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研究成果の概要（和文）：受精卵から樹立される胚性幹細胞（ES細胞）と、体細胞から樹立されるiPS細胞は、
いずれも未分化能および多分化能を有し、細胞治療や疾患モデルへの臨床応用が期待されている。しかしながら
受精卵および幹細胞に多くみられる染色体異常や、加齢成人から樹立したiPS細胞におけるゲノム不安定性は、
安全な生殖補助医療と再生医療の実現化にとって障壁となっている。本研究では受精卵からES細胞を樹立する過
程で発現する遺伝子Zscan5bを同定し、Zscan5bが染色体構造を安定させるとともに、体細胞分裂期のDNA損傷修
復を介して、いまだ分からないことの多いES細胞におけるゲノム安定性に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Induced pluripotent stem cells (iPSCs)are expected to be useful for 
regenerative medicine such as drug screening and transplantation, which might particularly benefit 
older patients suffering from heart failure, diabetes and degenerative diseases. However, it is 
known that iPSCs isolated from aged somatic cells exhibit impaired genomic stability. In this study,
 we show that the Zygotic Genome Activation (ZGA) gene Zscan5b expressed from early embryonic 
development through the establishment process of embryonic stem cells (ESCs) and is involved in the 
genomic stability of ESCs. These results provide a new concept that loss of function of genes 
expressed in the early embryogenesis can lead to the loss of genomic stability of somatic and ES 
cells, resulting in random chromosomal aberrations. The findings would contribute to improve genomic
 stability of embryos and pluripotent stem cells, leading  to the development of assisted 
reproduction technology and regenerative medicine.

研究分野：産婦人科学

キーワード： 胚性ゲノムの活性化 ZGA 　iPS細胞　初期化 reprogramming　ゲノム安定性　ES細胞　受精卵　生殖医
学　がん化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、「受精後の初期に生じる遺伝子の機能を喪失させることで体細胞とESCsのゲノム安定性が損なわれ、
ランダムに染色体異常が起こりえる」というあらたな概念を提示した。マウスモデルとヒトにおける遺伝子発現
の時期は異なるため、本研究成果がそのままヒトに当てはまるかは今後さらなる検証が必要である。しかしなが
ら今回の成果は、健全な受精卵の発育や幹細胞の樹立を通して、より安全な生殖補助医療および再生医療の実現
に大きく寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 本邦では晩婚化に伴う不妊症カップルの増加により、体外受精による出生児は年間 47,322 人
と増加の一途をたどっている（2014 年日本産婦人科学会統計）。しかし実地臨床における胚の評
価は形態学的評価に大きく依存し、ヒト胚発生に関する基礎的研究は圧倒的に不足している。胚
発生を司る遺伝子発現制御機構の解明は、発生学的見地のみならず、初期化（リプログラミング）
機構に関与すると考えられることから再生医療の観点からも求められている。 
 これまで申請者は留学先研究室（PI: Dieter Egli）でヒト体細胞核移植（Somatic Cell Nuclear 
Transfer; SCNT）法を詳細に検討し、改良してきた。従来の SCNT 後に発生停止した胚では ZGA
遺伝子は正常に発現しなかった（Noggle, Egli et al., Nature 2011）。SCNT-Protocol 改良後の発生良
好胚では ZGA が正常に起こり、ヒト成人疾患体細胞由来核移植胚性幹細胞（ntESCs）の樹立に
世界で初めて成功した（Yamada et al., Nature 2014）。 
 SCNT により樹立される ntESCs は、転写因子（OCT4、SOX2、KLF4、c-MYC; OSKM）を導入
して樹立される人工性多能性幹細胞（induced Pluripotent Stem Cells: iPSCs）と同様、患者と同一
のゲノムを有し、免疫拒絶されない細胞治療や疾患モデルを利用したドラッグスクリーニング
が可能となる。一方、ntESCs は iPSCs と異なり、i) がん化しない、ii) リプログラミングにかか
る日数が少ない（ntESCs 5 日間; iPSCs14 日間）、iii) 発生能が高い利点を有する。ZGA を介した
初期胚発生型リプログラミングにより、がん化しない、安定した iPSCs の樹立が期待される。 
 初期胚発生型リプログラミングの有用性を支える知見として、卵性因子（ヒストン H1foo、ヒ
ストンバリアント TH2A/TH2B、ヒストンシャペロン Npm2）がそれぞれ iPSCs の作製効率を上
昇させると報告されている。一方これまで報告された ZGA 遺伝子は Zscan4（Zalzmann, Ko et al., 
Nature 2010）、Hmgpi（Yamada et al., Hum Mol Genet 2010）および Chd1（Minami et al., Development 
2015）のみであり、ヒトでは知られていない。ZGA の初期から特異的に発現する遺伝子は、初
期胚発生および分化多能性獲得に関与すると考えられ、ヒト初期胚発生におけるグローバルな
発現解析と単一遺伝子レベルでの機能解析の両方が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
着床前期胚発生は、受精、胚性ゲノム活性化（Zygotic Genome Activation: ZGA）、分化全能性の
獲得など、生殖生物学及び再生医学において極めて重要な事象を含む。さらに受精後約 3.5 日目
の「胚盤胞」と呼ばれる状態のマウス胚は内部細胞塊（将来胎児になる細胞部分）を有し、内部
細胞塊からは ES 細胞（ESCs）が樹立される。ESCs はほぼ無限に自己を複製する能力とさまざ
まな種類の細胞に分化する能力を持つため、細胞治療や疾患モデルへの臨床応用が期待されて
いる。 
しかし初期胚発生を司る遺伝子発現制御機構はいまだ分からないことが多い。申請者はこれま
で、ZGA がヒト卵子によるリプログラミング機構に必須であることを Nature誌に報告し、さら
に胚性遺伝子 Hmgpi が着床周辺期胚発生および分化多能性獲得に関わることを明らかにしてき
た。 
本研究では ZGA 遺伝子に属する Zscan5b 遺伝子に着目した。Zscan5b はドメイン解析の結果

から SCAN domain と C2H2 zinc-fingers をコードして DNA に結合する転写因子と予想される。
Zscan5b と共通した構造的特徴を有する Zscan4 や Zscan10 はそれぞれ、ESCs の染色体構造を保
護するテロメア伸張およびヒト加齢成人から樹立した iPSCs の DNA修復を改善させることが知
られている。そこで Zscan5b が初期胚と幹細胞のゲノム安定性の維持機構を明らかにすることを
目的とした。 
ZGA を介した初期胚発生型リプログラミングにより、がん化しない安定したヒト iPSCs の樹立
が期待される。本研究によって初期胚発生と多能性獲得における ZGA の分子生物学的機構の解
明に向けた貴重な知見が得られるとともに、ゲノム安定性の高い幹細胞の樹立につながると期
待される。 
 
３．研究の方法 
マウス着床前期胚の遺伝子発現プロファイリングデータおよび Unigene cDNA library における
マウス各臓器の Expressed sequence tag 発現頻度を解析することにより、着床前期特異的に発現
する Zscan family 遺伝子 Zscan5b 遺伝子を抽出した。Zscan5b の発現解析を行うとともに、Zscan5b
遺伝子の幹細胞における機能解析を行うため、ノックアウト ESCs を樹立する。 
 
（1）Zscan5b の発現解析 
Zscan5b 遺伝子の発現解析のため、卵子から初期胚、ESCs に至るまでの免疫染色を行う。さら
に体細胞における定量的リアルタイム PCR 解析（qRT-PCR 解析）を行う。 
 
（２）Zscan5b の多分化能性に関する検討 
Zscan5b の多分化能性に関する検討のために、Zscan5b 遺伝子を欠失させたマウスモデル
（Zscan5b ノックアウトマウス）を作成する。複数の Zscan5b ノックアウト ES 細胞株を樹立し、



幹細胞の特性解析として、未分化マーカーの qRT-PCR 解析及び免疫染色による未分化能性評価、
胚葉体形成試験及びキメラ形成試験による多分化能性評価を行う。 
 
（３）ESCs のゲノム安定性に Zscan5b が果たす役割に関する検討 
ノックアウト ESCs のゲノム安定性を評価するため、核型解析、放射線試験を行う。Zscan5b が
結合するタンパクを同定するため、免疫沈降試験を行う。 
 
（４）加齢がもたらす幹細胞への影響に関する検討 
マウス体細胞からのリプログラミングにより、若齢（6-8週齢）から 1 年程度の ESCs、若齢（6-

8 週齢）から 2 年程度の iPSCs を樹立する。これら複数の細胞株の特性解析として未分化能性、
多分化能性評価を行う。さらに加齢がもたらす幹細胞への影響を遺伝子レベルで検索するため、
グローバルな転写の状態を RNA-seq 解析により検討する。 
 
 
４．研究成果 
研究の主な成果 
本研究計画では胚性ゲノム活性化 (Zygotic Genome Activation; ZGA)遺伝子 Zscan5b が初期胚発
生から ESCs の樹立過程を通して発現し、ESCs のゲノム安定性に関わることを明らかにし、Stem 
Cell Reports誌に発表した（Ogawa, Yamada* et al., Stem Cell Rep 2019 *corresponding author）。 
 
（1）Zscan5b の発現解析 
RT-PCR、qRT-PCR、免疫染色の結果、Zscan5b は受精後早期の 2 細胞期から胚盤胞期の着床前
期胚、精巣および ESCs で発現し、核に局在した（図 1）。 
 

 図 1．Zscan5b は受精後の初期に生じる遺伝子発現に伴い発現し、2 細胞期から胚盤胞期にか
けてタンパクが翻訳される。 
  
（２）Zscan5b の多分化能性に関する検討 
Zscan5b の妊娠する力への関与を検討するために、Zscan5b 遺伝子を欠失させたマウスモデル

を作成した。この遺伝子をもたない父母のマウスから得られる産仔数をカウントしたところ、正
常のマウスと同等であり、Zscan5b の欠失が発生能に影響を持たないことが示された。また、
Zscan5b を欠失させた胚盤胞から ESCs を樹立し分化誘導したところ、すべての体細胞に分化し
た。しかしながら、これらの細胞は悪性胚細胞性腫瘍を形成した。 
 
（３）ESCs のゲノム安定性に Zscan5b が果たす役割に関する検討  
悪性腫瘍を形成するような細胞においては染色体異常がおこり、ゲノム安定性が損なわれてい
ることが推測される。そこで、Zscan5b 欠失マウスの体細胞と、Zscan5b を欠失した受精卵から
樹立した ESCs（KO-ESCs）の染色体検査を行ったところ、KO-ESCs と KO-体細胞では高頻度に
chromosome gap、染色体切断（chromosome break）、ロバートソン転座、重複および欠失などの多
様な染色体構造異常を示した。 
 Zscan5b の染色体構造への関与を検討するため免疫沈降法を用い Zscan5b と DNA のヌクレオ
ソーム構造を構成する他の関連分子との相互作用を調べた結果、Zscan5b はヌクレオソームを折



りたたむことで、染色体を構成するクロマチン線維の構造維持に関わるヒストン H1タンパクと
結合することが明らかとなった。このことから、Zscan5b が欠失しているとクロマチン構造を保
つことができず、染色体を傷つける環境的要因から染色体を守ることができなくなる結果とし
て、染色体切断（chromosome break）の頻発につながり、染色体切断症候群が生じることが示唆
された。 
さらに、DNA分子の安定性への関与を検討するために放射線照射を Zscan5b欠失 ESCs に行っ
た結果、DNA が損傷したことを表す γH2AX マーカーの発現頻度が野生型と比較して有意に上
昇した。一方、Zscan5b欠失 ESCs に Zscan5b を過剰発現させた結果、γH2AX の発現頻度は減少
した（図 2）。 

図 2： Zscan5b を欠失した ESCs は、放射線照射を加えると DNA損傷マーカーの γH2AX の発
現頻度が有意に上昇する。しかし、Zscan5b 遺伝子を強制発現させるとその頻度は野生型 ESCs
と同等程度に低下する。 
 
Zscan5b を欠失した ESCs におけるグローバルな転写状態を解析するため行なったマイクロア
レイの結果、DNA修復遺伝子 Rad51l3 および Bard1 の発現が上昇していた．これらの結果から
Zscan5b はヒストン H1 と結合することによりクロマチン構造の安定化に寄与するとともに、体
細胞分裂期の DNA 修復遺伝子（Bard1 など）と DNA 損傷修復に関わる二つのメカニズムを介
して、ESCs におけるゲノム安定性に寄与すると考えられた。 
 
（4）加齢がもたらす幹細胞への影響に関する検討  
 さらに加齢がもたらす幹細胞への影響の解明を目指して、マウス若齢由来 3株の ESCs、iPSCs
に加えて、12ヶ月齢の個体から ESCs および iPSCs を、24ヶ月齢の個体から iPSCs を樹立した。
未分化マーカー遺伝子 Oct4、Sox2、Klf4、Nanog について定量的リアルタイム解析を行った結果、
明らかな発現量の差を認めなかった。多分化能性の検討のため in vitro に胚様体作成を行った結
果、12ヶ月齢までの幹細胞では TUJ1、AFP、SMA の発現が観察された。加齢モデルにおけるミ
トコンドリア機能を評価した結果、naïve 型では電子伝達系が活動し、6 ヶ月齢の ESCs・iPSCs
における一時的な酸素消費量の増大と、予備呼吸能の低下を観察した。7 週齢から 12 か月齢ま
での線維芽細胞・ESCs・iPSCs の RNAseq 解析による発現プロファイルにおいて、12 か月齢の
iPSCs は他の群とことなり同一にクラスタリングされた。 
 
得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 
 これらの結果から、ZGA 遺伝子 Zscan5b が幹細胞のゲノム安定性に寄与すること、転写因子
型リプログラミングは体細胞加齢の影響を消去できない可能性が示唆された。 
 本研究は、「受精後の初期に生じる遺伝子の機能を喪失させることで体細胞と ESCs のゲノム
安定性が損なわれ、ランダムに染色体異常が起こりえる」というあらたな概念を提示した。マウ
スモデルとヒトにおける遺伝子発現の時期は異なるため、本研究成果がそのままヒトに当ては
まるかは今後さらなる検証が必要である。しかし、受精卵の発生および幹細胞の樹立過程に特定
の遺伝子の発現を適切に誘導することで、受精卵や ESCs、iPSCs のゲノム安定性が改善されれ
ば、生殖補助医療と再生医療の発展に貢献できるものと期待される。 
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