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研究要旨 

脊椎動物のゲノムDNAにおいて “CpG”という並びにあるシトシン(C)の７割はDNAメ

チル基転移酵素(DNA methyltransferase; Dnmt)の働きによりメチル化を受けている（以

下、DNA メチル化）。発生の初期にゲノムのメチル化パターンは概ね定まり、以降、成体

から死に至るまで全体的には安定に維持されるが、局所的には加齢に伴いメチル化状態は

緩徐に変化し、この現象はエピジェネティックドリフトと呼ばれている。DNA メチル化

は遺伝子の活性を抑制する効果を持つため、エピジェネティックドリフトは加齢とともに

遺伝子発現の制御が失われていくことを示唆する。このことからエピジェネティックドリ

フトは老化の主要な原因ではないかと推測されている。しかし DNA メチル化変動と老化

の因果関係は未だ実証されていない。そこで本課題では、モデル脊椎動物であるゼブラフ

ィッシュの DNA メチル化酵素活性を人為的に変動させることにより、老化表現型や寿命

が変化しうるのかを検証する。また DNA メチル化の変動が遺伝子発現に与える影響を個

体レベルで明らかにする。 

DNA メチル化と老化の関連を調べるに当たり、本研究でゼブラフィッシュを実験材料に

選んだのは、ゼブラフィッシュのエピジェネティックドリフトがマウスなどの哺乳動物に

おけるそれよりも単純であるからである。マウスでは加齢に伴いゲノム領域によりメチル

化レベルが上がる場合と下がる場合があるのに対し、ゼブラフィッシュのゲノムでのエピ

ジェネティックドリフトはメチル基の脱落のみである。そして受精後すみやかに、すなわ

ち次世代の出発時に元の高メチル化状態に戻る（以降、この現象を「リセット」と記す）。

そのためゼブラフィッシュでは、ゲノムのメチル化レベルを上げることで若返りに、下げ

ることで老化に繋がることが期待される。 

ゼブラフィッシュのゲノムのメチル化レベルを変化させるには、リセットを担う酵素の

同定が必要となる。脊椎動物の受精時にシトシンにメチル基を新たに付与する酵素が de 

novo 型 DNA メチル化酵素で、これは Dnmt3 と名付けられている。ゼブラフィッシュに

はDnmt3様タンパク質をコードするdnmt3のホモログが6つ存在する(dnmt3aa, ab, ba, 
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bb.1, bb.2, bb.3)が、どの Dnmt3 タンパク質がリセットを担っているか、またそれは一つ

なのか複数なのかは明らかでない。そこで本課題では、まずゲノム編集技術を用いてゼブ

ラフィッシュの６つの de novo 型 DNA メチル化酵素遺伝子をそれぞれ欠損させ、リセッ

トに異常を来す変異体を同定することを第一の目標とした。そして、これらの変異体が胚

性致死でなければ、個体を成長させて老化の表現型を解析する。次に、老化が亢進される

変異体が見つかれば、原因となった DNA メチル化酵素を逆に高発現するトランスジェニ

ックゼブラフィッシュを作製し、老化が遅延するかどうかを検定する。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す。 

本研究ではまた、エピジェネティックドリフトが遺伝子発現の制御にどのような影響を

及ぼすのかについても解析する。具体的には、本研究で作製する dnmt3bb.2 変異体につ

いて全ゲノムメチル化解析とトランスクリプトーム解析を組み合わせることにより

Dnmt3bb.2 タンパク質が標的とする遺伝子を明らかにする。そしてこの標的遺伝子をエ

ピジェネティックドリフトの「モデル遺伝子」と見なして、dnmt3bb.2 変異体におけるそ

の標的遺伝子の発現を、発現量や転写開始点、スプライシング、転写産物構造の完全性

(integrity)などの視点から解析することで、エピジェネティックドリフトが遺伝子に何を

もたらすのかを判断する。この知見は、高齢者特有の疾患の発症機序を理解することや、

疾患のバイオマーカー探索に貢献すると期待される。 
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Ａ．研究目的 

 脊椎動物のゲノム DNA における DNA メチル化は、加齢に伴いその状態が緩徐な変化

をすることが知られており、この現象はエピジェネティックドリフトと呼ばれている。

DNA メチル化は遺伝子の活性を抑制する効果を持つため、エピジェネティックドリフト

は加齢とともに遺伝子発現の制御が失われていくことを示唆しており、このことからエピ

ジェネティックドリフトは老化の主要な原因ではないかと推測することが出来る。しかし

DNA メチル化変動と老化の因果関係は未だ実証されていない。 

そこで本課題では、モデル脊椎動物であるゼブラフィッシュの DNA メチル化酵素活性

を人為的に変動させることにより、老化表現型や寿命が変化しうるのかを検証し、老化に

関与する DNA メチル化酵素の同定を目指した。また、高齢者特有の疾患のバイオマーカ

ー検索への貢献が期待できるという観点から、エピジェネティックドリフトが遺伝子発現

に与える影響を明らかにすることを目的とした。 

 

 

Ｂ．研究方法 

DNA メチル化と老化の関連を調べるに当たり、本研究ではゼブラフィッシュを実験材料

に選んだ。マウスなどの哺乳類では加齢に伴いゲノム領域によりメチル化レベルが上がる

場合と下がる場合があるのに対し、ゼブラフィッシュのゲノムでのエピジェネティックド

リフトの変動は単純で、加齢によるメチル基の脱落のみである。そして受精後、すなわち

次世代の出発時に元の高メチル化状態に戻る（リセット）。そのためゼブラフィッシュで

は、ゲノムのメチル化レベルを上げることで若返りに、下げることで老化に繋がることが

期待される。 

ゼブラフィッシュのゲノムのメチル化レベルを変化させるには、リセットを担う酵素の

同定が必要となる。脊椎動物の受精時にシトシンにメチル基を新たに付与する酵素が de 

novo 型 DNA メチル化酵素で、これは Dnmt3 と名付けられている。ゼブラフィッシュに

はDnmt3様タンパク質をコードするdnmt3のホモログが6つ存在する(dnmt3aa, ab, ba, 

bb.1, bb.2, bb.3)が、どの Dnmt3 タンパク質がリセットを担っているか、またそれは一つ

なのか複数なのかは明らかでない。そこで、ゲノム編集技術（CRISPR/Cas9 システム）

を用いてゼブラフィッシュの６つのde novo型 DNAメチル化酵素遺伝子をそれぞれ欠損

させた変異体を作製し、胚性致死ではない変異体についてはそのまま成長させ、老化表現

型の観察を行なった。さらに母性胚性変異体を作製し、その初期胚における DNA メチル

化状態のリセットを解析し、リセットに関与する遺伝子の同定を行なった。 

また、エピジェネティックドリフトが遺伝子発現の制御にどのような影響を及ぼすのか

についての解析として、前途で作製した dnmt3bb.2 変異体について全ゲノムメチル化解

析とトランスクリプトーム解析を行い、その結果の突き合わせにより Dnmt3bb.2 タンパ

ク質が標的とする遺伝子を明らかとした。dnmt3bb.2 変異体におけるその標的遺伝子の発
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現を、発現量や転写開始点、スプライシング、転写産物構造の完全性(integrity)などの視

点から解析することで、エピジェネティックドリフトが遺伝子に何をもたらすのかの判断

を行なった。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、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、法令および研究医機関の規則に従

って実験計画の申請手続きを適切に行なった。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心がけた。動物実験に関しては、必要最低限の個体を用い、出来る

限り苦痛を軽減するよう配慮した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

リセットは受精直後に生じるのであるから、リセットを担う Dnmt3 タンパク質は単独

であるにせよ複数であるにせよ、あらかじめ卵母細胞に蓄えられていると想定された。こ

れまでの当研究室及び他の研究室での実験から、6 つの de novo 型 DNA メチル化酵素遺

伝子(dnmt3)ホモログすべてにおいて、それぞれの転写産物が卵母細胞に存在することが

わかっている。したがって６種類の Dnmt3 タンパク質すべてが卵母細胞に存在すると予

想され、いずれもリセット担当酵素の候補になり得ると考えられた。そこで各 dnmt3 遺

伝子の変異をホモに持つ個体を作製した（胚性変異体）。この胚性変異体のメスの卵母細

胞には各 Dnmt3 タンパク質が存在しないことになる。そして同様に、変異をホモにもつ

オスと掛け合わせれば、そのペアから産まれる個体は受精時から一生を通じて完全にその

遺伝子産物フリーの個体となる（母性胚性変異体）。なお当然ながら、仮にいずれかの

Dnmt3 タンパク質が生存に必須であれば、その胚性変異体は得られず、したがって母性

胚性変異体胚も得られないことになる。 

リセットは Dnmt3 タンパク質の母性胚性変異体で検証する必要があるため、まず各遺

伝子の欠損系統の樹立を試みた。その結果、dnmt3bb.1（旧dnmt4）、dnmt3bb.2（旧dnmt3）、

dnmt3bb.3（旧 dnmt5）、dnmt3ba（旧 dnmt7）の 4 つについては CRISPR/Cas9 システ

ムにより欠損変異を導入できた。また、dnmt3aa（旧 dnmt8）、dnmt3ab（旧 dnmt6）の

2 つについては共同研究者から欠損変異体の譲渡を受け、最終的に６つ全ての dnmt3 ホ

モログの変異体を得ることができ、いずれについても胚性変異体を得ることができた。そ

してその６つの胚性変異体から産まれた母性胚性変異体を検証したところ、明確な発生異

常を示さず、またリセットは正常で成体にまで成長することが分かった。このことから、

dnmt3 ホモログ間にはリセットにおいて機能相補性が存在し、複数の dnmt3 ホモログが
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関与して行われている蓋然性が高まった。そこで、dnmt3 ホモログを多重に欠損変異させ

た母性胚性多重変異体の作製を進めた。 

二重変異体として、dnmt3bb.2& dnmt3bb.3、dnmt3bb.2& dnmt3aa、dnmt3ab& 

dnmt3ba、dnmt3ba& dnmt3aa の４つの胚性変異体を作製し、その母性胚性変異体での

発生とリセットの解析を行なったところ、明確な異常は示されなかった。さらに三重変異

体として、dnmt3bb.2& dnmt3bb.3& dnmt3ba、dnmt3bb.2& dnmt3ab& dnmt3aa、

dnmt3bb.2& dnmt3bb.1& dnmt3bb.3 の 3 つの胚性変異体を作製し、その母性胚性変異

体での発生とリセットの解析を行なったが、こちらも明確な異常は示されなかった。 

上記の結果を踏まえ、現在 dnmt3b にカテゴライズされる 4 つの遺伝子全てを欠損変異

させた dnmt3bb.2& dnmt3bb.1& dnmt3bb.3& dnmt3ba の胚性変異体を作製中である。 

 

本研究ではまた、最も初期に作製した dnmt3bb.2 変異体を用いて、遺伝子のメチル化が

果たす機能についても解析を進め、dnmt3bb.2 母性胚性変異体胚の全ゲノムメチル化シー

ケンスおよび発現マイクロアレイ解析のデータを突き合わせることで、変異体において

DNA メチル化と発現量の双方に異常を示す遺伝子としてアンジオポイエチン様遺伝子

angiopoietin like 1b (以下、angptl1b)を見出した。dnmt3bb.2 母性胚性変異体胚では

angptl1b のジーンボディのメチル化が失われており、発現量が著しく増加していた。こ

の遺伝子のホモログである angptl1a 及び angptl2b については、すでに他の研究室にお

いて、ゼブラフィッシュ胚の脈管形成に必要であることが示されていた。一方、dnmt3bb.2

母性胚性変異体胚では、以前より一過的な血管形成異常と血流速度低下が観察されていた

ことから、この表現型が angptl1b の機能異常によりもたらされることが推測された。 

次に dnmt3bb.2 母性胚性変異体胚における angptl1b の転写開始点を検証した。すると

プロモーターからの正常な angptl1b の転写が一切見られず、その転写は angptl1b 遺伝子

内部低メチル化領域（主に第二エキソン）の様々な位置からスタートしていることを見出

した。それらの転写産物からは angptl1b タンパク質への翻訳は期待されない。したがっ

て、発現マイクロアレイ解析において dnmt3bb.2 母性胚性変異体胚では angptl1b の発現

量は一見亢進しているとみられたものの、実際には angptl1b タンパク質は失われている

と考えられた。これらの結果から、ジーンボディのメチル化が 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。 

以上のように、ゼブラフィッシュ初期胚における 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製、並びにメチル化異常が遺伝子発現に及

ぼす影響の解析を当初の計画通り順調に進めることができた。 
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Ｄ．考察と結論 

ゼブラフィッシュに存在する Dnmt3 様タンパク質をコードする dnmt3 の 6 つのホモロ

グ (dnmt3aa, ab, ba, bb.1, bb.2, bb.3)単体を欠損変異させた個体の初期胚におけるメチ

ル化リセットの異常は認められず、dnmt3 ホモログ間でのリセットに関する機能相補性の

存在が示唆された。さらに二重変異体、三重変異体での母性胚性変異体における初期胚の

メチル化リセットの解析でも異常は認められず、引き続き哺乳類の dnmt3b にカテゴライ

ズされる 4 つの遺伝子（dnmt3bb.2, dnmt3bb.1, dnmt3bb.3, dnmt3ba）全てを欠損させ

た胚性変異体の作製を進めている。 

また最近、DNA メチル化の維持をすることが知られている dnmt1 の de novo 型メチル

化酵素としての活性が学会で報告された。そこで今後、当研究室で維持している dnmt1

の機能低下型変異体の胚性変異体から母性胚性変異体を作製し、リセットの解析を進める

予定である。 

de novo 型 DNA メチル化酵素の同定は、エピジェネティックドリフトと老化との因果関

係を明らかにする上で必要不可欠であり、その因果関係が立証できればメチル化酵素の機

能を調整することにより老化を制御することが可能となることが期待される。 

 

dnmt3bb.2母性胚性変異体胚の全ゲノムメチル化シーケンスおよび発現マイクロアレイ

解析のデータを突き合わせることにより、dnmt3bb.2のターゲット遺伝子としてangptl1b

が見出された。dnmt3bb.2 母性胚性変異体胚では angptl1b のジーンボディのメチル化が

失われており発現量が著しく増加していたが、その転写開始点は正常な位置からではなく、

正常な翻訳産物の合成が期待出来るものでは無かった。このことにより、ジーンボディの

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が明らかとなった。この結果は、マイクロア

レイなどの発現解析において得られる結果が必ずしも正常な発現、さらにはそれから推測

される機能を有さないことを示唆しており、今後の発現解析での結果への慎重な解釈が必

要であることが示された。 
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