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研究成果の概要（和文）：in silico 解析により着床前期胚特異的新規遺伝子を抽出し、ノッ

クアウトマウス(KO)を作成し機能解析を行った。Kzpi(KRAB-zinc finger)の KO は成獣ま

で発生し、生殖能も維持されていたが、有意な産仔数の減少、早期死亡傾向、腟閉鎖など

の異常が認められた。Kzpi 欠失 ES 細胞では異常な表現型は認められなかったが、インプ

リンティング遺伝子の発現異常、アレル特異的メチル化領域（differentially methylated 
region: DMR）の低メチル化が認められた。Kzpi は、初期胚でのゲノムワイドな脱メチル

化から、DMR 特異的なメチル化を維持すると考えられた。Zfpi(SCAN-zinc finger) KO は

成獣まで発生し、生殖能も維持されていたが、脾細胞の核型解析 Q-band で多数の不完全

断裂部位が認められた。Zfpi 欠失 ES 細胞についても解析中である。 
 
研究成果の概要（英文）：Zygotic genome activation (ZGA) leads to the totipotent state in 
preimplantation embryos. Genes that are specifically expressed at the ZGA stages would be 
expected to have important roles in establishing pluripotency or preimplantation 
development. This study found a novel mouse Krüppel-associated-box zinc-finger gene 
(Kzpi) exclusively and zygotically expressed in preimplantation embryos during the ZGA to 
the blastocyst stage and embryonic stem (ES) cells. Intercrosses between heterozygote 
transgenic mice harboring a loss-of-function allele of Kzpi generated viable homozygotes, 
but litter sizes from homozygote crosses were significantly smaller than those from 
wild-type crosses. Interestingly, most imprinted genes were down regulated and the 
methylation levels of differentially methylated regions (DMRs) were decreased in 
homozygous ES cells. Kzpi was thus suggested to maintain DMRs against genome-wide 
demethylation in preimplantation embryos. The study of another novel gene (Zfpi encoding 
SCAN-zinc finger) is ongoing. 
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１．研究開始当初の背景 
着床前期胚においては、受精、胚性ゲノムの
活性化 (Zygotic genome activation, ZGA)、
と分化全能性の獲得、コンパクション、胚盤
胞腔の形成、内細胞塊と栄養外胚葉への分化、
着床など、ドラマティックな生物学的事象が
存在するが、これらを制御する分子生物学的
機構については未だ解明されていないこと
が多い。また、少子高齢化社会となり益々重
要となっている生殖補助医療において、卵の
質的向上および着床前期胚の長期体外培養
システムの改良は体外受精の最重要課題で
あり、着床前期胚発生のメカニズムの解明が
急務となっている。 

一方、最近では iPS 細胞の臨床応用への期
待が膨らんでいるが、多分化能獲得までに要
する時間やその多様性を考えれば、iPS 細胞
の研究はその質的評価や安全性の確立が先
決であり、樹立過程における多分化能獲得の
分子メカニズムの解明が重要である。また、
体細胞核移植による核の初期化では、クロー
ン胚の核が着床前期と同様の発生経路をた
どる中で初期化され、未分化性を獲得する。
従って、正常対照群として、着床前期胚発生
の分化全能性獲得における遺伝子発現動態
の変化を解析することが非常に重要となる。 
 
２．研究の目的 
我々は、分化全能性の獲得に ZGA とそれが
誘起する胚性遺伝子発現が重要であると考
えた。また、これまでのマウス着床前期胚の
遺伝子発現プロファイリングから、ZGA で発
現する遺伝子にはステージ特異的な発現パ
ターンを示す遺伝子が多数存在し、その中に
は新規遺伝子も多く含まれていることが明
らかとなった(Hamatani T et al., Dev Cell 
2004)。しかし、これらの新規遺伝子のうち
機能遺伝子として報告があるものはごくわ
ずかである。我々は、着床前期で機能する転
写因子と予想された新規遺伝子に着目し、発
現解析およびノックアウト(KO)マウスを用
いた機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、in silico 解析において
Krüppel-associated box (KRAB) あるいは
SCANドメインに続いてC2H2-zinc fingerドメ
インがコードされるため、転写因子として予
想された新規遺伝子 Kzpi あるいは Zfpi を研
究対象とした。定量的逆転写 PCR や免疫染色
を用いて着床前期各ステージの胚や未分化
細胞での発現解析を行い、全長 cDNA をクロ
ーニングし、シークエンシングすることによ
って Kzpi あるいは Zfpi の全長塩基配列を解
読した。機能解析のためにノックウアウトマ
ウスを作成し、着床前期胚発生の観察、受精
率・胚盤胞発生率の検討、産仔数のカウント、

さらに長期的な継代観察を行った。また、
Kzpi(あるいは Zfpi)欠損胚盤胞より ES 細胞
を樹立し、未分化性、多分化能、自己複製能
について検討し、マイクロアレイを用いて網
羅的遺伝子発現解析を行った。さらに、Kzpi
欠損 ES 細胞におけるティング遺伝子の DNA
メチル化可変領域 (DMR)のメチル化レベル
ついて、Combined Bisulfite Restriction 
Analysis (COBLA)法および Bisulfite 
Adaptor-Tagging (PBAT)法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
リアルタイム定量 PCR の結果、着床前期の 2
細胞期から胚盤胞期にかけて Kzpi の発現を
認め、その発現動態はマウス着床前期胚の遺
伝子発現プロファイルデータと一致してい
た。αアマニチンにより受精後の転写を抑制
すると 2 細胞期からの Kzpi 発現上昇はほぼ
完全に抑制されたため、Kzpi は卵性 RNA に由
来するものではなく、受精後に新たに転写さ
れた胚性遺伝子であることが明らかとなっ
た。また成獣マウスでは、精巣以外の組織か
らは発現を認めなかった。免疫組織化学染色
の結果から、2細胞期胚から胚盤胞に KZPI の
発現を認めた。Zfpi の発現解析でも同様の結
果が得られた。しかし、KZPI では、胚盤胞期
および ES 細胞では核への局在が確認された
が、ZFPI では、8 細胞期および ES 細胞で核
に局在することが明らかとなった。 
機能解析のために作成した Kzpi ノックア

ウトマウスは、成獣まで発生し、生殖能も維
持されていた。体外受精による受精率・胚盤
胞発生率は、野生型(WT)と KO 両群の間で有
意な差は認められなかった。一方、平均産仔
数は WT と比較して KO で有意に減少し(P＜
0.01)、ヘテロ接合体同士の交配では KO の出
生数が有意に減少した(P＜0.01)。低体重、
早期死亡傾向、脾腫、膣閉鎖など様々な表現
型が観察されたが、その表現型は同腹子でも
個体差が大きかった。 
次に、Kzpi 欠損 ES 細胞を用いて、Kzpi の
機能と標的分子を検討した。野生型 ES 細胞
に比し、増殖速度は遅い傾向を示したが長期
継代は可能であり、未分化マーカー遺伝子の
発現解析、胚様体および奇形腫の作製による
多分化能性評価では、Kzpi 欠損 ES 細胞に異
常は認められず、Kzpi は多能性幹細胞の維持
に必須ではないと考えられた。 
しかし、トランスクリプトーム解析では多数
のインプリンティング遺伝子の発現異常を
認めた。使用したマイクロアレイにおいて有
意な発現シグナルが観察されたインプリン
ティング遺伝子 27 個のうち、Kzpi 欠損 ES 細
胞では 18 個（66.7%）のインプリンティング
遺伝子が有意な発現変化を示していた。そこ
で、COBRA 解析により DNA メチル化可変領域 
(DMR) のメチル化レベルを検討したところ、



Kzpi 欠損 ES 細胞では複数の DMR が低メチル
化状態であった。さらに、次世代シーケンサ
ーを用いたメチローム解析 PBAT 法により、
全 CpG アイランド(CGI) のうち Kzpi 欠損細
胞株で変化を認めたCGIは1%にも満たないも
のの、そのうち 70%が既知･新規の DMR である
ことが明らかとなった。以上の結果より、
Kzpi は胚性産物として初期胚におけるゲノ
ムワイドな脱メチル化から、DMR 特異的なメ
チル化維持に寄与する可能性が示唆された。 
 一方、Zfpi 欠損マウスは、成獣まで発生し、
生殖能も維持されていた。体外受精による受
精率・胚盤胞発生率は、野生型(WT)と KO 両
群の間で有意な差は認められなかった。継代
長期観察を行っているが、今のところ、明ら
かな異常（表現型）は認められていない。核
型解析では 40XY/40XX であるものの、不特定
多数の染色体領域で不完全断裂あるいは染
色体凝縮不全と考えられる所見が認められ
た。しかし、Zfpi 欠損 ES 細胞も、未分化性
維持、自己複製能、多分化能に異常は認めら
れなかった。 
〔考察〕 
Kzpi 欠損マウスでは、産仔数の減少に加え、
早期死亡傾向、脾腫、膣閉鎖などの表現型が
散発的に確認されているが、これらは DMR メ
チル化レベルの変化によりインプリンティ
ング遺伝子の発現異常が背景にあると考え
られた（例えば、腟閉鎖には p57Kip2 の発現
異常が寄与すると考えられる）。 
今後は、Kzpi 欠損マウスから得られた各発生
段階の細胞（精子、胚盤胞、胎仔）を用いて、
DMR のメチル化レベルを検討する必要がある。
さらに、Kzpi 欠損 ES 細胞を用いて、免疫沈
降(による結合タンパクの同定、クロマチン
免疫沈降による DMR結合部位の同定も試みる
予定である。また、Zfpi 欠損マウスにおける
染色体不完全断裂（凝縮不全）の生理的意義
についても検討を進める予定である。 
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