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研究成果の概要（和文）：生殖細胞とkeratinocyte特異的に高発現するBasonuclin1(Bnc1)の遺伝子発現が、エストロ
ゲン受容体beta(ERbeta)によって制御される可能性を見出した。Bnc1は卵母細胞の成熟過程において、これまで報告さ
れた局在とは異なることを見出した。また、Bnc1にはisoformが存在し、ミトコンドリアに局在する可能性を見出した
。このisoformはSUMO1ではなく、SUMO2/3特異的にSUMO化されることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Basonuclin1 (Bnc1) gene is specifically expressed in germ cells and keratinocyte. 
We have identified the possibility of that Bnc1 gene expression is regulated by estrogen receptor beta. Ou
r findings include: The localization of Bnc1 is slightly different from that of Bnc1 during early oocyte m
aturation; Bnc1 has another isoform and it localizes in cytoplasm; This isoform is specifically sumoylated
 with SUMO2/3.
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１．研究開始当初の背景 

不妊の原因は複合的であり、器質的な異常

や染色体異常が認められない原因不明不妊

症例が数多く存在する。現代社会において

少子化や晩婚化に伴い不妊治療の意義はま

すます高まっているが、その治療法には未

だ改善の余地があり、不妊のメカニズムに

対する新たな知見や理解が必要である。そ

のうち卵の質を管理・制御することは生殖

補助技術(ART)においても重要な課題の一

つであり、また、卵母細胞における RNA や

タンパク質の合成・貯蔵（卵成熟）機構は

生物学的にも受精や初期胚形成の遂行に重

要であるが、卵成熟が胚形成にどう関連し

ているか詳細なメカニズムは未だ不明であ

る。 

Basonuclin1(Bnc1)は Keratinocyte と生殖

細胞特異的に発現しており、卵母細胞にお

ける Bnc1 の発現低下は初期胚の染色体分

離異常を引き起こすことや分裂停止の原因

になることが共同研究グループによって報

告されている（Ma J. et. al.2006）。顆粒

膜細胞と比較すると卵母細胞にはエストロ

ゲン受容体 beta（ERbeta）がほとんど発現し

ていないが、ERbeta ノックアウトマウスの成

熟卵巣では卵胞数の減少が認められ、産仔数

が減少することが知られており、その卵巣の

表現系は Bnc1 ノックアウトマウスとよく似

ているため、これらのシグナル伝達経路に関

連性が存在する可能性があった。 

 

２．研究の目的 

そこで、卵母細胞において Bnc1 が ERbeta 依

存的に制御されているか否かを検討した。

Bnc1 ノックダウンマウスの卵母細胞を用い

た研究結果から Bnc1 は多数の重要な遺伝子

の発現を制御していることが分かっており

(Ma J, et al, Development, 2006)（ GEO 

Profile 登録済み）、これまでの予備的研究成

果をもとに、本研究では、生殖細胞・

keratinocyte 特異的に発現する Bnc1 の機能

に着目し、卵母細胞における Bnc1 の機能を

分子レベルで解析する。すなわち、(1)マウ

ス卵母細胞を用いて Bnc1 の遺伝子発現が

ERbeta によって実際に制御されているか否

か解析し、エストロゲンシグナル異常の発生

機序の一端について検討し、Bnc1 の異常が卵

母細胞由来の不妊の原因になり得るか否か

を検討する。また、卵胞期にエストロゲン分

泌が低下する加齢因子が卵母細胞に与える

影響は不明であり、(2)加齢が卵母細胞にお

ける Bnc1 の遺伝子発現レベルに影響を及ぼ

すか否かも検討する。さらに、タンパク質翻

訳後修飾の制御破綻はさまざまな病因・病態

に深く関与するが、Bnc1 の翻訳後修飾がどの

ように Bnc1 の機能を制御しているか不明で

ある。そこで、(3)Bnc1 のタンパク質翻訳後

修 飾 SUMO (small ubiquitin related 

modifier)化に焦点を当て、Bnc1 による細胞

機能の制御機構を分子レベルで明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

Bnc1 にはタンパク質翻訳後修飾 SUMO 化の

SUMO 化コンセンサス配列が４カ所も存在し、

Bnc1 の機能はこれらの SUMO 化によって制御

されることを示唆している。そこで、SUMO 化

部位であると予想されるアミノ酸（リジン

基）をアルギニン基に置換させた変異型 Bnc1

を作製し、in vitro で生化学的・分子生物学

的に Bnc1 の SUMO 化部位を同定し、それらの

細胞内局在や転写活性などに対する SUMO 化

の影響を解析する。共同研究グループから譲

渡された Bnc1 の遺伝子配列を鋳型にして、

卵母細胞にマイクロインジェクションする

ためのプラスミドを作製し、mRNA を精製する。 

ヒト３８〜４５歳に相当する６０〜７０週

齢マウスと、対照群として６〜８週齢のマウ

スから卵母細胞を採取し、real time-PCR を

施行する。 

 



 

４．研究成果 

(1)内在性の Bnc１を検出できる抗体を入手

し、Day4, Day10,および７週相当の成熟卵母

細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。こ

れまで報告されている Bnc1 の局在とは若干

異なり、Day4〜Day10 では細胞質・核質と核

小体にも局在したが、成熟卵母細胞では主に

核質に局在していた。すなわち、卵母細胞の

成熟過程において Bnc1 の作用が異なる可能

性がある。(2)Day4 の卵母細胞を 10nM エス

トロゲン(E2)で培養したところ、Bnc1 遺伝子

発現が増加した。また、ERalpha や ERbeta 特

異的な作動薬を使用した場合も同様であっ

た。一方、ERalpha と ERbeta 両方の阻害剤で

ある ICI 182,780 を用いたところ、Bnc1 の遺

伝子発現が増加したが、ICI 182,780 は GPER 

(G protein-coupled ER)の作動薬でもあり、

Bnc1 はエストロゲンを介した GPER のシグナ

ル伝達経路によっても制御されている可能

性がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 

７週相当と６０週相当の卵母細胞において、

Bnc1 の遺伝子発現に大きな差は認めなかっ

た。(3)DBTSS (Database of Transcriptional 

Start Sites)を用いて Bnc1 mRNA の転写開始

点を探索する際に、これまでその局在が報告

されていない Bnc1 の isoform を見出した。

(4)この isoform の mRNA は 5’UTR が非常に

短く、転写開始点から９塩基で first ATG が

始まる。転写開始点上流は GC リッチな配列

が続くことから、DBTSS が不完全か、isoform

の mRNA の発現制御が特殊である可能性が示

唆された。 

(5)この isoform の C 末に GFP を付けた mRNA

を卵母細胞にマイクロインジェクションし

たところ、Bnc1 は細胞質に局在し、ミトコン

ドリア（MitoTracker）に共局在する可能性

を見出した。(6)また、SUMO 化される可能性

が高いリジンをアルギニンに置換した変異

体の局在は wild type と同様であった。 

(7)Western Blotting にて Bnc1 isoform が

SUMO1 ではなく、SUMO2/3 によって特異的に

SUMO 化された。また、SUMO 化の E3 リガーゼ

である PIAS4 によって SUMO 化が促進される

ことが明らかになった。 
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