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研究成果の概要（和文）：本研究において低線量放射線が着床前期胚に与える影響を、初期胚の時期特異的な発
現を示し、細胞分裂に関わる可能性のある遺伝子としてTrim43遺伝子群に着目して解析を行った。Trim43抗体の
作製を行い、タンパク質を特異的に認識していることが確認された。また、Trim43KOマウスの作製を行い、4-8
細胞期胚でのmRNA-Seq解析を行った。遺伝子発現解析からTrim43が細胞周期や細胞分裂に影響があることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the effects of low-dose radiation on early 
implantation embryos, focusing on the Trim43 genes that are expressed in a time-specific manner in 
early embryos and may be involved in cell division. Trim43 antibody was produced and found to 
specifically recognize the protein. In addition, Trim43KO mice were generated and mRNA-Seq analysis 
was performed in 4-8 cell stage embryos. Gene expression analysis suggested that Trim43 affects the 
cell cycle and cell division.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 放射線　受精卵　次世代シーケンサー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
妊娠期における放射線被曝影響は、胎児の発育期によって著しく異なることが明らかにされているが、妊娠期に
おける低線量放射線が与える影響に関しては未だ不明な点が多い。本研究によって、Trim43遺伝子がマウスの初
期胚において細胞周期、細胞分裂に関わっていることが示唆された。ヒト受精卵においても同様に放射線の影響
を受けた際にTrim43が発生停止に関わっていることが予想される。受精卵への影響の分子機構を調べるためにKO
マウスを用いた遺伝子解析を進めることで今後詳細な解析を進めるつもりである。

※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 
 
低線量放射線の被曝が人体に与える影響に対する不安は、社会的に大きな問題となっている。

着床前期発生過程は放射線高感受性期であり，流産が引き起こされる可能性が高いものの、死を
免れ着床に至った胚は，発生遅延や奇形を生じることなく正常個体として生まれることが報告
されている。しかしながら，妊娠期における低線量放射線が与える影響に関しては未だ不明な点
が多い。 
申請者らは高線量放射線照射であればマウス受精卵は 1 細胞期に発生停止してしまうが、0.1 

Gy 程度の低線量照射域では高線量照射やさらに低い低線量放射とは異なる初期胚発生停止の挙
動を見出すことが出来た。しかし、着床前期のような胚においては解析可能な細胞数が非常少な
く限られている。近年 Single-cell mRNA-Seq（D. Ramsköld et al. Nat. Biotechnol.2012、A. 
K. Shalek et al. Nature 2013）に代表されるように 1 細胞生物学が徐々に可能となってきて
た。マウス初期胚の系に適用することでこれまでに知ることの出来なかった初期胚の遺伝子発
現変化を捉えることが出来るようになり、そのメカニズムに関わる遺伝子を推定できるように
なった。我々もそのような遺伝子の中から、初期胚の時期特異的な発現を示し、細胞分裂に関わ
る可能性のある遺伝子として Trim43（tripartite motif-containing 43）遺伝子群に着目をし
た。 
 
 
２．研究の目的 
 
目的: Trim43 遺伝子群が放射線による受精卵発生停止に与える分子機構の解明 
これまでの研究で媒精後 5 時間が放射線感受性期である可能性を示唆しており、特に低線量

放射線照射において胚盤胞期胚以前での発生停止が見られている。 
近年、次世代シーケンサーを用いた解析技術が向上し、シングルセルから少数細胞における遺

伝子発現解析が可能となってきた。受精卵に放射線照射を行った桑実胚のトランスクリプトー
ム解析から申請者らは発生停止に関わる遺伝子として Trim43 遺伝子群を同定した。本研究では
Trim43 遺伝子群の低線量放射線照射による着床前期発生過程における発生停止メカニズムの分
子学的解明を行い、妊娠期への影響を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
  
抗体が存在していないマウス Trim43 に関しては、ペプチド抗体作製用の配列を検討し Trim43b
ポリクローナル抗体を作成した。作製した抗体の評価を行うために、培養細胞に Trim43b、Flag-
Trim43b を強制発現させた細胞抽出液を用いてウエスタンブロッティングを行った。 
 Trim43 欠損マウスについてはこれまで論文で報告されておらず、データベース等への登録も
行われていない。分担研究者（長町）の協力で Trim43 欠損マウス作製を行った。Trim43 は
Tripartite モチーフを持つタンパク質のひとつであり、マウスでは Trim43a, Trim43b, Trim43c
が存在している。それぞれがゲノム上の同じローカスに存在し、ホモロジーは核酸レベルで 97%、
タンパク質レベルでも 92%を超えている。Trim43 遺伝子全てを欠損させる共通領域を用いて、
Trim43 欠損マウスの作製を行った。Trim43 欠損マウスを用いた体外受精によって受精卵を採取
した。受精卵は 4-8 細胞期胚を野生型マウス、Trim43 欠損マウスから各 4 個ずつ集め、各胚を
Smart-Seq 法を用いて次世代シーケンス用 mRNA-Seq ライブラリを作製した。ライブラリは
illumina NovaSeq 6000 を用いてシーケンスを行い、発現解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
ペプチド抗体作製用の配列を検討し、Trim43b ポリクローナル抗体を作製した。抗体の評価を

行うために ELISA(図 1)及びウエスタンブロッティング(図 2)を行った。ELISA において、Trim43b
免疫後に抗体価が上昇していることが確認された。ウエスタンブロッティングにおいては52 kDa
付近にバンドが確認され、Flag タグが付加されることによってサイズの大きくなった特異的な
バンドが確認されていることから、免疫後血清において Trim43b を特異的に認識していること
が確認された。 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Trim43 遺伝子群が受精卵に与える影響を確認するために、Trim43 欠損マウスの作製を行った。 

体外受精を行い、4-8 細胞期胚を野生型マウス、Trim43 欠損マウスから各 4個ずつ集めて mRNA-
Seq 解析を行った。欠損マウスでは Trim43 遺伝子の Exon 領域がデリーションされており、遺伝
子はフレームシフトをおこしてタンパク質として機能していないことが確認された（図 3）。遺
伝子発現解析を行ったところ欠損マウスで発現が上昇している遺伝子は 526 遺伝子、発現が減
少している遺伝子は 131 遺伝子であった。これら発現変動している遺伝子について Gene 
Ontology 解析を行ったところ、欠損マウスにおいて G1/S transition of mitotic cell cycle、
chromosome segregation といった Gene Ontology Term が有意に抽出されており、細胞周期や細
胞分裂に影響があることが示唆された。今後、これらの遺伝子について詳細に解析を進めていく
予定である。 
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図 1 免疫前血清（pre）と免疫後血清（1st）の 

ELISA による抗体価測定 
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 免疫前血清  Trim43b 免疫後血清 

図 2 Trim43b 免疫後血清（左図）と

免疫前血清（右図）を用いたウエス

タンブロッティング 



 

 
図 3 Trim43KO マウス（上段）と WT マウス（下段）の Trim43a 遺伝子領域での 4-8 細胞期胚 RNA-
Seq 
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