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研究成果の概要（和文）：我が国においても生殖補助医療における体外受精の件数は年々増加しており、またその約半
数で顕微授精(ICSI)が適用されている。
本研究はヒトの初期発生胚に及ぼすICSIの影響を明らかにし、その技術の向上・改善を目指すものである。まずT7 RNA
 polymeraseを用いて単一胚からRNA-seqを行う実験系を確立した。これを用いて、生殖補助医療において移植に用いら
れず廃棄される胚の提供を受け、胚盤胞期のヒト胚においてICSIによって発現の影響を受ける遺伝子を複数同定するこ
とに成功した。これらの遺伝子は、ICSI技術の改善のための有用なマーカーとなることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The application of the in vitro fertilization (IVF) in assisted reproductive 
technology has been increased since its first introduction. Recently, the intracytoplasmic sperm 
injection (ICSI) technique is used in about half of the IVF cases in Japan.
The aim of this study is to evaluate the effects of ICSI on the transcription regulation in human early 
development and to improve the ICSI method. First, we successfully established the RNA amplification 
protocol for single embryo RNA-seq analysis using T7 RNA polymerase. Then we analyzed the gene expression 
profile of the human blastocysts that were not transferred in assisted reproductive technologies. As the 
results, we identified the genes that affected their expression by ICSI procedure. These genes expected 
to be the useful markers to improve the ICSI technique.

研究分野：エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における体外受精による出生数は
本研究開始時にすでに累計で２０万人を超
え、年間およそ２万人、すなわち５０人に一
人の子供が体外受精によって生まれていた。
この数はその後さらに増加を続けている。ま
た国の少子化対策の一環として特定不妊治
療費助成事業も推進されており、体外受精の
基盤的な技術の向上と安全性の維持は重要
な課題である。顕微受精（ICSI）は受精に際
し精子の頭部を顕微鏡下で直接卵に注入す
ることによって受精を行う技術で、近年、ヒ
トの生殖医療においても急速にその利用が
拡大している。我が国の体外受精のほぼ半数
が ICSI によるものになっており、その数は
増加の傾向にある。一方、体外受精技術その
ものが、初期胚の発生やその後の成長過程に
おいてどのような影響を及ぼすかという問
題については、必ずしも十分な検討が加えら
れないまま新技術の開発・応用が進められて
きた側面もある。 
 われわれはマウスモデル系でのゲノムワ
イドな解析により ICSI 技術が個体発生、成
長過程における遺伝子発現へ与える影響を
初めて明らかにした。遺伝的背景や、実験条
件を厳密に制御することにより、この技術に
よって作製された胚は発生の早い段階から
遺伝子発現プロフィールの変化が引き起さ
れ、それが少なくとも出生仔の段階でも認め
られることが明らかになった。これは ICSI
技術そのものに起因する問題が存在するこ
とを意味しており、ヒトにおいても同様の影
響があることを強く予想させた。しかしなが
らヒトの ICSI 技術については、体外受精の
影響についての疫学的調査は行われてきた
ものの、胚そのものの遺伝子発現調節などへ
の影響を分子生物学的に調べる研究はこれ
まで行われてこなかった。そこで、影響を受
ける（受けやすい）遺伝子と、その結果とし
て生じる表現型を明らかにすること、さらに
は ICSI 技術の改良を進めこれを回避するた
めの方法論を示すことは重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
 ヒトの生殖補助医療において、ICSIおよび
通常の体外受精（cIVF）によって受精したヒ
ト胚における遺伝子発現プロフィールを解
析し、ICSIによって発現制御に影響を受ける
遺伝子を同定すること、またこれらの遺伝子
を指標として ICSI 技術の安全性の確保や技
術の向上を目指すことが本研究の目的であ
る。 
 このため、移植に用いられず廃棄される胚
を用いて、それぞれの胚の遺伝子発現プロフ
ィールを比較し、ヒトにおいて ICSI の操作
によって影響を受ける遺伝子を同定するこ
とを計画した。このため、ヒト体外受精にお
いて胚を凍結保存する胚盤胞期までのサン
プル一つずつから得られる極微量の RNA を
用いて初期胚１つずつから RNA-seq によっ

て遺伝子発現プロフィールを再現性良く取
得する実験系の確立も本研究の重要な目的
の一つである。 
 また、遺伝的背景が均一な実験動物を用い
て厳密に ICSI の影響を検定できるマウス初
期胚を用いて、本研究で確立する実験手法を
用いて単一胚から初期胚の遺伝子発現プロ
フィールを取得するとともに、 zygotic 
activation によって受精後新たに発現を開始
する遺伝子を同定するとともに、cIVF と
ICSI によって受精した胚の間で発現量が優
位に異なる遺伝子の同定を行う。 
 更に、同様の手法を用いてヒトの初期胚の
解析を行い、cIVFと ICSIによって受精した
胚の遺伝子発現プロフィールを比較し、ヒト
の初期胚においても ICSI によって遺伝子発
現調節が影響を受ける遺伝子を同定するこ
とにより、ヒトの体外受精において ICSI 技
術の安全性の確保や技術の向上を目指すた
めの指標とすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）微量サンプルからの RNA-seq 法の確
立 
 マウスの着床前胚を用いて、胚一つから
RNAを単離し、RNA-seq用のライブラリを
作成する系の検討を行った。２細胞期胚１つ
か ら total RNA を 抽出 し 、 T7 RNA 
polymerase promoter の配列を付加した
oligo dTをプライマーとして cDNAを合成、
これを template として用いて T7 RNA 
polymerase によって転写することによって
cRNA を合成する。この cRNA を用いて
RNA-seq用のライブラリを作成し、Illumina
社のシークエンサーを用いて RNA-seq を行
う系を検討した。初期胚１つからライブラリ
を作成した場合、１０個の胚の RNA をまと
めてRNA抽出を行いそのうちの 1/10を２回
独立に増幅してライブラリを作成するなど
して、十分な再現性と解析精度が得られるか
検討を行った。 
（２）マウス初期胚における遺伝子発現解析 
 純系のマウス間での多型を用いて、アレル
の違いも含めた発現解析を行うため、
C57BL/6 と DBA2 の２系統のマウスを用い
て２細胞期及び桑実胚期の胚を作成（１）で
検討した手法を用いて RNA-seq により遺伝
子の発現解析を行った。 
（３）ヒト体外受精胚の解析 
 連携研究者の所属する施設を含め多施設
共同研究として５施設から、体外受精に用い
るために作成、凍結保存されたヒト胚で、移
殖に用いられることなく廃棄することが決
まった胚について、十分なインフォームドコ
ンセントを得た上で検体として胚の提供を
受けた。解析のために検体提供の依頼を開始
するにあたり、事前に日本産科婦人科学会の
研究登録を行った上で東京医科歯科大学難
治疾患研究所、同医学部付属病院の倫理審査
委員会の承認を受けた。ヒト胚についてもマ



ウスと同様（１）で検討した手法を用いて
RNA-seqにより遺伝子の発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）微量サンプルからの RNA-seq 法の確
立 
 マウスの２細胞期胚から total RNAを抽出
し、「方法」で述べたように胚１つ相当分か
ら T7 RNA polymeraseを用いて aRNAを増
幅し、これを用いて RNA-seq を行う系を確
立した。シークエンスリードをマウスゲノム
にマッピング後、refseq geneに対して rpkm
を計算して遺伝子発現プロフィールとし、２
回の独立した増幅の結果を比較した結果、
R=0.986と高い相関性を示した（それぞれの
rpkm 値から作成したスキャッチャープロッ
トを図１に示す）。 

この結果から、本研究で検討したプロトコー
ルは 400 pg程度の total RNAから高い再現
性をもって発現量にして５桁のダイナミッ
クレンジをで発現解析が可能であることを
示している。 
（２）マウス初期胚における遺伝子発現解析 
 C57BL/6 の卵と DBA2 の精子を用いて作
成したマウス初期胚の RNA-seq 解析を行っ
た。受精において cIVFと ICSIでそれぞれ８
個体の胚を作成し、受精後 18, 24, 30, 72時
間の点でサンプリングを行った。それぞれの
サンプルの遺伝子発現プロフィールを rpkm
値で計算したものを用いて主成分分析した
結果を図２に示す。発生に従った遺伝子発現
プロフィールの推移を見ることができるが、
この結果から、cIVF によって受精した胚の
遺伝子発現の推移と比較すると ICSI によっ
て受精した胚のプロフィールの推移は、受精
後１８時間から３０時間にかけての２細胞
期の間で全体に変化が遅れる傾向にあるこ
とが認められた。更に、個々の遺伝子発現に
ついて解析を行うと、図２で見られた発生の
遅れに対応するように ICSIと cIVFの胚で発
現が異なる遺伝子が多数認められたが、発現
変化の遅れだけでは説明のできない遺伝子

も複数存在することが明らかとなった。 
 また、発生のごく初期の RNA の多くは未
受精卵からの持ち込みであるmaternal RNA
で、受精後に新たに合成された RNA はごく
一部であると考えられる。一方、精子はほと
んど細胞質を持たないため、初期胚において
は精子由来の RNA の残存はほとんど考慮す
る必要がないと考えられる。そこで、
C57BL/6 と DBA2 の間の１塩基多型を用い
て発現アレルごとに RNA-seq のリードを集
計し、精子側のアレルに由来する発現の解析
を行った。また、発現が卵に由来するアレル
に特異的な遺伝子についても、未受精卵で発
現が認められない遺伝子については、受精後
に発現する zygotic な転写物であると考える
ことができる。これらの解析の結果、ゲノム
インプリンティングを受ける Phfl17 遺伝子
は２細胞期においても父親側のアレルから
のみ発現することが明らかになったが、イン
プリントを受ける遺伝子以外にも多くの遺
伝子がマウスにおいて zygotic activation の
時期である２細胞期で片親性発現を示すこ
とを明らかにした。 
 
（３）ヒト体外受精胚の解析 
 ヒトにおいては、zygotic activationはマウ
スよりは遅く、桑実胚きから胚盤胞期にかけ
て、主たる zygotic な遺伝子発現が開始され
ると言われている。そこで、体外受精におい
て作成、凍結保存されたヒト胚で、移殖に用
いられることなく廃棄することが決まった
胚の提供を受け、胚盤胞期のヒト胚の解析を
行った。その結果、cIVF によって受精した
胚と ICSI によって受精した胚の２群の間で
有意に発現の違いを示す遺伝子を複数同定
することに成功した。これらの遺伝子の発現
や、そのエピジェネティックな修飾は、ICSI
技術の改善のための有用なマーカーとなる
ことが期待される。マウスの初期胚における
ICSIの影響の解析結果と併せ、研究成果を現
在投稿準備中である。 
 

図２ 　 ICSI および IVFで作成したマウス初期胚の

　 　 　 遺伝子発現プロフィ ール
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