマウスでは明確な性周期が存在し、エストロゲンによりメチル

化状態が変化する遺伝子が報告されている(Singh and Prasad, 2008, Nugent et al., 2011)。

一方、新生仔のメスマウスにテストステロンを投与することで、成熟後、Hnf6 など一部の

遺伝子の転写開始点近傍のメチル化の亢進と発現量の低下が起こる(Ramirez et al., 2013)。

本研究で同定した S-DMR の DNAメチル化率は、生後 10週のマウスに精巣摘除及びテストス

テロンの投与により変動した。このことは、性差の決定に重要な新生仔期のみならず、成

熟マウスにおいても性ステロイドが DNAメチル化状態を変化させ得ることを示している。 

 

 新たに同定された S-DMR はエストロゲン非依存的、テストステロン依存的に脱メ

チル化されていた。このことは、テストステロンが本研究で同定した S-DMR の形成に関与

していることを示している。テストステロンは GHの分泌パターンを制御しており、GH-STAT5

系は性依存的な遺伝子発現の制御に関与している。STAT5の制御下にある代表的な遺伝子で

ある Cyp2d9 の S-DMR もまた、テストステロン依存的に DNA 脱メチル化していた。さらに、

テストステロン依存的な S-DMR は、Cyp2d9 や本研究で同定した Snx29 のように、GH-STAT5

依存的と考えられる遺伝子の近傍だけでなく、Adam2 の S-DMR のように、GH-STAT5 非依存

的と考えられる遺伝子近傍にも存在した。このことは、テストステロン依存的な DNA 脱メ

チル化には、GH-STAT5 経由、GH-STAT5 非経由の 2 通りの機序があることを示唆している。

本研究では GH-STAT5 非依存的な遺伝子である Adam2 は Androgen receptorにより制御され

ていることを疑った。しかし、ChIP 解析の結果から、Androgen receptor の制御下ではな

いようだ。それでは、これらの変化はどのようにもたらされているのだろうか。DNMTs及び

TETs の遺伝子発現解析から TET2 による影響が考えられた。TET2 のタンパク量は精巣摘除

により低下していた。TETタンパクは TET1が ES細胞特異的に高発現であり、TET2,TET3は

様々な組織で発現しているが、Tet3 の発現は肝臓では低い方である(Ito et al., 2011)。

よって TET2タンパク量の変化は肝臓における S-DMRの DNAメチル化を制御する一つの要因

になりうるだろう。 
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 げっ歯類では老齢動物は若齢動物に比べテストステロン分泌量が低い(Smith et 

al., 2005)。また、肥満により血中テストステロン濃度は変化する(Vigueras-Villaseñor et 

al., 2011, Bakos et al., 2011, Fernandez et al., 2011)。Core Tgマウスでは 3ヶ月齢

には脂肪肝を発症する。肝臓において Snx29 の DNA メチル化率が月齢依存的に上昇したの

は、加齢または脂質代謝異常に伴うテストステロン量の変化が関連するのかもしれない。

しかし、この Snx29の S-DMRを除き、S-DMRは Core Tg マウスにおいて月齢依存的な DNAメ

チル化状態の変化を認めなかった。すなわち、S-DMRのメチル化状態はテストステロンに高

い感受性を示すにも関わらず安定した情報である。 

 

 DNA メチル化は発現が抑制されている遺伝子のプロモーター領域または発現して

いる遺伝子の gene body に認められる (Chatterjee and Vinson, 2012)。これまでマウス

の肝臓で発見されてきた S-DMR については、どれも発現との相関に焦点をあてて解析が進

められてきた(Takasugi et al., 2013, Yokomori et al., 1995a, Yokomori et al., 1995b)。

本研究で発見した S-DMR には、これまでの研究で見つかってきた領域と異なり、プロモー

ター領域が低メチル化状態であるオスの肝臓で発現が認められない遺伝子も含まれた。 

DNAメチル化はメチル化 DNA結合タンパクの標的となる。さらに、種々のヒストン修飾酵素

をリクルートし、結果としてクロマチンの凝縮をもたらす。本実験のデータからは有意で

はないものの Adam2 及び Snx29 領域の S-DMR において DNA メチル化率と相関する形でクロ

マチン構造が凝縮するという傾向が示唆された。DNaseが結合する領域は細胞種特異的な転

写因子が結合するなど、クロマチンが緩むことによる制御は重要である。(Thurman et al., 

2012)。発現の有無や多寡に関わらずとも、DNA メチル化はクロマチンの構造には影響を与

えている可能性はある。 

 さらに、DNAメチル化はトランスポゾンを含む反復配列に多く見られる。DNAメチ

ル化はトランスポゾンの発現及び転移の制御も行っていると考えられている(Kakutani et 

al., 1996, Miura et al., 2001, Kato et al., 2003, Singer et al., 2001)。ADAM2はヒ

トにおいて 8 番染色体の ADAM 遺伝子クラスターの端に存在する。一方マウスでは、8 番染

色体の Adam遺伝子クラスター上に Adam2は存在せず、14番染色体に独立して存在している。

つまり Adam2 は進化の過程でげっ歯類では転移した遺伝子である。興味あることに、マウ

スにおいて Adam2 が転移したゲノム領域は、ヒトゲノムにおいてはレトロトランスポゾン

が転位し、高メチル化されることにより、下流の Guloの機能喪失、肝臓でのビタミン C合

成能の喪失につながっている。Adam2 S-DMRのメチル化状況と発現との関連は認められない

が、その一方で、多能性生殖(mGS)細胞や雌由来の EG 細胞で精子よりも低メチル化状態で

ある(図 1-1C)ことを考慮すると、生殖細胞系列でこの領域が脱メチル化している可能性が

ある。ゲノム進化とエピゲノム情報には相関がある(Hayakawa et al., 2012)。Adam2 領域

のクロマチン構造がオスで緩んでいる傾向があることも鑑みると、脱メチル化と転位・転
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座、そしてその領域のゲノム機能の獲得・喪失等、ゲノム進化に関連する情報を与えてい

る可能性がある(図 1-9)。 
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     本研究から肝臓特異的な S-DMR が存在することが明らかとなった。さらに、複数

の S-DMR における DNA メチル化状態は、テストステロン依存的に変化することが明らかに

なった。肝臓において、テストステロン依存的な DNA メチル化状態の変化が成熟マウスで

も存在するという新たな知見は、性ステロイドの分泌異常に伴う疾病の機序解明を理解す

る上で重要な役割を果たすことが期待される。 

 

 

  



第２章 

40 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 

 

 

 

 

 

栄養膜細胞における Ogt 遺伝子発現性差 
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序論 

 

 エピジェネティック制御因子の中には OGT, KDM5 (JARID1C), MeCP2など X染色体

上にコードされているものもある。ほ乳類ではメスの細胞核は２本の X 染色体を含み、オ

スの細胞核は X染色体と Y染色体を各１本ずつ含んでいるため、染色体構成上には性差が

あることになる。染色体構成上の性差は、発生途上にメスの２本の X染色体のうち１つの

染色体全域にわたり不活性化される、いわゆる X染色体不活性化が起こることで、X染色体

に存在する遺伝子発現をシャットダウンし、解消されると考えられている(Lyon, 1989)。 

 X染色体不活性化は胎盤を除く体細胞組織では、父母由来の X染色体のどちらかが

ランダムに起こるのに対して、胎盤では父親由来の X染色体が選択的に不活性化されるこ

とが知られている(Hemberger, 2002)。X染色体の不活性化は、Xist遺伝子の転写産物であ

る非コード RNAが、それを発現する X染色体のクロマチンを覆い様々なタンパク質をリク

ルートし複合体を形成することで、染色体の凝集による形態的な変化を含む染色体全域の

不活性化が達成される。 

 この X染色体の不活性化は遺伝子発現の量的な補正を行う機構の１つである。し

かし、全ての X染色体上の遺伝子が不活性化されるわけではない。例えば、Kdm5や Utxな

どは X染色体の不活性化を免れている(Xu et al., 2008, Greenfield et al., 1998)。X染

色体不活性化を免れうる遺伝子群は、細胞や組織の雌雄差として反映されても発生と発達

過程で生存に不利に陥らない場合に限られ、性機能獲得の進化淘汰圧に耐えてきたはずで

ある。 

 エピジェネティクス制御系を司る遺伝子群は、真核生物のゲノムを長期的に支配

することで多細胞生物を生み出した進化上の重要因子である。エピジェネティック因子の

不適当な発現の増減は大幅なゲノム機能の変調を来たし、例えば、インプリント遺伝子原

因の難病である Silver-Russell Syndrome(Price et al., 1999)や Beckwith-Wiedemann 

Syndrome、Angelman Syndrome(Denomme and Mann, 2013)のように様々な多臓器の機能不全

や形態形成異常を伴う重篤な疾病の原因となる。したがって、エピジェネティック因子の

遺伝子が X染色体に存在する場合には、メス細胞核内では X染色体不活性化が起きること

が重要となる。もし、不活性化を免れたとすれば、メス細胞では、オス細胞の 2倍の遺伝

子発現から表現型に影響しないで打ち消され、あるいは補正することが必要になることが

考えられる。 

 興味深いことに、OGTの発現はヒト及びマウス胎盤ではメスの方が多いことが報告

されている(Howerton et al., 2013)。OGTは細胞質/核タンパクのセリン/スレオニン残基

の O-GlcNAc化を触媒する酵素である。細胞に取り込まれたグルコースの 2-5 %はヘキソサ

ミン生合成経路に入り、N-アセチルグルコサミンの供与体である UDP-GlcNAcとなる。

UDP-GlcNAcが供与体となり、様々なタンパクが OGTにより O-GlcNAc修飾されることになる。

脱 O-GlcNAc化は OGA によりなされる(3章でさらに記す)。O-GlcNAc修飾は、細胞増殖
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(Slawson et al., 2005, Sakabe and Hart, 2010)、転写(Butkinaree et al., 2010)、ス

トレス応答(Zachara et al., 2004, Guinez et al., 2008)、グルコース応答(Yang et al., 

2008, Whelan et al., 2010)等、多岐に渡るタンパク質に見られる。近年、コアヒストン

の O-GlcNAc化が発見され、新たなエピジェネティクス制御系として注目されている 

(Hanover et al., 2012)。これまでに、ヒストン H2A (Thr101), H2B (Ser36と Ser112), H3

（Ser10と Thr32）, H4 (Ser47) (Sakabe et al., 2010, Fujiki et al., 2011, Fong et al., 

2012) の O-GlcNAc化が報告され、細胞周期やユビキチン化との関連が示されている。 

 Ogtは個体発生に必要であり、Ogtの遺伝子欠損は胎生致死となる(Shafi et al., 

2000)。Ogtの発現量は、胎仔の視床下部にも影響を与え、統合失調症や自閉症の発症率の

性差を生み出している可能性が示唆されている。 

 X染色体が不活性化を免れると量的調整が破綻する。Ogtの発現に性差が見られる

のは胎盤に限られ、調べられた他の臓器では差がない。Ogtの発現量の違いは Ogtが X染色

体の不活性化を免れているためと推測されている(Howerton et al., 2013)。そうすると胎

盤以外ではなぜ発現量が倍にならないのかという新たな疑問が生じる。 

 エクソンの使い分けによる真核生物のゲノム制御ではスプライシングは重要で、

スプライシング異常が様々な疾病の原因となっている(Scheper et al., 2007)。Fgfr2は上

皮系細胞と間葉系の細胞でエクソンの使い分けが起きる。転写因子をコードする Foxp1遺

伝子では、ES細胞と分化した幹細胞ではエクソン(ヒトでは Exon18a/18b、マウスでは

16a/16b)の使い分けが起き、その結果、FOXP1の標的遺伝子群が ES細胞と分化後の細胞で

異なるという現象が報告されている(Gabut et al., 2011, Cell,147,132)。エクソンの使

い分けが正しくないと、ES細胞では分化多能性を保てなくなり、体細胞では心筋への分化

が阻害される(Zhang et al., 2010)。酸素への親和性が異なった胎児から成体におけるグ

ロビン遺伝子の使い分けもエピジェネティック制御下にある(Stanworth et al., 1995)。

第一エクソンの使い分けは DNAメチル化で制御されていることが、Sphk1遺伝子で報告され

ている(Imamura et al., 2001)。さらにヒストン H3K36のメチル化がエクソンの使い分け

のエピジェネティックマークである可能性が示唆されている(Pradeepa et al., 2012)。エ

ピジェネティクス系の変化によるエクソンの使い分けが生じ、転写制御と遺伝子産物の多

様性が生じているのである。 

 OGTは他の糖鎖付加酵素と異なり、X染色体上の Ogt遺伝子にのみコードされてお

り、Y染色体上に相同遺伝子はないことは重要な点である。Ogt遺伝子は、進化上比較的新

しく、遺伝子ファミリーは形成されていないのである。しかし、O-GlcNAc修飾を受けるタ

ンパクの種類は約 1,000を超え、さらに、コア・ヒストンが修飾を受ける。O-GlcNAc修飾

によるタンパクの多様性とゲノム広範な標的領域を考えると、OGT遺伝子制御の理解は今後

の生物学の理解にとっても不可欠となる。UCSCのデータベースでは Ogt遺伝子は 22個のエ

クソンからなる。OGTが発生や発育に不可欠であっても発現量が多い細胞では低機能のアイ
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ソフォームが発現していると仮定すれば、遺伝子の量的調整が無い胎盤の発生や機能に支

障が出ないことは納得できる。 

 OGTには 3つのアイソフォームがあり、それぞれ ncOGT, mtOGT, sOGT と呼ばれる

(Hanover et al., 2003, Lazarus et al., 2006)。ncOGTが核内にも存在していることから、

主に ncOGT がヒストンを含む核タンパク質の O-GlcNAc 付加を制御していると考えられる。

sOGTはドミナントネガティブに作用する可能性が示されており(Kreppel and Hart, 1999)、

これらのアイソフォームの注意深い解析が必要である。 

 栄養膜幹細胞(TS:Trophoblast stem細胞)は田中らによって 1998年に樹立が報告

された(Tanaka et al., 1998)。TS細胞は培養下で分化能を保った状態で自己複製を繰り返

し、培養条件を変更することで、栄養膜巨細胞(Trophoblast giant cell)を含む様々な細

胞に分化する(Tanaka et al., 1998)。TS 細胞は様々な栄養膜細胞系列に分化する能力を有

しているが、他の体細胞へは分化しない。一方、ES細胞は栄養膜細胞系列には分化しない

が他の体細胞へ分化する能力がある。受精卵が発生し最も早期に分化する内部細胞塊と栄

養膜細胞系列の分子メカニズムの解析に ES細胞と TS細胞が用いられてきた(Hattori et 

al., 2004, Hattori et al., 2007, Nakanishi et al., 2012)。これらの幹細胞を用いる

ことで、例えば初期発生の要因子である Oct4, Nanog, Ddah2などの遺伝子のエピジェネテ

ィック制御が明らかにされてきた。これらを考え合わせると TS細胞は雌雄差を示す Ogt遺

伝子発現のメカニズム解析に威力を発揮することが期待される。しかし Ogt 遺伝子の発現

制御に関する報告はない。 

 Ogtは細胞・組織依存的に発現量が異なる(Shafi et al., 2000)。しかし、細胞・

組織特異的な発現制御機構は明らかになっていない。また、Ogt遺伝子がエピジェネティッ

ク制御下にあるのかどうかさえ解明されていない。 

 第 2 章では TS 細胞を用いて、組織特異的な発現機構、分化に伴う制御スイッチ、

エクソン使い分けによるアイソフォームの発現と Ogt遺伝子の転写因子とエピジェネティ

ック修飾を中心に解析し、胎盤で Ogt遺伝子発現に性差を示す機構解明を試みた。 
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材料と方法 

 

マウス及び組織採取 

 マウスは C57BL6N 近交系マウスを日本チャールズリバーより購入し、12時間の明

期と 12 時間の暗期の照明サイクルで、食事制限を設けずに飼育した。成体は 13-14 週を、

胎児組織は妊娠 14.5 日の個体を用いた。各組織は、マウスを頚椎脱臼により安楽死させ、

取り出した後、PBS(-)で洗浄後、使用時まで-80℃で保存した。DNA・RNA・タンパク抽出前

に、乳鉢ですりつぶして実験に使用した。本論文で行われた全ての動物実験は東京大学動

物実験マニュアルに定められた指針を遵守して行なった。 

 

Feeder 細胞調整 

 妊娠 15.5日目のマウス胎児の頭部および臓器を取り除き、PBS(-)による洗浄、細

切後、遠心して上清を取り除いた。0.05 %トリプシン(GIBCO)を加えて 30分間回転した。

さらにトリプシンを加えて回転振盪した後フィルターでろ過し、10 %FBS(JRH)、100 M 

2-mercaptoethanol、50 U/ml penicillin, 50 g/ml streptomycin(GIBCO)を添加した

DMEM(pH7.2, GIBCO)に懸濁し 15 cm dishで培養した。このようにして単離された MEF細胞

(primary mouse embryonic fibroblast)に対して 1 mg/ml ﾏｲﾄﾏｲｼﾝ C(Sigma)を培地に加え

37℃で２時間処理したものを Feeder細胞とした。 

 

ES 細胞調整 

 本研究では 129S4/SvJae系統マウスより樹立された J1 ES株を ATCCより購入(Cat. 

SCRC-1010)して 37 ℃、5 %CO2条件下で培養した。培地は 1～2日置きに交換した。Feeder

細胞と分離するため、PBS(-)で 2回洗浄後、0.05 %トリプシン(Invitrogen, Cat. 25200)/1 

mM EDTA/ PBS(-)で 37℃3分処理した。次に、ESメディウムを加えて,新しい dishに撒きな

おして 37 ℃20～30分培養した。その上清をさらに新しい dishにまいて 37℃20～30分培

養した。その上清をとり ES細胞はゼラチンコートした培養 dishに播種した。 

ES 細胞の分化は LIF 非添加の ESメディウムに置換して 6日間培養することで行なった。 

ES メディウムの組成は以下のとおり 

DMEM (pH7.2, GIBCO) 

15 %FBS (BIOWEST) 

100 M 2-mercaptoethanol 

100 M MEM Non-Essential Amino Acid(GIBCO) 

100 M 2-mercaptoethanol 

50 U/ml penicillin, 50 g/ml streptomycin(GIBCO) 

1 mM Sodium Pyruvate (GIBCO) 

2 mM L-glutamin e(GIBCO) 
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1,000 U leukemia inhibitory factor(LIF) (Millipore, cat. ESG1107)   

TS 細胞培養 

 TS細胞の培養は Isolation and manipulation of mouse trophoblast stem 

cells(Himeno et al., 2008)を参考にした 

TS メディウムは以下の通り、 

RPMI-1640(SIGMA, cat.no. R8758) 

20 % FBS(CCB, cat.no. 171012) 

2 mM L-glutamine(Wako, cat.no.073-05391) 

1 mM sodium pyruvate(Wako, cat.no.190-14881) 

100 mM 2-mercaptoethanol(Wako, cat.no.198-15781) 

以上の割合で作製した mediumに、直前に 

25 ng/mL FGF-4(Wako, cat.no.062-04341) 

10 ng/mL Activin A(R&D systems, cat. 338-AC005) 

1 g/mL Heparin(Sigma, cat.no.H3149-10KU) 

を加えたものを利用した  

 TS細胞を培養する前日、まず 1.2×106の数の MEFを 10cm dishにまいた。TS細胞

は MEFの上に 3×105/10cm dishの密度でまいた。まいた細胞は 2日後にメディウムを交換

し、4日後に継代をした。Feeder細胞と分離するため、まず 0.05 %トリプシンで 37℃3 分

処理した後メディウムを加えて新しい dishに撒きなおして 37℃15分培養した。その上清

をさらに新しい dish にまいて培養した。細胞は回収する前に 2度以上 MEF非存在下で継代

し、回収した。分化 TS 細胞は 6日間 FGF4, ActivinA, Heparinを除いて培養した。その際、

1×105細胞を 10cm dishにまいた。 
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RT-PCR、RT-qPCR 

 RT-PCRは第１章の DNMT及び TETの発現解析と同じ方法で 1×105～6細胞または組織

を用いて cDNAを合成した。PCRは cDNA 1Lを用いて GoTaq Flexi DNA Polymerase(Promega, 

CatM8296)による PCR 反応を行い、各遺伝子の cDNAを増幅した。反応は 94℃で 5分間変性

した後、[94℃-30秒,60℃-30秒,72℃-30秒]を１サイクルとし増幅反応を繰り返しさらに

72℃で 5分間の伸長反応を行った。 

 RT-qPCRは Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCRシステムにより解析した。

プロトコルは第１章と同じように行なった。 

使用したプライマー及びサイクル数は以下のとおり 

Hoxa9_RT_F CCACGCTTGACACTCACACT (30サイクル) 

Hoxa9_RT_R GTTCCAGCGTCTGGTGTTTT 
 

Sox9_RT_F GACTCCCCACATTCCTCCTC (30サイクル) 

Sox9_RT_R CCCTCTCGCTTCAGATCAAC 
 

Hlf_RT_F GGAAGAACTGAAGCCACAGC (30サイクル) 

Hif_RT_R CGATCTGGTTCTCCTTCAGC 
 

Tef_RT_F GAGTCTGCCAGCTCTTCCAC (30サイクル) 

Tef_RT_R GGTCTCCCTCTCCTTTTCCA 
 

Atf2_RT_F GGAAAGTGTGGGTTCAGTCC (28サイクル) 

Atf2_RT_R ATGGCAGTTACAGGGCAATC 
 

Ogt_RT_12F TCAGTAGTGGCGGCAGTAGA (23サイクル,分化 TS は 25サイクル) 

Ogt_RT_12R TTCTCGATGTGCCAACTCAG 
 

Ogt_RT_2122F CTGCAGATGTGGGAGCATTA (23サイクル,分化 TS は 25サイクル) 

Ogt_RT_2122R ATCATCCGTCTGCAACACAG  

Actb_F TACAATGAGCTGCGTGTGG (18サイクル) 

Actb_R GCTGGGGTGTTGAAGGT 
 

 

Bisulfitesequencing 

 第 1章と同じ方法で行なった。使用したプライマーは以下の通り、 

Ogt_bis1_F AAGGTATTTGTAGTTTTTAATGATTTTG 

Ogt_bis1_R AAACTCTTAATAAACATCTACCTCTCA 

Ogt_bis2_F AGGTTTGATTGGTAAATTTTTGGA 

Ogt_bis2_R CCTTTACCTTCTTCCTAAACCACA 

Ogt_bis3_F GTGGTTTAGGAGGTAAAGGAGTTTG 

Ogt_bis3_R AACTTCTTCAACCAACAAATTAACA 
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免疫染色 

 免疫染色のための細胞は 4 well dishにまいた。 dishを PBS(-)で 2回洗浄後、

4 %PFA/ PBS(-)を用いて室温で 20分固定した。 dishを PBS(-)で 5分間 2 回洗浄後、 0.2 % 

TritonX100 / PBS(-)を入れて室温で 30分静置した。5 %BSA/ PBS(-)+0.1 % Tween20 を入

れ 4℃ 24時間ブロッキングを行なった。1次抗体(1 g/uL)/ 5 %BSA + PBS(-)+ 0.1 % Tween20

を入れて 16時間 4℃で反応させた。PBS(-) + 0.05 % Tween20を用いて室温で 10分ずつ 3

回洗浄し、2次抗体(1:1,000)/5 %BSA + PBS(-) + 0.1 % Tween20を入れ、室温で 60分反

応させた。 PBS(-) + 0.05 % Tween20を用いて室温で 10分ずつ 3回洗浄し、1 g/ml 

DAPI(DOJINDO)/ PBS(-) を加え、20分室温で染色した。PBS(-)で５分 2 回洗浄した。観察

は、蛍光顕微鏡は BZ-8000(Keyence)を用いた。また共焦点顕微鏡は CellVoyager 

CV1000(Yokogawa)を用いた。1次抗体と 2次抗体の組み合わせは以下の通り、 

1次抗体     メーカー 製品番号  2次抗体 メーカー 製品番号 

抗 OGT抗体 Abcam ab50273 Alex Flour 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) Invitrogen A11008 

 

転写因子の結合解析(In silico での転写因子結合配列解析) 

・TRAP(Transcription factor affinity prediction)による解析(Thomas-Chollier et al., 

2011) 

Ogt遺伝子の転写開始点上流-2,000bp～+1bpまでの配列を解析した。 

Matrixは Transfac 2010、Backgroundは mouse promoter、Multiple test collectionは

Benjamin-Hochbergを用いた。 

・Transfacの Match public version 1.0 

(http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/match/bin/match.cgi)による

解析(Kel et al., 2003) 

Ogt遺伝子の転写開始点上流-2,000bp～+1bpまでの配列を解析した。 

Group of matricsは vertebrateを使用した。その他は初期設定に準じた。  
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レポーターアッセイ 

(de Wet et al., 1985, Matthews et al., 1977)( Sherf et al., 1996) 

 肝臓のゲノム DNA10 ngを以下のプライマーで PrimeSTAR HS DNA Polymerase(TAKARA 

Cat. R010A)により増幅させた。 

OGT_longP_repF GCCGCCGGTACCTATTGGAACTCCTTGAGGGC 

OGT_shortP_repF GCCGCCGGTACCGGTCACAATTCAGGATCAGG 

OGT_repR GCCGCCCCATGGCTCGACCGAAACAACACAAG 

98 ℃10秒, 60 ℃ 5 秒, 72 ℃ 60秒を１サイクルとして、30サイクル反応させた。2 %ア

ガロースゲルで電気泳動し、バンドを切り出した。ゲル中の DNAは Gel&PCR purification 

kit(Promega)を使用し精製した。精製した DNA及び 3 gの PGL3-Basic vector(Promega)

は Kpn1, Nco1(Takara)で消化した。アガロースゲルで電気泳動し、先と同様にゲルからバ

ンドを切り出し、DNA を精製した。Vectorと Insert は 1.25 Uの T4 DNA ligase(Promega)

を用いて 4 ℃で反応させた。作製した vectorは XL-1 blue competent cell へ形質転換さ

せ、増幅させた。配列は BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitでシークエンス

反応をさせた後、Applied Biosystems 3130xジェネティックアナライザによって配列を決

定した。配列の正しかった vectorは、SCS110 competent cellへ形質転換させ増幅させた。

6 wellにまいた、分化培養 5日目の TS細胞に 0.5 gの作製した vectorまたは空の vector、

コントロールとして 0.00625 gの PGL-4 control vector を 2 L(1:200)の Lipofectamin 

2000 (Invitrogen)で同時導入した。24時間後の細胞は、Dual-Luciferase Reporter Assay 

System(Promega)により回収してサンプルを調整し、Berthold Technologies 社のルミノメ

ーター(Lumat LB9507)で解析した。 

 

OGA抗体(OGA-E2)の作製 

 抗原は OGAの N末付近にあたる

RFLCGVVEGFYGRPWVMEQRKELFRRLQKWELNTYLYAPKDDYKHRMFWREMYSVEEAEQLMTLISAAREYEIEFIYAIS

PGLDITFSNPKEVSTLKRKLDQVSQFGCRSFALLFDDIDHNMCAADKEVFSSFAHAQVSITNEIYQYLGEPETFLFCPTE

YCGTFCYPNVSQSPYLRTVGEKLLPGIEVLWTGPKVVSKEIPVESIEEVSKIIKRAPVIWDNIHANDYDQKRLFLGPYKG

RSTELIPRLKGVLTNPNCEFEANYVAIHTLATWYKSNMNGVRKDVVM である。ウサギに対し、2週間ごとに

合計 4回免疫を行なった。アジュバンドについて初回免疫は Freund's complete adjuvant

を 2回目以降は Freund's incomplete adjuvantを用いた。第 4回免疫の 2週間後に全採血

を行なった。ウサギ血清は MAbTrap Kit(GE healthcare, Cat. 17-1128-01)を用いて精製し

た。抗原の投与及び血清の採取の過程は GenoStaff に依頼した。MabTrap Kit の過程で得ら

れた各段階でのタンパク濃度は Nanodrop1000(LMS)を用いて A280を測定した。抗体が OGA

を認識することは Western blotにより確認した。手順は 1章と同様に行なった。ES細胞に

Lipofectamine2000で 3xFlag-fused Mgea5 vector(Hayakawa et al., 2013)を導入して 48

時間後の細胞の細胞総タンパク 50 gを 6.7cmの wellに泳動した。転写されたメンブレン
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は 16等分し、そのうちの 8レーンをそれぞれ、1 血清(1:500)、2 Flow through (1:500)、

3 Wash 2 (1:500)、4 Wash 3 (1:500)、5 Elution2 (1:500)、6 Elution3 (1:500)、7 抗

Flag抗体(1:1,000, Sigma, Cat. F1804)、8 市販の OGA抗体(1:1,000, Proteintech, 

14711-1-AP)を１次抗体に用いた。括弧内は希釈した割合を示す。二次抗体は 7のメンブレ

ンのみ HRP-conjugated goat polyclonal anti-mouse IgG (1:5,000)を用いて、その他は

HRP-conjugated chicken polyclonal anti-rabbit IgG (1:5,000)を用いて検出した。括弧

内は全量に対する希釈割合を示す。そして Elution2 のフラクションを新規 OGA抗体(OGA-E2

抗体)とした。 

 1 g分の TS細胞の DNA相当のクロマチン溶液と 1 Lの Protease inhibitor 

cocktail、10 Lの ChIP buffer１と 5 gの作製した OGA-E2抗体または  Mouse normal IgG

を加え、超純水で 100uLにメスアップし、Mixを作製した。25 Lの Protein G Magnetic 

beads(Active Motif)をマグネットスタンドに乗せ、溶液を除いた後、上記 Mixを加えて 4℃

で 16時間反応させた。マグネットスタンドに乗せ、800 Lの ChIP buffer1 で 2回洗浄、

800 Lの TEで 2回洗浄、100 Lの TE で 1回洗浄後、10 Lの ImmunoPure Lane Marker 

Non-Reducing Sample Buffer と 10 L の超純水を加えて 100℃で 4分 boilした。

その後、1章と同様の手順で Western blotを行い、作製した OGA-E2抗体が OGAを認識し、

OGA-E2抗体が OGAを沈降させていることを確認した。 

 

ChIP解析 

 1章と同様の手順で行なった。クロマチン調整には 1×107の細胞、分化 TS細胞の

み 10 cm dish 4/3-2枚分を用いた。抗体は 5 gの OGA-E2、5 gの Rabbit normal IgG (Abcam, 

Cat.ab27478)、3 gの抗 H3 pan-acetylation(Millipore, Cat. 06-599)、3 gの Mouse Normal 

IgGを用いた。 

ChIPした DNAは 50 L精製後、1 Lを用いて GoTaq Flexi DNA Polymerase(Promega, 

CatM8296)による PCR 反応を行い、各遺伝子の cDNAを増幅した。反応は 94 ℃で 5分間変性

した後、[94 ℃-30秒,60 ℃-30秒,72 ℃-30秒]を１サイクルとし 31サイクル増幅反応を

繰り返しさらに 72℃で 5分間の伸長反応を行った。用いたプライマーは以下の通り。 

Ogt_chip_pro_F GTCATGTTTGTCGCAATGGA 

Ogt_chip_pro_R GGAGGTAGCGCGTAACAAGA 

Ogt_chip_dis_F TCCTGGACCAATTCCTTGAA 

Ogt_chip_dis_R GGGGTTCCCTCATCTGAAAG 
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結果 

 

胎盤と TS細胞における Ogt遺伝子発現 

 アミノ酸配列および UCSCのデータベースより、Ogt遺伝子産物には第一エクソン

の使い分けによる、サイズが異なる 3種類が存在すると考えられる。エクソン 1～22から

なる核局在型(ncOgt)、エクソン 3～22からなるミトコンドリア存在型(mtOgt)、および、

エクソン 5～22からなる短型(sOgt)である(図 2-1A)。まず全タイプの転写産物に共通する

プライマー(e22プライマー)を設計し、マウスの胎盤(妊娠 14.5日)と様々な組織、および

TS 細胞と ES細胞における Ogtの遺伝子発現を RT-PCRによって調べた。その結果、Ogtの

発現は調べたどの臓器でも見られたが、胎盤、卵巣および脳(胎仔・成熟個体)は発現が比

較的高い臓器であることが明らかになった(図 2-1B)。また TS細胞でも発現は高く、分化

に伴い低下し ES細胞と同等になった(図 2-1B)。 

 胎盤の Ogtの発現がオスに対し、メスで高いことが報告されている。胎盤での発

現量を e22プライマーを用いて RT-PCRで比較すると、メスの胎盤で高いことが示された(図

2-1C)。ところが TS細胞は、未分化状態では雌雄間に差が認められなかった。 

 ES細胞は本実験で用いた培養条件下での分化誘導では Ogtの発現に分化前後で差

が検出できなかったが、分化細胞を主体とする脳などの臓器によっては ES細胞よりも高か

った(図 2-1B)。胎盤も幹細胞が主な構成細胞ではないことを考慮すると、分化 TS細胞にお

ける Ogtの発現を調べる必要がある。TS細胞を 6日間分化させて RT-PCRで解析するとメス

胚由来 TS細胞における Ogtの発現がオス由来 TS細胞よりも高いことが明らかになった(図

2-1C) 

胎盤でメスでの発現が高いことと同様に、TS細胞も分化後には雌雄差を生じ、メス TS細胞

由来の細胞での発現が高いことが判明した。 

 胎盤と TS細胞における Ogtの発現が ncOgtであることを調べるためにエクソン 1-

エクソン 2を検出する(e/1/2プライマー)を設計した。胎盤では明らかにメス由来胎盤で発

現が高く、RT-PCR でも qPCR でもメスでの発現が有意に高いことが示された(図 2-1D、E)。

また、TS細胞でも同様で、分化後には明らかにメス由来 TS細胞で発現が高かった。qPCR

でも同様に分化後の TS細胞ではメスの方がオスよりも発現が高いことが確認された(図

2-1F)。分化誘導後の TS細胞で見られた雌雄差は DBF1由来の TS細胞株でも認められた(図

2-1D)。また、ncOGT の発現の雌雄差はタンパクレベルでも認められた(図 2-1G)。一方で、

TS 細胞において sOGT および mtOGTは ncOGTと共に検出されなかった(図 2-1H)。従って、

TS 細胞の分化に伴う発現に雌雄差が存在していることが明らかになった。 

 これらの結果より、胎盤における Ogt発現量の雌雄差を産む機序を解明するため

に TS細胞の分化誘導系を利用できることが明らかになった。また、TS細胞では、分化に伴

い Ogt遺伝子の発現が低下することを考えると、雌雄差を生じることとは別の多段階メカ

ニズムを考える必要がある。また、ここでは、sOGT と mtOGTの発現は極僅かである。従っ
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て現時点では mtOGTの発現はスプライシングバリアントの関係では説明できない。ncOGTの

発現量の性差がタンパクレベルでも認められることにともなう量的補正については第 3 章

で記す。 
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 TS細胞を、OGT抗体を用いて免疫染色したところ、シグナルは未分化 TS細胞が強

く、分化 TS細胞の方が弱かった。また、分化 TS細胞においてはメスの方がオスよりもシ

グナルが強く、RT-PCR及び western blotと同様の傾向を示した(図 2-2A)。オスの TS細胞

を用いて免疫染色を行なったところ、未分化状態では核に強いシグナルが認められたのに

対して、分化 TS細胞は核のシグナルは弱く、細胞質の方がシグナルが強いことが明らかと

なった(図 2-2B)。核におけるシグナルの強さは未分化 TS細胞の方が強いが、分化後の細胞

にもシグナルがあった(図 2-2C,D)。核の面積を考慮すると、分化 TS細胞における核 1個あ

たりの OGT蓄積量は未分化 TSと比して同等もしくは多い(直線上の輝度の合計は、未分化:

分化=1.2:1)と言える。 
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胎盤及び分化 TS細胞において共通してメスの方が低メチル化状態である領域がある 

       Ogtの転写開始点近傍(-745～+39bp)の DNAメチル化状態を解析した(図 2-3)ところ、

オスの胎盤でややメチル化している細胞が存在したものの、雌雄の胎盤及び TS細胞でほぼ

非メチル化状態であった。そこで、さらに上流を解析した結果、雌雄の胎盤においてメチ

ル化される領域(-2,487bbp～-745bp)を発見した。胎盤では、-745bpから-1,544bpの間に

存在する 7つの CpG配列を含む領域(S-DMR)はメスにおいて、オスよりも低メチル化状態で

あった。さらに上流は高度にメチル化されていた。このように、ncOgtのプロモーター領域

は転写開始点近傍が非メチル化状態であり、上流に行くにつれメチル化されていることが

分かる。 

 CpG頻度の高い領域である CpGアイランドは、不活性化されている X染色体ではメ

チル化されている。一方、X染色体不活性化を免れている遺伝子の CpGアイランドはメチル

化されていない。また、メスにおいて X 染色体不活性化によりメチル化される遺伝子は 50 %

がメチル化され、残りの 50 %が非メチル化状態である。 

 ncOgt遺伝子の転写開始点近傍は CpG頻度が高い(TSS近傍 500bp;CG含量 44 %, CpG

数 29)にも関わらず、雌雄の胎盤においてメチル化されていない。また上流には雌雄ともに

ほぼ 100 %メチル化されている領域もある。このことは ncOgt遺伝子の発現が X染色体不活

性化を免れていることを示唆している。また S-DMRはメスの方が低メチル化状態であるこ

とから、DNAメチル化も ncOgtの発現量の雌雄差形成に関与していることが示唆された。 

 上流へ向かうほどメチル化されるという傾向は TS細胞でも認められた。よって未

分化 TS細胞でも Ogt は X染色体不活性化を免れているだろう。しかし、未分化 TS細胞に

おける S-DMRはメスの方がメチル化されていた。X染色体不活性化を免れているにも関わら

ず、雌雄の発現量に性差が認められないのは、DNAメチル化により、メスの Ogt発現がオス

よりも抑制されていると考えれば納得できる。Ogt の S-DMRにおけるオスの TS細胞の DNA

メチル化率は分化に伴い低下する。一方でメスの TS細胞は未分化/分化 TS細胞でメチル化

率が殆ど変わらない。以上、ncOGT遺伝子の 5’上流には非メチル化領域(～-745bp)とメチ

ル化領域(S-DMR;-745～-1,544bp)が存在し、S-DMRの DNAメチル化が Ogt遺伝子発現の抑制

を行っていることが示唆された。 
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未分化/分化 TS細胞において転写因子の発現パターンが異なる 

 Ogtの転写開始点上流 2,000bpまでに結合する転写因子について２つのデータベー

スを用いて探索をした。TRAP及び Transfacの Match による解析を行なったところ、複数の

転写因子が両データベースで共通して候補として挙げられた(表 2-1,表 2-2)。それらの転

写因子の遺伝子発現を解析したところ、転写開始点上流約 100bpに結合する可能性がある

Atf2(CREBP1)や上流約 500bpに結合候補配列が存在する Sox9の発現量が未分化 TS細胞で

高いことが明らかとなった(図 2-4)。さらに、転写因子の結合候補配列が集中していた上流

100bpに結合候補配列を有する Hlfについても解析したところ、Hlfは分化 TS細胞の方が

未分化 TS細胞よりも発現が高いことも明らかとなった。また、Hlfは分化 TS細胞及び胎盤

で、メスの方がオスよりも発現量が高かった。これらの転写因子の結合サイトはいずれも

DNA非メチル化領域に集中していることは、注目すべきことである。 
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ncOgtの転写は非メチル化領域(-745～+20bp)だけでも起こる 

 ncOgtの転写開始点上流域の転写活性を、分化 TS細胞を用いたレポーターアッセ

イにより解析した。非 DNAメチル化領域(-737～+20)(Short)を組み込んだベクター及び性

依存的 DNAメチル化可変領域を含む DNA断片(-1771～+20)(Long)のプロモーター活性を調

べた(図 2-4A)。すると、Shortでも十分にプロモーター活性を有していることが明らかと

なった(図 2-4B)。つまり、転写の ON-OFFの制御は非メチル化領域(-737～+20)でも十分可

能であることを示している。Hlfの発現は分化 TS細胞においてメスの方がオスよりも高か

った。 

 HLFは転写の ON-OFFを制御する非メチル化領域(-737～+20)に結合モチーフを持つ。

そのため、プロモーター活性はメスの方が高いことが期待された。しかし、本実験では解

析に用いた TS細胞の雌雄による違いは認められなかった。このことから、HLFは分化 TS細

胞においては Ogt遺伝子発現量を規定する律速因子ではないと考えられる。 
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Ogtのプロモーター領域に OGA が結合する 

 OGAのノックアウトマウス由来の MEFにおいて、OGTの発現が低下することが示さ

れている(Yang et al., 2012)。そこで、OGAが直接 OGTの発現を制御している可能性を検

証するため、新たに抗 OGA抗体を作製し、ChIP 解析を行うことにした。Western blot の結

果、作製した抗体が OGAを特異的に認識すること(図 2-6A、B)、ChIP 解析において OGAを

沈降できることを示した(図 2-6C)。この抗体を用いて OGTのプロモーター領域及び、雌雄

でメチル化状態の異なった領域(図 2-6D)について ChIP解析をした結果、未分化 TS細胞に

おいて、OGAが OGTの非 DNAメチル化プロモーター領域に結合していることが明らかとなっ

た(図 2-6E)。一方、OGAは上流の DNAメチル化可変領域には結合していないことも示され

た。このことから OGTが OGAの制御下にあることが示唆された。 しかし、分化 TS細胞で

は共に OGAの結合が認められず、分化 TS細胞において認められた OGTの発現量の性差が OGA

によって生じるわけではなさそうである。OGAは HAT活性を有するタンパク質である。また

OGAは p300などのヒストンアセチル化酵素と相互作用する。そこで、ヒストン H3のアセチ

ル化状況を解析した(図 2-6F)。しかし、この領域のヒストン H3のアセチル化状態は雌雄の

分化・未分化 TS細胞に違いはなく、全てのサンプルで同程度アセチル化されていた。 
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考察 

 

    本章では、マウス胎盤における OGTの発現がメスで高いとする、先の報告を確か

めた。次に、分子レベルでの解析を容易にするために TS細胞を用い Ogtの発現量を調べた

が、未分化 TS細胞では性差が全く認められなかった。胎盤を構成する細胞は栄養膜幹細胞

より分化した細胞だと考えられる。確かに、TS細胞を分化させると胎盤と同様に、メスの

方がオスよりも Ogtの発現量が高かった。これより、TS細胞の分化誘導系は、胎盤におけ

る Ogtの発現雌雄差を生じさせるメカニズム解析に利用できることが明らかになった。 

 OGTには 3つのアイソフォームがある。これらはどのプロモーターを使用して転写

を開始するかによって決定すると考えられる。ncOGT は全てのエクソンをコードするのに対

して、エクソン 3～22からなるミトコンドリア存在型(mtOgt)、および、エクソン 5～22か

らなる短い型(sOgt)が存在する。RT-PCR及び Western blotの結果から、TS細胞において

Ogt遺伝子については、ncOgtが主体となっており、mtOGTや sOGTがあまり検出されないこ

と、性差は ncOGTに見られることが示された。免疫染色の結果から OGTは核だけでなく、

細胞質にも局在していた。このことは核局在型の ncOGTは細胞質にも存在することを示唆

している。 

 Jarid1cのように X染色体不活化を免れる遺伝子には Y染色体上に相同遺伝子

(Jarid1cに対して Jarid1d)がコードされている(Xu et al., 2008)ことがあるが、Ogtには

相同遺伝子はない。タンパク質の O-GlcNAc修飾は細胞の代謝をはじめとする様々な生命現

象に関与しているため、同一組織では OGTにより雌雄で同様の O-GlcNAc修飾がなされるこ

とが予想される。本研究から胎盤及び分化 TS 細胞に Ogt遺伝子の発現に性差が存在するこ

とが示された。 

 X染色体不活化は体細胞組織ではランダムに行われるが、栄養膜細胞は父親由来の

X 染色体が選択的に不活化される。また TS細胞では CpG islandは不活性化 X染色体でメチ

ル化されていると考えられている(Senner et al., 2012)。Ogtの非メチル化領域(-745～

+39bp)は CpG配列が豊富な領域である。さらに上流の DNAメチル化されている領域のサブ

クローンも 50 %がメチル化、50 %が非メチル化というように分かれてもいなかった。CpG

配列が豊富な Ogtのプロモーター領域が DNA非メチル化状態であることから、Ogt遺伝子領

域はＸ染色体不活性化を免れていると考えられる。このことは、C57BL/6J及び CAST/EiJマ

ウスの F1個体由来の TS細胞でも示されている(Calabrese et al., 2012)。TS細胞に見ら

れた DNAメチル化の傾向は胎盤でも分化 TS細胞でも同様であった。さらにレポーターアッ

セイの結果、分化 TS細胞におけるプロモーター領域の転写活性に性差は無かった。よって、

分化 TS細胞で見られる性差を生む原因は、メスでＸ染色体が 2本存在し、しかもＸ染色体

不活性化を免れることに起因すると考えてよい。 
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 Ogt遺伝子の転写開始点近傍 (-745～+39bp)は細胞・組織問わず非メチル化である

のに対して、上流 (-1,544～-745bp)は性依存的にメチル化されていた。この S-DMRは第１

章の S-DMRとは異なり、多数の CpGが単位となっている。胎盤では、非メチル化領域には

ヒストン H3の 4番目のリジン K4のトリメチル化(H3K4m3)が認められることが示されてい

る。またレポーターアッセイの結果から、非メチル化領域は Ogt遺伝子発現制御を担って

いると考えられる。転写開始点近傍は非メチル化状態で上流に行くほどメチル化されると

いう Ogt遺伝子の DNA メチル化状況は、TS細胞における Ddah2遺伝子でも認められる

(Tomikawa et al., 2006)。Ddah2遺伝子では、DNAメチル化可変領域における DNAメチル

化が発現抑制を行っている。Ogt遺伝子においても、量的調節は S-DMRにおける DNAメチル

化でなされる可能性が考えられる。未分化 TS 細胞では、雌雄の Ogt遺伝子の発現量に性差

が無いことから DNAメチル化による量的調整が発揮されていると考えれば納得できる。胎

盤及び分化 TS細胞ではメスゲノムがより低メチル化状態であった。すなわち、量的調節が

緩和され、メスで Ogt の発現が高いことになる。 

 転写因子の結果から、TS細胞では ATF2や SOX9発現が高く、分化に伴い減少する

ことが明らかになった。一方、他の転写因子 HLFは分化 TS細胞で発現が高いことも分かっ

た。ただし、レポーターアッセイの結果から HLFは分化 TS細胞における Ogt 遺伝子発現の

律速因子ではないことが示された。したがって、TS細胞の分化に伴う Ogtの発現の低下は、

ATF2や SOX9の減少に起因すると考えられる。さらに、同じ TS細胞の未分化-分化間で DNA

メチル化パターンを比較すると、未分化の方が低メチル化状態であることが分かる。この

ことも未分化 TS細胞の方が分化 TS細胞よりも発現が高い要因だろう。 

 本研究では OGAが Ogtのプロモーター領域に結合していることを示した。OGA は、

発現している状態の Hcrtプロモーターに結合している(Hayakawa et al., 2013)。また、

ヒストンアセチル化酵素をリクルートしてアセチル化していることが示されている。この

ことから、OGAが Ogtに結合しているということは Ogtの発現を活性化していると考えられ

る。未分化 TS細胞においてもヒストンはアセチル化されていた。MEFにおいて OGAのノッ

クアウトにより OGTの発現が低下することが示されている(Yang et al., 2012)。よって、

OGAが Ogtの発現量の調整を行っていることが示唆された。 

 

 第 2章の結果から、ncOgtは図 2-7のように発現が制御されていると考えられる。

未分化 TS細胞はメスの方がオスよりも高メチル化であるため、メスの方が 2倍の X染色体

を有するにも関わらず同等の発現量を示す。分化に伴い ncOgtの発現量が低下するのは文

化に伴う転写因子の減少によると考えられる。分化 TS細胞において雌雄差が認められるの

は、メスが 2倍の X染色体を有する上に、メスの方が低メチル化状態であり、発現を促進

しているためだと考えられる。雌雄胎盤の ncOgt遺伝子プロモーターの DNA メチル化パタ

ーンは雌雄分化 TS細胞のものと同様であることから、胎盤に認められる ncOgt遺伝子の雌
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雄差は分化 TS細胞と同様に、X染色体の本数および DNAメチル化によって生じていると考

えられる。以上を勘案し、TS細胞における Ogtの発現調節モデルを図 2-7に示した。 
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栄養膜細胞における OGT 標的ゲノム領域の解析 
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序論 

 

 多くのエピジェネティック制御因子のノックアウトマウスは胎生致死である。例

えば GLPノックアウトマウスは胎生 10日で死亡し、G9aノックアウトマウスでは胎生 9.5

日から 12.5日で死亡する(Tachibana et al., 2002, Tachibana et al., 2005)。OGTも同

様にノックアウトマウスは胎生致死である(Shafi et al., 2000)。OGTのノックダウンや強

制発現に関する報告からも、複数の遺伝子発現は OGTの制御下にあることが示されており

(Li et al., 2012, Caldwell et al., 2010)、エピジェネティック制御因子としての OGT

のゲノムワイドへの影響は無視できない。 

 X染色体不活性化を免れる遺伝子は Y染色体上の遺伝子が機能を補完していると考

えられる。例えば、JARID1C は H3K4の脱メチル化を行い(Iwase et al., 2007)、UTXは H3K27

の脱メチル化を行う(Agger et al., 2007)。脳では X染色体上の遺伝子 Jarid1c遺伝子の

発現量がオスよりメスの方が多いことが示されている。ただし、Jarid1c遺伝子には Y染色

体上に相同遺伝子である Jarid1dがコードされている。同様にして X染色体上には Utxが

あり、Y染色体上には Utyがある。脳やリンパ芽球様細胞、ES細胞では、Utx 遺伝子が X染

色体不活化を免れ、メスの方がオスよりも高発現である(Johnston et al., 2008, Berletch 

et al., 2013)。メスの ES細胞では UTXがメスで発現の高い Rhox6や Rhox9 遺伝子領域に

結合することが示されている(Berletch et al., 2013)。このことから、性依存的な発現を

示すエピジェネティック制御因子は標的領域のエピジェネティック状況や発現にまで影響

を与えうると考えられる。 

 Ogt遺伝子は Y染色体上に相同遺伝子を持たないことから、厳密に発現制御が行わ

れていることが分かる。しかし、第 2章の結果より、胎盤及び分化 TS細胞において Ogtの

発現量はメスの方が多いことが明らかとなった。OGTの発現量の性差が細胞全体に影響する

かどうか、特定の遺伝子領域の O-GlcNAc修飾に性差をもたらすだろうか、に関しては全く

分からない。胎盤においては PRDX1や ANXA1といった常染色体上の遺伝子にコードされて

いるタンパク質の O-GlcNAc修飾レベルに性差があることが示されている(Howerton et al., 

2013)。また細胞全体としても-GlcNAc抗体(CTD110.6)を用いた解析結果では性差が認めら

れる。分化 TS細胞においても O-GlcNAc修飾には性差が認められるのだろうか。特定のゲ

ノム領域の O-GlcNAc 修飾に性差はあるのだろうか。 

 OGTはこれまで、SET1などとの相互作用の報告し、H3K4m3などのヒストン修飾に

関与することが示されている(Deplus et al., 2013)。また TET2や TET3と結合することで

クロマチン領域にリクルートされると考えられている (Chen et al., 2013)。 

 このことから OGTは O-GlcNAc修飾のみならず、他のヒストン修飾や DNAメチル化

にまで影響を与えることが予想される。よって OGTの結合する領域は O-GlcNAc 修飾以外に

もエピジェネティックな変化をもたらし得ると言える。しかし TS細胞における OGTの結合

領域の報告はない。 
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 OGA(O-GlcNAcase)は常染色体上の Mgea5遺伝子にコードされている。OGAも OGT同

様、相同遺伝子を持たない。よって O-GlcNac修飾は OGTと OGAの 2つの酵素のみにより制

御されていることになる。OGAは short type(OGA-S)と long type(OGA-L)があり、OGA-Lは

核と細胞質に、OGA-Sは脂肪滴の表面に存在する(Keembiyehetty et al., 2011)。また、OGA-S

は核にいるという報告もある(Comtesse et al., 2001)。OGAはどちらのアイソフォームも

O-GlcNAcase活性を有しており、OGA-L はさらに HAT(histone acetyltransferase)ドメイン

を有している。 

 第 3章では OGT量の性差が特定の遺伝子領域への結合量に性差をもたらすのか？

その場合どのような遺伝子があるのか？分化 TS細胞でも O-GlcNAc修飾タンパク量に性差

は認められるのだろうか、という疑問を解決するため、ChIP-sequencing解析および、

O-GlcNAc抗体を用いた Western blotおよび免疫染色を行なった。解析の結果、OGAをコー

ドする Mgea5遺伝子も OGTの標的になっていること、更に、TS細胞では分化後、メスでは

Mgea5の発現が亢進していることが明らかになった。OGT発現と OGA発現が共にメス分化 TS

細胞では高いのである。量的緩和(調節)機構として興味深い。 
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材料と方法 

TS 細胞は第 2 章と同様に調整した。 

 

ChIP解析 

 1章と同様の手順で行なった。 

抗体は 3 gの抗 OGT抗体(Abcam Cat. ab50273)、3 gの Rabbit normal IgG (Abcam, 

Cat.ab27478) 3 gの抗 O-GlcNAc抗体(RL2)、3 gの Mouse Normal IgGを用いた。 

ChIPした DNAは 50uL精製後、1uLを用いて GoTaq Flexi DNA Polymerase(Promega, CatM8296)

による PCR反応を行い、各遺伝子の cDNAを増幅した。反応は 94 ℃で 5 分間変性した後、

[94 ℃-30秒,60 ℃-30秒,72 ℃-30秒]を１サイクルとし 30サイクル増幅反応を繰り返し

さらに 72℃で 5分間の伸長反応を行った。用いたプライマーは以下の通り。 

AK036949_chip_F GAGAATCTCAGAGCCCCACA 

AK036949_chip_R GTGTGGACTCACTCGCCTTC 

Nrbf2_chip_F CACCAGGATGCCTATAGCAGA 

Nrbf2_chip_R CCTGAACAGATTTGAGGTTTGAA 

Tollip_chip_F TGGCCAAGGCAACTCATTTA 

Tollip_chip_R GGACTGCTATGTTTCCCACCT 

unrelated_chip_F AAGGGGCCTCTGCTTAAA 

unrelated_chip_R AGAGCTCCATGGCAGGTAGA 

Hnrnpa2b1_chip_F CTCGCCATGCCATTTTTAAT 

Hnrnpa2b1_chip_R CGGAGGTCTTTCTCATCTCG 

Esrp2_chip_F CCTCGACCCTATTTCTGACG 

Esrp2_chip_R CAGAGCCACCTTACCTTCCA 

Mgea5_chip_F GAGGATGGTGCAGAAGGAGA 

Mgea5_chip_R GCTCCCGATGGGTTATCTTC 

Ak045535_ChIP_F AGAAAATGCTGCCCAGAAAA 

Ak045535_ChIP_R AATCCAGGCCAAGGAAGAGT 

Pnkd_chip_F GGGTCTCCTGGGAGGAGTAG 

Pnkd_chip_R CCGTCGGGAATTGTAGTTTG 

Zwint_chip-F TTGCTAGGTAAGAACAGCACACA 

Zwint_chip-R GAGCTGGTCTCTTCAGGGTCT 

Ak030770_chip_F AGGCTAGAAGCACAGAGCTGA 

Ak030770_chip_R GAGTCAGAGGAGGCATCGTG 

Upf2_chip_F TGATGAGCTGGACTCCTTCC 

Upf2_chip_R AGTAAGAGGGACGTGGGACA 
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ChIP-sequencing (ChIP-seq) 

 End-Repair は End-It DNA End-Repair Kit(Epicenter Cat.ER0720)を用いた。 

50  gの ChIPした DNAに 5 Lの 10×T4 DNA ligase buffer with ATP(NEB)、2 Lの dNTPs(10 

mM)、1 Lの T4 DNA polymerase(NEB)、1 Lの Klenow DNA polymerase(NEB)を加え、超純

水で 50 Lにメスアップした。室温で 45分反応させた後、MinElute PCR purification 

Kit(Qiagen)で精製した。溶出には 50 ℃に温めた 32 Lの Buffer EBを用いた。dA tailing

は End-Repair産物にに 5 Lの 10×Klenow buffer(NEB)、10uLの dATP(1 mM)、3 Lの

Klenow}(3'-5'exo-)(NEB)を加えて 37 ℃で 1時間反応させた。MinElute PCR purification 

Kit (Qiagen)で精製した。溶出には 50 ℃に温めた 10uLの Buffer EBを用いた。Adaptor 

Ligation は、dA-tailing をした DNAに 5 Lの 2×Quick ligase Buffer(NEB)、10 L の

Adapter oligo mix(200nM)、3 L の Quick DNA ligase(NEB)を加えて室温で 15分反応させ

た。QIAquick PCR purification Kit(Qiagen)で精製した。溶出には 50℃に温めた 24 Lの

Buffer EBを用いた。Adaptor ligation産物に 25 Lの 2×Phusion DNA polymerase 

buffer(finnzymes)、1 Lの PCR primer1.1(10uM)、1 Lの PCR primer1.2(10 M)を加え

て PCR反応を行った。プログラムは 94 ℃2分の後、95 ℃15 秒、65 ℃15秒、72 ℃15秒を

１サイクルとして 18 サイクル、72 ℃で 5 分の後、4 ℃でホールドした。DNAは AMpureXP

によって精製した。溶出には 20 Lの TEを用いた。 

 Sequencing 操作から Peak callingまでは Albert Einstein College of Medicine

に依頼した。Illumina HiSeq 2500により、配列を決定した。得られたデータは bowtie - 

0.12.7により、Mappingを行い、Peak Finderには MACS - 1.4.2(Zhang et al., 2008)を

用いた。得られたピークを使用し、Galaxy(https://usegalaxy.org/)により、ピークの分

布を解析した(Giardine et al., 2005)。また得られたデータは UCSCゲノムブラウザに表

示した。オントロジー解析には DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) により

Biological process を抽出した(Dennis et al., 2003)。 

 

免疫染色 

 免疫染色は第２章と同じプロトコルで行なった。1次抗体と 2次抗体の組み合わせ

は以下の通り、 

1次抗体    メーカー 製品番号  2次抗体 メーカー 製品番号 

O-GlcNAc (RL2) Abcam ab2739 Alex Flour 488 rabbit anti-mouse IgG (H+L) Invitrogen A11001 

 

Western blot 

 第２章と同じプロトコルで行なった。TS 細胞の細胞総タンパク 1 g,2 g,4 g

を用いて行なった。1 次抗体は抗 OGA抗体(Proteintech, 14711-1-AP)を 1;1,000の希釈で

用いた。2次抗体は HRP-conjugated chicken polyclonal anti-rabbit IgG (Abcam; catalog 

no. ab6829)を 1:5,000の希釈で用いた。 
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RT-PCR, RT-qPCR 

 プロトコルは第２章と同様に行なった。 

プライマーは、 

Mgea5_RT_F  GCTTGCCTCCTGTCTTCACT 

Mgea5_RT_R  AGACCTCAACCACCAACCAC 

を使用した。 
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結果 

 

未分化/分化 TS細胞に見られる OGTの標的領域の特徴 

 OGTの制御下にある遺伝子群を探索するため、未分化/分化 TS細胞における OGT結

合領域を ChIP-sequencing により網羅的に解析した。驚いたことに、第 2章の結果より核

一個当たりの OGT量は未分化/分化 TS細胞間ではそれほど変化が無いことが示されている

にも関わらず、OGTの結合領域は未分化 TS細胞よりも分化 TS細胞で 10 倍以上多く認めら

れた(図 3-1A)。次に、結合領域数の多い分化 TS細胞について、遺伝子領域、遺伝子の上流

10kb、遺伝子の下流 10kbの 3つの群に含まれる OGTの結合領域数を調べた。その結果、少

なくとも遺伝子の上流 10kbの方が下流 10kbより OGTの結合領域の数が多いことが明らか

となった(図 3-1B)。さらに、OGTの結合領域は CpG islandを転写開始点近傍に持つ遺伝子

に有意に多いことが明らかとなった (図 3-1C;Fisher の正確確率検定,p<0.001)。次に、転

写開始点前後 10kbに存在する OGTの結合領域について、転写開始点から OGT の結合領域ま

での距離を調べた。その結果、OGTの結合領域は転写開始点付近に集中していることが明ら

かとなった(図 3-1D)。転写開始点近傍に OGTの結合領域があるという傾向は、未分化の TS

細胞にも認められた。 

 未分化 TS細胞の OGT結合領域は転写開始点の前後 2.5 kbpに 723 領域検出された

のに対し、分化 TS細胞では上下 1kb内に限っても 29,452領域検出された(図 3-1E)。分化

TS 細胞での OGTの結合領域はメスの方が多数同定された。また、未分化 TS細胞では、検出

領域数は少ないが、結合していることは ChIP-PCRにより確認された(図 3-2)。 
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分化 TS細胞において性依存的な OGTの結合を示す領域が存在した 

 分化 TS細胞についてはメスでは 22,861遺伝子、オスでは 16,564遺伝子の転写開

始点近傍(転写開始点から±1kb)に OGT結合領域が存在した。これらのうち、9,973個の領

域がオスとメスで重複していた。それらの遺伝子についてオントロジー解析を行なった結

果、OGTの標的遺伝子には Esrp2や Hnrnpa2b1などの RNA metabolic process 関連の遺伝子

が濃縮されている事が明らかとなった(図 3-1F)。 

 雌雄の分化 TS細胞を用いて、雌雄で共に OGTが結合する領域について ChIP-PCR

解析を行なった。結果、Esrp2や Hnrnpa2b1遺伝子領域について、OGTはメスの方がオスよ

り多く結合していた(図 3-3)。逆にオスの方がより多く結合する領域もあるのではないかと

考え、雄の分化 TS細胞にのみに OGTの結合領域の存在した遺伝子に関して ChIP-PCRを行

った。すると Ak030770や Upf2は、オスの分化 TS細胞の方が結合していることが明らかと

なった(図 3-3)。また OGTの結合領域の認められない AK045535に関しては、雌雄の分化 TS

細胞共に OGTの結合が認められなかった。このことから、OGTの結合量は領域依存的に性差

が見られることが明らかとなった。 
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Mgea5は分化 TS細胞においてメスの方がオスよりも高発現である 

 興味深いことに、Mgea5(Oga)遺伝子にも OGTの結合領域が存在した (図 3-4A)。

Mgea5は OGA（O-GlcNAcase）をコードする遺伝子であり、OGAは OGTが付加する O-GlcNAc

修飾を除去する唯一の酵素である。この領域は分化 TS細胞では結合が認められたが、未分

化 TS細胞では結合が認められなかった。さらに分化 TS細胞では、メスの方がオスより多

く OGTが結合していた。 

 それでは、Mgea5 の発現量にも分化 TS細胞においても性差が認められるのだろう

か。RT-PCRによる解析の結果、未分化 TS細胞は発現量に性差が認められないのに対して、

分化 TS細胞及び胎盤において、メスの方がオスよりも発現が高いことが明らかとなった(図

3-4B)。この傾向は、RT-qPCRでも確認された(図 3-4C)。一方タンパクレベルでは未分化 TS

細胞の方が分化 TS細胞よりも高かった(図 3-4D)。また分化 TS細胞ではメスの方が高かっ

た。 

 Mgea5遺伝子座について、RL2抗体を用いて ChIPにより O-GlcNAc 修飾タンパク量

を調べたところ、メスの分化 TS細胞はオスの分化 TS細胞に比べて、OGT結合領域の O-GlcNAc

修飾タンパク量が多いことが明らかとなった(図 3-4E)。またメスの TS 細胞は分化に伴い

O-GlcNAc修飾タンパク量が高くなることが明らかになった。 

 さらにヒストン H3のアセチル化状態を調べた結果、メスの分化 TS 細胞での方が

オスの分化 TS細胞よりも高アセチル化状態であった(図 3-4F)。また未分化 TS細胞の方が、

分化 TS細胞よりも高アセチル化状態であった。未分化 TS細胞では O-GlcNAc 修飾とアセチ

ル化には相関が認められなかったが、分化 TS細胞では O-GlcNAc修飾とヒストンアセチル

化に正の相関が認められた。 
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細胞全体として O-GlcNAc 修飾に顕著な性差はない 

 OGTの発現量がメスで高い一方で、OGAもメスで高いため、O-GlcNAc修飾自体には

全体として差が生じないように平衡が保たれていると考えられる。実際に、細胞レベルの

タンパクの O-GlcNAc 修飾を Western blotおよび免疫染色により解析すると、分化 TS細胞

における O-GlcNAc修飾レベルに関して、顕著な性差が認められなかった(図 3-5)。しかし、

未分化 TS細胞の方が分化 TS細胞よりも O-GlcNAc レベルが高かった(図 3-5)。 
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考察 

 

 本研究では OGTの標的領域を複数同定した。分化 TS細胞において、メスの方がオ

スよりも多数の結合領域が同定された。また、OGTの結合領域はメスの方が多く結合してい

る領域とオスの方が多く結合している領域が存在した。このように同じ OGT の結合領域で

も雌雄で結合量が違うということが明らかになった。 

 メスの方が多く結合する領域の一つに Mgea5(Oga)のプロモーター領域が同定され

た。さらに Mgea5の発現量はメスの方が高かった。またタンパク量もメスの方が多かった。

OGTは唯一の O-GlcNAc修飾付加タンパクであり、OGAは唯一の O-GlcNAc除去タンパクであ

る。OGTの発現量が OGAの発現量に影響を与えることを示唆する報告が二つある。一つ目は

OGT の欠損で OGA の発現が低下すること(Kazemi et al., 2010)。二つ目は、OGT を shRNA

でノックダウンすると OGAの発現が低下することである (Yang et al., 2012)。OGTが Mgea5

遺伝子領域に結合するという事実を鑑みると、OGTの発現量の性差は OGAの発現量を調整す

ることで細胞レベルの O-GlcNAc修飾量を調整しようとしているのだろう。 

 分化 TS 細胞も栄養膜巨細胞同様、多核細胞である。本研究で雌雄の分化 TS 細胞

における OGT 及び OGA の遺伝子発現パターンが雌雄の胎盤と同じであった。このことから

本研究で、分化 TS細胞を用いて明らかにした OGTの発現量の性差による OGT の標的領域へ

の影響は栄養膜巨細胞においても見られる変化であろう。 

 ES細胞における OGTの結合領域は、転写開始点付近にあり、CpG islandを有する

遺伝子が多い(Vella et al., 2013)。TS細胞でも同様だった。OGTの結合領域は細胞・組

織問わず、転写開始点近傍にあることになる。 

 OGTはこれまで、SET1などとの相互作用し、H3K4m3などのヒストン修飾に関与す

ることが示されている(Deplus et al., 2013)。また TET2や TET3と結合することでクロマ

チン領域にリクルートされると考えられている(Chen et al., 2013)。このことから OGTは

O-GlcNAc修飾のみならず、他のヒストン修飾や DNAメチル化にまで影響を与えることが予

想される。Mgea5遺伝子領域の O-GlcNAc修飾量は分化 TS細胞においてメスの方が多かった。

このことから OGTによる発現性差を生じさせる要因の一つに Mgea5遺伝子領域のヒストン

O-GlcNAc修飾が関与していることが考えられた。しかし、上述したように OGTの影響は他

のヒストン修飾や DNA メチル化状態にも寄与しているのかもしれない。OGA は一方で、OGA

自身にヒストンアセチル化活性を有するドメインを持つ。さらに OGAとヒストンアセチル

化酵素の相互作用があるという報告もある(Hayakawa et al., 2013)。OGTは O-GlcNAc化を

司る唯一の酵素であり、OGAは O-GlcNAc修飾を外す唯一の酵素である。また他のヒストン

アセチル化酵素と相互作用することも示唆されている。このように OGAはヒストンアセチ

ル化との関係が報告されている。 
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 このように、OGTは DNAメチル化やヒストン H3K4のメチル化と、OGAはヒストン

のアセチル化との関係が報告されている、このことは、仮に OGTおよび OGA が O-GlcNAc修

飾量の平衡に保とうとしても、O-GlcNAc修飾以外のエピジェネティック修飾には性差を生

じさせる可能性を示唆している。 

 また、OGTと OGAの量が雌雄で異なることは、外的要因に対する反応に性差を生じ

させることにつながることが容易に予想される。OGTは栄養依存的に働く因子の一つである。

OGTの発現の性差は栄養状態が極端に変化することを起因とする疾患のリスクの性差をも

たらしているのではないだろうか。本研究では TS細胞における細胞全体の O-GlcNAc修飾

に顕著な差異が認められなかったが、例えば、胎盤の遺伝子発現は栄養状態により変化す

ることが知られており、さらにその変化には性差があるという報告がある(Gabory et al., 

2012, Mao et al., 2010)。胎盤の重量や出生時の重量は心血管及び代謝関連の疾病のリス

クに相関している。このことは、多くの動物実験及びヒトの研究で明らかにされつつあり、

子宮内における胎仔期の栄養制限が将来の慢性病になるようにプログラミングしている

(Barker et al., 1993)。 

 分化 TS細胞における OGAの発現が OGT と同様メスで高いため、O-GlcNAc修飾は雌

雄を狭める方向に作用しで同程度になっている。しかし、OGTは Mgea5遺伝子領域に結合し

ており、その領域の O-GlcNAc修飾はメスの方が高いということから、特定の遺伝子領域で

は OGTの結合、O-GlcNAc修飾量に性差があると考えられる。 
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総合討論 

 

エピジェネティック制御に性差が存在する 

 各組織の雌雄差は、生理学的な違いおよび遺伝子発現の違いを中心に記述されて

きた。そして、Y染色体上の遺伝子 Sryの有無によって決定される雌性、雄性生殖器の形成

による性ステロイドの違いが、遺伝子発現に見られる性差を形成させていると考えられて

きた。 

 本研究から肝臓において、性ステロイドがエピジェネティック制御因子をコード

する常染色体上の遺伝子発現量を制御していることが明らかとなった。このことは、性ス

テロイドがエピジェネティック制御因子量に性差を生じさせている可能性を示している。

また、X染色体上には Ogtや Utx、Jarid1c、Mecp2など様々なエピジェネティック制御因子

をコードする遺伝子があるため、これらエピジェネティック制御因子の発現量の性差はゲ

ノムワイドなエピジェネティック修飾の性差をもたらすと考えられた。本研究では栄養膜

細胞において Ogtの遺伝子発現に性差が認められることを明らかにした。 

 OGTの ChIP-PCR解析から、エピジェネティック制御因子である OGT 量の性差はタ

ーゲット領域への結合量にも影響を与えることが明らかとなった。OGTの結合領域の

O-GlcNAc修飾量にも性差が見られたことから、エピジェネティック制御因子である OGT量

の性差が結合領域のエピジェネティック修飾に性差を与えることに疑う余地はない。OGTは

ヒストンの H3K4のメチル化酵素と相互作用がある。さらに H3K4m3とヒストンアセチル化

の関連も示されている(Hazzalin and Mahadevan, 2005, Crump et al., 2011)。Mgea5領域

に認められた O-GlcNAc修飾量の性差は、分化 TS細胞においてヒストンアセチル化レベル

と正の相関を示した。このことは O-GlcNAc修飾とヒストンアセチル化に相関関係があるこ

とを示唆している。また Mgea5遺伝子は分化 TS細胞および胎盤において性依存的な遺伝子

発現を示した。このように、エピジェネティック制御因子量の性差は、標的領域のエピジ

ェネティック修飾量および、標的領域近傍の遺伝子発現量に性差を与えうるのである。た

だし、エピジェネティック修飾の性差は必ずしも発現と相関しない。肝臓で同定された

S-DMR近傍の遺伝子は、発現量に性差が認められないものが多数であった。遺伝子発現と相

関しないエピジェネティック修飾の性差は、局所的なクロマチン構造の変化、トランスポ

ゾンの転移などに影響を与えると考えられる。 

 

 



総合討論 

 

 

80 

 

組織依存的なエピジェネティック性差 

 肝臓は発現量に性差を示す遺伝子数が脳よりも多く、また性差を示す遺伝子も組

織特異的である(Yang et al., 2006)。第１章の結果から、エピジェネティック修飾の性差

も、組織特異的であることが示された。本研究で同定した S-DMR における DNA メチル化状

態は肝臓でのみ異なり、脳や ES細胞では DNAメチル化率に性差は認められなかった。 

 テストステロンは血中を巡り、全身に影響を与える。しかし、本研究で同定した

S-DMRについて、テストステロンの影響を受けるのはオスの肝臓だけであった。この結果は

非常に驚くべきことである。特定遺伝子座に着目すると、全身性に影響を与えうる性ステ

ロイドが組織依存的な変化をもたらしているのである。このことは、性ステロイドのゲノ

ムへの影響に組織特異性があることを示している。 

 また、性依存的なエピジェネティック制御因子量の違いは組織特異的な違いがあ

った。DNMTや TET2の発現は肝臓で性差が認められるが、胎盤では性差がない。Ogtの発現

の性差は胎盤でのみ認められ、脳や肝臓では性差はない。また脳における X染色体上の遺

伝子である Jarid1cの発現量は、メスの方がオスよりも多く、この性差は肝臓では認めら

れない(Xu et al., 2008)。さらに脳では Utxの遺伝子発現量の性差も報告されている(Xu et 

al., 2002)。このように X染色体には、多数のエピジェネティック制御因子がコードされ

ており、性依存的な発現パターンを有する。Jarid1c や Utxには相同遺伝子である Jarid1d

及び Utyが存在 Y染色体上に存在する。しかし、相同遺伝子は同じ役割を有するわけでは

ない。例えば、Utxはヒストン H3K27のジメチル化活性を有するが、Utyには H3K27ジメチ

ル化活性がないことが in vitroの実験で調べられている(Shpargel et al., 2012)。この

ように脳において Utxもまた性差を生じさせる原因となると考えられる。これらのように、

組織特異的なエピジェネティック制御因子量の性差が組織特異的なエピジェネティック修

飾の性差を形成していると考えられた。 

  

ゲノム全体でのバランス維持 

 分化 TS細胞及び胎盤の解析から、エピジェネティック制御因子をコードする遺伝

子発現は付加/除去酵素でバランスをとっていた。OGT/OGAのように、OGTは DNA脱メチル

化に関与する TETタンパク質やヒストンメチル化酵素と、OGAはヒストンアセチル化酵素と

それぞれ相互作用することが示されている。また、この他にもエピジェネティック因子の

相互作用は多数報告されている。よって、仮に１つのエピジェネティック修飾量がゲノム

全体で一定に保たれても、個々の領域のエピジェネティック修飾に性差を生じさせること

が考えられる。 
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エピジェネティック修飾に影響を与える性ステロイドと疾患 

 第１章より、オスにおける S-DMRの DNA低メチル化状態はテストステロンによっ

て維持されていたことが明らかになった。また、精巣除去によりオス肝臓において TET2の

タンパク量が低下していた。本研究ではエストロゲンによるエピジェネティックな変化は

示していないがエストロゲン依存的なエピジェネティック制御の報告がある(Singh et al., 

Biogerontology. 2008,9(6):455)。このように性ステロイドがエピジェネティック制御に

影響を与えることは間違いない。ヒトにおいて、老化に伴い女性はエストロゲンの減少、

男性ではテストステロンの減少が見られ、更年期障害となる。更年期障害の症状は、自律

神経失調症様の症状、脈が速くなる（頻脈）、動悸がする、血圧が激しく上下する、腹痛、

微熱などがある。このように、性ステロイドの血中濃度の低下は全身に影響する。

 肝臓において、テストステロン依存的に DNA メチル化が変化することを

踏まえると、更年期障害も各組織におけるエピジェネティックな変化を伴って

いることが予想される。更年期障害の治療に性ステロイドが用いられる。この治療法は、

性ステロイドの量によって変化してしまうエピジェネティックな変化を元に戻すことで効

果を得ているのかもしれない。逆に男性における前立腺がんでは、テストステロンの分泌

を低下させるようなホルモン治療を行う。乳がんの治療にはエストロゲンを合成する酵素

の阻害剤が用いられる。これら性ステロイドの合成阻害剤を用いた治療もまた、全身のエ

ピジェネティック状態を変化させる要因となっているだろう。 

 

エピジェネティック修飾に影響を与える栄養と疾患 

 エピジェネティック修飾の基質や補酵素は、栄養因子を由来とする。O-GlcNAc修

飾の基質はグルコースから生合成される。グルコースはデンプン等の糖類からばかりでな

く、 糖源性アミノ酸やグリセロールからも糖新生によって補充される。DNA メチル化の基

質になる SAM(S-アデノシルメチオニン)の合成に必要なビタミン B12や葉酸も食餌から得ら

れる。ヒストンアセチル化の基質となる Acetyl CoA はグルコースや脂肪酸から合成される。 

 栄養因子の多寡は異常なエピジェネティック修飾をもたらす。例えば、ビタミン

B12、葉酸の摂取不足が異常な脱 DNAメチル化修飾をもたらし、さらにラットの肝癌の発症

リスクを上昇させるという報告がある(Brunaud et al., 2003)。また、栄養の多寡が胎盤

の遺伝子発現に影響を与えることも示されている(Gallou-Kabani et al., 2010)。 

 胎盤において HFD(High fat diet)を与えた時も CD(control diet)を与えた時も OGT

の発現量の性差は維持されている。しかし、HFDおよび CDを与えたときに変化する胎盤の

遺伝子発現プロファイルには性差がある。よって、この性差が生じている原因は本研究か

ら OGTである可能性が考えられた。周産期の栄養状態は子孫の将来の疾患のリスクにも、

性依存的に影響を与えるという報告が多数ある(Brunaud et al., 2003)。胎仔と胎盤には

密接な関係がある事から考えて、周産期の栄養状態は性依存的な影響を胎盤に与え、胎仔

の将来の疾患のリスクにまで影響を与えるのだろう。 
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総括 

 性差は外部、内部生殖器以外にも、組織重量、体重という形で認められる。また

疾患のリスクにも認められている。本研究では、性ステロイドがエピジェネティック修飾

を変えるということだけでなく、X染色体上の遺伝子の性差、及びその影響が見えてきた(図

4-1)。エピジェネティック修飾は、DNAメチル化-ヒストン修飾、ヒストン修飾-ヒストン修

飾間で相互作用しており、性ステロイドや OGT 量による性差の影響も多岐に渡ることが推

察される。また本研究より、エピジェネティック修飾とその制御系には組織特異的な性差

があることが示された。このことは、例えば細胞数(組織の大きさ)の規定、疾患のリスク

などの性差を研究するうえで重要な知見となる。 
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図 4-1 性依存的なエピジェネティック制御 

 性ステロイド及び X染色体不活性化を免れるエピジェネティック制御因子 OGTが

雌雄で異なるエピジェネティック修飾状態を生じさせる。OGTの発現量の性差は、Oga遺伝

子領域への結合量、エピジェネティック修飾及び OGAの発現にも性差を生じさせた。その

結果、細胞全体での O-GlcNAc修飾に顕著な性差は認められなかった。
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[緒言] 

    ほ乳類の細胞は、メスがＸ染色体を 2本、オスがＸ染色体とＹ染色体を 1本ずつ有す

る。発生において、Ｙ染色体上の Sry 遺伝子は一時的に覚醒し、オスの性腺を形成させる。一方、

メスには Sry遺伝子がないため、雌の性腺を形成する。成熟過程では、生殖器から分泌される性

ステロイドが各組織に作用し全身性の変容をもたらす。性ステロイドの影響として、性成熟期を

境に、オスではアンドロゲン、メスではエストロジェンが、全身に性特有の変化を引き起こす。

さらに、性ステロイドの影響は下垂体ホルモンの分泌パターンにまで影響を及ぼす。以上は“ゲ

ノムの構成に起因した限られた遺伝子の発現により個体レベルでの差を説明できる”とする概念

である。しかし、性染色体の雌雄差は、性腺発生を介する以外に影響しないのか、個体発生後の

雌雄差は全て性ステロイドにより形成されるのか、性ステロイドはゲノム自体に影響するのか、

についての疑問を持つことの妨げにはならない。 

 雌雄差は有るが性ステロイドの影響を免れている遺伝子や、性ステロイドの存在下で

成長ホルモンが影響する常染色体上の遺伝子も報告されている。また、Ｘ染色体にはエピジェネ

ティクス制御系で最近注目を浴びている O-GlcNAc 転移酵素(Ogt ;O-GlcNAc transferase)遺伝子

が存在する。興味深いことに、胎盤では Ogtはメスの方がオスより発現が高い。 

 本論文ではゲノム機能の性差に焦点を当てる。エピジェネティクス制御系は DNAメチ

ル化とヒストン修飾の組み合わせによる、細胞世代を超えた遺伝子制御系である。但し、遺伝子
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制御とは遺伝子安定性、ゲノム複製、修復等を含むゲノム全体の活動を意味し、単に遺伝子発現

のみを意味するのではない。本論文はエピジェネティクス修飾と、その制御系に性差が存在する

か否かを研究したもので、三章より成る。 

 第一章では、肝臓において、DNA メチル化状態に性差が認められる領域を探索し、その

領域の DNAメチル化状態が性ステロイド依存的に変化するのか検証した。第二章では、X染色体

上のエピジェネティック制御因子、OGTの発現量及び発現制御機構について解析した。第三章で

は OGTの標的領域を探索した。 

 [第一章] 

―肝臓における DNAメチル化の性差と性ステロイドの影響― 

    雌雄のマウス肝臓ゲノムを用いて、ゲノムワイド DNAメチル化解析を行った。そして

新たに、オスの方が低メチル化状態である、性に依存した DNA メチル化可変領域(S-DMR: Sex- 

dependent differentially methylated region)を 10箇所同定した。それら S-DMR は ES細胞や

脳では DNAメチル化状態に雌雄差がなく、肝臓特異的であった。通常、細胞間で異なる DNAメチ

ル化は CpG配列の集団が段位となっているが、これらの S-DMR は１CpG単位であった。 

 先の報告で発見された肝臓の S-DMR は、成長ホルモン-STAT5の制御に依存していた。

ところが、STAT5 結合領域が存在しない遺伝子領域にも S-DMR が存在した。精巣除去、卵巣除去

およびそれらのマウスに testosterone propionate, estradiol benzoate を投与したマウスの肝

臓を解析した結果、本研究で同定した S-DMRの中で、Adam2, Uggt2, Snx29, Rnpc3 及び Sarnp

遺伝子の S-DMR は、テストステロン依存的にメチル化率が低下していた。つまり、性ステロイド

依存的・成長ホルモン非依存的に DNAメチル化状態が変化しうるゲノム領域が存在することにな

る。 

 DNAメチル化酵素 DNMT1,DNMT3A, DNMT3B、及び DNA 脱メチル化を担う酵素 TET2,TET3

の発現を解析した結果、肝臓における Dnmt1, Dnmt3b 及び Tet2の遺伝子発現はメスの方がオス

よりも高かった。さらに、オスにおいて Tet2 の発現は、精巣除去することでメスにおける発現

レベルまで上昇した。また、精巣除去による影響は Dnmt1,Dnmt3a,Dnmt3b,Tet3 では認められな

かった。タンパク量を調べた結果、興味深いことに、TET2は精巣除去により低下した。S-DMR

の形成にこれらの DNA メチル化/脱メチル化制御因子の発現が関与している可能性が考えられる。 

    以上の結果から、雌雄間で DNAメチル化状態に差がある領域が存在し、さらにテスト

ステロン依存的に DNA メチル化率が変化することが明らかになった。 

[第二章] 

―栄養膜細胞における OGTの発現量の性差― 

 ヒストンを含むタンパクの O-GlcNAc 修飾は OGTにより付加され、OGA(O-GlcNAcase)に

より除去される。OGT によるヒストン修飾自体も興味深いことだが、OGA もヒストンアセチル化

活性のあるドメインを有しており、O-GlcNAc 修飾とアセチル化との新たな制御機構として魅力

的である。 
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    本章ではまず、マウス胎盤における OGTの発現がメスで高いとする、先の報告を確か

めた。次に、分子レベルでの解析を容易にするためにマウス栄養膜幹（TS：trophoblast stem)

細胞を用い Ogt の発現量を調べてみたが、性差が全く認められなかった。しかし、TS細胞を分

化させると OGT の発現量が低下するものの、メスの方がオスよりも高かった。 

 次に、マウス胎盤組織と TS 細胞を用いて X染色体上の Ogt遺伝子領域の DNAメチル化

状況解析した。その結果、転写開始点近傍 (-745～+39bp)は細胞・組織問わず非メチル化である

のに対して、上流 (-1,544～-745bp)は細胞・組織依存的にメチル化され性差に関与することが

疑われた。X 染色体不活化は体細胞組織ではランダムに行われるが、栄養膜細胞は父親由来の X

染色体が選択的に不活化される。また TS細胞では CpG island は不活性化 X染色体でメチル化さ

れていると考えられている。Ogt の非メチル化領域(-745～+39bp)は CpG配列が豊富な領域であ

る。CpG配列が豊富な Ogtのプロモーター領域が DNA非メチル化状態であることから、Ogt遺伝

子領域はＸ染色体不活性化を免れていると考えられる。レポーターアッセイの結果、分化 TS 細

胞におけるプロモーター領域の転写活性に雌雄差は無かった。よって、分化 TS細胞で見られる

雌雄差を生む原因は、メスでＸ染色体が 2 本存在し、しかもＸ染色体不活性化を免れることに起

因すると考えてよい。次に、転写因子の解析を行ったところ、TS細胞では ATF2 や SOX9発現が

高く、分化に伴い減少することが明らかになった。一方、他の転写因子 HLF は分化 TS 細胞で発

現が高いことも分かった。したがって、TS細胞の分化に伴う Ogtの発現の低下は、ATF2 や SOX9

から HLF に切り替わることによる。 

 Ogt遺伝子上流(-1,544～-745bp)の未分化 TS細胞の DNA メチル化は、メスの方がオス

よりも高メチル化状態であったため、S-DMR と考えられる。この S-DMRは多数の CpGが単位とな

っており、遺伝子発現の制御に関与することが推定される。その場合、未分化 TS 細胞では、雌

雄のOgt遺伝子の発現量に性差が無いことから DNAメチル化による量的調整が発揮されていると

考えれば納得できる。胎盤及び分化 TS 細胞ではメスゲノムがより低メチル化状態であった。す

なわち、量的調節が緩和され、メスで Ogt の発現が高いことになる。 

 

[第三章] 

―栄養膜細胞における OGTの結合領域の探索― 

    次に TS細胞における OGTの標的遺伝子領域をゲノムワイドに解析した。その結果、転

写開始点近傍に OGTが結合する遺伝子座が集中していた。分化 TS 細胞についてはメスでは

22,861個、オスでは 16,564個の転写開始点近傍(±1kb)に OGTの結合領域があり、そのうち 9,973

個は雌雄で共通していた。一方、未分化 TS細胞では雌雄合わせて 723個の転写開始点近傍

(±2.5kb)にしか OGTの結合領域が存在しなかった。 

    雌雄の分化TS細胞で共にOGTが結合する領域についてChIP-PCR解析を行なった結果、

複数の OGT結合領域において、OGTはメスの方がオスより多く結合していた。興味深いことに、

Mgea5(Oga)遺伝子にも、メスの方がオスよりも OGTが多く結合していた。Mgea5 は OGAをコード

する遺伝子である。分化 TS 細胞において Mgea5 の発現は Ogt と同様、メスで高くオスで低かっ
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た。この傾向はマウス胎盤にも認められた。以上の結果は Mgea5 が OGTの制御下にあることを示

唆している。 

 分化 TS細胞において、メスの方がオスよりも OGT,OGA の両方の発現が高いことは、細

胞全体の O-GlcNAc 修飾量には性差を小さくする工夫だと考えることも可能である。細胞総タン

パクの O-GlcNAc 修飾を western blot及び免疫染色により解析した結果はこの解釈を支持し、分

化 TS 細胞における O-GlcNAc 修飾レベルに顕著な雌雄差は無かった。このことから、OGTだけで

なく OGA の発現もメスで多いことにより、雌雄の分化 TS 細胞および胎盤における細胞レベルで

の O-GlcNAc 修飾を同程度に維持していることが示唆された。 

 

[総括] 

 "ゲノムの構成に起因した限られた遺伝子の発現により個体レベルでの差を説明でき

る"という従来の考えは Sry 遺伝子の有無を起点として、性ステロイドが全身に性差を生じさせ

ることに由来する概念である。本研究から、テストステロンが S-DMR における DNA メチル化修飾

に影響を与えることを示した。この結果は、これまで言われてきた性差の概念が、エピジェネテ

ィックな性差を伴う事を示唆する。 

 ゲノム構成に着目すると、Y 染色体だけでなく、X染色体上の遺伝子の発現も性差を生

じさせる要因となる。本研究から栄養膜細胞における X 染色体上の Ogt遺伝子の発現制御機構、

及び OGT の発現量の性差が影響を与える標的遺伝子領域を示した。つまり、X染色体の本数とい

うゲノム構成の雌雄差が、エピジェネティック制御系の性差をもたらすことを示した。また、胎

盤では Ogtの発現に性差が認められたが、肝臓では性差がない。S-DMR における DNAメチル化の

雌雄差が肝臓特異的だったことを鑑みると、メスにおける組織特異的な 2本の X染色体の利用法

が、組織特異的なエピジェネティックな雌雄差を生じさせる要因となることが考えられた。さら

に、OGTについては栄養センサーとして働くことが報告されている。また近年、代謝系を反映し

たエピジェネティクス状況の変化誘導が報告されており、胎盤における OGT の発現量の性差が代

謝系を反映するエピジェネティクス状況の変化に性差をもたらすことが考えられる。この場合、

成長ホルモンや性ステロイドが遠因となり、代謝系が DNA メチル化の性依存的な変化をもたらす

ことになる。 

 本研究より、エピジェネティック修飾とその制御系には組織特異的な性差があること

が示された。このことは、細胞数(組織の大きさ)の規定などの性差を研究するうえで重要な知見

となる。 
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博士論文審査委員会後の修正箇所 

 

全体に渡り誤字脱字の訂正 

μや u をに変更。 

Min を分に統一 

Sec を秒に統一 

RT を室温に統一 

作成(書類文章の時に使用)⇒作製(品物、機械、図面などの時)に訂正 

雄⇒オス、雌⇒メスに統一 

蛋白をタンパク質に統一 

表現形を表現型に変更 

 

有意差検定について 

Fig1-1, 1-2, 1-5, 1-7, 1-8 に t 検定結果を追加 

これに伴い p24 に記述を追加  

(10%以上の差) 

 

Material & Method について 

OGA の血清採取に関してジェノスタッフに依頼した箇所の記載を行なった。 

新型 sequencer による sequencing は Albert Einstein に依頼したという記載を追加した。 

 

P3 

訂正前 

父親由来の X染色体に GFPの組み込み実験から栄養膜巨細胞では X染色体不活化を免れる

ことが示唆されてきた(Hadjantonakis et al., 2001) 

訂正後 

父親由来の X染色体に GFPが組み込まれたマウスを用いた実験から栄養膜巨細胞では X染

色体不活化を免れる場合があることが示された(Hadjantonakis et al., 2001) 

 

P83 の Fig4-1 

まとめの図を変更 

 

P42 グロビン遺伝子の使い分けに関して引用文献を追加。 

P43 以下の文章を削除 

また、ES細胞と共培養して胚盤胞様の細胞塊を形成させ移植すると胎盤組織に発生する。

すなはち 



 

緒言の最終段落の訂正 

変更前 

本研究の意義 

遺伝子発現に認められる性差はこれまで多くの研究から同定されている。しかし、

エピジェネティック修飾に認められる性差は一部の領域でのみ認められているに過ぎない。

さらに、性依存的なエピジェネティック修飾の形成機序は不明である。 

 本論文はエピジェネティック修飾と、その制御系に性差が存在するか否かを研究

したもので、三章より成る。 

 第１章では、肝臓において、DNAメチル化状態に性差が認められる領域を探索し、

その領域の DNAメチル化状態が性ステロイド依存的に変化するのか検証した。第 2章では、

X染色体上のエピジェネティック制御因子、OGTの発現量及び発現制御機構について解析し

た。第 3章では OGTの標的領域を探索した。 

 

変更後 

本研究の目的 

 本研究では、ゲノムの使い分けを制御する機構に雌雄差が存在するか否かを明ら

かにするために、雌雄の組織・細胞のエピジェネティック修飾及び、エピジェネティック

修飾酵素について解析した。 

 第１章では、肝臓において、DNAメチル化状態に性差が認められる領域を探索し、

その領域の DNAメチル化状態が性ステロイド依存的に変化するのか検証した。第 2章では、

X染色体上のエピジェネティック制御因子、OGTの発現量及び発現制御機構について解析し

た。第 3章では OGTの標的領域を探索した。 

 

P79 

肝臓で同定された S-DMR近傍の遺伝子発現量には性差が認められないものが多かった。 

 

肝臓で同定された S-DMR近傍の遺伝子は、発現量に性差が認められないものが多数であっ

た。 


