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研究成果の概要（和文）： 
 生殖細胞ゲノムは、受精の前後に全能性（受精卵のゲノム状態）を獲得することができる。
その機構を理解するために、マウスのライフサイクルのさまざまなステージの細胞をドナーと
して核移植を行い、再構築された胚･胎仔組織のエピジェネティクス状態を解析した。その結果、
一部の抑制性ヒストンメチル化など特定のエピジェネティクス修飾以外は、MII 卵子で再プロ
グラム化され、全能性ゲノムが獲得されることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The germ cell genome can acquire totipotency, the genomic state of early fertilized 
embryos. To obtain clues to understanding the mechanisms of acquisition of totipotency by 
the germ cells, the epigenetic characteristics in the embryos reconstructed with different 
donor cell nuclei during the life cycle were analyzed using the mouse as the model. The 
results indicated that mature MII oocytes could reprogram all the epigenetic modifications 
with only some exceptions including a certain histone tail methylation.  
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の生殖細胞は、その早い性決定のた
めに個体発生初期に始原生殖細胞 (PGC)と
して発生を開始し、その後は体細胞とは一生
を通じて細胞系列上厳密に隔離され、配偶子
として分化をしていく。しかし配偶子は受精
によりそのゲノムを次世代へつなげ、新しい
生命を誕生させるという大きな役割もある。

すなわち生殖細胞ゲノムは生殖細胞として
分化を続けながらも、一方で全能性獲得（再
プログラム化あるいは初期化）の準備を進め
るという二律背反状態で配偶子まで発生す
ることになる。現在まで多くの研究者の衆目
は前者の「分化」に集まり、実際にその過程
に関与する多くの遺伝子群が明らかにされ
てきた。しかしながら生殖細胞の本質に関わ
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るはずの後者の「初期化の準備」については
全く明らかにされていない。これは通常の生
殖の範疇内にはその解析手段が無いためで
ある。そのヒントを得る数少ない実験系の一
つが、核移植クローン技術である。本研究は、
体細胞を用いた核移植クローンで生じる異
常の背景には体細胞と生殖細胞のゲノム初
期化の差があるはずであるとの前提で開始
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、核移植クローン技術と分子生物
学的解析技術を組み合わせることにより、生
殖細胞特有の全能性獲得に関わるゲノム構
造あるいは機能を明らかにすることを目的
として行った。一般に哺乳類の生殖細胞は、
配偶子（卵子および精子）すなわち分化細胞
として機能しつつ、一方で受精時にはそれま
での記憶を消去して全能性ゲノムを獲得し
なければならないという二律背反の運命を
背負っている。本研究では、後者の全能性獲
得の機構（あるいはその準備）こそが次世代
にゲノムを伝える生殖細胞の本質であると
の認識をもとに、それがいつどのように生じ
るか、そしてその際にゲノム上にどのような
エピジェネティクス変化が起こっているか
について核移植技術を用いて、明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究の構成は大きく分けて、核移植クロ
ーン実験と、その得られた胚・胎盤のエピジ
ェネティクス解析の２つの柱からなる。核移
植クローンのドナー細胞としては、始原生殖
細胞から減数分裂前までの生殖細胞、および
受精後の着床前期胚の割球（blastomere）を
用いる。解析対象は、初期化の指標として核
移植クローンにおける定型的な異常に絞る
ために、1) 着床前期胚、2) 初期胎盤、3)こ
れらから派生する幹細胞 (ES 細胞および TS
細胞)とした。 
 これらの発生率、遺伝子発現パターン、DNA
メチル化、ヒストン修飾パターンを解析する。
そして正常初期化のマーカーが生殖系列の
どの時期に現れ、どの時期に消去されるかを
特定し、その時期に生じるより上位のエピジ
ェネティック変化の解析、すなわち DNA メチ
ル化やヒストン（脱）アセチル化関連酵素や
転写因子などの関与を解析する。最終的な目
標として、体細胞ゲノムの初期化の人為的制
御を目指す。適宜、ノックアウト、ノックダ
ウン、あるいは mRNAの導入などを実施する。 
 
 
 
 
 
 

 
核移植実験のイメージ図 

 
４．研究成果 
  まず最も生殖細胞と異なるエピジェネ
ティクス状態を保持すると考えられる体細
胞をドナーとして核移植を行った。単一胚盤
胞の遺伝子発現パターンをマイクロアレイ
法を用いて解析した。マイクロアレイ解析上、
３種類の体細胞核移植(SCNT)胚盤胞に共通
した差次的遺伝子は、164 遺伝子のみであっ
た。そのうち、131 個の発現亢進した遺伝子
には特に特徴は見られなかったが、33 個の発
現抑制遺伝子はそのうち 20 個が X 染色体上
に位置するという特徴が見られた。また、い
ずれの胚においても、X 染色体遺伝子全般の
発現が低下する経過が見られ、X：Autosomal 
の発現比率が低かった。RNA-FISH により雄
SCNT胚のXa上Xistも発現していることがわ
かった。そこで，Xist ノックアウトアレル
が Xa 上に存在するドナー細胞を用いてクロ
ーンを行ったところ、いずれの SCNT 胚も X
染色体遺伝子の発現が正常に近づき、X：
Autosomal の比率も上昇した。興味深いこと
に、常染色体上遺伝子の低発現遺伝子の多く
も改善した。一方、Xist ノックアウトを用い
ても改善しない X染色体上遺伝子群が残って
いた。この領域は、Wen ら(2009)の minimal 
LOCKs の領域に含まれていた。この LOCKs 領
域は、H3K9me2 が高密度に含まれている。体
細胞、胚盤胞、着床直後の胚の ChIP 解析あ
るいは免疫染色により、これらの H3K9me2は、
着床直後に deposit されること、そして SCNT
胚は、着床後はこの LOCKs 領域は正常に再プ
ログラム化されること（胎盤組織で Xlr が正
常に発現を開始）が明らかになった。 
 また、Xist mRNA に対する RNA 干渉法を用
いて、体細胞クローン胚の生存率が改善する
かどうか検討を行った。特異的 siRNA を１細
胞期クローン胚（雄胚）に注入し、その発生
および遺伝子発現パターンの解析を行った。
その結果、siRNA による Xist RNA の抑制は、
桑実期胚まで観察され、胚盤胞期には、異所
性の Xist 発現が回復してしまっていた。し
かし、これらの胚を移植したところ、着床直
後の 5.5 日胚において、対照の 10 倍以上の
確率で正常胚が回収できた。さらに分娩期に
おいては、出生率も１０倍以上まで改善した。



 

 

この結果は、着床前の Xistの異所性発現が、
着床後の SCNT 胚の発生に決定的な影響を与
えていることを示す。実際に、着床後の Xist
発現パターンを観察したところ、siRNA の有
無にかかわらず、自然にクローン胚の異所性 
Xist 発現は改善していた。これらを総合的に
判断すると、SCNT 胚の遺伝子発現異常は着床
前期まで継続するが、そのうち定型的な異常
（Xist 高発現、Xlr と Magea の低発現）は、
着床前後の再プログラム化により発現が正
常化することが示唆された。 
 次に、各発生段階の雌雄生殖細胞をドナー
として用いて核移植を行い、その再構築胚に
おける Xist の発現を観察し、刷込み型 XCI
成立機序について検討を行った。その結果、
fully grown GV 期卵子（直径約 70 µm）以外、
すべての雌雄生殖細胞由来のクローン胚か
ら Xist が発現することが明らかになった。
すなわち、Xist は 4 細胞期ころから胚性遺
伝子の一つとして発現することが本来の設
定(default)であり、卵子発育の最終段階で
のみ Xist の発現を抑制するインプリントが
入り、これが受精卵へ伝わると考えられる。
この結果は、マウスに典型的に見られる刷込
み型 XCI が父方でなく、母方のインプリント
で制御されるという説を支持する。また、こ
れにより、以前報告した体細胞クローン胚に
おける異所性 Xist発現も説明できる。また、
さらに TS 細胞など胎盤組織細胞の核移植ク
ローン胚は、異所性の Xist を発現したこと
から、母方のインプリントは、胎盤側の細胞
においても消去されることが示された。生殖
細胞ゲノムが完全な全能性を獲得するため
には、生殖細胞の発生初期からインプリント
や体細胞記憶の消去が生じ、最終的に受精の
段階で大規模な変換を受ける。これらのエピ
ゲノムレベルの変化は生殖細胞の発生段階
に高い特異的があり、必ずしも成熟卵子がす
べてを制御できるものではないことが明ら
かになった。 
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