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研究テーマ 

核内受容体GCNFによる新生DNAメチル化制御機構 

１．はじめに  

 哺乳動物では発生初期にゲノム全体のDNAメチル化模様の書き換えがおこる。しかし、一旦メチル化の情

報が消去された後に、どのようにして新たにメチル化されるべき場所が決定されるのか、その機構は明らか

にされていない。ここで、体細胞ゲノムのメチル化CpGの大部分は、セントロメアヘテロクロマチン、レトロトラ

ンスポゾン由来の反復配列や偽遺伝子領域に検出され、全般的にはDNAメチル化模様と塩基配列コンテク

ストとの関係は希薄と報告されている1。しかし、これは（メチル化CpG全体のうちに占める割合としては少な

い）遺伝子領域におけるCpGのメチル化制御が塩基配列コンテクストに依存することを否定するものではな

い。実際にCooneyらは、オーファン核内受容体GCNF (Germ cell nuclear factor)の欠損マウスを作製し、

GCNFがpluripotency遺伝子のOct4の転写抑制因子であることを示しただけでなく、GCNF欠損ES細胞にお

いては、分化によって通常誘導されるOct4プロモーター領域のDNAメチル化が誘導されないことを示した

2,3。一方、我々は、強制発現系を用いた免疫沈降実験によってGCNFタンパク質が新生DNAメチル化酵素

であるDnmt3a/bタンパク質と相互作用することを示し、GCNFはDnmt3a/bをクロマチンに動員する因子の一

つではないかと考えた4。 

 本研究の目的はGCNFに対する特異的モノクローナル抗体を作製し、その抗GCNF抗体を用いて内因性

GCNFタンパク質がDnmt3a/bのどのアイソフォームと相互作用するのかを明らかにすること、さらに、GCNF

によるDNAメチル化誘導機構をより明らかにするためにGCNFと相互作用する他のタンパク質を同定するこ

とである。 

２．方法 

  内因性GCNFタンパク質を解析する際には、マウスES細胞を胚様体形成により分化させた。多くの研究で

は細胞を単一にした後にLIFを除去しレチノイン酸を添加して単層培養にてES細胞を分化させているが、この

方法では、主に原始内胚葉（胚体外組織）に分化する5。我々はBainの方法6に準じ、LIF非存在下で浮遊培

養して胚様体を形成させ４日目から４日間 1μMレチノイン酸を添加した。この系では、外層に原始内胚葉が

分化するが、内側では細胞は神経系を始めとした三胚葉の細胞へ分化する。 

３．結果  

 （１）内因性GCNFタンパク質とDnmt3各アイソフォームとの相互作用について 

  上記に述べたES細胞の分化条件では、分化誘導後6日目にGCNFタンパク質の発現はピークとなる （図

１A）。一方、Dnmt3a2とDnmt3bが分化誘導後２から４日

目にかけて高い発現を示すが，6日目以降ではDnmt3a1が主 

に発現するアイソフォームとなる（図１B）。次に抗GCNF抗体 

を用いた免疫沈降を行い、Dnmt3各アイソフォームに対する 

Western blotを行ったところ、分化誘導４日目にはGCNFは主に 

Dnmt3a2、Dnmt3bと相互作用し、分化誘導6日目には主にDnmt3a1 

と相互作用することがわかった（図２）。 



 （２）GCNFタンパク質と相互作用するタンパク質につい

て 

 ES細胞の分化誘導6日目の細胞抽出液、核抽出液あるい 

は、FLAGタグGCNFとDnmt3a1を発現させたHEK293細胞 

の安定形質変換細胞株の核抽出液を用いて３種類の抗 

GCNF抗体による免疫沈降を行い、その免疫沈降物に 

含まれるタンパク質をMSショットガン法により解析した。 

その結果ES細胞及びHEK293細胞の両方で複数の 

抗GCNF抗体に共通してTrim28タンパク質が同定された。そこで、 

COS７細胞にFLAGタグTrim28とタグのないGCNFを発現させて抗GCNF抗体 

による免疫沈降をおこなったところ、 免疫沈降物にFLAG-Trim28が検出された 

（図３）。 

  ４．考察 まとめ 

 GCNFとDnmt3a/bは胚性細胞の分化過程で以下のように二段階の相互 

作用様式をとると考えられる。分化初期にはGCNFの発現レベルは低く、Oct4 

の転写活性も維持されている。Oct4自身が制御するmi R 290 clusterはRbl2の発現を抑制することにより

Dnmt3a2/bの発現を正に制御する7,8。GCNFは量は少ないがDnmt3a2/bと結合し、Oct4の発現レベルを微

細に制御する。分化が進行するとGCNFの発現が上昇し、Oct4, miR 290, Dnmt3a2/bの発現が低下する。

GCNFはmiR290の制御下にはないDnmt3a1と結合し、Oct4プロモーターDNAメチル化を加速させる。実際

に調べたOct4プロモーターDNAメチル化の時間的タイミングはこの考えと矛盾しない4。 

 今回GCNFとTrim28との相互作用が新規に見いだされた。Trim28のHP1 binding domainがOct4の発現調

節に関与することが示唆されている9。また、Trim28が発生初期の新生DNAメチル化に関与していることも報

告されている10。今後GCNFとTrim28との機能的関連を明らかにしたい。 
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