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研究成果の概要（和文）：本研究では、オートファジーを利用した新規タンパク質ノックダウン法を開発することを目
的とした。まず、ライソソームとの結合に必要なペプチドとプロテインAを融合させたタンパク質を作製し、EGFP mRNA
とともに受精卵にマイクロインジェクションを行った。その結果、EGFPタンパク質が分解できることが明らかとなった
。次に、受精卵に豊富に存在するStellaを標的としたが、Stellaタンパク質の分解はほとんど起こらなかった。Stella
は、受精卵の核内に局在し、クロマチンと結合することが明らかになっている。したがって、本研究で開発した方法は
、核に局在するタンパク質には適用できないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we try to develop a novel method for protein knockdown. We 
produced chimeric protein consisting of lysosome binding peptide and protein A. When this fusion proteins 
were microinjected to zygote with EGFP mRNA and anti-EGFP antibody, EGFP proteins were efficiently 
degraded. Next, we examined whether this method are applicable to endogenous Stella proteins, a maternal 
proteins localized in nucleus. However, Stella proteins were not degraded after microinjected with a 
fusion proteins and anti-Stella antibody. These data suggested that this method is applicable to 
cytoplasmic proteins, but not to nuclear proteins.

研究分野：生殖細胞

キーワード： タンパク質ノックダウン
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の個体発生が正常に進行するため
には、精子と卵子のエピゲノム情報が受精後
にリプログラミングされ、遺伝子発現が時空
間的に制御される必要がある。この過程では、
ゲノム全体の脱メチル化、母性タンパク質の
分解、母性 RNA の分解、および胚性遺伝子の
活性化が重要であることが明らかにされて
いる。しかし、受精後のリプログラミング機
構の解析は、その重要性にも関わらず、未解
明な部分が多く残されている。これは、受精
卵における適切な遺伝子解析法が存在しな
いことが原因であると考えられる。特定の遺
伝子の機能を解析する方法としては、相同遺
伝子組み換えによる候補遺伝子のノックア
ウトが使われてきた。しかし、受精卵や着床
前胚で機能するような遺伝子のノックアウ
トマウスは胎生致死である可能性が高い。そ
の場合、組織特異的ノックアウトマウスを用
いた解析が必要となり、膨大な時間と経費を
要する。また、受精卵には卵子から持ち越さ
れるタンパク質が大量に存在し、RNA 干渉法
を用いることができない。これらの問題を解
決するために、本研究では特異的にタンパク
質を分解するシャペロン介在性オートファ
ジーを利用したタンパク質ノックダウン法
を開発することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞が有するタンパク質分解
系であるオートファジーを利用した新規タ
ンパク質ノックダウン法を開発することを
目的とする。本研究により、受精卵において
特異的にタンパク質をノックダウンするこ
とが可能になれば、リプログラミングの分子
機構の解明に大きく寄与すると考えられる。 

 
３．研究の方法 
本研究では、ライソソームの結合に必要な
ペプチドとプロテインAとを融合させたキメ
ラタンパク質を作製した。次に、これらのキ
メラタンパク質を標的タンパク質に対する
抗体とともに受精卵にマイクロインジェク
ションし、標的タンパク質が分解するかどう
かを検討した。 
 
４．研究成果 
 まず、ライソソームとの結合に必要なペプ
チドとプロテインAを融合させたキメラタン
パク質を作製し、EGFP mRNA および EGFP 抗体
とともに受精卵にマイクロインジェクショ
ンを行った。その結果、ほぼ全ての胚が死滅
した。これは、市販の抗体に添加されている
アジ化ナトリウム等の防腐剤の影響が考え
られた。そこで、EGFP 抗体を精製することに
より、添加剤を除いたところ、死滅する胚は
ほとんど認められなくなった。さらに、EGFP
抗体により、EGFP タンパク質が効率よく分解
できることが明らかとなった。 
 次に、この方法が内在性のタンパク質に適

用できるかどうかを検討した。そのために、
受精卵に豊富に存在する Stella のノックダ
ウンを試みた。その結果、受精卵において
Stella タンパク質の分解はほとんど認めら
れなかった。Stella は、受精卵の核内に局在
し、クロマチンと結合することが明らかにな
っている。また、抗体分子は分子量を考慮す
ると、核膜を通過できないことが考えられる。
これらのことから、本研究で開発した方法は、
細胞質に局在するタンパク質のノックダウ
ンに有効であり、核に局在するタンパク質に
は適用できないことが示唆された。 
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