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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウスをモデルとして、２細胞期胚で見出された核内のDNA高次構造が全
能性という性質にどのような役割を担っているのか検証することを目的とした。そのため、２細胞期胚で見出さ
れた染色体間インタラクションの可視化を試みるとともに、その構造形成に関わる因子の同定を目指した。3D 
DNA-FISH法により、ハブ状の17番染色体と11番染色体の領域との相互作用がみとめられた。 しかし、モチーフ
解析からCux1タンパクの関与が示唆されたが、Cux1ノックアウトマウスは胎生9.5日の時点までは発生してお
り、全能性自体に関わる因子ではないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I used the mouse as a model to examine the role of 
higher-order nuclear DNA structures found in 2-cell stage embryos in the property of totipotency. 3D
 DNA-FISH analysis revealed a hub-shaped interaction between chromosome 17 and chromosome 11. On the
 other hand, while motif analysis suggested the involvement of Cux1 protein in hub formation in 
2-cell mouse embryos, Cux1-knockout mice develop up to 9.5 days of gestation. These results 
indicated that Cux1 is not a factor involved in totipotency itself. 

研究分野：発生遺伝学

キーワード： 全能性　ゲノム高次構造
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研究成果の学術的意義や社会的意義
分化した体細胞の核を人為的に初期化（リプログラミング）する方法としては、体細胞核を除核した卵子に移植
する方法、体細胞をES細胞と融合する方法、あるいは特定の転写因子群を体細胞に導入する方法が知られてい
る。しかし、これらのリプログラミング法に比べて自然生殖での全能性獲得の効率は圧倒的に高い。つまり、自
然生殖における全能性獲得の分子機構の解明は、正常発生におけるリプログラミング機構の理解だけでなく、体
細胞核を効率よくリプログラミングする方法の開発につながり、良質なiPS細胞などを用いた再生医療への応用
といった観点からも極めて重要といえる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Hi-C によるゲノムワイドなクロマチン構造解析が広く普及したことで、ゲノムの三次元空間
構造と遺伝子発現制御との関わりが明確になってきた。間期のゲノム DNA は 1 Mb ほどの
Topologically associating domain（TAD）という区画化された高次構造体を形成しており（Dixon et 
al., Nature, 2012）、転写の活発な TAD が集合した A コンパートメント、不活性な TAD が集合し
た B コンパートメントを形成している（Lieberman-Aiden et al., Science, 2009）。TAD が異なる細
胞種間でも保存されている一方、A/B コンパートメントは動的に変化することも明らかになった
（Dixon et al., Nature, 2015; Rao et al., Cell, 2017; Miura et al., Nat Genet, 2019）。さらに各染色体
DNA は互いに相容れない一定の核内空間 Chromosome territory に区画化されていることから、遺
伝子発現の制御は、通常、各染色体内（intrachromosomal）で形成される上記のドメイン群の挙動
によって完結しているように考えられがちで、染色体間相互作用（inter-chromosomal）に関する
研究は進んでいない。染色体間ほど長距離間での相互作用は、Hi-C では検出が困難であるとい
う特徴もそれを後押しした。マ
ウス胚を用いたHi-C によると、
初期発生過程の 4〜8 細胞期ま
では明確な TAD は形成されな
いことが報告されている（図 1）
（Ke et al., Cell, 2017; Du et al., 
Nature, 2017）。しかしこの時期、
胚性ゲノムからの遺伝子発現
はすでに行われている。つま
り、TAD が未熟な初期胚では、
Hi-C では見えない染色体間相
互作用を介した発現調節機構
が重要な役割を果たしている
可能性がある。 
 通常の Hi-C 法では、染色体内相互作用が主要な
長距離クロマチン相互作用であり、染色体間相互
作用は手技的なミスによるもの、またはレアな相
互作用であると判断され除かれてしまう（Li et al., 
Cell, 2012; Schoenfelder et al., Genome Res, 2015）。し
かし、それを念頭において、データベース上に登録
されている 2 細胞期胚の Hi-C 生データを再解析し
たところ、申請者は、全能性を有するマウス 2 細胞
期胚では、染色体間相互作用の割合が他の細胞に
比べて高いことを見出した。さらにこの染色体間
相互作用によって、2 細胞期胚には、胚盤胞期では
見られない、ゲノムの特定の領域を基点とした高
次構造が形成されていることが示唆された（図 2）。
このゲノム領域にはリボソーム RNA 遺伝子
（rDNA）の偽遺伝子が存在していたが、マッピン
グに利用した参照配列に rDNA の配列情報は含ま
れないことから、2 細胞期胚での rDNA 領域との相
互作用を再検証したところ、2 細胞期胚では、ゲノ
ムの多数の領域が rDNA 領域と相互作用している
ことが明らかになった。全能性を有する 2 細胞期胚では、TAD などのようなドメイン状の高次
構造は不完全でアクセシビリティも高く、よりオープンな状態にあることが報告されている（Ke 
et al., Cell, 2017; Du et al., Nature, 2017）。しかし上記のことから、全能性を保持している 2 細胞期
胚で、rDNA が集結していると思われる核小体を基点とした 2 細胞期胚特異的な核内ゲノム高次
構造が形成されている可能性が示唆された。分化全能性という性質との関わりからも非常に興
味深い。2 細胞期胚特異的な核内ゲノム高次構造が全能性という性質においてどのような役割を
担っているのかを確かめるため、この 2 細胞期胚において全能性獲得に寄与するゲノム領域、ク
ロマチン構造や新たな制御因子の同定を試みる。 
 
２．研究の目的 
前述の通り、本研究では、2 細胞期胚において全能性獲得に寄与しているゲノム領域、クロマ

チン構造や新たな制御因子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、大別して 2 つの項目を進めていく。 
① 生細胞蛍光イメージング法による核内ゲノム動態の観察 

図１ マウス初期発生胚における Hi-C 二次元コンタクトマップ 
各領域が相互作用している確率が高いほど赤くなるよう示されて
いる。 
 

図 2  2 細胞期胚特異的なゲノム高次構造 
2 細胞期胚での Hi-C の結果をサークル状に
マッピングすると、17 番染色体に多数の異
なる染色体領域が集積していた。 



 [1] 蛍光イメージング法によるマウス 2 細胞期核内でのゲノム高次構造の確認 

 2 細胞期核内で rDNA がすでに核小体に集結しているのか、未だ核内に分散しているのか、
Fluorescence in situ hybridization（FISH）法あるいは蛍光標識 dCas9 を用いた蛍光イメージング法
により各 rDNA 配列の核内分布状況を確認する。並行して、rDNA 領域と相互作用していた配列
群が実際に rDNA 配列部分に集結しているのか、蛍光標識 dCas9 を用いた方法で可視化する。 
 
② 2C 特異的な核内高次構造形成に寄与しているタンパク質の同定とその生理機能解析 

 [1] 2C 特異的な核内高次構造形成に寄与している可能性のあるタンパク質の推定 
 [2] 推定されたタンパク質の、2 細胞期胚での細胞内（核内）分布の確認 
 [3] ゲノム編集による標的タンパク質のノックアウトおよび表現型解析 

項目[1]では、rDNA に集結していた配列情報から、モチーフ解析などによりこの 2 細胞期胚特異
的な核内高次構造形成に寄与している可能性のあるタンパク質を推定する。項目[2]では、項目
[1]から推定されたタンパク質について、順次、免疫染色を行い、2 細胞期胚での細胞内（核内）
分布状況を可視化し確認する。項目[3]では、項目[1]、[2]で rDNA 配列との共存が明らかになっ
たタンパク質について、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集により標的タンパクをノックアウト
し、表現型を解析する。ノックアウトにより、2 細胞期胚以後、正常に発生するのかどうか、ま
ずはホモ欠損マウスが生まれるかどうかを検証する。生まれない場合には、どの段階で致死にな
っているのか、発生を遡って解析する。 
 
４．研究成果 
 実験①に関しては、当初、リボソ
ーム DNA を基点として他のゲノ
ム領域が集結していると考え、
dCas9-mCherry mRNA を標的配列
に対する sgRNAとともに受精卵に
インジェクションし、2 細胞期胚に
おいて mCherry のシグナルの検出
を試みたが、特異的なシグナルを
得ることはできなかった（図 3）。
そこで可視化手段を 3D DNA-FISH
法に変更し、各染色体間でのインタラクションの可視化を試みた。その結果、ハブ状の 17番染
色体と 11番染色体の領域との相互作用がみとめられた（図 4）。他の領域についても現在解析を
進めているが、基点となっているのがリボソーム DNA ではなく、ハブとなっていた 17 番染色
体である可能性が強く示唆される結果となった。 

 
 
実験②に関しては、まず、

rDNA に集結していた配列情
報から、モチーフ解析により
この 2 細胞期胚特異的な核内
ゲノム高次構造形成に寄与し
ている可能性のあるタンパク
質の推定を試みた（図 5）。そ
の結果、Cux1 が有意に enrich
していたことから、2 細胞期胚
での Cux1 タンパクの細胞内
局在状況を見たところ、核小
体への集結がみとめられた
（図 6）。そこで、この Cux1 タ 図 5 モチーフ解析による関連タンパク質の推定 

図 4 3D DNA-FISH による染色体感相互作用の検出 

図 3 mCherry-dCas9 を用いた蛍光イメージング 



ンパク質については CRISPR/Cas9 を用いたゲノ
ム編集によるノックアウトを試みた。この Cux1
ノックアウトマウスは、胎生致死となったことか
ら、どの段階で致死となっているのか発生段階を
遡って検証した。その結果、胎生 9.5日の時点ま
では発生してお
り、その後神経管
の形成がうまく
いかずに致死と
なっていること
がわかった（図
7）。したがって、
全能性獲得に関
わる因子ではな
いことが明らか
になった。 

図 6 Cux1 の 2 細胞期胚での核内分布 

図7 Cux1ノックアウトマウ

スの 9.5 日胚 
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