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研究成果の概要（和文）：一つの受精卵はあらゆる細胞へと分化する能力（全能性）を有する。しかしどのよう
な分子プログラムにより全能性が確立され、どのように失われるのかよくわかっていない。本研究ではクロマチ
ンの開閉を担うヘテロクロマチンに着目し、卵形成から受精（全能性の確立期）、着床前発生（維持および消失
期）におけるヘテロクロマチンのダイナミクスと機能を解析した。その結果、全能期の受精卵は極めて特殊なヘ
テロクロマチンを有することや、着床前発生過程で典型的なヘテロクロマチンに段階的に遷移することなどを明
らかにした。すなわち、非典型的なヘテロクロマチン状態が全能性の根底にあるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：A single fertilized egg has the ability to differentiate into any cell 
(totipotency). However, it is not well understood how the molecular program establishes and loses 
totipotency. In this study, we focused on heterochromatin, which is responsible for opening and 
closing chromatin, and analyzed the dynamics and function of heterochromatin during oocyte formation
 and fertilization (establishment of totipotency) and preimplantation development (maintenance and 
loss of totipotency). As a result, we found that totipotent zygotes and early preimplantation 
embryos have very unique heterochromatin and that they undergo a stepwise transition towards typical
 heterochromatin during preimplantation development. Thus, we think the atypical heterochromatin 
state may underlie totipotency.

研究分野： エピジェネティクス

キーワード： クロマチン　卵子　初期胚
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の生命は一つの受精卵から誕生します。その小さな細胞の中で、父親と母親から受け継がれた二つのゲノ
ムが混ざり合い、個体の全ての細胞に分化する能力である「全能性」を獲得します。本研究では、受精卵の元と
なる卵子の形成過程から、受精、そして初期胚発生の間に、どのように全能性が確立されるのかを解明しまし
た。この成果は今後、細胞に全能性を付与する技術の開発に貢献することが期待されます。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
受精卵は胎児と胎盤の両方に分化可能な“全能性”を有する。全能性は、内部細胞塊(ICM)と栄養
膜細胞(TE)への最初の分化が生じる胚盤胞期までに消失する。着床前発生過程では胚のエピゲノ
ムが大きく変化することが知られており、エピゲノムの状態変化に伴うクロマチン可塑性の消
失が全能性の消失に寄与することが考えられる。しかし、その分子実体は不明である。 
 
２．研究の目的 
体細胞核移植や iPS リプログラミングの研究結果から、細胞の効率的な初期化にはヘテロクロマ
チンの解消が重要であることが知られている。このことから、ヘテロクロマチンと全能性には何
らかの関係があることが予想される。しかし、全能性を有する細胞がどのようなヘテロクロマチ
ン状態を有し、それが全能性消失期にかけてどのように変化するかはよくわかっていない。特に、
反復ゲノム配列に形成される構成的ヘテロクロマチンとは異なり、コーディング遺伝子を制御
する条件的ヘテロクロマチン（H3K27me3 や H2AK119ub1 を介して遺伝子プロモーターや不活
性 X 染色体に形成される比較的柔らかいヘテロクロマチン）の研究は進んでいない。そこで本
研究では、卵形成から受精（全能性の確立期）、着床前発生（維持および消失期）における条件
的ヘテロクロマチンのダイナミクスと機能を解析した。また分担者（山口）は、胚性幹細胞（ES
細胞）に存在する 2 細胞期胚に類似した性質を示す“2 細胞期胚様（2CL）細胞”をモデルに全
能性プログラムの理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
微量クロマチン免疫沈降技術 
本研究の遂行には、卵や着床前胚といった微量検体から高解像度なヒストン修飾分布を調べる
必要がある。そのために、CUT&RUN 法をこれらの微量検体に再現よく適応できる形に改良し
た。具体的には、卵のようなサイズの大きい細胞種では CUT&RUN のバッファー交換過程で細
胞の溶解に伴うクロマチンのロスが起こることを見出し、これを防ぐ方法を確立し報告した
（Hayashi and Inoue, 2022 MMB）。さらに、2021年に新たに報告された Carrier DNA-assisted ChIP-
seq (CATCH-seq)（Zhu et al., 2021 Sci Bullen）を改良し、101-2個の卵や着床前胚から様々なヒスト
ン修飾を高解像度で分布解析できるようになった。 
 
４．研究成果 
(1)	 全能性消失過程における条件的ヘ
テロクロマチンの動態と新規確立機構 
全能性が消失する着床前発生過程にお

ける H2AK119ub1 と H3K27me3 の分布を
微量 CUT&RUN 法を用いて詳細に解析
した。その結果、条件的ヘテロクロマチ
ンが確立される発生関連遺伝子群のプロ
モーター領域においては、2 細胞期に
H2AK119ub1 が付与されたのち、胚盤胞
期からそれ以降にかけて H3K27me3 が付
与されることがわかった（図 1a、灰色と
緑）（Mei et al., 2021 Nat Genet）。このこと
は、1 細胞期受精卵では典型的な条件的
ヘテロクロマチンがほとんど存在しない
ことや、2 細胞期から桑実胚にかけては
H2AK119ub1 単独で存在することなど、
着床前胚は他の細胞種とは異なり非典型
的なヘテロクロマチン状態にあることを
示唆している。このような非典型的な条
件的ヘテロクロマチン形成は全能性と深
く関わると考え、本研究においてその形
成機構を調べた。 
 条件的ヘテロクロマチンの新規確立機
構を詳細に調べるために、H3K27me3 の
前駆体である H3K27me2 の分布を
CATCH-seq 法を用いて解析した。その
結果、H2AK119ub1（ 2 細胞期）→ 
H3K27me2（桑実胚）→ H3K27me3（胚
盤胞以降）の順で段階的に条件的ヘテ
ロクロマチンが確立されることがわか
った（図 1a、緑と青）。さらに、初期胚

図 1．PRC2.2 による段階的な条件的ヘテロクロマチン
形成機構．(a)数千個の発生関連遺伝子群プロモーター
（CG island, CGI）と遠位エンハンサー領域におけるヒス
トン修飾の挙動を示す。 (b)父性 X 染色体におけるヒス
トン修飾の挙動。灰色四角部分は PRC2.2 特異的サブユ
ニット JARID2, AEBP2それぞれ、および両方の欠損胚。 



における H3K27me2/3 の付与に必須の因子として、PRC2 の亜種である PRC2.2 を同定した。具
体的には、PRC2.2 特異的サブユニット JARID2 の欠損下では桑実胚期に H3K27me2 が新規確立
されず、その後の胚盤胞期でも H3K27me3 の新規確立が阻害された（図 1a、Jarid2 KO）。それ
に伴い、桑実胚期に本来 H3K27me2 が確立されるべきエンハンサー領域においては H3K27ac の
上昇が認められた（図 1a、黄色）。さらに、父母アレル特異的なゲノム多型解析を用いて、父性
X 染色体不活性化時の条件的ヘテロクロマチンも H2AK119ub1（8 細胞期）→ H3K27me2（桑実
胚）→ H3K27me3（胚盤胞）の段階的な機序により確立されることがわかった（図 1b）。JARID2
欠損胚の解析から、父性 X 染色体のヘテロクロマチン確立にも PRC2.2 が必須であることがわか
った。これらの結果は、全能性消失過程における条件的ヘテロクロマチンの確立機序を初めて明
らかにしたものである（論文投稿中）。今後 Jarid2 KO 胚をモデルとして全能性と条件的ヘテロ
クロマチンの関連を研究していく予定である。 
 
(2) 非典型刷り込みの機能と制御機構の解明                    
我々は以前の研究において、卵で確立された

H3K27me3 が受精後の着床前胚、そして胎盤へ
と母性伝承されて非典型ゲノム刷り込みを制
御することを見出した。しかし、その機能は十
分にわかっていなかった。そこで非典型刷り込
みの機能を調べるために、その破綻モデルとし
て PRC2母性欠損体（Eed KO 卵と WT 精子を
受精させて得られる胚）を作製したところ、着
床後の発生遅延および過半数の致死性、そして
生存個体においては胎盤の過形成が認められ
た。このことから、母性 H3K27me3 による非典
型刷り込みは胚・胎盤形成を含む個体発生に重
要な役割を有することが示唆された。 

PRC2母性欠損体では母性 H3K27me3 の欠如
により非典型刷り込み遺伝子が両親性発現し
ている（図 2 上段）。そこで以下の回復実験を
行なった。まず、これまでに我々が同定した非
典型刷り込み遺伝子 9 個それぞれのヘテロ欠
損変異体を CRISPR等により作製した。次に、
各々のヘテロ欠損精子をPRC2欠損卵と受精さ
せ、それぞれの刷り込み遺伝子の片親性発現を
回復させた（図 2 上段）。その結果、Xist の片
親性発現回復により PRC2母性欠損体の致死性が顕著に抑制された（図 2 中段）。さらに、他の
非典型刷り込み遺伝子（齧歯類最大の miRNA クラスターである Chromosome-2 microRNA cluster 
(C2MC)およびアミノ酸トランスポーターをコードする Slc38a4）の片親性発現回復により PRC2
母性欠損体の胎盤過形成が抑制された（図 2 下段）。このことから、卵母細胞における Xist, C2MC, 
Slc38a4 遺伝子座への H3K27me3 の確立が次世代個体の正常発生に重要であることが示された
（Matoba*, Kozuka* et al., 2022 Genes Dev）。 
続いて、卵における H3K27me3 の確立機構を調べるために、H2AK119ub1 の寄与を検証した。
バリアント型 PRC1 の欠損卵を作製し、そのエピゲノムを詳細に解析したところ、H2AK119ub1
非存在下では一部の刷り込み領域における H3K27me3 が消失することを見出した（図 3 左）。そ
してこの卵に由来する胚のエピゲノム状態を経時的に解析したところ、H3K27me3 の欠落状態が
受精後も維持・伝承されて、非典型刷り込みの破綻、着床後の致死性、胎盤過形成等を引き起こ
すことを示した（図 3 中央から右）。このことから、PRC1 と PRC2 は卵成長過程で協調して刷
り込みを確立させることで次世代個体発生を長期に支えることがわかった（Mei et al., 2021 Nat 
Genet）。現在本研究をさらに進展させており、卵において H2AK119ub1 が H3K27me3 の確立に
必要なメカニズムを解明し投稿準備を進めている。 

図 2．PRC2 母性欠損体の片親性発現回復スク
リーニングによる非典型刷り込みの機能解明. 
正常胚においては少なくとも 9 つの非典型刷り
込み遺伝子が片親性発現する（左）。PRC2 母性
欠損体ではその全てが両親性発現し、発生遅延と

胎盤過形成を示す（中央）。ヘテロ欠損による Xist
の片親性発現の回復により胎生致死が抑制され、

C2MC, Slc38a4 のヘテロ欠損により胎盤過形成
が抑制される。 



図 3. バリアント型 PRC1（Pcgf1/6）母性欠損胚の表現型. (A) Pcgf1/6欠損卵では一部の遺伝子が脱抑制さ
れることで、当該遺伝子領域の H3K27me3の確立が阻害される。H3K27me3の欠落状態は受精後も維持さ
れる。その結果、非典型刷り込みが破綻し(B)、胎盤過形成が生じる(C)。 
 
(3) 全能性確立過程におけるヒストン H2A 変異体の役割                      
ヒストン変異体はクロマチン機能に
重要な役割を持つ因子である。中でも
H2A 変異体の機能は多岐に渡る。しか
し、全能性確立に向けた卵成長過程に
おいて H2A 変異体がどのような機能
を有しているかはほとんどわかって
いない。そこで我々は CATCH-seq 法
を用いて卵母細胞における H2A, 
H2A.Z, H2A.X, TH2Aの分布を調べた。
その結果、H2A, H2A.X, TH2A は卵ゲ
ノムにほぼ均一に存在しており、コア
なヌクレオソームを構成することが
示唆された。一方で、体細胞において
は活性化プロモーターに限局する
H2A.Z が卵では遺伝子間領域にも広
く分布することを見出した（図 4. 2 段
目）。卵においては H3K4me3も同様に
遺伝子間領域に分布することが知ら
れており、このような非典型分布は
non-canonical H3K4me3 (ncH3K4me3)
と呼ばれ る 。 実際に H2A.Z は
ncH3K4me3 と共局在し、この分布を ncH2A.Z と名付けた。H2A.Z欠損卵を作製し、そのヒスト
ン修飾状態を詳細に解析したところ、H2A.Z欠損卵では ncH3K4me3 が十分に確立されないこと
を見出した（図 4. 3 段目）。さらに、ncH3K4me3 の確立に必須な MLL2 の欠損卵では ncH2A.Z
が十分に確立されないことを見出し、ncH3K4me3 と ncH2A.Z は相互依存的であることが明らか
になった（図 4. 4 段目）。そして、H2A.Z欠損卵および Mll2欠損卵は共通した遺伝子発現変化
と卵成熟不全が生じることを見出した。これらの結果から、全能性確立に向けた卵成長過程では、
ヘテロクロマチンのみならずユークロマチンも極めて特殊な状態にあることが示唆された（論
文投稿中）。 
 
(4)	p53 ストレス応答シグナルによる全能性様状態への移行  

2CL 細胞は転写因子 Zscan4 やレトロトランスポゾンの MuERVL などの 2 細胞期胚に特異的
な遺伝子を高発現している。2CL 細胞は培養条件下で安定に存在するわけではなく、Non-2CL 状
態と 2CL 状態を行き来している。このことから、Non-2CL 状態から 2CL 状態への移行メカニズ
ムを解析することで、初期胚の全能性の分子機構にアプローチできるのではないかと期待され
ている。 
そこで、2 細胞期胚や 2CL 細胞に特異

的な Zscan4 プロモーター配列に GFP レ
ポーター遺伝子を組み込み、その発現を
指標とし、PiggyBac 変異導入スクリーニ
ングを実施することで、制御因子の探索
を行った。その結果、リボソーム RNA 結
合タンパク質遺伝子 Pum3 を欠損させる
と 2CL細胞が 5倍程度増加することを見
出した（図５a）。Pum3-KO ES 細胞中の
2CL 細胞では、Oct4 や Nanog タンパク質
の発現低下、クロモセンター消失などの、
野生型 ES 細胞中の 2CL 細胞と同様の特
徴を示した。Pum3-KO ES 細胞ではプレ
リボソーム RNA の蓄積が見られ、p53 が
活性化していた。Pum3/p53-dKO ES 細胞
では 2CL 細胞が野生型の水準まで低下
していたことから、Pum3 欠損がリボソ
ームストレスを誘導し、その結果活性化
した p53 が 2CL 細胞状態への移行を誘
導していることがわかった（図５b）。野
生型 ES 細胞においても UV照射や薬剤
添加によって p53 を活性化すると 2CL

図 4．マウス卵母細胞におけるヒストン H2A.Zの分布と
その欠損によるヒストン修飾の変化． 

図５．p53による 2CL状態への移行制御．(a,b) Pum3-
KO ES 細胞では Zscan4-GFP 陽性細胞が増加するが
(a)、Pum3/p53-dKO ES細胞では野生型の水準まで低下
する(b)。(c) p53 依存的な UV 照射による２CL 細胞の
増加。(d) モデル図。 



細胞が増加することから、p53 が 2CL 細胞状態への移行に中心的な役割を担っていることが示
唆された（図５c,d）。また、p53 の上流で生じている現象を探索し、細胞周期の変化が 2CL 細胞
状態への移行に寄与していることも明らかにしつつある（発表準備中）。最近の国内外の研究か
ら、全能性細胞では DNA複製の状態が多能性未分化細胞や分化細胞と大きく異なることが明ら
かになりつつある。細胞周期と DNA複製の変化がどのように全能性の移行を誘導するのかは未
解明であるが、エピゲノム状態の変化だけでなく、複製フォークの進行などゲノム状態の変化が
影響することが示唆されている。 
 
(5)	2CL細胞におけるクロモセンター制御機構の解析       
主にセントロメア近傍のヘテロクロマチンが集合して形成されるクロモセンターは、受精直
後の胚や 2CL 細胞では消失する特徴がある。全能性細胞に特徴的なクロモセンター制御機構を
解析するために、始原生殖細胞と同様に DNA メチル化レベルが低下する Dnmt1-KO ES 細胞を
用いてクロモセンターの変化を解析した。その結果、Dnmt1-KO ES 細胞においてクロモセンタ
ーが Tet1依存的に顕著に凝集することを見出した（図６a）。CRISPR を用いた人為的 Tet1誘導
実験の結果、Tet1 の酵素活性はクロモセンターの凝集に必須ではないこともわかった。
H3K27me3 や H2AK119ub1 が低メチル化 ES 細胞のクロモセンターに局在していたことから、
PRC1/2 がクロモセンター集合の制御因子でないかと考えた。PRC2 因子の欠損ではクロモセン
ターは変化しなかったが、PRC1 のコア因子である Ring1a/b をノックダウンしたところ、低メチ
ル化状態にあってもクロモセンターが分散型を示した（図６b）。この結果から、メチル化が低下
すると Tet1 がセントロメア近傍にアクセス可能となり、PRC1 を誘導し、その結果クロモセンタ
ーが集合することがわかった（図６c）。ゲノム全体の低メチル化やクロモセンターの動的な変化
は受精直後だけでなく、始原生殖細胞でも生じている。本研究成果はヘテロクロマチンの動的制
御機構とその生理的機能の解明に貢献すると期待される。 

 
(6)	ゲノムインプリンティングの生理的意義の解明          
ゲノムインプリンティングは胎盤形成や胚発生に重要な機能を果たしているが、母性アレルし
かもたない単為発生胚は致死となるため、器官形成期や出生後のゲノムインプリンティングの
機能についてはよくわかっていない。そこで、胚盤胞置換法を駆使して単為発生胚由来組織を持
つマウスの作製に取り組
んでいる（図７）。これま
でに脳で細胞競合に機能
している遺伝子を欠損し
たマウスを用いること
で、脳全体に雌性単為発
生胚が高効率で寄与した
マウスの樹立に成功して
いる。現在はこのマウス
の表現型の解析に取り
組んでいる（発表準備
中）。 
 

図 6 低メチル化状態におけるクロモセンターの変化の分子機構．(a)低メチル化状態にある Dnmt1-
KO ES細胞ではクロモセンターが凝集して HP1gが集積するが、Tet1を欠損すると野生型状態に戻る。
(b)Ring1a/bをノックダウンした Dnmt1-KO ES細胞ではクロモセンターが分散する。 (c)モデル図。 

図 7 単為発生胚由来細胞からなる脳をもつマウスの作製．(a)CRePマ
ウスの作製スキーム。(b)代表的な CRePマウス胚。 
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