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研究成果の概要（和文）：本研究では、初期胚の遺伝子発現を制御するメカニズムについてエピジェネティクスの観点
から解析を行った。遺伝子発現を正に制御するヒストンのエピジェネティック修飾であるヒストンH3の4番目のリジン
残基（H3K4）のメチル化に着目し、H3K4のメチル化酵素であるSmyd3とこのメチル化を認識するクロマチンリモデリン
グ因子であるChd1について解析を行った。胚性ゲノムの活性化前の受精卵にSmyd3あるいはChd1を認識するsiRNAを導入
し、これら２つのタンパク質の機能を抑制すると、着床以降の発生が抑制され、受精卵移植による産仔数も大きく低下
し、Pou5f1、Nanog、Cdx2の発現が著しく減少した。

研究成果の概要（英文）：Smyd3 is a histone H3 lysine 4 (H3K4) di- and tri-methyltransferase that forms a 
transcriptional complex with RNA polymerase II and CHD1, which recognizes trimethylated histone H3 lysine 
4, is a protein belonging to the family of ATPase-dependent chromatin remodeling factors. In the present 
study, we investigated the effects of RNA interference (RNAi)-mediated repression on the development of 
mouse embryos. In Smyd3-, and Chd1-knockdown embryos, the percentage of inner cell mass (ICM)-derived 
colony formation and trophectoderm (TE)-derived cell attachment was significantly decreased, resulting in 
a reduction in the number of viable offspring. Furthermore, the expression of Pou5f1, Nanog, and Cdx2, 
was dramatically decreased in both Smyd3- and Chd1-knockdown embryos. Moreover, in Chd1-knockdown 
embryos, expression of Hmgpi, which regulate Pou5f1, Nanog, and Cdx2, was also significantly suppressed 
at zygotic gene activation (ZGA).

研究分野：生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 

 生殖細胞である精子と卵子は究極に分化

した細胞であり、これらの生殖細胞は受精の

過程を経るまで、遺伝子発現を完全に停止し

ている。受精によって雌雄 2 つの生殖細胞か

ら全能性を持つ 1 つの受精卵が作られる。遺

伝子発現を完全に停止していた精子と卵子

の DNA は、卵母細胞内のさまざまな因子に

よって再プログラム化され、新たな遺伝子発

現を開始する。このことは卵母細胞あるいは

受精直後の胚が、遺伝子発現の制御機構を解

明する上で格好の材料であることを示して

いる。卵母細胞内の因子によって誘導される

この再プログラムにはプロモーター領域の

DNA のメチル化やヒストンの修飾、それに伴

うクロマチンの高次構造などのエピジェネ

ティックな変化が深く関与している(Shi ら、

2009)。一般に、ヒストンのアセチル化や

H3K4(ヒストン H3 の 4 番目のアミノ酸であ

るリジン)、H3K36 および H3K79 のメチル化

は遺伝子発現の活性化を誘導し、DNA のメチ

ル化やヒストンH3K9およびH3K27のメチル

化は遺伝子発現を抑制すると考えられてい

る。一部例外も報告されているが、これらの

エピジェネティックな修飾が遺伝子発現を

制御していることは紛れもない事実である。

胚性ゲノムの活性化時期のエピジェネティ

ックな変化に関する報告は少なく、この時期

のエピジェネティックな変化に関する情報

を蓄積することはゲノムの活性化の分子機

構を探る上で必要不可欠である。卵母細胞内

に存在する母性因子のうち、受精後に機能す

る遺伝子を特に母性効果遺伝子と呼んでお

り、これまでに十数種類が報告されている

(Minami ら、2006、2007)。これらの遺伝子は

ノックアウトマウスを用いた解析により、初

期発生に必要不可欠であることは示されて

いるが、研究対象がほ乳動物の受精卵という

量的な理由から、分子レベルでの詳細な機能

についてはほとんど解析されていない。しか

しながら、これらの遺伝子の中にはクロマチ

ンのリモデリングに関わるものも存在し

(Bultman ら、2006)、母性因子が遺伝子の転写

に大きく関わっていることが明らかになっ

ている(Miyamoto ら、2009)。また、申請者ら

が同定した卵母細胞特異的遺伝子 Oog1 が胚

性ゲノムの活性化時期に核に移行すること

から(Minami ら、2003)、Oog1 を含む母性因

子が胚性ゲノムの活性化に重要な役割を持

っていることが予測される(Minami ら、2007)。

胚性ゲノムの活性化はクローン胚の発生異

常とも密接に関連しており(Suzuki ら、2006、

2007)、この活性化の分子メカニズムを解明す

ることは初期胚の発生の分子基盤を理解す

るだけではなく、将来的な発生工学を利用し

た応用研究にも大きく貢献すると考えられ

る。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、ほ乳動物において受精後に初

めて起こる遺伝子発現（胚性ゲノムの活性

化：ZGA）のメカニズムをエピジェネティク

ス（DNA やクロマチンの後天的な修飾によっ

て遺伝子発現が制御される現象を扱う学問

領域）の視点から解明する目的で、クロマチ

ンを構成するヒストンに注目し、ヒストンの

修飾とクロマチンリモデリング因子が受精

卵の遺伝子発現をどのように制御している

かについて解明する。受精後初めて起こる遺

伝子発現は、受精前の卵母細胞に蓄えられた

因子によって制御されている。申請者らが同

定した卵母細胞特異的遺伝子を含め、卵母細

胞に蓄えられているヒストン修飾酵素やク

ロマチンリモデリング因子の機能を解析す

ることによって、胚性ゲノム活性化の分子機

構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、遺伝子発現を正に制御するこ

とが明らかになっているヒストン H3 の 4 番

目のリジン残基（H3K4）のメチル化に注目

し、このリジン残基をメチル化する酵素であ

る Smyd3 と H3K4 の ト リ メ チ ル 化

（H3K4me3）を認識して遺伝子発現を誘導

するクロマチンリモデリング因子である

Chd1 の機能の解析を行った。胚性ゲノムの

活性化前の受精卵に Smyd3 あるいは Chd1

の機能を抑制する siRNA を細胞質に顕微注

入し、胚性ゲノムの活性化時にそれぞれのタ

ンパク質が機能しないようにし、その後の発

生への影響について形態学的、生化学的ある

いは分子生物学的に解析を行った。両タンパ

ク質の抑制がうまく行っていることを定量

的 PCR および免疫染色で確認した。形態的

観察では in vitro における胚盤胞期までの発

生能と、着床後の発生能を検討するために in 

vitro における outgrowth 実験を行って、発

生能への影響を検討した。また、多能性の維

持や分化に関わる遺伝子の発現やタンパク

質の発現を定量 PCR と免疫蛍光染色法を用

いて検討した。 

 

 

 



４．研究成果 

(1)Smyd3 の抑制は outgrowth 実験によるコ

ロニー形成を阻害する 

 受精後 3 時間の受精卵に、Smyd3 を阻害

する siRNA を顕微注入し、その後の発生を

観察したところ、受精後 5.5 日までの発生に

は形態的な異常は認められなかった。しかし

ながら、着床後の発生を in vitro で再現させ

る outgrowth 実験を行ったところ、Smyd3

を抑制された受精卵では、ICM 由来のコロニ

ー形成率が対照区と比較して有意に低下し

た（45.8％ vs 81.1％, 図１）。また、Smyd3

を抑制した 2 細胞期の受精卵を仮親に受精卵

移植した結果、産子率は 20.0%となり、対照

区の 51.7%と比較して有意に低下した。 

 

(2)Chd1の抑制は outgrowth実験によるコロ

ニー形成を阻害する 

 上記同様に、受精後 3 時間の受精卵に、

Chd1 を阻害する siRNA を顕微注入し、その

後の発生を観察したところ、受精後 5.5 日ま

での発生には形態的な異常は認められなか

った。しかしながら、着床後の発生を in vitro

で再現させる outgrowth 実験を行ったとこ

ろ、Chd1 を抑制された受精卵では、ICM 由

来のコロニー形成率が対照区と比較して有

意に低下した（29.0％ vs 81.9％, 図２）。ま

た、Chd1 を抑制した 2 細胞期の受精卵を仮

親に受精卵移植した結果、産子率は 13.3%と

なり、対照区の 48.9%と比較して有意に低下

した。 

(3)Smyd3 の抑制は多能性維持（Oct4、Nanog、

Sox2）、原始内胚葉への分化に関わる遺伝子

（Gata6）と胎盤への分化に関わる遺伝子

（Cdx2、Eomes）の発現を抑制する 

 上記のように着床後の発生に異常が認め

られたことから、受精後 4.5 日の胚盤胞期胚

における多能性維持関連遺伝子（Oct4、

Nanog、Sox2）、原始内胚葉マーカー遺伝子

（Gata6）および胎盤への分化に関わる遺伝

子（Cdx2、Eomes）についてその発現量を

定量 PCR によって、またそれぞれのタンパ

ク質については免疫染色によって解析した

結果、すべての遺伝子について発現量が有意

に低下しており、タンパク質につてもすべて

減少していた（図３）。 

 

(4)Chd1 の抑制は多能性維持に関わる遺伝子

（Oct4、Nanog）と胎盤への分化に関わる遺

伝子（Cdx2）の発現を抑制する 

 Chd1 抑制胚においても着床後の発生に異

常が認められたことから、受精後 4.5 日の胚



盤胞期胚における多能性維持関連遺伝子

（Oct4、Nanog）および胎盤への分化に関わ

る遺伝子（Cdx2）についてその発現量を定量

PCR によって、またそれぞれのタンパク質に

ついては免疫染色によって解析した結果、

Smyd3 抑制胚同様にすべての遺伝子につい

て発現量が有意に低下しており、タンパク質

につてもすべて減少していた（図４）。 

 

(5)Chd1 抑制による発生異常は Hmgpi のレ

スキューによって解除される 

 初期胚において Oct4 や Nanog、Cdx2 の

遺伝子発現が初期胚特異的転写因子である

Hmgpi によって制御されていることが報告

されていることから（Yamada ら、2010）、

Chd1 抑制胚に Hmgpi の mRNA を顕微注入

し、Hmgpi のレスキューを行ったところ、多

能性関連遺伝子と胎盤への分化に関わる遺

伝子すべての発現量が回復し、免疫染色によ

るタンパク質の解析においても回復が認め

られた。さらには、outgrowth 実験によるコ

ロニー形成率、受精卵移植による産子率も対

照区と変わりなく回復した（ 71.0％  vs 

76.1％ and 48.9% vs 44.4%, 図５）。 

 

(6)まとめ 

 以上のことから、受精直後のヒストン

H3K4 のメチル化に関わる因子 Smyd3 や

H3K4me3 を認識するクロマチンリモデリン

グ因子 Chd1 の機能が初期胚の発生、特に着

床期の胚発生に重要であることが示された。

また、クロマチンリモデリング因子の Chd1

は胚性ゲノムの活性化時に発現する Hmgpi

を制御しており、さらに Hmgpi は MGA

（mid-preimplantation gene activation）と

呼ばれる ZGA に続く大規模な遺伝子発現時

に発現する多能性関連遺伝子（Oct4, Nanog）

や胎盤への分化に関わる遺伝子（Cdx2）の発

現を制御していることから、受精直後の

H3K4 のメチル化酵素やクロマチンリモデリ

ング因子が ZGA や MGA における遺伝子発

現のネットワークを介して、初期胚の着床後

の発生を制御していることが明らかとなっ

た。 
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