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研究成果の概要（和文）：　全能性は単独の細胞が自律的に発生を開始して個体を形成する能力であり、哺乳類
では着床前初期胚にのみその能力が備わっているが、その分子基盤は不明である。一方、生物の体内には多様な
糖鎖が存在し、組織や細胞が持つ固有の機能の発揮に深く関わっていることが示唆されているが、その生理的役
割・機能は未解明の部分が多い。本研究では、全能性の分子基盤における糖鎖修飾の機能・生物学的意義を明ら
かにすることを目指し、全能性の消失と関連する4細胞期胚特異的糖鎖修飾およびその制御因子の同定に成功
し、同定した4細胞期胚特異的糖鎖修飾がマウス着床前初期胚発生において重要な役割を果たすことを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Totipotency is the ability of an isolated cell to produce a fertile, adult 
individuals. It has been considered that only isolated blastomeres of preimplantation embryos 
possess totipotency among various types of cells in the body of mammals. However, the molecular 
basis of totipotency is unclear. In this study, we successfully identified a glycosylation that is 
specific for 4-cell stage mouse preimplantation embryos and revealed that an identified 
glycosylation plays important roles in mouse preimplantation development.

研究分野：生命科学
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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 
 全能性 (totipotency) とは、多細胞生物
一個体を形成することができる細胞の持つ
能力であり、哺乳類では受精卵から桑実胚に
至る前の着床前初期胚にその能力が備わっ
ている（図 1）。よく混同される能力に ES 細
胞や iPS 細胞が持つ多能性 (pluripotency)
がある。多能性は多細胞生物の個体を構成す
る全ての細胞種に分化できる能力であるが、
単独では一個体を形成することは出来ない。
全能性細胞は雌の輸卵管や子宮に移植する
と発生した個体が得られるのに対し、多能性
細胞は移植しても発生した個体は得られな
いのである。哺乳類細胞における多能性の分
子基盤は ES 細胞や iPS 細胞といった幹細胞
が樹立されていることもあり、研究が進展し
ている。しかし、全能性の分子基盤について
は、転写制御やクロマチン構造制御を中心に
研究が進められているものの、ほとんど解明
が進んでいない。 

図 1： 細胞の全能性 
 
 一方、生命活動に極めて重要な役割を果
たす生体高分子物質（鎖）は生命鎖と呼ば
れ、第一の生命鎖は核酸、第二の生命鎖は
タンパク質、そして第三の生命鎖が糖鎖で
ある。生物の体内には多様な糖鎖が存在し、
組織や細胞が持つ固有の機能の発現に深く
関わっていることが示唆され、その生理的
役割の解明が期待されている。しかしなが
ら、核酸やタンパク質に比べ糖鎖は非常に
多様で解析が困難であり、機械的な合成技
術もあまり確立されていないことから、
descriptive な研究成果の報告が多く生理
的役割・機能は未解明の部分が多い。研究
代表者らは、マウスにおいて卵と着床前初期
胚における糖鎖修飾プロファイルを調べ、4
細胞期胚のタンパク質が特異的な糖鎖修飾
状態であることを見出した（図 2）。 

図 2： 4 細胞期特異的な糖鎖修飾 
 
マウスでは 4 細胞期胚までが全能性を有し、
その後失われることから、4 細胞期胚特異的

なタンパク質の糖鎖修飾状態が全能性の分
子基盤に深く関与する可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 ES細胞やiPS細胞が持つ多能性は個体を構
成する全ての細胞種に分化できるが、自律的
な個体形成はできない。一方、全能性は自律
的な個体形成ができる細胞の能力であり、哺
乳類では受精卵から桑実胚に至る前の着床
前初期胚にのみその能力が備わっている。し
かし、全能性の分子基盤は多能性に比べ解明
が進んでいない。研究代表者らはマウス着床
前初期胚における糖鎖修飾プロファイルを
調べ、4 細胞期胚が特異的な糖鎖修飾状態で
あることを見出した。マウスでは 4細胞期胚
までが全能性を有し、その後失われることか
ら、4 細胞期胚特異的な糖鎖修飾状態が全能
性の分子基盤に深く関与する可能性が高い。
そこで本研究では、全能性の消失と関連する
4 細胞期胚特異的糖鎖修飾が全能性の分子基
盤において果たす役割を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 (1) 4 細胞期特異的糖鎖修飾の局在解析 
 4 細胞期特異的な糖鎖修飾を認識する蛍光
標識したレクチン（糖鎖に結合活性を示す抗
体以外のタンパク質）を用いた胚の蛍光染色
により、マウス着床前初期胚における糖鎖修
飾の局在を調べた。 
 
(2) マウス着床前初期胚トランスクリプト
ームを用いた4細胞期特異的糖鎖修飾の責任
分子探索 
 卵母細胞（GV 期、MII 期）、初期胚（1、2、
4、8細胞期胚、桑実胚、胚盤胞期胚）のRNA-seq
解析により、これらのトランスクリプトーム
を明らかにし、その情報解析から 4細胞期胚
特異的な糖鎖の合成に関わる候補酵素を選
定した。 
 
(3) ノックアウト着床前初期胚の作製方法
の確立 
 これまで胚性遺伝子の機能欠損は主に卵
母細胞や受精卵へのsiRNAのインジェクショ
ンによるノックダウンが用いられてきたが、
実験操作および機能欠損の効果を踏まえる
と汎用性が高いとは言えない状況である。そ
こで、CRISPR/Cas9 システムを用いて、100％
の効率でマウス着床前初期胚において標的
遺伝子をノックアウトする方法を確立した。 
 
(4) 4 細胞期特異的糖鎖修飾の責任分子の同
定 
 マウス着床前初期胚におけるトランスク
リプトームの情報解析により選定した糖鎖
の合成に関わる候補酵素について、
CRISPR/Cas9 システムを用いて候補酵素のノ
ックアウトをマウス受精卵において行い、遺
伝子の欠損により4細胞期特異的な糖鎖修飾



が減少する糖鎖合成酵素を責任分子として
同定した。 
 
(5) 4 細胞期特異的糖鎖修飾の生理的意義の
解明 
 4 細胞期特異的な糖鎖修飾の責任分子であ
ることが示唆された糖鎖合成酵素を
CRISPR/Cas9 システムを用いて欠損させ、着
床前初期胚発生への影響を観察した。 
 
４．研究成果 
 (1) 4 細胞期特異的糖鎖修飾の局在解析 
 4 細胞期特異的な糖鎖修飾を認識するレク
チンを用いて、マウス着床前初期胚における
糖鎖修飾の局在を調べたところ、透明体と胚
体の両方に存在していることを明らかにし
た。さらに、胚体では 2細胞期までは細胞膜
の内側に局在しているが、4 細胞期で細胞質
内に移動することを明らかにした。 
 
(2) マウス着床前初期胚トランスクリプト
ームを用いた4細胞期特異的糖鎖修飾の責任
分子探索 
 まず、既知の知見から 4細胞期胚特異的な
糖鎖の合成に関与する酵素を選定した。次に、
卵母細胞（GV 期、MII 期）、初期胚（1、2、4、
8 細胞期胚、桑実胚、胚盤胞期胚）のトラン
スクリプトームを明らかにし、4 細胞期胚特
異的な糖鎖の合成と遺伝子発現パターンが
相関する酵素を候補因子として選定した。 
 
(3) ノックアウト着床前初期胚の作製方法
の確立 
 これまで胚性遺伝子の機能欠損には、主に
卵母細胞や受精卵へのsiRNAのインジェクシ
ョンによるノックダウンが用いられてきた。
研究代表者らも同様の方法で胚性遺伝子の
機能欠損を試みたが、実験操作および機能欠
損の効果を踏まえると、汎用性が高いとは言
えないことが明らかとなった。そこで、これ
までに報告されているCRISPR/Cas9システム
を用いた効果的なノックアウト法 [引用文献
①②] を組み合わせ、そのシステムをマウス
受精卵にエレクトロポレーションにより導
入 [引用文献③] することで、100％のマウス
胚で標的遺伝子をノックアウトする方法を
確立した。 
 
(4) 4 細胞期特異的糖鎖修飾の責任分子の同
定 
 マウス着床前初期胚におけるトランスク
リプトームの情報解析により選定した糖鎖
の合成に関わる候補酵素を、研究代表者らが
確立したCRISPR/Cas9システムを用いてマウ
ス受精卵においてノックアウトし、遺伝子の
欠損により4細胞期特異的な糖鎖修飾が減少
する糖鎖合成酵素を同定することに成功し
た。 
 
 (5) 4細胞期特異的糖鎖修飾の生理的意義の

解明 
 4 細胞期特異的な糖鎖修飾の責任分子であ
ることが示唆された糖鎖合成酵素を
CRISPR/Cas9 システムを用いて欠損させ、着
床前初期胚発生への影響を観察したところ、
発生異常および遅延が観察され、4 細胞期特
異的な糖鎖修飾が胚発生に重要な役割を果
たしていることが示唆された。 
 
 多能性の分子基盤は ES 細胞や iPS 細胞に
代表される様々な幹細胞が単離または人工
的に樹立されていることもあり、研究が進展
しているものの、全能性の分子基盤は解明が
あまり進んでいいない。現在、全能性の分子
基盤については、転写制御やクロマチン構造
制御を中心に研究が進められているのに対
し、本研究では全能性の分子基盤の解明に、
全能性の消失と関連する糖鎖修飾の機能解
析により取り組み、糖鎖修飾が着床前初期発
生に重要な役割を果たしていることを明ら
かにした。今後も全能性の分子基盤解明を目
指す研究を推進する予定であるが、そのため
には転写制御やクロマチン構造制御の研究
からのアプローチでは不十分であると考え
ており、本研究を発展させた糖鎖修飾からの
アプローチによる進展が期待できる。 
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