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研究成果の概要： 
父性メチル化インプリント制御に焦点を当て研究を進め新規知見を得た。二母性マウスの胎仔

および胎盤におけるマイクロアレイ解析を行い、６番および12番染色体の父性メチル化領域の

インプリント遺伝子により個体発生が制御されていることを明らかにした。12番染色体の父性

メチル化領域の母方発現Gtl2転写産物から生じるmiRNAが個体発生に重要な役割をもつことを

初めて明らかにした。マウス１番染色体およびヒト２番染色体で父性発現するインプリント遺

伝子Zdbf2を初めて発見した。 
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１．研究開始当初の背景 
 受精卵が細胞の分化、組織・器官形成を

介して高次生命構造をもつ個体に発生す

る過程は、遺伝子発現調節のネットワー

クが不可欠である。最近の研究からエピ

ジェネティクス機構が個体発生に決定的

な役割を持つことが明らかとなり、ゲノ

ムインプリンティングに代表されるエピ

ジェネティクスの視点からの戦略が、個

体発生の仕組みを理解する上で益々重要

となることは疑う余地がない。ゲノムイ

ンプリンティングが雌雄生殖細胞ゲノム

の決定的な機能差を生じさせ、ほ乳類に

おける単為発生を阻止している。そこで、

単為発生はゲノムインプリントの個体発

生における作用の全容を明らかにするた

めの素晴らしいモデルとなり得る。すで

に我々は、１）新生仔卵母細胞ゲノムは

ゲノムインプリンティングを欠いている

ために精子型インプリント状態にあり、

インプリント改変ゲノムをもつ単為発生

胚 が 発 生 延 長 を 示 す こ と （ Nature 
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Genetics, 1996）、さらに、２）父性イン

プリント遺伝子である H19 遺伝子欠損マ

ウスを活用して雄型インプリントに近づ

けることにより、満期に達する個体発生

を遂げることを世界で初めて報告した

（Nature 2004）。 

  単為発生マウスをモデルとして用いる

ことによりゲノムインプリント遺伝子の

機能を網羅的かつ遺伝子ネットワークと

して捉え解明する新しい研究の展開を図

ることが望まれている。しかも、これま

で注目されなかったタンパクをコードし

ていない RNA が個体発生に重要な作用を

示している可能性を示す重要な研究テー

マを包含している。 

 
２．研究の目的 
  実際に、卵母細胞の核移植による卵子

再構築および４タイプの遺伝子欠マウス

由来の卵母細胞ゲノムを利用して、７遺

伝子型の単為発生モデルマウス胎仔およ

び産仔の作出を可能としている。それら

はいずれもインプリント遺伝子の発現タ

イプごとに特異的な発生特性を示す。こ

れまでの研究成果は、それらの遺伝子型

をもつ単為発生マウス胚の個体への発生

特性を明らかにしつつある。しかしなが

ら、なぜ発生延長が可能であったのかを、

遺伝子レベルで理解するにはあまりにも

情報が少ない。本研究は、上記のモデル

マウスを用いて、ゲノムインプリント遺

伝子の個体発生、器官形成および細胞分

化に対する役割をより明らかにすること

を目的として実施する。 

  
３．研究の方法 
 目的を達成するために、以下の課題を遂

行した。１）可能なマウス二母性胚・個体

（核移植により作成された２セットの卵

子ゲノムを持つ：卵子から発生する単為発

生胚とは区別される）を作出して、それら

の発生特性（発生限界および形態形成）を

すべて明らかにしようとした。２）12.5

日胚を対象として、40,000 の遺伝子を対

象としたオリゴマイクロアレイ解析を徹

底的に実施した。３）データベースを使用

した網羅的遺伝子発現プロファイルの作

成およびパスウエイ解析を実施して、各遺

伝子型をもつ二母性胚の遺伝子発現プロ

ファイルと発生特性の関係を明らかにし

ようとした。４）総合的な発生を病理組織

学的および in situ hybridyzation による

遺伝子発現解析、免疫組織染色等による細

胞・組織の機能解析を実施した。５）１）

〜４）より７タイプの単為発生胚における

組織特異的な発生・分化・機能発達を反映

する遺伝子群の特定を図るとともに、遺伝

子相互間の発現調節について追求した。こ

れにより、人為的に制御された特定のイン

プリント遺伝子、特に父性制御を受ける

Igf2, H19, Dlk1 および Gtl2 等が個体発

生において果たす機能を発生生物学的か

つ分子生物学的に明らかにすることがで

きる。６）細胞培養系を用いた遺伝子欠損、

過剰発現、発現抑制（siRNA）などの実験

系を導入し、遺伝子相互間の調節機能をさ

らに検証する。また、non-coding RNA で

ある H19 および Gtl2 の作用についても焦

点を当て、その作用を解明する。以上、５

年の研究実施期間中に、単為発生胚をモデ

ルとした総合的かつ詳細な研究を介して、

生殖細胞におけるゲノムインプリンティ

ングが個体発生に果たす役割を、特に父性

インプリント遺伝子の作用に焦点をあて、

研究を展開した。 
 
４．研究成果 
 卵子（雌）ゲノムから構成されるマウス二
母性胚の個体発生能を、インプリントとの関
連から追及した。卵母細胞の核移植ではイン
プリント型を改変できない２セットの父性
インプリント遺伝子に注目した。一つは、マ
ウス７番染色体遠位部に存在する Igf2-H19
遺伝子、他の１セットは 12 番染色体遠位部
にある Dlk1-Gtl2 遺伝子である。Igf2-H19 遺
伝子については、母方発現する H19 遺伝子の
転写領域と転写調節領域の計 13kb を欠損し
たマウス（H19Δ13）を従来通り使用した。
一方、Dlk1-Gtl2 遺伝子の発現改変には、あ
らたに Gtl2 の上流にある転写調節領域
（ IG-DMR, intergenic differentially 
methylated region）を欠損させたマウスを
導入した。この IG-DMR 欠損マウスでは、雌
アレルからの Gtl2 の発現が抑制され、一方
発現が抑制されていた Dlk1 の発現が活性化
され、雄アレル型の遺伝子発現パターンを示
す。これら２種の遺伝子欠損マウスを交配し、
両遺伝子アレルを欠損した雌マウス新生仔
を生産した。この新生仔より非正長期卵母細
胞を採取し、二母性胚を核移植により作出し
て、30％以上の効率で個体発生させることに
成功した。 
 また、マイクロアレイにより、二母性胚の
遺伝子発現プロファイルを作成し、受精胚と
比較検討した。その結果、両領域を欠損した
非成長期卵子を用いて再構築した二母性胚
由来の胎仔および胎盤では、受精卵由来の正
常胎盤と何ら差異は認められず、完全な機能



 

 

的胎盤が形成されたことが証明された。とこ
ろが、Igf2-H19 遺伝子領域が、正常なインプ
リント状況に改変されている胎盤では、サイ
ズには可成りの改善が見られたものの、胎盤
の組織構造には、依然明らかな異常が認めら
れた。一方、Dlk1-Gtl2 遺伝子の発現が正常
になるよう改変された胎盤では、サイズの改
善は限定されていたものの、胎盤の組織構造
は顕著に改善されていることが、明らかとな
った。マイクロアレイによる網羅的遺伝子発
現解析の結果からも、両インプリント領域の
胎盤形成における作用が、裏付けられた。こ
れらの結果から、２つの父性メチル化インプ
リント領域は、胎盤形成に対して補完的に機
能していることを実証した。GeneChip マイク
ロアレイ解析による遺伝子発現プロファイ
ルを作成して発現調節ネットワークの観点
から検討した。その結果、６番および 12 番
染色体の父性メチル化インプリント遺伝子、
特に Igf2 および Dlk1 遺伝子の発現が正常化
に集約されることが判明した。 
 また、７番および 12 番染色体の父性メチ
ル化インプリント領域を２重欠損した成熟
マウスの卵子ゲノムと母性メチル化インプ
リントを欠いたマウス新生仔の卵母細胞ゲ
ノムから作成した二母性胚も正常な産子に
発生することを明らかにした。この成果から、
完全な父性型ゲノムの存在は個体発生に不
可欠ではなく、むしろインプリント遺伝子の
発現が発現アレルに依存することなく２倍
体ゲノムセットとして正常に修正されれば、
胚は正常な個体発生を遂げることが可能で
あることが証明された。また、３種の遺伝子
型（Igf2 発現、Dlk1 発現、Igf2 および Dlk1
発現）の二母性マウス胎盤の GeneChip マイ
クロアレイ解析および遺伝子発現ネットワ
ーク解析から、正常な胎盤形成が Igf2 およ
び Dlk1 遺伝子の発現が正常化に依存してい
ることが明らかにされた。 
 Gtl2 遺伝子マスを作成し、その表現型解析
および遺伝子発現解析した。その結果この遺
伝子欠損マウスは致死性を示すことが明ら
かとなり、さらに miRNA の発現変動が致死性
と密接に連動していることを示した。 
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