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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス受精卵の発生におけるエピジェネティック修飾の機能解析を行う
ことを目的とし、標的となる修飾としてH3K20、H3.3R26、H3R2のメチル化について解析を行った。その結果、
H3K20のモノメチル化が受精卵のゲノムの安定性に寄与していること、H3.3R26のメチル化が受精卵の細胞分化に
寄与していることが明らかとなった。さらに、H3R2のジメチル化酵素であるPrmt6は発生初期にMuERVLとのキメ
ラ転写産物を形成し、発生後期にはキメラ産物を形成しないことが明らかとなった。また、キメラ転写産物から
生成されるタンパク質は割球を胎子系列の細胞に分化誘導することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to analyze the function of epigenetic modifications 
in the development of fertilized mouse eggs. We analyzed methylation of H3K20, H3.3R26, and H3R2 as 
target modifications. We also analyzed the function of Prmt6, a methyltransferase of H3R2, because 
it makes chimeric transcripts with MuERVL, a retrotransposon. The results revealed that 
monomethylation of H3K20 (H3K20me1) contributes to the genomic integrity of fertilized eggs and that
 methylation of H3.3R26 contributes to cell differentiation in fertilized eggs. In addition, 
H3R2me2a is differentially expressed among dividing cells at the 4-cell stage, and the strongly 
expressed dividing cells are differentiated into trophic ectoderm. Furthermore, Prmt6, a 
dimethyltransferase of H3R2, forms a chimeric transcript with MuERVL early in development, but not 
late in development. The protein produced from the chimeric transcript induces differentiation of 
the split cell into cells of the embryonic lineage.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 初期胚　エピジェネティック修飾　遺伝子発現　細胞分化　レトロウイルルス　マウス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、エピジェネティック修飾が初期胚の遺伝子の安定性に関与し、発生や分化を制御していることを明
かにした。これらの事象を明かにすることで、受精という生命誕生の始まりから着床に至るまでの遺伝子発現が
どのような分子メカニズムによって制御され、正常な発生が維持されているかを理解することができる。特に、
本研究ではキメラ転写産物から作られるタンパク質が発生の時期によって本来のタンパク質とは異なる機能を持
つことを世界で初めて明らかにした。これらの成果は、生殖補助医療の技術的改善にとっても貴重な情報であ
り、少子化対策にも大いに貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の初期発生は受精によって開始される。受精前の精子と卵子は遺伝子発現を完全に停止した終

末分化細胞であり、受精後の遺伝子発現は、卵母細胞に蓄えられた母性因子によって再開することができ

る。マウスにおいては受精後 8-10 時間ほどで雄性前核から小規模な遺伝子発現が開始する。この現象は胚

性ゲノムの活性化（ZGA）と呼ばれ、受精卵における最初の遺伝子発現である。その後２細胞期の中期か

ら後期にかけて大規模な遺伝子発現の活性化（major ZGA）が起こり、４細胞期へと至る。２細胞期の各割

球は単独で個体への発生能力を持っているが、４細胞期の各割球は単独では個体に発生することが出来ず

（Tarkowsky ら、1967）、この時期にはすでに分化が始まっていることが示唆されている（Goolam ら、2016）。

受精卵は極初期には全能性を有する割球によって構成されているが、発生が進むにつれてそれぞれの割球

は将来胎子となる内部細胞塊や将来胎盤となる栄養外胚葉へと分化して着床に至る。遺伝子発現を全く停

止した２つの細胞（精子と卵子）が合体することで、それぞれの核のクロマチン構造がどのように変化し、

全能性の獲得へ至るのかはその多くが解明されていない。また、分裂期の受精卵の単一の割球が単独で個

体にまで発生できる期間は動物種によって異なり、マウスでは２細胞期までであり（Rossant, 1976）、ヒツ

ジにおいては８細胞期まで全能性を維持していることが報告されている（Willadsen, 1981）。ところが、マ

ウスの胚性幹細胞（ES 細胞）の中に２細胞期胚で見られる転写産物（２細胞型遺伝子群）を高レベルで発

現する細胞集団があり、これらの細胞集団は ES 細胞で特徴的な分化多能性マーカー遺伝子 Oct4、Nanog お

よび Sox2 の発現を欠いており、ES 細胞としての特性は失っているものの、胚盤胞期の受精卵に移植する

と、ICM にも TE にも寄与するという全能性に似た能力（多分化能）を持つことが示された（Macfarlan ら, 

2012）。さらにはこれらの２細胞型遺伝子群の多くがレトロウイルス由来の MuERV-L 遺伝子とのキメラ遺

伝子として発現していることも明らかになっている。また、マイクロ RNA、miR-34a をコードする遺伝子

をノックアウトした ES 細胞では MuERV-L の発現が上昇し、これらの細胞も胚盤胞期の受精卵に移植する

と ICM にも TE にも寄与することが報告され（Choi ら、2017）、MuERV-L 遺伝子の転写制御と全能性や多

分化能の獲得には密接な関係があることが示唆されている。 

 

２．研究の目的 

申請者のこれまでの研究から、受精直後の胚において H3K4 のトリメチル化（H3K4me3）を認識するク

ロマチンリモデリング因子（クロマチンの構造を変化させ、遺伝子発現を制御する因子）CHD1 が、胚性ゲ

ノムの活性化時期に発現を開始する受精卵特異的転写因子である Hmgpi の発現を介して、その下流にある

分化多能性の維持に関わる Oct4、Nanog と着床時の胎盤誘導に機能する Cdx2 の発現を調節し、着床後の

発生を制御していること明らかにした。これらの結果は、全能性獲得後の細胞分化が受精後の比較的早い

段階に制御されていることを示すものである。しかしながら、分化開始前の全能性の獲得がどのようなク

ロマチン構造の変化によって誘導されているかについては、これまでほとんど研究されてこなかった。そ

こで本研究は、受精による全能性の獲得とその後の分化への運命決定のメカニズムに関わるクロマチン修

飾の関与を明らかにすることを目的とする。近年、初期胚の発生過程における遺伝子発現の制御にエピジ

ェネティックな修飾が大きく関与していることが、数多く報告されるようになってきた。これらのエピジ

ェネティックな修飾には DNA のメチル化、ヒストンの翻訳後修飾などがあり、ヒストンの変異体置換など

の方法によっても、解析が進んでいる。本研究では、全能性の獲得に関わる MuERV-L の制御機構と分化の

制御に関わるヒストンアルギニンの修飾に着目して研究を進める。申請者らはレトロトランスポゾンをコ

ードする遺伝子 MuERV-L が胚性ゲノムの活性化時に最初に発現する遺伝子であることを報告したが

（Kigami et al., 2003）、近年この遺伝子が ZGA 期に他の遺伝子とともにキメラ遺伝子として発現している

ことが報告された（Macfarlan ら、2012）。公開されている既存の RNA-seq 解析データを利用して、どのよ

うな遺伝子が MuERV-L とのキメラ遺伝子として発現しているかを解析した結果、その中にヒストン修飾

に関わる遺伝子が複数個同定されたことから、本研究はこれらの遺伝子の MuERV-L とのキメラ遺伝子の

中に全能性の制御に関わる遺伝子や分化の誘導を導く因子があるという仮説を立て、この仮説を立証する

ことを目的とする。 
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３．研究の方法 

【研究 1】細胞系列分化に関連する MERVL キメラ転写物候補のスクリーニング 

Macfarlan らは、マウス 2 細胞期胚における MERVL キメラ転写物のリストを発表しており、これらの転

写物をヒストン修飾関連遺伝子と比較した（図 1A）。 

 

【研究 2】マウス着床前胚における Prmt6 mRNA の発現解析 

データベースの解析により、Prmt6 がキメラ転写産物として発現しているかどうかを検討し、初期胚の各

発生段階で、どれくらいの量の転写産物が発現しているかを定量 PCR によって解析した。 

 

【研究 3】PRMT6MT2B2キメラタンパク質の翻訳開始コドンの同定 

Prmt6MT2B2 は Prmt6CAN の 5'側に拡張した配列を持ち、この領域には 2 つの推定翻訳開始コドンが付加さ

れていることから、キメラ転写物の翻訳開始点を特定した（図 3A）。培養細胞に Prmt6 の通常の転写産物

と翻訳開始点に変異を入れたキメラ転写産物導入し、翻訳させたのちウエスタンブロット解析により、キ

メラ転写産物の翻訳開始点を同定した。 

 

【研究 4】PRMT6MT2B2キメラタンパク質の機能解析 

AlphaFold を用いた三次元構造予測では、PRMT6MT2B2 の S-アデノシルメチオニン依存性メチルトランス

フェラーゼドメインは PRMT6CAN と比較して構造的な変化が認められなかった（図 4A）。そこで、55 kDa

の PRMT6MT2B2 がアルギニンメチル化活性を有すると考え、このタンパク質の機能と哺乳類着床前胚の細

胞分化への関与について検討した。 

 

【研究 5】PRMT6MT2B2はマウス着床前胚の細胞分化を制御する 

通常の Pemt6 およびキメラ Prmt6 を 2 細胞期の片側割球で発現させ、それぞれの Prmt6 を発現させた割

球が、胚盤胞期でエピブラストに分化するか栄養外胚葉に分化するかを免疫蛍光染色によって検討した。 

 

４．研究の成果 

【結果 1】 

比較解析の結果、8 つの遺伝子（Atxn7、Brms1l、Ctcf、Kdm4c、Pcgf5、

Prmt6、Rnf20、Smyd3）がキメラ転写産物として発現しており、その半

数（Ctcf、Kdm4c、Rnf20、Smyd3）はすでに初期胚発生において重要で

あると報告されていた。公開された RNA-seq データセットを解析したと

ころ、8 つの遺伝子のうち 4 つ（Ctcf、Kdm4c、Pcgf5、Prmt6）の発現量

は、2 細胞胚の後半では 2 細胞胚の前半と比較して 2 倍以上であった（図

1B）。 

 

【結果 2】 

マウスのゲノム解析により、MT2B2 は Prmt6 の第 1 エキソンの 212bp

上流に位置し、キメラ転写物は正規の転写開始部位の約 380bp 上流から

転写されることが判明した。Prmt6MT2B2 および Prmt6CAN の発現プロファ

イルを決定するために、着床前の発生における全 Prmt6 転写物

（Prmt6MT2B2 および Prmt6CAN）および Prmt6MT2B2 の量を定量 RT-PCR に

より決定した（図 2A）。予想通り、2 細胞期後期の総 Prmt6 転写物およ

び Prmt6MT2B2 転写物の量は、主要 ZGA で増加し、胚盤胞期までに徐々

に減少した（図 2B）。胚盤胞期には、Prmt6MT2B2 転写物はほぼ完全に消

失していたが、Prmt6CAN 転写物は少量ではあるがまだ存在していた（図

2B）。各転写物の正確なコピー数を比較するために、後期 2 細胞期胚と 図１ 
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胚盤胞を用いて絶対定量を行った。後期 2 細胞

期胚では、全 Prmt6 転写物とキメラ転写物の量

はほぼ同じであった（図 2C）。一方、胚盤胞で

は、Prmt6MT2B2 転写物のコピー数は、全 Prmt6

転写物のコピー数より有意に少なかった（図

2C）。さらに、siPrmt6MT2B2（MT2B2 と Prmt6CAN

の転写開始部位の間の配列を標的とする

siRNA ） ま た は siPrmt6CAN-1 も し く は

siPrmt6CAN-2（Prmt6 エキソン配列を標的とする

siRNA、図 2A 参照）を 1 細胞期胚に顕微注入

すると、2 細胞期後期に Prmt6 転写体全体、

Prmt6MT2B2の両方の転写レベルが大幅に減少す

る（図 2D）。ヒストン H3 の 4 番目のリジン残

基のトリメチル化（H3K4me3）は一般に転写開

始点周辺で増加することから、初期胚における

既報の H3K4me3 のクロマチン免疫沈降シーケ

ンスデータについて解析すると、MT2B2 領域で 2 細胞期から弱い H3K4me3 のピークが現れ、4 細胞期に

強くなっていた（図 2E）。一方、Prmt6CAN については H3K4me3 のピークは 4 細胞期において第 1 エキソ

ン直前に観察され、8 細胞期にはより強くなることがわかった（図 2E）。 

 

【結果 3】 

MII 期の卵母細胞と各発育段階の受精卵を用いて PRMT6 タンパク質

をウェスタンブロッティングしたところ、卵母細胞とすべての発育段

階の胚で 55kDa のバンドが検出され、さらに胚盤胞期の胚にのみ 42 

kDa のバンドが検出された（図 3B）。PRMT6CAN の分子量は 42 kDa で

あることから、各発生段階で検出された 55 kDa タンパク質の翻訳産物

を同定するために、Prmt6CAN と Prmt6MT2B2 の mRNA を in vitro 転写によ

り作製した。この mRNA を NIH3T3 細胞にトランスフェクトしたとこ

ろ、Prmt6MT2B2 mRNA は 55 kDa の細長いタンパク質をコードし、

Prmt6CAN mRNA は 42 kDa のタンパク質をコードすることがわかった

（図 3C）。転写物の量と一致して、分子量 55 kDa の PRMT6MT2B2は、2

細胞期後半に最も多く、胚盤胞期まで徐々に減少した（図 3B）。

Prmt6MT2B2の翻訳開始コドンには 2 つの候補（Met1 および Met2）があ

り（図 3A）、Prmt6MT2B2がどのコドンから翻訳されるかを調べるために、

Met1、Met2、または Met3（AUG から AAG）に変異を持つ 3 種類の

mRNA を NIH3T3 細胞にトランスフェクションした。3 種類の変異型

mRNA をトランスフェクトした NIH3T3 細胞のうち、Met1 変異型転写

物を持つ細胞だけが、55 kDa の PRMT6MT2B2 を産生することができな

かった（図 3C）。マウスの 4 細胞胚を用いても同様の結果が得られた

（図 3C）。このことはキメラ転写産物が Met1 の位置から翻訳されてい

ることを示している。すべての 4 細胞期胚で 55 kDa のバンドが検出さ

れたが、これは胚が内因性 PRMT6MT2B2 を発現しているからである（図

3C）。1 細胞期に siRNA（siPrmt6CAN-1 または siPrmt6MT2B2）を用いて内

因性 Prmt6 転写物をノックダウンすると、4 細胞期の 55kDa タンパク質の量は減少した（図 3D）。 

 

 

図３ 

図２ 
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【結果 4】 

PRMT6CAN は I 型タンパク質アルギニンメチル化酵素であることが知られているため、PRMT6CAN または

PRMT6MT2B2 を過剰発現させた NIH3T3 細胞のヒストンアルギニンメチル化状態を確認すべく、各種ヒスト

ンアルギニン非対称二メチル化抗体によるウェスタンブロッティングを実施した。PRMT6CAN の過剰発現

は、ヒストン H2A（H2AR3me2a）とヒストン H4（H4R3me2a）の両方の 3 番目のアルギニン残基の非対称

ジメチル化を著しく増加させた（図 4B、4C、4D）。一方、PRMT6MT2B2 の過剰発現は、H2AR3me2a のみを

有意に増加させ、その量は PRMT6CAN の過剰発現よりも少なかった（図 4B、4C、4D；P<0.01）。 

 

【結果 5】 

公開されている単細胞 RNA-seq データを解析

したところ、Prmt6 は 4 細胞期胚と 8 細胞期胚の

割球で非対称に分布していることがわかった。次

に、各発達段階の胚において、各割球における

H2AR3me2a の 分 布 に つ い て 確 認 し た 。

H2AR3me2a の免疫染色では、8 細胞期以降の割球

間で非対称に分布し、胚盤胞期には内部細胞塊よ

りも栄養外胚葉で多く存在することが示された。

Prmt6CAN または Prmt6MT2B2 mRNA を、細胞系譜

のトレーサーである H2B-EGFP mRNA とともに

2 細胞胚の 1 割球に顕微注入し、割球の細胞系譜

への分化の影響を調べた（図 5A）。PRMT6MT2B2を

過剰発現させると、媒精後 96 時間の胚盤胞にお

ける H2B-EGFP 陽性細胞数が H2B-EGFP 単独の

過剰発現と比較して有意に増加し、PRMT6CAN の

過剰発現は媒精後 96 時間の胚盤胞における H2B-EGFP 陽性細胞数が減少した（図 5B、5C）。また、

PRMT6MT2B2の過剰発現は、胚盤胞のH2B-EGFP陽性細胞中のNANOG陽性エピブラスト細胞の割合をH2B-

EGFP 単独の過剰発現よりも有意に増加させたが（図 5B、5C）、この割合は PRMT6CAN 過剰発現では影響

されなかった（図 5C）。また、PRMT6CAN または PRMT6MT2B2 の過剰発現によって、栄養外胚葉（CDX2 陽

性細胞）と原始内胚葉（NANOG 陰性細胞お

よび CDX2 陰性細胞）への分化は変化しなか

った。siPrmt6CAN-1 を 2 細胞胚の 1 割球に導

入すると、胚盤胞の H2B-EGFP 陽性細胞数が

少なくなり、siPrmt6CAN-1 と siPrmt6MT2B2の注

入は細胞の分化に影響しなかった。また、

Prmt6MT2B2 または Prmt6CAN mRNA を 1 細胞

胚に注入した場合、総細胞数は EGFP mRNA

を注入した対照胚と比較して変化しなかっ

たが、PRMT6MT2B2 過剰発現胚では CDX2 陽

性細胞の割合が減少した。 

図４ 

図５ 
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