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 制御領域の DNA メチル化は遺伝子発現抑制に深く関わるとされてきたが、近年の実験結

果は必ずしも明確な相関を示していない。細胞のリプログラミングによる iPS 細胞の樹立で

は、元の体細胞とは明確なメチル化パターンの違いが見られ、かつそのクローン性はリプロ

グラミング前後における遺伝的および培養による細胞分布の両面における均一性を保証す

る。本研究ではこれらの特徴を活用し、ヒト子宮内膜由来の細胞株、およびその iPS 細胞株

について、遺伝子発現、DNA メチル化、ヒストン修飾の違いを調べ、比較検討を行った。

リプログラミングによる高メチル化で発現量が 10 分の 1 以下となる遺伝子座は 12 で、その

中にはマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)をコードする MMP1、MMP3、および MMP12
が含まれていた。これらに加え、MMP2 も発現量が大きく減少していたが、メチル化の変化

は gene bodyに見られ、プロモータ領域ではH3K4me3修飾が減少していることが確認された。

MMP1、MMP3、MMP12 を含む MMP ファミリー9 遺伝子は 11q22 でクラスタを形成してお

り、位置に依存した発現制御の違いがあり、クロマチン境界の存在と制御機構への関与が示

唆された。さらに機械学習を利用し、未だに理解されていないメチル化および脱メチル化に

関与するゲノム塩基配列の特徴抽出を試みた。得られた結果は、がん抑制遺伝子などを制御

するエピゲノム療法、また人為的な発現制御を必要とする再生医療などに対し有用な基礎デ

ータとなる。 
 

１．研究目的 
 DNA メチル化は遺伝子発現制御に重要な

役割を担っていることが長く知られてきた

が、今では CRISPR/Cas9 ゲノム編集を応用

したエピゲノム編集技術により、標的領域

のメチル化状態を in vivo でさえ制御するこ

とが可能となった。しかしながらプロモー

タ領域のメチル化状態が発現と関わる遺伝

子はむしろ少数であることが知られつつあ

り、任意の遺伝子に対してエピゲノム操作

を行うことができる状況に至っていない。

本研究ではヒト iPS 細胞とその親株という

isogenic サンプル対を用い、塩基配列に依存

する効果と細胞不均一性を排除した上で、

細胞のリプログラミング前後における発現

とメチル化状態を比較し、プロモータ、エ

ンハンサ、サイレンサ、インスレータ等に

存在する遺伝子発現に関わるDNAメチル化

サイトを同定する。また、それに伴うヒス

トンのメチル化修飾などクロマチンの変化

についても必要な考察を行う。さらにディ

ープラーニング等、最新の機械学習を利用

し、未だに理解されていないメチル化およ

び脱メチル化に関与するゲノム塩基配列の

特徴抽出を試みる。得られる結果は、がん

抑制遺伝子などを制御するエピゲノム療

法、また人為的な発現制御を必要とする再

生医療などに対し有用な基礎データとな

る。 
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３．研究成果 
 個体にはいくつもの器官および組織があ

り、さらにさまざまな細胞が存在し、それ

ぞれにおいて異なる遺伝子セットの発現制

御がなされている。本研究課題の目標はで

きるだけ多くのヒト遺伝子について、それ

ぞれの発現に深く関わるDNAメチル化サイ

トを同定することであり、そのためには多

くの細胞種で iPS 細胞株を樹立し、そのサン

プル対に対してDNAメチル化の比較解析を

行う必要がある。本年度は子宮内膜由来細

胞およびその iPS 細胞株との比較解析から、

マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)遺
伝子群について具体的な結果が得られた。 
 MMP はコラーゲンなど細胞外マトリッ

クスを分解する酵素で、月経における剥離、

脱落にも関与し、子宮内膜間質細胞におい

ては MMP1 や MMP2 の高発現が見られる。

この細胞を親株としてリプログラミングに

より iPS 細胞株を樹立させると、幹細胞にお

いては不要であるためか上記 2 遺伝子の

mRNA 発現量は 1/10 以下に抑制される。メ

チル化アレイによるデータから、MMP1 に

ついてはプロモータ領域の 1 サイト、MMP2
についてはgene bodyの離散的な数ヶ所の高

メチル化が観察され、発現抑制に強く関わ

っている可能性がある。特に MMP2 該当箇

所にはエンハンサの存在が示唆されてい

た 。MMP20 については子宮における機能

と関わりがないためか発現しておらず、iPS
細胞でもオフのままであるが顕著な高メチ

ル化を受けていた。MMP20 に関する制御情

報を得るためには、子宮内膜とは別の

MMP20が発現している細胞をリプログラミ

ングする必要がある。本研究では重要な役

割を担うサイトを 1 塩基解像度で調べるた

め、メチル化アレイでななく、全ゲノムに

わたって詳細なデータを取得することがで

きる PBAT 法を採用し、個々の遺伝子に対

して同様の解析を行なっている。解析対象

とする遺伝子が発現する細胞が見つからな

い場合は、iPS 細胞を分化誘導することで発

現を促し、その際のメチル化変化を iPS 細胞

と比較する必要がある。 
 本研究では、これまで独自に樹立さ

せた iPS 細胞株のデータに加え、一般

に公開されている iPS 細胞、ES 細胞、

その他多くの種類の体細胞の DNA メ

チル化データを取得して、ヒト iPS 細

胞特性判別システムを開発し、一般に

公開した。  
 このシステムでは合計 374 ヒト由来

サンプルの DNA メチル化データを、

線形分類および勾配ブースティング

決定木による機械学習にける訓練デ

ータ、テストデータとして利用し、判

別モデルを完成させた。体細胞と多能

性幹細胞の判別はもちろんであるが、

意外なことに iPS 細胞と ES 細胞の判

別も可能であることが分かった。ニュ



 

ーラルネットワークに基づくディー

プラーニングとは異なり、線形分類や

勾配ブースティング決定木によるア

ルゴリズムでは、分類に寄与した説明

変数を重要度のランキングとともに

取り出すことが可能である。この結果

から、ES 細胞と比べた iPS 細胞の特徴

を整理し、論文として発表することが

できた。得られた結果は、がん抑制遺

伝子などを制御するエピゲノム療法、

また人為的な発現制御を必要とする

再生医療などに対し有用な基礎デー

タとなる。  
 ヒト iPS 細胞の特性を非破壊的に、

廃棄する培養液に含まれる糖鎖から

調べる方法についても研究を進めて

おり論文として、また国内および米国

における特許申請という形で成果が

出つつあり、メチル化と関連させ発展

させたいと考えている。  
 本研究は CpG メチル化を主なター

ゲットとしているが、ヒトとアカゲザ

ルのゲノム配列を比較することでそ

の分子進化について考察した研究を

論文発表することができた。本研究課

題から得られる結果は、アカゲザルに

おける対応する CpG サイトとも比較

しながら発現制御における重要性に

ついて検討することが可能であると

考えている。  
 DNA メチル化の培養条件による変

化、RNA メチル化による発現の変化、

その他次世代シークエンサを用いた

発現制御の共同研究が今年度発表の

論文になっており、また本研究課題で

いずれ重要になるディープラーニン

グの技術に関する報告を責任著者と

してプレプリント公開した。  
 

４．研究内容の倫理面への配慮 
 本研究はヒト由来の組織サンプルを用

い、細胞培養、iPS 細胞樹立、遺伝子発現解

析、DNA メチル化解析を主とするが、全ゲ

ノムバイサルファイトシークエンシングを

行うため、個人のゲノム塩基配列決定を伴

う研究である。すでに所属機関の倫理審査



 

委員会で承認を得ているが、社会的コンセ

ンサスを理解した上で、ヒトゲノム遺伝子

解析研究の倫理指針をはじめとする関連法

令、特に「人を対象とする医学系研究に関

する倫理指針」をよく理解した上で作業を

行う。サンプル提供者に対して事後にさら

なるサンプル提供や情報提供を求める必要

がないため、細胞サンプルは代表者が扱う

段階ですでに匿名化されているもののみを

収集対象とする。匿名化されているとは言

え、最終的にはゲノム塩基配列の一部を公

開することになるためその扱いには最大限

の注意を払う。 
 


