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研究成果の概要（和文）：哺乳類初期胚は受精後全能性を獲得するために一細胞期にダイナミックな変化を起こ
す。個体発生の起点となる一細胞期に起きる現象は他の細胞に類を見ない特異な現象であり不明な点も多い。そ
こで本研究では1細胞期の雌雄ゲノムを半数体の状態で別々に作製し、2細胞期に融合することで1つの2倍体胚と
する雌雄半数体融合胚生産方法を検討し、1細胞期に別々の転写制御処理を可能とし、1細胞期における雌雄ゲノ
ムの機能差を調査することを目的とした。その結果、雌性前核の遺伝子発現を抑制しても胚盤胞期への発生は進
行するが、雄性前核の遺伝子発現を抑制した場合発生が停止することが明らかとなり、雌雄ゲノムの機能差が明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Mammalian early embryos undergo dynamic changes in the one-cell stage after 
fertilization to acquire totipotency. The phenomena that occur at the one-cell stage, which mark the
 beginning of individual development, are unique and not observed in other cell types, leaving many 
aspects unclear. In this study, we aimed to analyze the functional differences between male and 
female genomes at the one-cell stage by separately producing male and female haploid genomes and 
fusing them at the two-cell stage to create a single diploid embryo. This approach allows separate 
transcriptional control in the one-cell stage. Our results revealed that while development to the 
blastocyst stage proceeded even when gene expression in the female pronucleus was suppressed, 
development halted when gene expression in the male pronucleus was suppressed. This finding 
elucidates the functional differences between male and female genomes.

研究分野： 発生工学、発生生物学

キーワード： 胚性ゲノム活性化　雌性前核　雄性前核　細胞融合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胚性ゲノム活性化は胚発生過程における最初の起点となる遺伝子発現であり、非常に興味深く重要な現象だが、
その特異な遺伝子発現機構を解析する手法は難しく、生物学的な重要性を示す知見は間接的あるいは断片的にし
か得られていない。1細胞期では雌雄ゲノムは別々に雌性前核、雄性前核として存在しており遺伝子発現も異な
ると考えられているが、雌雄ゲノムの機能差を直接的に比較し、その後の発生への影響を調査する方法がこれま
で存在しなかった。本研究では雌雄ゲノムの機能差を示しており、1細胞期に起きている現象を理解することは
効率的な体細胞クローンの作製やより安全かつ効率的なiPS細胞作製等にも役立つと考えられる。

※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 
分化した生殖細胞である卵母細胞および精子は接合し受精卵へと変化する。受精後、1 細胞期胚
はあらゆる細胞へ分化可能な全能性を獲得し、新しい遺伝子発現プログラムをスタートさせる。
この時期にはエピジェネティック制御による、クロマチン構造や遺伝子の発現様式の転換とい
う核内構造の変化が重要であるが、それだけではなく細胞質成分の再編成が起きることも知ら
れている。このようにわずかな時間の間に細胞全体でここまで劇的な変化がみられる細胞は他
に類がない。近年、細胞のリプログラミング技術を利用して、体細胞クローン動物や再生医療に
重要な iPS 細胞などが一般的にも知られるまでに普及しているが未だ初期化のメカニズムもほ
とんど明らかになっていない。したがって、1 細胞期に起きている現象を理解することは効率的
な体細胞クローンの作製やより安全かつ効率的な iPS 細胞作製等にも役立つと考えられる。 
 胚性ゲノム活性化(ZGA)は胚発生過程における最初の起点となる遺伝子発現であり、非常に興
味深く重要な現象だが、その特異な遺伝子発現機構を解析する手法は難しく、生物学的な重要性
を示す知見は間接的あるいは断片的にしか得られておらず、多くの謎が残されている。もっとも
研究が進んでいる実験動物マウスでは、1 細胞期から最初の遺伝子発現が開始され、minorZGA
と majorZGA が連続して起こる。受精後、minorZGA が起こる 1 細胞期では雌雄ゲノムは別々
に雌性前核、雄性前核として存在しており、それぞれの遺伝子転写も異なると考えられている。
しかし雌雄ゲノムの機能差を直接的に比較し、その後の発生に及ぼす影響を調査する方法がこ
れまで存在しなかった。 
 
 
２．研究の目的 
哺乳類初期胚は受精後全能性を獲得するために一細胞期にダイナミックな変化を起こし、その
後細胞分裂を経るに従いあらゆる細胞に分化し 1 つの個体となる。この個体発生の起点となる
一細胞期に起きる現象は他の細胞に類を見ない特異な現象であるため、不明な点も多い。詳細な
解析が難しい理由の一つに 1 細胞期は雌雄ゲノムがそれぞれ前核として別々に存在しているこ
とがある。別々に存在しているからには異なる遺伝子発現をしていると考えられるが、1 つの細
胞内に存在するため、それぞれの遺伝子発現を特異的に制御し、なおかつ解析およびその後の発
生を調査する方法がこれまでなかった。そこで本研究では発生工学的な手法で 1 細胞期の雌雄
ゲノムを半数体の状態で別々に作製し、2 細胞期に融合することで 1 つの 2 倍体胚とする雌雄
半数体融合胚生産方法を検討し、1 細胞期に別々の転写制御処理を可能とし、1 細胞期における
雌雄ゲノムの機能差を調査することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
1）2 細胞期における hPa および hAn 胚の融合による産仔の作出 
 
雌核発生胚(hPa 胚)は塩化ストロンチウムによる人為
的活性化で作出し、雄核発生胚(hAn 胚)は卵子の紡錘
体を除去したのち、精子の顕微注入により作製した。
2 細胞期に発生した hPa, hAn 胚の片割球を顕微操作
によりそれぞれ置換しセンダイウイルスを用いて融
合し、2倍体胚とした（図 1）。受精後 20-22 時間で顕
微操作により割球を融合させた。作製した 2 倍体胚
は、胚盤胞期まで培養もしくは卵管移植により発生
率、産仔率を検証した。 
 
 
2）転写阻害剤による雌雄ゲノムの minor ZGA が発生
に及ぼす機能差 
 
minor ZGA による遺伝子発現を抑制するために、転写
阻害剤として RNA polymerase II のリン酸化酵素を可
逆的に阻害する 5,6-dichloro-1-B-ribofuranosyl-
benzimidazole (DRB) を培地に添加した。hPa 胚また
は hAn 胚について DRB 処理後、雌雄半数体融合胚を作
製し、胚盤胞期までの発生率および移植後の産仔率を
調査した。DRB 処理時間は、minor ZGA が起こる期間とされている 1 細胞期の G1 期から 2 細胞
期の DNA 複製期前までの間の 16 時間とした。その後融合胚を作製し、その後の胚発生を観察
した。また、網羅的に遺伝子発現を調査するために、RNA seq を行なった。RNA seq のサンプル



としては hPa 胚、hAn 胚、hPa + hAn 胚、hPa DRB+ hAn 胚および hPa + hAn DRB 胚と通常胚を
用い、minor ZGA 発現量を補正するため MII 卵を用いた。1サンプルあたり胚を 5個とし、SMART-
Seq Stranded Kit を用いてライブラリを調整し、NovaSeq X Plus にて RNA seq を行った。 
 
４．研究成果 
 
1）2 細胞期における hPa および hAn 胚の融合による
産仔の作出 
 
融合操作の実際の過程を図 2に示す。内径 25μm のガ
ラスキャピラリーを用いてhPa胚とhAn胚を片割球ず
つ置換した。置換する際にわずかにセンダイウイルス
液を含むことで融合を誘起下させた。その後培養し
30min で細胞融合を確認した。融合操作を行わずに培
養した hPa および hAn 胚の胚盤胞期への発生率は約
40%、10%であったが、融合した胚では 90%以上の胚が
胚盤胞期まで発生した。また、驚くべきことに、卵管
移植による産仔率は 70%であり、体外受精卵とほぼ同
様の割合であった（表１）。以上のことより、二細胞期
にhPa胚とhAn胚を融合させた二倍体胚は十分な発生
能力を有することが分かった。 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
2）転写阻害剤による雌雄ゲノムの minor ZGA が発生に及ぼす機能差 
 
雌雄ゲノムそれぞれの minor ZGA が発生に及ぼす影響に差があるのかを調べた。hPa 胚または
hAn 胚について DRB 処理後、雌雄半数体融合胚を作製し、胚盤胞期までの発生率および移植後の
産仔率を調査した。DRB 処理時間は、minor ZGA が起こる期間とされている 1 細胞期の G1 期か
ら 2 細胞期の DNA 複製期前までの間の 16 時間とした。5-EU により新規 RNA の転写を観察する
と、DRB 濃度は 100 uM で受精卵の minor ZGA がほぼ阻害できることがわかった(図 3)。実際に
半数体胚で DRB 添加後に融合胚を作製し発生を調べたところ、hPa の minor ZGA を阻害した hPa 
DRB + hAn 胚では胚盤胞期へと発生したが、hPa + hAnDRB 胚では胚盤胞期へと発生しなかった。
minor ZGA における雌雄ゲノムの機能差が存在することが予測され、さらに雄ゲノム由来の
minor ZGA が胚発生に重要である可能性が高いことが考えられた。RNA-seq による遺伝子発現調
査の結果でも同様に雌雄ゲノムでの発現パターンの差がみられ、雌雄ゲノムで機能が異なる結
果が裏付けられた。以上の結果について現在論文投稿中である。 
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