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研究成果の概要（和文）：受精後に始まる遺伝子発現プログラムの調節に関わる因子として、(1)発生イベン
ト、(2)Zygotic Clock、(3)段階的変化、の3つを想定し、これらの実際の関与を調べた。まず、1細胞期の転写
を可逆的阻害剤により一過的に抑制し、2細胞になった時期に阻害剤を除いて転写パターンを調べたところ、1細
胞期のパターンが見られた。したがって、この時期の遺伝子発現プログラムは、(3)段階的変化によって調節さ
れていることが明らかとなった。また、2細胞前期から後期に起こる大規模な遺伝子発現パターンの変化がおこ
るが、DNA複製を阻害する実験によって、DNA複製が関わっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanism underlying gene expression program after 
fertilization, I hypothesized that there are three factors involved in this mechanism, 1) 
developmental events, 2) zygotic clock, 3) step by step fashion. First, I treated 1-cell stage 
embryos with a reversible inhibitor of transcription and then liberated them from the drug at the 
2-cell stage. Although all of those embryos developed to the 2-cell stage, the pattern of 
transcription was similar to that of the 1-cell stage, suggesting that the progression of gene 
expression program from 1-cell to 2-cell stage occurs in a step by step fashion. Second, a vast 
change of gene expression occurs between the early and late 2-cell stage. When DNA synthesis was 
inhibited, some of genes kept their expression patterns of the early 2-cell stage even at the late 
2-cell stage. This result suggested that DNA replication (developmental events) is in part involved 
in the regulation of gene expression program during the 2-cell stage.

研究分野： 動物育種繁殖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、クローン動物やiPS細胞の作成効率が極めて低く、その原因としてリプログラムミングがうまく成されて
いないことが考えられており、その改善に向けた研究が数多く行われている。しかし、リプログラミングを理解
するためには、その元となるプログラムを理解することが必須であるが、これが解明されていないのが現状であ
る。そこで、本研究の成果が端緒となり、プログラムの全容が解明されたら、その情報に基づいてリプログラミ
ングが達成されない原因を究明し、その改善に向かうという新たなスキームが生まれるものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
受精後に新たにスタートする遺伝子発現プログラムの実態、更にはその調節機構については

それまでにほとんど明らかにされていなかった。発生が正しく進行するためには、定められた
順序で正確に遺伝子発現を変化させるシステム（すなわち遺伝子発現プログラム）が必要であ
ると理論上考えられていたが、実際にそれを解明するための端緒すら見いだせていなかった。 
その原因の１つとして、プログラムの開始時点で転写される遺伝子がまったく明らかにされ

ていなかったことがある。マウスは哺乳類の中で最も詳細に受精後の遺伝子発現について調べ
られており、精子由来のトランスジーンの発現や BrU の取り込み実験などにより１細胞期の中
期に最初の転写が起こることが 20 年以上前に明らかにされている。しかし、1 細胞期胚では受
精前の卵から持ち越した大量の母性 mRNA が残存しており、それに比較して受精後に新しく
転写された mRNA 量は非常に少ないため、受精後に転写される遺伝子を同定することができ
なかった。このようにプログラムの最初に発現する遺伝子がまったく分からない状況では、プ
ログラムの実態および調整機構を解明することは困難であった。ところが当時、応募者らが
RNAseq を行い、1 細胞期胚ではスプライシングがなされていないことを発見し、イントロン
を検出することで受精後の 1 細胞期胚で新たに転写される遺伝子を同定することができた（母
性 mRNA はスプライシングされているのでイントロンをほとんど有していない）。そしてこの
成果により、初めて遺伝子発現プログラムの解明に向けた基盤が整った状態となっていた。 
 
２．研究の目的 
受精直後の 1 細胞期胚では遺伝子発現が停止した状態にあるが、その後一定時間経過した後

に最初の遺伝子発現が起こる。そしてその後、発現パターンを大きく変化させながら発生が進
行していく。この発現パターンの変化は発生を順調に進行させるために厳密にプログラムされ
ているものと考えられているが、その実態はほとんど明らかにされていない。そこで本研究で
は、受精後の遺伝子発現プログラムの実態、更にはその調節機構を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 これまでの知見などから、プログラムを規定する要素として次の３つが考えられる。 
(1)発生イベント：１細胞期から 2細胞期、4細胞期と発生する段階、さらにはこれらのステー
ジにおける DNA 合成、有糸分裂などのイベントによって遺伝子の発現パターンを変化させてい
くというものである。これまでに、1 細胞期の分裂期、あるいは 2 細胞期の DNA 複製を介して
遺伝子発現パターンが大きく変化することが報告されている。 
(2)Zygotic Clock：発生イベントとは関係なく、受精後又はある発生時期からの経過時間が遺
伝子発現プログラムの進行に関わっているという考えである。その根拠となっている実験は次
のようなものである。8～16 細胞期には、コンパクションと呼ばれる細胞同士の接着現象が起
こるが、4 細胞期胚の DNA 複製を阻害して発生を 4 細胞期で止めたのにも関わらず、一定時間
経過後に（コントロール胚が 16 細胞期に到達した時間に）コンパクション様の変化が観察され
た。 
(3)段階的変化：最初に発現した遺伝子産物が次の発現を引き起こし、これが順次続くことでプ
ログラムが進行していくという概念である。このようなプログラムの進行が最も蓋然性がある
と考えられるが、実際には、この可能性を示す研究結果はこれまで報告されていない。 
以上、本研究計画では(1)～(3)の要因について解析を行い、各遺伝子が各発生時期でこれら

のどの要因によって発現調節されているのかを明らかにする。 
 
以下に具体的な実験計画・方法を示す。 
実験材料としては、マウスの着床前初期胚を用いる。発生時期としては、受精直後の１細胞

期から胚盤胞期までを対象とする。上記のプログラムを規定する 3つの要素について、それぞ
れを抑制することで遺伝子発現パターンがどのように変化するのかを RNA シーケンス（RNAseq）
で解析することで、その遺伝子発現プログラムへの関与を明らかにする。以下に各要素の抑制
について具体的な実験方法の概要を記す。 
(1)発生イベント 
DNA polymerase の阻害剤である aphidicolin 及び M期促進因子の阻害剤である roscovitine を
1、2 あるいは 4 細胞期に作用させ、その後の遺伝子発現の経時的変化を RNAseq により調べる。 
(2)Zygotic Clock 
1、2 および 4 細胞期胚に M 期促進因子の構成要素である cyclin B の siRNA を顕微注入し発生



の進行を止めて、その後の遺伝子発現の経時的変化を RNAseq により調べる。発生が停止してい
るのにもかかわらず、遺伝子発現の変化が通常通りに起これば、プログラムに Zygotic Clock
が関与していることが強く示唆される。 
(3)段階的変化 
 RNA polymerase ІІの可逆的阻害剤を各ステージの胚に一過的に作用させることで転写を一
時停止させる。その後試薬を除いて転写を再開させた後の遺伝子発現パターンを調べる。 
 
４．研究成果 
全体の研究計画は、まず、プログラムを規定する要素として、(1)発生イベント、(2)Zygotic 

Clock、(3)段階的変化、の 3つを想定し、これらを抑制することで遺伝子発現パターンがどの
ように変化するのかを RNA シーケンスで解析し、次いで、その変化の様相を解析することで、
遺伝子発現プログラムの全貌解明へのマイルストーンとするというものである。以下に年度ご
との研究成果を記す。 
 

(1)平成 29年度においては、まず蓋然性は高いがこれまでその可能性を示す研究結果が報告さ
れていない、(3)段階的変化について調べた。すなわち、1細胞期から 2細胞初期まで一過的に
RNA polymerase II の可逆的阻害剤である DRB で処理し、受精後の最初に起こる遺伝子の活性
化、minor zygotic gene activation (minor ZGA)を抑制する実験を行った。この間、minor ZGA
は抑制されるが、発生後の時間は経過し（(2)zygotic clock は進行）、また母性 mRNA の調節に
よる発生も進行する（(1)発生イベントも進行）。したがって、この実験は純粋に遺伝子発現プ
ログラムが「(3)段階的変化」によるものであるかを調べるために有効なものであると言える。
その結果、DRBを含む培地からこれを含まない培地に戻された2細胞期胚は転写を開始したが、
本来 minor ZGA に続く major ZGA が見られる 2 細胞後期において、minor ZGA が起こることが
明らかとなった。この結果により、遺伝子発現プログラムの開始時期においては、minor ZGA
から major ZGA へと段階的に遺伝子発現を変化させていくことが明らかとなった。 

 
(2)平成 30年度には、(1)発生イベント、特に DNA 複製による遺伝子発現調節についての検討を
行うことにした。これまでの報告で、特に 2細胞期の DNA 複製によりクロマチン構造が緩んだ
ものから締まったものへと変化し、それが minor ZGA から mijor ZGA への変化に関わっている
ということが示唆されている。そこで、2 細胞期の DNA 複製に着目して、その遺伝子発現の調
節への関与を調べることにした。すなわち、2 細胞期胚を DNA 合成酵素の阻害剤である
aphidicolinで処理した胚とコントロール胚における遺伝子発現をRNAseqにより網羅的に解析
した。その結果、aphidicolin 処理により、2細胞期に発現が上昇する数千の遺伝子の発現が抑
制され、一方で 1細胞期で発現が一過的に上昇し 2細胞期で発現が減少する数百の遺伝子の発
現が 2細胞期でも確認された。以上の結果より、2細胞期の DNA 複製が minor ZGA から mijor ZGA
への変化に重要な役割を果たしていることが明らかにされた。 
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