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研究成果の概要（和文）：初期発生期における細胞分化に関与する母性mRNAを探索するために、RNAシーケンス行った
。その結果、大部分の母性mRNAは受精後急激に分解されるが、約30％は急激な分解から逃れており、さらに全体の7.6
％に相当する691遺伝子由来のものは1細胞期の間にほとんど分解されないことが明らかとなった。また、これら急速な
分解を受けないものに機能的特徴があるかどうかを調べるために、gene ontology解析を行ったところ、転写に関わる
遺伝子が顕著に多いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：To identify the maternal mRNA that are involved in the differentiation during prei
mplantation development, I conducted RNA sequencing analysis using the oocytes and embryos. The results sh
owed that although 70% of maternal mRNAs were degraded soon after fertilization, the rest of them survived
 this wave of a rapid degradation. Especially, those from 691 genes were hardly degraded during the 1-cell
 stage. Gene Ontology (GO) enrichment analysis revealed that these genes were enriched in the GO terms cat
egorized into transcription.  
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１．研究開始当初の背景 
受精直後の初期胚は全能性を有している
が、発生に伴い細胞分化が進行していく。哺
乳類では、8～16細胞期までは各割球は均等
な性質を有しているが、桑実胚期頃より内側
と外側の割球でその後の細胞運命が異なっ
てくることが知られている。すなわち、外側
に位置する細胞は、胚盤胞期において栄養外
胚葉となる細胞に分化するが、内側に位置す
る細胞は内細胞塊となるものが存在すると
いうものである。しかし近年、2～4細胞期で
すでに割球間で異なる性質を持つというこ
とが報告された。2あるいは 4細胞期でそれ
ぞれの割球の性質が異なり、将来胚盤胞期で
栄養外胚葉あるいは内細胞塊となる割合が
異なるというものである。さらにヒストン
H3 のアルギニンのメチル化が 4 細胞期の割
球ごとに異なるということが明らかにされ
た。したがって、受精後の細胞分化はこれま
でに考えられていた時期よりもはるかに早
い 2～4 細胞期で始まっているものと考えら
れる。しかし、その分化を調節する機構につ
いてはこれまでにまったく明らかにされて
いない。 
一方、線虫やショウジョウバエでは初期発
生期で細胞運命を決定する因子として受精
前の卵から由来した mRNA（母性 mRNA）
が知られている。これらの胚では、分割の際
に母性由来 mRNA が各割球に均等に分配さ
れず、その違いにより各割球の性質が異なっ
たものになるという機構である。哺乳類の初
期胚でも、受精前には翻訳されず受精後に始
めて翻訳されてその機能を発揮する母性
mRNAが存在することが知られている。また、
多くの母性 mRNA は受精後に速やかに分解
されるが、一部にはすぐに分解されず 4細胞
期においてもかなりの量が残存するものも
ある。申請者は実際に様々な母性 mRNA の
分解速度が異なっていることを明らかにし
ている。 
 
２．研究の目的 
近年、受精後の初期胚は 2～4 細胞期です
でに割球間で異なる性質を持ち、この時期に
細胞分化がスタートしている可能性が示さ
れている。本研究においては、この時期の細
胞分化の調節機構に受精前の卵から由来し
た母性 mRNA が関わっていると仮定して、
その母性 mRNA の同定と分化調節のメカニ
ズムを明らかにすることを目的とする。 
本研究により、これまでにまったく明らか
にされていない着床前初期発生期における
細胞分化のメカニズムが明らかにされ、受精
直後の発生調節機構を解明するための基盤
となる知見をもたらすことが期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究では、「2～4 細胞期の胚で割球間に
均等に分配されない母性 mRNA が存在し、そ
れが割球間の性質の違いを生み、その後の細

胞分化に影響を及ぼす」という仮説のもとに、
以下の解析を行う。 
 
(1)2、4 細胞期において、割球間で量の異な
る母性 mRNA の同定 
受精後の胚から mRNA を回収した場合、そ
の中には卵で転写されて持ち越された母性
mRNA と受精後に転写された mRNA とが混在し
ている。そこで、母性 mRNA のみを抽出する
ために、母性 mRNA をブロモ標識するという
手法を用いる。以下にその手順を示す。 
①まず、生後 12 日目のマウスから卵胞を回
収し、成長期卵に BrUTP を顕微注入する。こ
の時期の卵は転写を活発に行っており、新た
に合成された mRNA は BrU を取り込む。 
②BrUTPを顕微注入した卵を in vitro で培養
し卵成長を促す。10 日間の培養後、hCG を培
養液に加えることで卵成熟を引き起こす。そ
の後、精巣上体から得られた精子を用いて体
外受精を行い、2 細胞あるいは 4 細胞期まで
の培養を行う。尚、核酸の代謝は早いため、
BrUTPは10日間の培養中に完全に卵から消失
するものと考えられる。したがって、受精後
に転写された mRNA は BrU を取り込むことは
ない。 
③2 細胞あるいは 4 細胞期胚の透明帯を
pronase で取り除いて各割球をバラバラにし、
割球ごとに全 RNA の抽出を行う。対照として
受精直後の 1細胞期胚を用いる。 
④抗 BrU 抗体を用いた免疫沈降法により、全
RNA のサンプルから BrU を取り込んだ母性
mRNA を抽出する。 
⑤得られた母性 mRNA についてマイクロアレ
イを行い、各割球間で発現量（残存量）に差
のある遺伝子を細胞分化調節因子の候補と
する。尚、1 個の細胞を用いてマイクロアレ
イを行う手法が報告されており、各種の細胞
を用いて成果が得られていることからこの
手法を用いることにする。 
⑥発現量に差があった遺伝子について、その
抗体で免疫染色を行い、2 細胞あるいは 4 細
胞期胚において割球間にタンパク質の発現
量に差があるかどうかを確認する。そして差
のあったものを母性 mRNA による細胞分化調
節因子の最終的な候補とする。 
 
(2) 母性 mRNA が細胞分化に及ぼす影響につ
いて 
 上記(1)で得られた細胞分化調節因子の最
終候補遺伝子について、siRNA により母性
mRNA を壊し、その後の分化に及ぼす影響を調
べることでその機能を明らかにする。以下に
その手順を記す。 
①各候補遺伝子について、その siRNA を受精
直後の 1細胞期胚に顕微注入する。この操作
により、2 細胞あるいは 4 細胞期においてタ
ーゲットとした母性 mRNA が壊されて消失し
ていることを RT-PCR で確認する。尚、マウ
スの卵および着床前初期胚でsiRNAが有効に
作用することは申請者の研究室でこれまで



に確認している。 
②siRNA を顕微注入した初期胚について、そ
の後の発生状況を発生率および形態変化に
着目して解析する。また、胚盤胞期の細胞分
化に重要な働きをしていることが知られて
いる Cdx2 および Oct3/4 などの発現を mRNA
およびタンパク質レベルで、それぞれ RT-PCR
および免疫染色法によって調べる。特に、免
疫染色法では、CDX2 および OCT3/4 タンパク
質の栄養外胚葉と内部細胞塊における局在
変化に注目して調べる。 
③上記②で分化調節因子としての機能が確
認された遺伝子について、その全長の cDNA
をクローニングし、in vitro で RNA を作成す
る。これを２細胞あるいは 4細胞期のすべて
の割球に顕微注入する。尚、この操作によっ
て各割球間でのタンパク質の発現量が均等
になる程度の量の RNA を注入する。RNA を注
入した胚のその後の発生および分化状態を
上記②で記したように形態および遺伝子発
現の面から解析する。この実験により、母性
mRNA の割球間での分布の違いがその後の分
化に影響を及ぼすかどうかが明らかとなる
ものと考えられる。 
 
４．研究成果 
 本研究では、「2～4 細胞期の胚で割球間に
均等に分配されない母性 mRNA が存在し、そ
れが割球間の性質の違いを生み、その後の細
胞分化に影響を及ぼす」という仮説のもとに、
このような母性 mRNA を同定するための実験
を以下のように計画した。 
①生後 12 日目のマウスから卵胞を回収し、
成長期卵に BrUTP を顕微注入し、新たに合成
された mRNA に BrU を取り込ませる。②BrUTP
を顕微注入した卵を in vitro で培養し卵成
長を促す。その後卵成熟を誘導し、体外受精
を行い、2 細胞あるいは 4 細胞期までの培養
を行う。③2 細胞あるいは 4 細胞期胚の各割
球をバラバラにし、割球ごとに全 RNA の抽出
を行う。④抗 BrU 抗体を用いた免疫沈降法に
より、全 RNA のサンプルから BrU を取り込ん
だ母性mRNAを抽出する。⑤得られた母性mRNA
についてマイクロアレイを行い、各割球間で
発現量（残存量）に差のある遺伝子を細胞分
化調節因子の候補とする。 
 以上のような計画のもとに、まず生後 12
日目のマウスから得られた成長期卵に BrUTP
を顕微注入し、その後の in vitro での成長、
卵成熟そして受精後の初期発生の進行を調
べたところ、BrUTP の顕微注入は卵成長及び
卵成熟にやや悪影響を及ぼすことが明らか
となった。また、この傾向は顕微注入を行う
時期を生後 15 日に変更しても改善されるこ
とはなかった。さらに、受精後の 2 細胞、4
細胞そして桑実期におけるBrUの残存量を抗
BrU 抗体で調べたところ、いずれの時期にお
いても顕微注入を行っていないコントロー
ル胚と有意な差が認められなかった。 
 一方、初期胚の遺伝子発現を RNA シーケン

スによって網羅的に解析するプロジェクト
を現在行っており、その予備的実験で各遺伝
子の mRNA 量の変化を正確に知ることができ
ることがわかった。そこで、この実験系を用
いて目的の母性 mRNA の同定が可能であると
考えた。 
そこで、RNA シーケンスのデータを用いて、
着床前初期胚の発生およびその分化に関わ
る母性 mRNA の同定を試みた。 
これまでの報告で、母性 mRNA の中で受精
後に急速に分解されるものとそうでないも
のが存在することが知られていることから、
まず受精後に急激な分解を受ける母性 mRNA
を除く作業が有効であることが考えられた。
そこで、受精前の成長卵において発現量の低
い遺伝子を除いた 9,128 遺伝子由来の母性
mRNA の受精後における分解パターンについ
てクラスター解析を行った。その結果、全体
の約 2/3に相当する 6,025 遺伝子由来の母性
mRNA が急速に分解されることが明らかとな
った。しかし、残りの母性 mRNA は急激な分
解から逃れており、さらに全体の 7.6％に相
当する 691遺伝子由来のものは 1細胞期の間
にほとんど分解されないことが明らかとな
った。現在、急速な分解を受けないものの中
で、卵特異的に発現するものを抽出すること
で目的の母性 mRNA の候補をさらに絞り込む
作業を行っている。また、これらの急速な分
解を受けるものと受けないものとの間でそ
の機能的特徴に差異があるかどうかを調べ
るために、gene ontology 解析を行ったとこ
ろ、急速な分解を受けないものにおいて転写
に関わる遺伝子が顕著に多いことが分かっ
た。 
以上の結果より、着床前初期胚の発生およ
びその分化に関与する母性 mRNA の同定は未
だ達成されていないものの、その候補となる
遺伝子を網羅的に得ることができ、これらが
転写調節に関わっている可能性があること
が示された。 
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