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研究成果の概要（和文）：　本研究では、発生途中のマウス受精卵の1割球における遺伝子発現を制御する実験
系を開発する目的で、受精卵に導入した金ナノ粒子にレーザーを当てて特定の割球内でヒートショックを誘導
し、HSP70プロモーターの下流の遺伝子を強制発現させる系を考案した。その結果、高温条件下でプロモーター
が機能することと、受精卵に導入した金ナノ粒子にレーザーを照射することで、割球を加熱できることが確認で
きた。また、HSPプロモーターを導入した受精卵の作出効率が10-30%と低かったことからノックインマウス系統
の樹立を試みたが、目的のノックインマウスを得ることはできなかった。

研究成果の概要（英文）： In this study, in order to develop an experimental system to control gene 
expression in one blastomere of developing mouse fertilized eggs, we devised a system to induce heat
 shock in specific blastomeres by irradiating gold nanoparticles introduced into fertilized eggs 
with a laser, and to forcibly express genes downstream of the HSP70 promoter. As a result, it was 
confirmed that the promoter functions under high temperature conditions and that blastomere can be 
heated by irradiating a laser on gold nanoparticles introduced into fertilized eggs. Since the 
production efficiency of fertilized eggs introduced with the HSP promoter was as low as 10-30%, the 
establishment of a knock-in mouse line was tried, but the target knock-in mouse could not be 
obtained.

研究分野：生殖生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　受精卵における発生初期の細胞分化の研究は、細胞がどのような過程をたどって個体へと発生していくかの第
一歩を明らかにするものであり、どのような遺伝子発現により細胞の分化が始まるかは明らかになっていない。
本研究で目的とした、各割球における遺伝子発現の差を人的に誘導することが可能になれば、割球の分化開始シ
グナルを同定することができ、これまで不明であった全能性から多能性への移行メカニズムの解明や正常な発生
に必要な遺伝子発現ネットワークを理解することができ、将来的には生殖補助医療などの治療に貢献できる。

※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 

哺乳類の受精卵では、1 細胞期から 2 細胞期、2 細胞期から 4 細胞期、4 細胞期から 8 細胞期

となる 3 回の分裂は空間的に均等に起こる。マウスの受精卵では 2 細胞期までの割球は単独で

も個体に発生する能力を有しており、「全能性」を持っていると言われている。ところが、4 細

胞期に分裂した受精卵の単一の割球はこの全能性を喪失している。4 細胞期以降の発生では、そ

れぞれの割球が将来胎仔になる内部細胞塊と将来胎盤になる栄養膜細胞へと分化し、受精後 4.5

日になると子宮に着床する。細胞の遺伝子発現とそれに伴う分化は、一般的に DNA のメチル化

やヒストンタンパク質の化学修飾などのエピジェネティックな修飾の変化に制御されている。

申請者らは、受精直後の胚においてヒストン H3 の 4 番目のリジン（H3K4）のメチル化を認識

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、発生の早い段階で受精卵特異的転写因子である Hmgpi の発現を介して、胎子への分

化に関わる Oct4 や Nanogと着床時の胎盤誘導に機能する Cdx2 の発現を調節し、着床に至るま

での発生を制御していることが明らかにした（Suzukiら、2015）。このことは、割球の分化制御

が発生の早い段階で始まっていることを示唆するものである。また、Tabansky らは（2013）は 4

細胞期の割球には胎子に寄与する傾向が強い割球と胎盤に寄与する傾向が強い割球がすでに存

在することを示唆している。これらの研究の知見から、4 細胞期の割球におけるエピジェネティ

ックな修飾を制御することで、細胞の運命決定である分化を制御できるのではないかという構

想に至った。 

 

２．研究の目的 

 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、受精後卵母細胞に蓄えられた母性因子によって遺伝子発現を再

開し、発生を開始する。マウスにおいては数回の細胞分裂を経て、受精後 4.5日ほどで子宮に着

床する。最初の分裂後の 2 細胞期の各割球は単独で個体への発生能力（全能性）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、この時期の割球はすでに分化が

始まっていると考えられている（Rossant, 1976）。着床前の受精卵は、胎子を形成する内部細胞塊

と胎盤を形成する栄養外胚葉という細胞群からなっており、互いにその後の発生における役割

を分担している。2 細胞期に全能性を持った割球が、どのような過程を経て発生における役割を

分担するように運命づけられるのかは、ほとんどわかっていない。そこで本研究では、割球間で

遺伝子発現を変化させることで、割球のその後の発生運命がどのような影響を受けるかを検討

できる実験系の確立を目的とした。通常、受精卵の割球間で遺伝子発現を制御する際は単一割球

への顕微注入法が用いられるが、4 細胞期の割球間の違いには極体との位置関係が重要であるこ

とが報告されており(Torres-Padilla, 2007)、顕微注入によって極体との位置関係が変化してしまう

リスクが生じる。本研究では、1 細胞期受精卵に近赤外線レーザーで加熱される金粒子を導入し、

4 細胞期の単一割球にレーザーを当てることで非侵襲的に遺伝子発現を制御できる実験系の確

立を試みた。 
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３．研究の方法 

本研究ではヒートショックタン

パク質プロモーターの下流に連結

した EGFP とレーザー光によって

熱を発することができる金ナノ粒

子を受精卵に導入することによっ

て、レーザー光を照射した割球の

みで遺伝子発現の制御ができる実

験系の樹立を試みた。 

 

【研究 1】近赤外線レーザーによる金粒子導入受精卵の加熱 

 PVP-GNS を顕微注入した受精卵をオイル被覆した培養培地の中に配置し、5%の CO2 濃度を

維持した恒温装置の中で 800nm の近赤外線レーザーを照射する実験を行った。 

 

【研究 2】金粒子のマウス受精卵への導入と発生率への影響 

 金ナノ粒子の直径は 30 nm ほどであり、受精卵の周りに存在する糖タンパク質の層である透

明帯を通過すると期待されたため、カチオン性脂質である 1,2-ジオレオイル-3-トリメチルアン

モニウムプロパン（DOTAP）でコーティングし、Rhodamine-PE で蛍光標識した金ナノ粒子

（DOTAP-AuNR）（Nakatsujiら、2015、2017）を ICRマウスの 1 細胞期胚を培養している培地に

添加することで、トランスフェクションが可能か検討した。また、DOTAP-AuNR及びポリビニ

ルピロリドン（PVP）でコーティングされた市販の金ナノシェル（PVP-GNS）を 1 細胞期胚の細

胞質に顕微注入し、胚盤胞期までの形態観察を行った。 

 

【研究 3】HSPプロモーターカセットの受精卵への導入 

 ヒト由来のヒートショックタンパク質である HSPA6 のプロモーター配列の下流に GFP を連

結した配列（HSPPro-GFP）を ROSA26 領域へ挿入するため、ROSA26 配列のホモロジーアーム

を持つドナープラスミド、Cas9 およびガイド RNA と共に ICR マウスの 1 細胞期胚の前核に顕

微注入し、4 細胞期で 43℃20 分の熱処理を施した後に GFP の蛍光を確認した。また、HSPPro-

GFP 配列のノックインマウス系統を樹立するため、C57/B6 マウスの 1 細胞期胚前核に顕微注入

を行い、偽妊娠雌マウスへ卵管移植を行った。 

 

４．研究の成果 

【研究 1】 

DOTAP-AuNR を培養培地に添加したが、Rhodamine 蛍光の局在から DOTAP-AuNR は透明帯

を通過できなかったことが示唆された。また、顕微注入によって DOTAP-AuNRの導入を試みた

が、顕微注入操作の間にアグリゲーションを起こし、粒子が針に張り付いてしまうことが確認さ
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れた。そのため非イオン性である PVPでコーティングされた PVP-GNS を用い、1 細胞期胚の細

胞質に顕微注入したところ、胚盤胞までの発生に影響は見られなかった。 

 

【研究 2】 

PVP-GNS を顕微注入した受

精卵ではレーザーを照射する

ことで細胞内の水分が蒸発し

たことが確認できた(図 2)。こ

れらの結果から、PVP-GNSを導

入した受精卵において近赤外

レーザーによって割球特異的

な遺伝子発現制御が可能であ

ることが示された。 

図２．レーザー光照射による割球の発熱 

【研究 3】 

HSPPro-EGFP、Cas9、および gRNA を顕微注入した胚では、熱処理後に GFP 蛍光を確認する

ことができ、遺伝子型解析により計測したノックイン効率は先行研究と同程度の 20-30%であっ

た（図 1）。近赤外線レーザーによる金粒子の加熱実験を効率よく行うため、ノックインマウス

系統の樹立を試みたが、生まれた 19 匹のマウスのうち HSPPro-EGFP を持つ個体は 1 匹のみだ

った(約 5%)。また遺伝子型解析により、生まれた個体では目的配列が ROSA26 領域に挿入され

ていないことがわかり、交配によって得られた受精卵に熱処理を施しても GFP 蛍光は確認され

なかった。ノックインマウスの作出効率が低かった原因として、ヒートショックタンパク質のプ

ロモーターは熱刺

激がない状態では

遺伝子発現が抑制

されるため（Leung, 

1990）、ノックイン

によってクロマチ

ン構造を変化させ

てしまった可能性

がある。現在は内在

性ヒートショック

タンパク質の下流

に GFP を挿入した

ノックインマウス

の作出に着手している。        

図３．熱処理による HSPPro-EGFPの活性化 
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