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研究成果の概要（和文）：本研究では、全能性を有する初期の着床前胚で特異的に発現する遺伝子の機能解析を
行い、Klf17とBtg4は正常発生に必要な母性効果遺伝子であり、それぞれ受精後の胚性遺伝子の活性化と母性RNA
の分解に重要な働きを果たすことを明らかにした。また、Trim61はE3ユビキチンリガーゼ活性を有しており、正
常発生に必要な母性-胚性効果遺伝子であることを明らかにした。さらに、Pramef12は、精子形成に必須の遺伝
子であり、始原生殖細胞の発生もしくは分化に重要であることを明らかにした。さらに、ES細胞に含まれる全能
性細胞を可視化することに成功し、その割合を顕著に増加させる培養条件を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the function of totipotent-cell specific genes in
 vivo. We found that Klf17 and Btg4 are maternal effect genes required for preimplantation 
development. We also revealed that Klf17 and Btg4 are involved in zygotic gene activation and 
maternal RNA degradation, respectively. We also found that Trim61 possess E3 ubiquitin ligase 
activity, and is maternal-zygotic effect gene required for preimplantation development. In additoin,
 we revealed that Pramef12 plays important role in differentiation of male primordial germ cells, 
and is required for spermatogenesis. Furthermore, we defined culture condition for ESCs that leads 
to increases the population of totipotent cells. 

研究分野： 着床前胚

キーワード： 着床前胚　全能性　Klf17　Btg4　Trim61　Pramef12
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
精子と卵子は遺伝情報を次世代に伝える

ために分化した細胞であるが、受精後すぐに
リプログラミングされ、個体発生に必要な全
ての細胞に分化できる全能性と呼ばれる能
力を再獲得する。この過程では、ゲノム全体
の脱メチル化、胚性遺伝子の活性化、母性
RNA の分解、および母性タンパク質の分解
などが重要であることが明らかにされてい
る。しかし、受精後に全能性が獲得される分
子機構については不明な点が多く残されて
いた。 
 
２．研究の目的 
受精卵から 8 細胞期頃までの細胞は、胎仔

と胎盤の両方に分化できる「全能性」細胞で
あり、胎仔のみに分化できる ES/iPS 細胞の
「多能性」を凌ぐ能力を有している。しかし、
初期の着床前胚は、幹細胞ではないためにそ
の利用は限定されている。受精卵の全能性は、
精子と卵子に刷り込まれたエピゲノム情報
がリプログラミングされることにより再獲
得される。本研究では、受精後のリプログラ
ミング機構の解明を行うとともに、全能性細
胞を可視化する実験系を構築することを目
的とする。また、得られた研究成果に立脚し
た“全能性幹細胞”の樹立にも挑戦する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、（1）受精後のリプログラミン

グ機構の解明、（2）全能性細胞で特異的に発
現する遺伝子の解析、および（3）全能性細
胞の同定法の構築と全能性幹細胞の樹立、と
いう 3つのテーマに取り組む。（1）では、AID 
(activation-induced cytidine deaminase) 
G23S (AID の 23番目のグリシンをセリンに置
換した変異体；脱アミノ化活性をほとんど持
たない) ノックインマウスを用いて、受精後
の能動的 DNA脱メチル化に AIDが及ぼす影響
を検討する。また、新規ヒストン修飾 (ヒス
トン H2B の 112 番目のセリンの GlcNAc 化；
H2B S112GlcNAc) が、胚性遺伝子の活性化に
及ぼす影響を検討する。（2）では、全能性を
有する受精卵から8細胞期までの間に高い発
現を示す機能未知の遺伝子について、ノック
アウトマウスを作製し、全能性の再獲得に関
与するかどうかを明らかにする。（3）では、
ES 細胞に含まれる全能性細胞で発現する
MuERV-L（Murine endogenous retrovirus with 
leucine tRNA primer）の LTR 制御下で蛍光
タンパク質を発現する ES 細胞を樹立する。
この ES 細胞を無血清培地下で培養し、細胞
分化・増殖に関与するシグナル経路を活性化
するリガンドや阻害剤を用いて、レポーター
を安定して発現する条件を検討する。また、
(2)の解析により全能性の再獲得に関与する
分子が得られた場合には、レポーター導入 ES
細胞に遺伝子導入し、レポーターの発現が安
定化するかどうかを調べる。最終的には、レ
ポーター発現細胞のみからなる集合胚を作

製し、偽妊娠マウスに移植することにより、
この細胞が全能性を有する幹細胞であるこ
とを証明する。 
 
４．研究成果 
（1）受精後のリプログラミング機構の解明 
まず、AID が脱アミノ化を介して受精後の

能動的 DNA脱メチル化に関与するかどうかを
蛍光免疫染色法により検討した。その結果、
脱アミノ化活性をほとんど持たないAID G23S
ノックインマウスの受精卵においても、能動
的 DNA脱メチル化が生じることが明らかとな
った。したがって、AID は少なくとも受精卵
の雄性ゲノムで特異的に生じるゲノム全体
の能動的 DNA脱メチル化には関与しないこと
が明らかとなった。 
ES 細胞では Tet1/2 によりリクルートされ

た OGT （ O-linked N-acetylglucosamine 
transferase）が転写活性化に関与する H2B 
S112GlcNAc 修飾を誘導することが報告され
た。一方、研究代表者は、Tet3 が雄性クロマ
チンと強く結合し、雄性クロマチンに存在す
る 5 メチル化シトシン（5mC）を 5 ヒドロキ
シルメチル化シトシン（5hmC）に変換するこ
とを明らかにしている。また、受精卵では雄
性クロマチンにおいて雌性クロマチンより
も先に転写の活性化が生じることが明らか
にされている。これらのことから、受精卵で
は Tet3 が OGT を雄性クロマチンにリクルー
トすることにより、H2B S112GlcNAc 修飾を誘
導し、その結果として雄性クロマチンで転写
が活性化するという仮説を立てた。この可能
性を検証するために、受精卵における H2B 
S112GlcNAc の修飾状態とその機能について
検討を行った。その結果、①受精卵では雄性
クロマチンが特異的に H2B S112GlcNAc 修飾
をうけること、②OGT への雌性クロマチンへ
の結合は Stella（PGC7、Dppa3）により阻害
されていること、③Tet3 をノックダウンして
も OGT の雄性クロマチンへの結合および H2B 
S112GlcNAc 修飾状態に変化がないこと、④
H2B S112A 変異体(ヒストン H2Bの 112 番目の
セリンをアラニンに置換した変異体)を用い
て受精卵に存在する H2B S112GlcNAc 修飾を
消去しても、Tet3 のクロマチンへの局在およ
び雄性クロマチンにおける 5mC から 5hmC へ
の変換に変化がないこと、⑤受精卵において
Tet3 をノックダウンしても、H2B S112GlcNAc
修飾を消去しても転写に影響はなかったが、
Tet3 をノックダウンした受精卵から H2B 
S112GlcNAc 修飾を消去した場合には、雄性ク
ロマチンからの転写が抑制されること、⑥雄
性クロマチンからの転写に H2B S112GlcNAc
修飾に加えて Tet3 の酵素活性が必要である
こと、⑦受精後に転写が起こることが知られ
ている Dux、Gm8994、Zfp352、および Dub2a
遺伝子の転写には、雄性クロマチンにおける
5hmC と H2B S112GlcNAc 修飾が必要であるこ
と、を明らかにした。これらのことから、受
精卵では ES 細胞の場合と異なり、OGT が Tet



非依存的にクロマチンにリクルートされ、
5hmC と H2B S112GlcNAc 修飾の両方が雄性ク
ロマチンからの転写に必須であることが明
らかとなった。 
（2）全能性細胞で特異的に発現する遺伝子 

の解析 
本研究では、全能性を有する初期の着床前

胚に特異的に発現する遺伝子として、Klf17、
Btg4、Pramef12、Trim61、Rfpl4、Zc3h6、Zbed3、
および Zfp92 を同定した。これらの遺伝子の
mRNAの発現パターンを qRT-PCRにより検討
したところ、全ての遺伝子が成体マウスの主
要な臓器（脳、胸腺、心臓、肺、肝臓、腎臓、
脾臓、卵巣、および精巣）ではほとんど発現
が認められず、初期の着床前胚で特異的に発
現することが明らかとなった。 
① Klf17 
 Klf17 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した
結果、Klf17 は MII 卵から 4 細胞期までに発
現が認められ、大部分が核に局在することが
明らかとなった。Klf17 の生体内での機能を
調べるために、ノックアウトマウスを作製し
た。その結果、メスの Klf17 のノックアウト
マウスが不妊になることが明らかとなった。
そこで、ノックアウトのメスと野生型のオス
を交配し、得られた受精卵を試験管内で培養
したところ、Klf17 ノックアウトの卵子は野
生型の精子と受精させても、大部分が 2細胞
期で発生が停止することが明らかとなった。
Klf17 は DNA 結合ドメインと転写制御ドメイ
ンを有することから、Klf17 が 2 細胞期で生
じる胚性遺伝子の活性化に及ぼす影響を検
討した。Klf17 ノックアウトの卵子と野生型
の精子を受精させ、2 細胞期における遺伝子
発現を網羅的に検討した。その結果、Klf17
ノックアウトの卵子に由来する2細胞期胚で
は、野生型の 2 細胞期胚と比較して 2823 個
の遺伝子の発現が有意に変化していた。この
うち、2822 個の遺伝子は Klf17 ノックアウト
の卵子に由来する2細胞期胚で有意に発現が
低下していた。Gene ontology enrichment 
analysis の結果、K lf17 ノックアウトの卵
子に由来する 2細胞期胚では、翻訳関連遺伝
子、RNA の成熟と代謝に関連する遺伝子、お
よび細胞周期に関連する遺伝子の発現が低
下していることが明らかとなった。 
 以上の結果から、Klf17 は胚性遺伝子の活
性化に重要な役割を果たす母性効果遺伝子
であることが明らかとなった。 
② Btg4 
 Btg4 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した
結果、Btg4 は MII 卵から 4細胞期までに発現
が認められ、大部分が細胞質に局在すること
が明らかとなった。Btg4 の生体内での機能を
調べるために、ノックアウトマウスを作製し
た。その結果、Btg4 のノックアウトマウスの
メスが不妊になることが明らかとなった。そ
こで、ノックアウトのメスと野生型のオスを

交配し、得られた受精卵を試験管内で培養し
たところ、Btg4 ノックアウトの卵子は野生型
の精子と受精させても、全ての胚の発生が停
止することが明らかとなった。これらのこと
から、Btg4 は初期発生に必須の母性効果遺伝
子であることが明らかとなった。また、in 
vitro binding assay お よ び in vitro 
deadenylation assay の結果から、Btg4 は
Cnot7 と結合することにより Cnot7 の脱アデ
ニル化活性を促進することが明らかとなっ
た。最後に、Btg4 が受精後の RNA の分解に及
ぼす影響について検討した。その結果、Btg4
ノックアウトの卵子に由来する受精卵では、
野生型の受精卵と比較して、受精後に分解を
受けることが知られている 8 個の遺伝子
（H1foo、Plat、Gm813、Bub1b、Zp1、Gdf9、
c-Mos、および Npc1）の全てにおいて分解が
十分に生じないことが明らかとなった。以上
の結果から、Btg4 は受精後の母性 RNA の分解
に重要な役割を果たす母性効果遺伝子であ
ることが明らかとなった。 
③ Pramef12 
Pramef12 の特異的抗体を用いて着床前胚に
おける細胞内局在と発現パターンを検討し
た。その結果、Pramef12 タンパク質は受精卵
から胚盤胞期の間で発現し、核小体様構造の
辺縁部に局在することが明らかとなった。ま
た、Pramef12 の mRNA の発現は受精卵で最も
高く、2細胞期胚では急激に発現量が低下し、
4 細胞期以降ではほとんど発現が認められな
いことから、Pramef12 のタンパク質は着床前
胚において半減期が長いことが示唆された。
Pramef12 の生体内での機能を調べるために
ノックアウトマウスを作製した。その結果、
Pramef12 のノックアウトマウスのオスが不
妊になることが明らかとなった。また、組織
学的解析から Pramef12 ノックアウトマウス
の精巣では、全ての分化段階の生殖細胞が消
失しており、精巣上体内にも成熟した精子が
全く認められないことが明らかとなった。こ
れらのことから、Pramef12 の雄性不妊の原因
は精子形成不全であることが示された。 
④ Trim61 
 Trim61 の特異的抗体を用いて着床前胚に
おける細胞内局在と発現パターンを検討し
た。その結果、Trim61 は受精卵から 8細胞期
胚の間で発現し、その局在は受精卵から 4-8
細胞期胚に特異的に存在する核小体様構造
に限局していた。次に、培養細胞を用いて、
Trim61 が E3 ユビキチンリガーゼとして機能
するかどうかを検討し、Trim61 は相互作用す
るタンパク質をユビキチン化する可能性が
示唆された。生体内での機能を調べるために、
Trim61 のノックアウトマウスを作製した。そ
の結果、野生型のオスとノックアウトのメス
を交配して得られた受精卵が胚盤胞期まで
発生したのに対して、ノックアウト同士の交
配から得られた受精卵は、胚盤胞期まで発生
する胚の割合が著しく低下することが示さ
れた。精子由来ゲノムからの Trim61 は胚性



遺伝子として、2 細胞期胚から発現すること
から、受精卵からの正常な発生には、母性由
来の Trim61 と精子由来の Trim61 の両方が必
須であることが明らかとなった。以上から、
Trim61 は初期発生に必須の母性-胚性効果遺
伝子であることが示唆された。今後、Trim61
の核小体様構造における機能を明らかにす
る予定である。 
⑤ Rfpl4 
 Rfpl4 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した。
その結果、未受精卵では発現が認められず、
受精卵および 2細胞期胚で発現が認められ、
その大部分は細胞質に局在することが明ら
かとなった。また、Rfpl4 は、N 末端側に
RING finger 様ドメインを有しており、E3
ユビキチンリガーゼ活性を持つことが示唆
された。そこで、Rfpl4 が E3 ユビキチンリ
ガーゼ活性を有するかどうかを、免疫沈降
法を用いて検討した。その結果、Rfpl4 は
HEK293T 細胞において、相互作用するタン
パク質をユビキチン化する可能性が示唆さ
れた。すでにノックアウトマウスの作製を終
えており、現在 Rfpl4 の生体内での機能を解
析している。 
⑥ Zc3h6 
 Zc3h6 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した。
その結果、Zc3h6 は受精卵では大部分が細胞
質に局在し、2 細胞期ではその大部分が核へ
と移行することが明らかとなった。また、核
に移行した Zc3h6 の発現は 8細胞期まで続き、
16 細胞期以降に消失することが明らかとな
った。すでにノックアウトマウスの作製を終
えており、現在 Zc3h6 の生体内での機能を解
析している。 
⑦ Zbed3 
 Zbed3 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した。
その結果、Zbed3 は受精卵から 4 細胞期胚の
間で特異的に発現し、卵細胞膜皮質下に限局
していた。Zbed3 は、培養細胞を用いた研究
から、Wnt/β-catenin シグナルを正に制御す
ることが報告されているが、少なくとも初期
胚では、Wnt/β-catenin シグナルの制御には
関与しないことが示された。一方、Zbed3 の
特徴的な細胞内局在は、SCMC（subcortical 
maternal complex）と呼ばれる複合体の構成
成分の局在と酷似していた。また、免疫沈降
によりZbed3はSCMCの構成成分であるMater
相互作用することが示唆された。これらのこ
とから、Zbed3 は SCMC の構成成分である可能
性が考えられた。次に、生体内での機能を調
べるために、Zbed3 のノックアウトマウスを
作製した。その結果、メスの Zbed3 ノックア
ウトマウスから得られた受精卵では胚盤胞
期への発生率が著しく低下すること、また多
くの受精卵から不均等な割球を持つ2細胞期
が得られることが明らかとなった。以上から、
Zbed3 は初期発生に必須の母性効果遺伝子で

あり、均等な割球を持つ 2細胞期胚への分裂
に重要な役割を果たすことが示唆された。 
⑧ Zfp92 
 現在までに、特異的抗体およびノックアウ
トマウスの作製に成功している。 
 
（3）全能性細胞の同定法の構築と全能性幹 

細胞の樹立 
最近、全能性を失った多能性細胞と考えら

えてきた ES 細胞には、非常に低い割合で全
能性細胞が存在することが報告された。また、
これらの細胞集団では、レトロウイルスの一
種で、2 細胞期で一過的に発現する MuERV-L
を発現するすることも報告されている。そこ
で、本研究では、MuERV-L の発現を指標に ES
細胞に含まれる全能性細胞を可視化し、全能
性を保持したまま増殖できる培養条件を最
適化するとともに、当研究室で同定した全能
性細胞特異的遺伝子を用いて、全能性細胞を
誘導する実験系を構築することを目標に研
究を行った。その結果、ES細胞には過去の報
告通りごく一部の細胞がMuERV-Lを発現して
いた。また、FBS（fetal calf serum）の代
わりに KSR（KnockOut Serum Replacement）
用いて培養することにより、MuERV-L 陽性細
胞の割合が 0.01％から約 20％程度まで増加
することを見出した。さらに、MuERV-L 陽性
細胞の遺伝子発現解析から、全能性の指標と
なる 2細胞で一過的に発現する遺伝子群、お
よび当研究室で同定した全能性細胞特異的
遺伝子群（Klf17、Btg4、Pramef12、Trim61、
Rfpl4、Zc3h6、Zbed3、および Zfp92）の発現
が有意に上昇していることが明らかとなっ
た。一方、MuERV-L 陽性細胞では、解糖系関
連酵素の遺伝子発現が有意に低下していた。
一般に、全能性を有する初期の着床前胚では、
エネルギー源としてピルビン酸や乳酸を利
用することが知られており、グルコースを分
解する酵素の発現が分化した細胞に比べて
低いことが報告されている。これらのことか
ら、本研究で ES 細胞から誘導した MuERV-L
陽性細胞は、遺伝子発現だけではなく、エネ
ルギー代謝経路も全能性を有する初期の着
床前胚に近いことが示唆された。 
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