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研究成果の概要（和文）：受精前後における遺伝子発現リプログラミングの調節機構を明らかに

するために、まずリプログラミングによって起こる 1 細胞期での遺伝子発現パターンの解析を

行った。その結果、これまでほとんど明らかにされていなかった 1 細胞期で発現する遺伝子を

多数同定することができ、それらの中に受精前の卵で発現していない遺伝子が多く含まれてい

ることが明らかとなった。また、受精前後でゲノム全体にわたりヒストン変異体の置換が大規

模に起こることが明らかになり、これらが遺伝子発現のリプログラミングに関わっていること

が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism regulating the reprogramming of gene 
expression after fertilization, I investigated the change in the gene expression pattern 
after fertilization in mice. I identified 4,000 genes which are expressed in the 1-cell 
stage embryos and found that in this set of genes, there are many genes which were not 
expressed before fertilization. The analysis for the dynamics of histone variants 
revealed that H2A and H3 variants are dramatically replaced in the whole genome just after 
fertilization, which would be involved in the regulation of gene expression 
reprogramming. 
 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 12,700,000 0 12,700,000 

2009年度 12,700,000 0 12,700,000 

2010年度 12,700,000 0 12,700,000 

2011年度 12,700,000 0 12,700,000 

2012年度 12,700,000 0 12,700,000 

総 計 63,500,000 0 63,500,000 

 
 

研究分野：生物学 

科研費の分科・細目：生物科学・発生生物学 

キーワード：卵、初期胚、リプログラミング、エピジェネティクス 

 
１．研究開始当初の背景 

 生命の誕生は、分化した精子と卵子が接合
し、全能性を持つ受精卵を生じることから始
まる。そして、その際に遺伝子発現のリプロ

グラミングが起こると考えられている。すな
わち、成長中の卵母細胞は分化した細胞であ
り、生殖細胞特異的な遺伝子発現パターンを
示す。その後、成長期の終盤になって一旦遺
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伝子発現を停止し、そのまま減数分裂を進行
させて未受精卵となる。そして、受精後に遺
伝子の発現が開始し、新しい発現プログラム
が始まる（参考文献 1）。この様に、分化した
精子と卵子が接合し、全能性を持つ受精卵を
生じるということは、遺伝子発現の面から見
ると、受精の前後で遺伝子発現のリプログラ
ミングが行われているということを示して
いる。しかし、そのリプログラミングの機構
については現在までのところほとんど知見
が得られていない。 
近年、再生医療あるいは体細胞クローン動

物に関連して、リプログラミングということ
に対しての関心が高まっているが、現在まで
のところ、この「リプログラミング」とは単
なる概念であり、実際に分子レベルでゲノム
にどういう変化が起こるのかについてはま
ったく説明されていない。例えばクローン動
物の例では、その誕生によって「リプログラ
ミングされた」という結果を判断しているの
であり、実際のリプログラミングの過程を調
べた研究は極めて少ないのが現状である。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は受精前後における遺伝子
発現リプログラミングのメカニズムを明ら
かにすることである。この目的のため、本研
究では、転写制御機構の変化に着目し研究を
進める予定である。すなわち、転写の制御に
重要な働きをしている転写因子およびエピ
ジェネティック因子の変化を調べることで
遺伝子発現リプログラミングの実態とその
調節機構を明らかにしようという研究戦略
である。エピジェネティック因子とてして、
クロマチンを構成するヒストン変異体の置
換を主な解析のターゲットとする。 

 

３．研究の方法 

 本研究計画は以下の３つのステップから
成っている。 
(1)リアルタイムに発現している遺伝子プロ
ファイルの作成 
(2)転写制御機構の解析―転写因子・エピジ
ェネティックな因子 
(3)RNAiのによる機能解析 
 具体的な実験計画内容を以下に記す。 
【計画内容】 
(1)リアルタイムに発現している遺伝子プロ
ファイルの作成 
まず、活発に遺伝子を発現している成長中の
卵と受精後の初期胚において、リアルタイム
に発現している遺伝子のプロファイルを作
成する。この両者の間で遺伝子発現のリプロ
グラミングが起きていると考えられている
が、その結果として実際にどのように発現パ
ターンが変化したかについては、これまで明
らかにされていない。そして、実際の転写パ

ターンを知るためには、卵や胚中に大量に蓄
積された母性 mRNA から、新しく合成された
mRNA（新生 mRNA）を単離する必要がある。手
法としては、申請者らにより開発された新生
mRNA単離法を用いる（参考文献１）。すなわ
ち、卵あるいは胚にブロモ標識した UTPを取
り込ませ、抗 BrU抗体で沈降させることによ
って BrU を取り込んだ新生 mRNAを単離し、
マイクロアレイで解析する。また、アレイに
搭載されていない遺伝子に対応するため、卵
と胚で得られた新生 mRNAを用いてサブトラ
クションを行う。 
(2)転写制御機構の解析―転写因子・エピジ
ェネティックな因子 
(1)で得られた卵と胚の遺伝子発現パターン
に関して、それぞれの転写制御機構とその変
化を引き起こす要因について、転写因子およ
びエピジェネティックな因子の２つのポイ
ントから解明していく。 
①まず、同定された発現遺伝子について、そ
れぞれその制御領域および関連する転写因
子を推定する。その際、申請者の研究室で得
られた卵と胚で発現している転写因子のデ
ータベースを利用する。 
②発現遺伝子の制御領域についての情報が
得られたら、その領域に EGFP を繋いだプラ
スミドを構築し、これを卵あるいは胚にマイ
クロインジェクションする。そしてその発現
を調べ、さらに転写因子に対する抗体を用い
たクロマチン免疫沈降法（ChIP法）によって
制御領域に結合する転写因子を明らかにす
る。さらに、ターゲットとした制御領域周辺
のヒストン置換を、現在申請者の研究室で作
成中の Flag タグ付きヒストン変異体トラン
スジェニックマウスを用いて行う（ヒストン
変異体を有効に見分ける抗体が存在しない
ため）。すなわち、卵や初期胚にマイクロイ
ンジェクションしたプラスミドについて抗
Flag抗体を用いた ChIp解析を行う。 
③上記のようにして、卵および初期胚におけ
る遺伝子発現調節に関する情報が集積して
きたら、これを用いて卵から初期胚への遺伝
子発現の変化に関与する因子の候補につい
て絞込みをかける。 
ここで、未だ十分な情報が得られていない場
合は、卵あるいは初期胚特異的な発現を行う
遺伝子の制御領域を逆に発現していない方
にマイクロインジェクションして、転写因子
の結合、およびエピジェネティックな修飾を
調べる。 
(3)RNAiによる機能解析 
 上記(2)-③の実験により、卵から胚への遺
伝子発現の変化に関与する因子の候補が発
見できた場合、RNAiにより発現を抑制し、そ
の機能を調べる。そのために 2つの手法を試
みる。まず、small RNA 分子を化学合成し、
それを生後 10－12 日のマウスから得られた



 

 

成長卵にマイクロインジェクションして 12
－14日間培養する。この間に合成されたター
ゲット mRNA は RNAiによって分解され母性
mRNAとしての蓄積が阻害されることが期待
される。そして、その後の減数分裂、胚発生
への影響を調べる。2つ目の手法として、候
補因子の hairpin dsRNA を ZP3プロモーター
に繋げた constructを導入したトランスジェ
ニックマウスを作成する。これにより、減数
分裂期特異的に RNAiで発現が抑制され、そ
の機能が明らかとなる。 
 
４．研究成果 
 (1)リプログラミングによって受精後に新
たに発現する遺伝子の解析 
 受精前後において遺伝子発現のリプログ
ラミングが起こると考えられているが、その
実態はほとんど明らかにされていない。その
大きな原因の１つとして、リプログラミング
が起こる前後の遺伝子発現状態が明らかに
されていないことがある。これまでに受精前
の卵で発現する遺伝子については数多くの
報告があるが、受精直後の胚から転写される
遺伝子についての報告はほとんど見られな
い。その原因として、受精前に卵に蓄積され
た大量の母性 mRNA に対して受精後に生成さ
れる胚由来の mRNA 量が非常に少なく、これ
らを同定することが極めて困難であること
があげられる。 
 そこで、BrUTP を取り込ませた 1 細胞期胚
から抗 BrU 抗体によって新しく合成された
mRNA（新生 mRNA）を単離する方法を確立した。
この方法によって回収された新生 RNAをマイ
クロアレイで解析した結果、確実に 1細胞期
に転写されているといえる遺伝子が１１個
見つかった。これらは、受精後に最初に発現
する遺伝子であり、受精後の遺伝子発現開始
機構の解析において有用なマーカー遺伝子
とすることができる。実際に、上記の遺伝子
の中の１つである Tktl1の転写開始点上流域
をレポーター遺伝子に繋げたプラスミドを
受精前後の卵に顕微授精を行うことで、その
発現調節を調べたところ、上流域 500bpのみ
で受精前の卵では発現が見られず受精後に
始めて発現するという調節が可能であるこ
とが分かった。 
 また、これまでの研究で用いられてきたマ
イクロアレイよりもさらに感度の高い RNAシ
ーケンスを用いて、受精直後の遺伝子発現パ
ターンを解析することを試みた。その結果、
受精前には発現せず、受精後に発現する 23
個の遺伝子を発見した。そして興味深いこと
に、これらの転写産物はスプライシングがな
されておらず、イントロンを含んだままであ
ることが明らかとなった。実際に、イントロ
ンを含む cRNA を 1 細胞期胚に顕微注入した
ところ、イントロンはスプライシングされな

かったが、受精前の成長期卵および 2細胞期
胚に顕微注入したものでは、イントロンがス
プライシングされて取り除かれていた。した
がって、1 細胞期胚はスプライシング機構が
機能していないことが分かった。そして、こ
の 1細胞期の性質、すわなちその転写産物が
イントロンを含むという性質を利用するこ
とで、1 細胞期で転写される遺伝子を新たに
約 4000 個同定することができた。これらの
中には、受精前の卵で発現していない遺伝子
が数多く含まれていた。このように多数の遺
伝子を同定できたことで、その転写制御領域
の解析が可能となった。 
 
(2)受精前後のクロマチン構造変化とその機
能解析 
 受精前後における遺伝子発現リプログラ
ミング機構の解明のために、クロマチン構造
の変化に大きな役割を果たすことが知られ
ているヒストン変異体の置換を受精前後の
卵と胚で調べた。 
 まず、クロマチンを形成する 4つのコアヒ
ストンのうち最も変異体の種類が多い
histone H2A に焦点を当てて解析を行った結
果、受精直後に核内から H2A.Z と macroH2A
が急激に消失することが明らかとなった。ま
た、H2Aも 核内から次第に失われていったが、
前述の 2 つの変異体とは異なり、完全に消失
することはなかった。一方、H2A.X だけは、
受精後逆にその核内への局在を増加させて
いった。これらの変異体の発現量は受精前後
で変化していなかったことから、核局在量の
変化はクロマチンへの取り込み量に変化が
起こったものと考えられた。実際に、flagタ
グを付加した各変異体をコードする mRNA を
顕微注入して、そのタンパク質の核内への取
り込みを調べたところ、受精後には H2A.X の
みが活発に取り込まれていた。このような受
精直後における H2A.X の活発な取り込みは、
その C末端のアミノ酸配列が重要であること
が明らかとなった。すなわち、H2A.X の C 末
端アミノ酸を H2A.Z あるいは macroH2A に付
加したところ、これらの変異体も受精後に核
内に取り込まれるようになった。興味深いこ
とに、これらの変異体を核内に取り込んだ胚
は 2細胞期への分裂が遅れ、さらには胚盤胞
への発生率が有意に低下していた。したがっ
て、受精直後に H2A.Z と macroH2A が核クロ
マチンから消失することが初期発生に必要
な現象であることが明らかとなった。 

次にヒストン H3変異体（H3.1 および H3.3）
の挙動に注目して研究を行った。そのため、
Flagタグ付きヒストン H3.1および H3.3のト
ランスジェニックマウス作成し、卵形成およ
び初期発生過程におけるヒストン変異体の
挙動変化を Flag タグに対する抗体を用いた
免疫染色法によって明らかにすることを試



 

 

みた。 
 まず、H3.3 のトランスジェニックマウスの
作成に成功し、卵成長、減数分裂中の卵、そ
して受精後の初期胚における H3.3 を調べた
ところ、卵成長中に H3.3 はクロマチンに取
り込まれており、その状態は、減数分裂中に
も維持されていた。ところが、受精直後に雌
性前核から H3.3 は急激に消失していた。し
たがって、活性化した遺伝子の制御領域付近
のクロマチンに多く存在し、遺伝子発現のマ
ーカーとなっていると考えられている H3.3
が、受精直後にグローバルに消失することに
より、それまでの分化した細胞である卵の遺
伝子発現パターンをリセットし、受精後の全
能性のある胚での新しい遺伝子発現プログ
ラムの開始を可能にしているものと考えら
れる。 
 次に、ヘテロクロマチン形成に関与し哺乳
類特異的であるヒストン H3.1 に焦点を当て
て解析を行った。ヒストン H3 変異体は互い
にアミノ酸配列が非常に類似しており、それ
らを有効に識別できる抗体が存在しないた
め、Flag タグを付加したヒストン H3.1 のト
ランスジェニックマウスを作成し、これを用
いて H3.1 の動態を解析することにした。ま
ず、調べたすべての体組織で Flag-H3.1が恒
常的に発現しているトランスジェニックマ
ウスの作出が確認できた。このマウスから得
られた卵および初期胚における Flag-H3.1の
動態を調べたところ、成長卵および受精後の
4細胞期まで核内に Flag-H3.1が検出されず、
桑実胚期で初めてこれが検出された。一方で
成長卵あるいは 1 細胞期胚で Flag-H3.1 の
mRNA 発現が確認できたことから、H3.1 をク
ロマチンに組み込むシャペロンが成長卵お
よび初期胚で機能していないことが示唆さ
れた。さらに卵成長期を遡って、生後 9 日目
のマウスから得られた成長期卵を調べたと
ころ、この時期にも Flag-H3.1は核内に検出
されなかった。したがって、卵形成のより早
い時期に H3.1 がクロマチンから消失してい
ることが示された。また、ヒストン H3 変異
体の発現を RTP-PCRで解析した結果、卵およ
び受精後の初期胚において H3.1 の発現量は
低く、桑実胚期から増加することが明らかと
なった。一方、H3.2 および H3.3 は卵におい
ても発現量が高かった。これらの結果は、卵
および初期胚で H3.1 がクロマチンに存在し
ないのは、シャペロンの機能不全だけでなく、
H3.1 自身の発現量が低いこともその１つの
原因になっていることを示唆している。 
 ところで以上の結果は、ゲノム全体のグロ
ーバルな変化を調べたものであり、個々の遺
伝子領域で同様の変化が生じているかどう
かは明らかではない。そこで、個々の遺伝子
領域でのエピジェネティックな因子を解析
する手法として、DM-ChIP 法の確立を目指し

た。すなわち、成長期卵特異的に発現する ZP3
遺伝子の制御領域をコードする DNA断片を成
長期卵および成長卵にマイクロインジェク
ションし、これを抗アセチル化ヒストン抗体
で免疫沈降により回収した。その結果、グロ
ーバルにアセチル化レベルの高い成長卵か
らより多くの DNA断片が回収され、本実験法
が有効に使用できることが示された。したが
って、本方法を用いて、上記(1)で同定した
リプログラミングにより発現する遺伝子領
域での様々な 
エピジェネティック因子、特にヒストン変異
体の動態を解析することにより、リプログラ
ミングのメカニズムが明らかにされるもの
と考えられる。 
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