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研究要旨

加齢に伴いゲノム DNA のメチル化状態は領域特異的に徐々に変動するので老化の指標

となりうる。また、変動したメチル化は受精直後に元の状態に戻ることから、DNA メチ

ル化の加齢変動が寿命のタイマーである可能性が考えられる。しかし、DNA メチル化変

動の老化における機能的な意義は知られていない。本課題では、加齢依存的メチル化変動

ゲノム領域および DNA メチル化のリセットに関わる DNA メチル化酵素の特定を目指し

た。

哺乳動物においては 2 つの de novo DNA メチル化酵素のいずれもが正常発生に必要であ

り、メチル化標的ゲノム領域も広範であるため、DNA メチル化の老化における機能を明

らかにするのは困難である。一方ゼブラフィッシュでは de novo DNA メチル化酵素が 6
つ存在し、それぞれが一部機能を重複分担していると期待された。そこで本課題では、ゼ

ブラフィッシュで CRISPR/Cas9 システムにより de novo DNA メチル化酵素群を欠損さ

せ、DNA メチル化状態の解析と老化表現型を観察し、メチル化のリセットおよび老化に

関与する酵素の特定を目指した。老化が促進される変異体が見つかれば、メチル化状態に

老齢ゼブラフィッシュと共通した変化がみられるゲノム領域を特定し、その領域の遺伝子

発現に変化が見られるかの解析を計画した。これらの解析により、DNA メチル化と老化

の機能的関連性を明らかにすることを目指した。in vivo における DNA メチル化酵素の機

能の網羅的解析は、国内外において類を見ない意欲的な取り組みであり、哺乳類で解決困

難な課題に対してゼブラフィッシュモデルを用いて解決を試みる独創的なアプローチであ

る。

当研究により DNA メチル化が老化に関わるゲノム領域を明らかにし、またメチル化リ

セットに関わる de novo DNA メチル化酵素を特定できれば、メチル化酵素の機能を人為

的に操作することにより老化を制御することが可能になり、将来この知見をヒトに還元す

ることで健康長寿の達成に大きく貢献できると期待される。
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Ａ．研究目的 
加齢に伴う DNA メチル化状態の変動は知られているが、その老化に与える影響は不明で

ある。その関連を実証するためには、DNA メチル化が老化に直接影響を与えるゲノム領

域を特定することと、そのメチル化を人為的に変化させることが必要である。当研究室で

は脊椎動物の加齢におけるメチル化の易変異性領域として「CpGアイランドショア」を同

定しており、同領域のメチル化変動が老化の原因になるのではないかという仮説を立てて

いる。加齢変動した CpGアイランドショアの DNA メチル化状態は受精直後にリセットさ

れるので、これに関わる DNA メチル化酵素を特定し、その機能の人為的操作により CpG
アイランドショアのメチル化レベルを変化させ、最終的に寿命を含めた老化表現型を変化

させることができれば、DNA メチル化と老化の因果関係を明らかにしたと考えられる。

この検証はおそらく哺乳類では困難である。なぜなら哺乳動物においては 2 つの de novo 
DNA メチル化酵素のいずれもが正常発生に必要であり、メチル化標的ゲノム領域も広範

であるため、人為的 DNA メチル化変動が発生異常をもたらす可能性が高いからである。 
 そこで本課題ではゼブラフィッシュをモデルとして用いた。ゼブラフィッシュでは de 
novo DNA メチル化酵素が 6 つ存在し、それぞれが一部機能を重複分担していると期待さ

れた。実際これまでの当研究室および共同研究者の解析により、6 つのうち 2 つの酵素に

ついては欠損により寿命に異常が示されず、また初期胚におけるゲノムワイドなメチル化

リセットの異常は見られなかった。そこで、老化に関わる DNA メチル化酵素はこれら以

外か、あるいは複数の酵素のコンビネーションによって担われることが予測された。した

がって、当課題においては残りのゼブラフィッシュメチル化酵素遺伝子を欠損させて CpG
アイランドショアの DNA メチル化状態の解析と老化表現型を観察し、メチル化のリセッ

トおよび寿命に関与する酵素の特定を目指した。 
 
 
Ｂ．研究方法 
ゼブラフィッシュの 6 つの de novo DNA メチル化酵素遺伝子のうち 2 つについては当研

究室および共同研究者により変異体が作成され、老化に顕著な影響を与えないことが分か

っている。また別の 1 つについては別の研究グループにより変異体が多臓器不全により幼

魚期に死ぬことが報告されている。そこで残りの 3 つの遺伝子について、欠損する変異体

を CRISPR/Cas9 システムで作成した。それらの変異体系統を樹立し、ホモの変異体の表

現型を解析した。致死の表現型を示さない変異体では、寿命等の老化表現型の観察を行う

とともに、母性胚性変異体を作成し、初期胚における DNA メチル化状態のリセット異常
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を探索した。変異体が組織特異的発生異常を示した場合には、トランスクリプトーム解析

を行い、DNA メチル化の変化と発現変化が見られる遺伝子の中から表現型の責任遺伝子

候補を選び出し、胚へのモルフォリノアンチセンスオリゴ DNA注入によるノックダウ

ン、mRNA注入によりもたらされる表現型を観察することにより責任遺伝子の特定を目指

した。 
 
（倫理面への配慮） 
 相手方の同意・協力を必要とする研究、個人情報の取り扱いの配慮を必要とする研究に

は該当しない。 
 組換え DNA実験および動物実験の遂行に際しては、法令および研究機関の規則に従っ

て実験計画の申請手続きを適切に行った。組換え DNA実験に関しては遺伝子組換え実験

に関する法律に従い、物理的、生物学的封じ込めにより実験従事者への伝播および外界へ

の拡散防止に十分に心がけた。動物実験に関しては、必要最小限の個体を用い、できる限

り苦痛を軽減するよう配慮した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 ゼブラフィッシュの 6 つの de novo DNA メチル化酵素遺伝子のうち、発生初期のゲノ

ム DNA のメチル化状態リセットに関わる遺伝子を特定するために、まず各遺伝子の欠損

系統の樹立を試みた。その結果、4 つについては CRISPR/Cas9 システムにより変異体を

作成し、2 つについては共同研究者から変異体を取得することにより、全ての遺伝子の変

異体を得た。そのうち、変異をホモで持つと血球分化異常を伴い生存率が低下することが

他のグループにより報告されている dnmt3bb.1 については独自に作成した変異体でも表現

型が再現されるかどうか確認中であるが、他の 5 つの遺伝子についてはいずれも変異をホ

モで持つ個体が明確な発生異常を示さず、成体に成長することが分かった。このことは本

研究開始時の想定の通り、ゼブラフィッシュにおける de novo DNA メチル化酵素の部分

的な機能重複分担を示し、母性効果が重要であると予想される DNA メチル化状態のリセ

ットに関わるメチル化酵素の特定に有用であることが明らかになった。 
これまでに、dnmt3aa、dnmt3ab、dnmt3ba、dnmt3bb.2、dnmt3bb.3 については母性

胚性変異体胚においても DNA メチル化状態のリセットが正常に起こることが分かり、

dnmt3bb.1 変異体については母性胚性変異体を得るための掛け合わせを進行中である。ま

た老化表現型の有無を観察するために、母性胚性変異体の長期間の育成を進めている。 
並行して、複数の酵素が分担してメチル化状態をリセットすることも想定し、複数の遺

伝子の母性胚性変異体を得るための掛け合わせも進めている。その中で面白いことに、

dnmt3bb.2 と dnmt3ba の二重変異体では脊索発生異常の胚が高頻度に出現することが確

認されつつあり、両遺伝子の変異により初期胚での部分的なリセット異常によるものでは
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ないかと期待される。 
また dnmt3bb.2 変異体に関しては、母性胚性変異体胚の whole genome bisulfite 

sequencing およびマイクロアレイにより、DNA メチル化変動の遺伝子発現における役割

の解析を進めた。その結果、変異体においてジーンボディの DNA低メチル化を示し、異

所的に転写開始する転写産物の過剰発現が認められるアンジオポイエチン様遺伝子

angptl1 を見出した。この変異体では angptl1 発現異常を介して一過的な血管形成異常と

血流速度低下が観察された。これらの結果からジーンボディメチル化が in vivo におい

て、遺伝子の適正な発現量および転写開始点の決定、さらには転写産物の integrity の担

保に寄与することを明らかにした。また興味深いことに、母性胚性変異体胚に生じた

angptl1b の低メチル化状態は野生型と交配しても次世代では元に戻らなかった。したがっ

て Dnmt3bb.2 の喪失によりもたらされるメチル化異常はトランスジェネレーショナルに

遺伝することも明らかになった。現在、angptl1b の in vivo 機能解析を進めるとともに、

メチル化異常の遺伝に関して 3世代での確認を進めている。 
このように、初期胚における DNA メチル化リセットに関わる DNA メチル化酵素遺伝子

特定のための多重変異体作成と各変異体の表現型解析を進めている。 
 
 
Ｄ．考察と結論 
 本課題では引き続き de novo DNA メチル化酵素群を欠損したゼブラフィッシュ変異体

のゲノム DNA のメチル化状態、初期胚におけるメチル化リセットの有無、老化表現型の

有無の解析を進めている。先に述べたように単一の酵素遺伝子破壊では効果は見られてい

ないが、二重変異体作成によりメチル化リセット効果の兆候が見られつつあるので、その

他のコンビネーションの多重変異体を作成することにより、メチル化リセットに関わる酵

素を特定できると考えられる。当研究によりメチル化リセットに関わる de novo DNA メ

チル化酵素を特定でき、また DNA メチル化が老化に関わるゲノム領域を明らかにできれ

ば、メチル化酵素の機能を人為的に操作することにより老化を制御することが可能にな

り、将来この知見をヒトに還元することで健康長寿の達成に大きく貢献できると期待され

る。 
仮にメチル化リセットが複数のメチル化酵素のコンビネーションによって行われ、それ

らの特定が困難であったとしても、これまでに申請者が取り組んできた DNA メチル化の

組織特異的役割について明らかにできることが期待される。実際、dnmt3bb.2 については

既に angptl1b のジーンボディメチル化により、遺伝子の適正な発現量および転写開始点

の決定、転写産物の integrity の担保に寄与し、初期胚における適切な血管形成に必要で

あることが明らかになり、血管内皮細胞と血球分化のマスター遺伝子として知られる

npas4l に対する負の制御因子として Angptl1b を特定することに成功した。今後、ゼブラ

フィッシュにおいて機能分担していると考えられる de novo DNA メチル化酵素群の発
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生、分化、老化における機能をつぶさに明らかにすることは、エピジェネティクス制御が

遺伝子発現を介して生命現象を統御する過程の理解に役立つモデル動物を確立できる点で

生物学的に大いに価値がある。 
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