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研究成果の概要（和文）：　雌の生殖細胞である卵子は、遺伝情報のみならずエピジェネティック修飾などの遺
伝外情報を胚に継承する役目を担う。卵子のエピジェネティック修飾の異常は胚性致死あるいは出生後の異常を
引き起こすことから、卵子形成過程で正常なエピジェネティック修飾を獲得することは重要である。しかし、エ
ピジェネティック修飾を触媒する酵素は多数存在し、卵母細胞において従来法で酵素群を多重欠損させることは
容易でない。そこで、本研究では、ほ乳類の胚発生に不可欠な母性エピジェネティック制御機構の解明を最終目
標とし、エピジェネティック修飾酵素遺伝子群の多重機能欠損法を確立した。

研究成果の概要（英文）： Female germ cell, oocyte, is responsible for transmitting to the embryo not
 only genetic information but also epigenetic modification. Since lack of normal epigenetic 
modifications in the oocyte lead to embryonic lethality or postnatal disorders, it is essential for 
functional oocytes to establish epigenetic modifications during oocyte growth. However, there are 
many enzymes that catalyse epigenetic modifications and it is not easy to achieve multiple deletions
 of enzymes in oocytes by conventional knockout technology. In this study, we established a method 
for loss-of-function of multiple enzymes involved in epigenetic modification. This will help to 
elucidate the mechanisms underlying establishment of maternal epigenetic control mechanisms 
essential for mammalian embryogenesis.

研究分野：発生工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　親は子に卵子や精子を介して遺伝子やエピジェネティック修飾と呼ばれる遺伝外情報を伝える。エピジェネテ
ィック修飾とは、メチル化など可逆的な化学反応で遺伝子を修飾する現象で、卵子や精子のエピジェネティック
修飾の異常は、流産や出生後の疾患を引き起こす。そのため、精子や卵子が正常なエピジェネティック修飾を保
持することは重要であるが、その機構は十分に理解されていない。その原因として、エピジェネティック修飾を
担う酵素が多岐にわたり、多重遺伝子欠損マウスを作ることが困難なためである。本研究では、人工的に設計し
た小分子RNAによって、卵子で複数のエピジェネティック修飾酵素の機能を喪失させる方法を開発した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞形成過程で確立するゲノムインプリンティングは、ほ乳類の生殖細胞が獲得すべき
必須の機構であり、これを欠如した受精卵は着床直後に致死となる。DNAのメチル化はゲノム
インプリンティングの根幹をなす分子機構である。新規 DNAメチル基転移酵素 DNMT3Aおよ
びその補酵素 DNMT3Lの共発現は生殖細胞でのみ認められ、このうちのいずれかを欠損した卵
子は、減数分裂や形態的な卵子形成には成功するものの、インプリント領域に DNAメチル化修
飾が生じない。その結果、この卵子に由来する受精卵は着床後にインプリント遺伝子の発現異常
をきたし致死となる。しかし、なぜ、どのようにインプリント領域に DNAメチル化修飾が生じ
るのかその詳細は不明なままである。 
 これまでの研究で、DNMT3Lをインプリント領域にリクルートするためにはヒストン H3K4
の脱メチル化が必要であることが示唆されてきた。しかし、H3K4の脱メチル化を担い、卵母細
胞形成過程で発現している酵素は KDM1Aや KDM1Bの他にも多岐に及び、これらを同時に卵
母細胞で多重欠損することは極めて困難である。このことは、ゲノミックインプリンティングの
みならず、同じ機能を有する遺伝子がゲノム上に複数存在する場合の遺伝子機能の解明におい
て、共通の問題点と言える。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、マウス卵母細胞形成過程において複数の遺伝子の機能を喪失するノックダ
ウン法を確立すること、そしてヒストン H3K4 脱メチル化酵素をコードする遺伝子群を卵母細
胞で同時にノックダウンさせた場合の表現型を解析することである。 
 
３．研究の方法 
 卵母細胞において多重に遺伝子の機能をノックダウンするために、標的遺伝子に対する人工
マイクロ RNA（amiRNA）を設計し、卵母細胞特異的に発現する遺伝子（ホスト遺伝子）の下流
に amiRNAを挿入した。具体的には以下の通りである。 
（1）GFPを指標とした卵母細胞特異的ノックダウン法の構築 
 GFPに対する amiRNA（既報と同じ配列）を 2種類連結させた。これを挿入するホスト遺伝子
として Zp3遺伝子の intron 5および intron 6内の 3 sitesを選出した。ホスト遺伝子の 5’端相同領
域および 3’相同領域をそれぞれ amiRNA配列に連結させた（ドナーDNA）。GFPを恒常的に発現
するトランスジェニックマウス（GFPマウス）より受精卵を採取し、この受精卵に、Zp3遺伝子
の挿入 site に対するガイド RNA、一本鎖にしたドナーDNA および Cas9 タンパクをそれぞれ導
入し、これを胚移植してノックインマウスを得た。ドナーDNAと GFPの両方の外来遺伝子を持
つマウスを選別し、C57BL/6Nマウスと戻し交配して得られたマウスを解析に用いた。 
 GFP の卵母細胞特異的ノックダウン効果を検証するために、種々の成長ステージの卵母細胞
を採取した。また、得られた卵母細胞において、GFP輝度の定量、amiRNAの定量、ホスト遺伝
子 Zp3の定量、透明帯の厚さの計測、および得られたマウスの繁殖試験を行った。 
（2）内在性遺伝子 Dnmt3Lの卵母細胞特異的ノックダウン効果の検証 
 amiRNAを 2つのアルゴリズムで 2種類ずつ設計し 2種類を連結させた。上記と同様にドナー
DNAを作成し、C57BL/6Nより得た受精卵に Zp3遺伝子に対するガイド RNA、一本鎖にしたド
ナーDNAおよび Cas9タンパクをそれぞれ導入し、ノックインマウスを得た。ドナーDNAを持
つマウスを選別し、C57BL/6N マウスと戻し交配して得られたマウスを解析に用いた。Dnmt3L
のノックダウン効果は、DNMT3Lに対する抗体を用いて免疫染色により評価した。 
（3）H3K4の脱メチル化酵素の卵母細胞特異的多重ノックダウンの影響 
 H3K4 の脱メチル化酵素をコードする Kdm1a および Kdm1b、並びに脱メチル酵素のモチーフ
を持つ機能未知の 3 遺伝子に対してそれぞれ 2 種の amiRNA をデザインし連結させた。ホスト
遺伝子として Stella 遺伝子の intron 1 を選出した。また、amiRNA の発現を可視化するために
Stella 遺伝子の exon 2にインフレームで mCherry遺伝子を挿入した。H3K4脱メチル化酵素のノ
ックダウン効果は、ES細胞と卵母細胞で検証した。Kdm1a および Kdm1b、並びに脱メチル酵素
のモチーフを持つ機能未知の 3遺伝子の mRNAを定量するとともに、H3K4me1、H3K4me2およ
び H3K4me3抗体による免疫染色を実施した。 
 
４．研究成果 
（1）GFPを指標とした卵母細胞特異的ノックダウン法の構築 
 GFP に対する amiRNA は Zp3 遺伝子の intron内に挿入され、いずれの site でもノックインマ
ウスを得ることができた。得られたノックインマウスの卵巣から卵母細胞を採取し、GFPの輝度
を解析した結果、卵母細胞の周囲に存在する卵丘細胞やその他の体細胞では強い GFP シグナル
が検出されたのに対し、十分成長した卵母細胞では、野生型マウスの卵母細胞と同様に GFP は
ほとんど検出されなかった。一方、ノックインマウスの非成長期卵母細胞では、GFPマウスの非
成長期卵母細胞と同レベルで GFPが検出され、GFPのノックダウン効果は認められなかったが、



成長期以降、GFP の輝度は半減以下にまで喪失した。次いで、amiRNA のホスト遺伝子である
Zp3を定量解析した結果、非成長期卵母細胞、成長期卵母細胞および十分成長した卵母細胞のい
ずれにおいてもハウスキーピング遺伝子 Tbpより顕著に高発現していた。Zp3遺伝子の発現は、
成長期卵母細胞で非成長期卵母のおよそ 40 倍高発現していた。Zp3 遺伝子の発現量は amiRNA
がノックインされているか否かによらず等しかった。そのため、GFP に対する amiRNA の発現
もホスト遺伝子の発現動態と連動する可能性が示唆された。そこで、ホスト遺伝子から成熟した
amiRNAが発現しているかを検証するため、連結した 2つの amiRNAそれぞれの定量 PCRを行
った。その結果、ホスト遺伝子の発現と同様にいずれの amiRNA とも成長期卵母細胞および十
分成長した卵母細胞では、非成長期卵母細胞の 10倍以上の発現増加が認められた。また、ノッ
クインマウスの卵母細胞の透明帯の厚さは、GFP マウスの卵母細胞の透明帯の厚さと比較して
遜色なく、排卵数、受精率、受精後の発生能および妊孕性についても差が認められなかった。こ
のノックインされたアレルは、雄の生殖系列を通して安定的に繼承された（J Reprod Dev, Sasaki 
et al., 2021）。 
 以上の結果から複数の amiRNA を連結して特定の遺伝子を卵母細胞特異的にノックダウンす
る手法の基盤が確立できた。 
（2）内在性遺伝子 Dnmt3Lの卵母細胞特異的ノックダウン効果の検証 
 ノックダウンの標的遺伝子として内在性の Dnmt3Lに対する amiRNA を 2 種のアルゴリズム
で設計した。これらの amiRNAを発現ベクターのイントロンに導入し、ES細胞にトランスフェ
クションした。その結果、一方のアルゴリズムで設計したもののみ Dnmt3Lの発現低下が認めら
れた。そこで、Dnmt3Lに対して有効なノックダウン効果を示した amiRNA を 2 つ連結し、Zp3
遺伝子のイントロン内にノックインしたマウスを得た。ノックインのためのゲノム編集は、
C57BL/6Nマウスの受精卵を用いて行った。ノックインマウスから十分成長した卵母細胞を採取
し、DNMT3L抗体による免疫染色を行った。野生型マウスの卵母細胞では DNMT3Lが核に局在
していたが、ノックインマウスの卵母細胞では、DNMT3L のシグナルは検出されなかった（日
本分子生物学会、日本繁殖生物学会、2019年）。 
 以上の結果から、amiRNAによるノックダウンは内在性遺伝子に対しても有効なことがわかっ
た。 
（3）H3K4の脱メチル化酵素の卵母細胞特異的多重ノックダウンの影響 
 H3K4 の脱メチル化酵素をコードする Kdm1a および Kdm1b、並びに脱メチル酵素のモチーフ
を持つ機能未知の 3遺伝子に対してそれぞれ 2種の amiRNAをデザインし Stella 遺伝子の intron 
1に挿入しさらに下流に mCherry遺伝子を挿入した。mCherry陽性細胞を分取し、標的遺伝子の
mRNA 量を RT-PCR で解析した結果、単一標的遺伝子に対する amiRNA を発現させた場合、加
えて、複数の標的遺伝子に対する amiRNA を発現させた場合、いずれの場合も標的遺伝子の発
現量は 40－20%未満に低下し、両者の間に差はなかった。そのため、少なくとも ES細胞におい
ては単一遺伝子と同レベルで多重ノックダウンが可能と考えた。そこで、H3K4me1、H3K4me2
および H3K4me3に対する免疫染色を行った結果、mCherry陽性の ES細胞では、mCherry陰性の
ES 細胞よりも H3K4 のメチル化抗体で高いレベルのシグナルが検出された。特に H3K4me3 抗
体ではシグナルの上昇が顕著であった。このことから、ホスト遺伝子に導入された mCherryによ
って amiRNA の発現がモニターできること、設計した amiRNA によってヒストン H3K4 の脱メ
チル化が阻害されていることが示された。次にこれらの amiRNA が導入されたマウス卵母細胞
を解析した。これらの卵母細胞の多くは mCherry を高発現しており、H3K4 脱メチル化酵素の
amiRNAが発現していても卵母細胞の成長には影響が生じないことが明らかとなった。次に、得
られた卵母細胞で H3K4me3 に対する免疫染色を行った。その結果、5 遺伝子に対する amiRNA
を導入した場合、機能未知の 3 遺伝子に対する amiRNA のみを導入した場合、いずれの場合も
野生型マウスの卵母細胞と比較して、H3K4me3 のシグナルが高くなり、脱メチル化酵素の機能
がノックダウンされたことが示された。今後は、この実験系を用いて H3K4 の脱メチル化が、I
インプリント領域やゲノム全体のエピジェネティック修飾に及ぼす影響を解析していく。 
 エピジェネティック関連因子は個体発生にも影響を及ぼすことから、ホモ型欠損胚が、卵母細
胞形成前に致死になってしまうことが多い。そのため、卵母細胞におけるエピジェネティック関
連因子の機能を解析するためには、コンディショナルノックアウトの手法がとられてきた。しか
し、コンディショナルノックアウト雌マウスが得られる確率は、floxアレルと Creアレルを持つ
始祖マウスから起算すると 6.25%と非常に低い。多重欠損を試みた場合、この確率はさらに小さ
くなり、研究の進展を妨げる大きな要因となりえる。本研究では、amiRNAを最大 10個連結し、
5遺伝子を標的とした多重ノックダウンが可能であることが示された。また amiRNAのノックイ
ン雄マウスと野生型マウスの交配でノックイン雌マウス（多重ノックダウン雌マウス）が得られ
る確率は 25%と従来方より格段に高い。エピジェネティック関連因子にとどまらず、卵子形成過
程における新たな遺伝子機能解析ツールとして提案したい。 
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