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研究成果の概要（和文）：インプリント遺伝子と呼ばれる片親性に発現する特殊な発現様式の遺伝子群のうち精子側で
制御されているものを父性メチル化インプリント遺伝子，卵子側で制御されているものを母性メチル化インプリント遺
伝子という．父性ゲノムの役割を理解するために卵子ゲノムのみで個体発生させる二母性マウス胚を用い、野生型と比
較した。この結果、Mbnl1に発現差がみられた。以上の結果、二母性胚と野生型胚の比較からMbnl1の発現差が検出され
たが、これはインプリント遺伝子ではなく、インプリント遺伝子の発現によって発現量が制御されている可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Parental genome functions in ontogeny are determined by interactions among 
transcripts from the maternal and paternal genomes. Comprehensive recognition of the interactions between 
parental genomes is important for understanding genomic imprinting in mammalian development. The 
bi-maternal (BM) embryos were constructed by only oocyte genomes, and therefore, analyses using those 
embryos enable us to investigate unknown paternally methylated imprinted genes in mouse genome. Comparing 
transcriptome between wild type (WT) and BM fetuses revealed that Mbnl1 expression in BM those was 
significantly reduced. We further examined Mbnl1 expression in uniparental fetuses, in which we found 
that Mbnl1 gene was downregulated in both parthenogenetic and androgenetic fetuses comparing that in WT 
fetus. These results suggested that Mbnl1 was non-imprinted gene but regulated by imprinted genes during 
development.

研究分野： 家畜繁殖学

キーワード： 個体発生　インプリント遺伝子　核移植　多型解析　卵子ゲノム

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 哺乳類では、精子と卵子が受精して雌雄ゲ
ノムからなる二倍体胚となることが次世代
を残すために必須の条件となる。これは、ゲ
ノムに刷り込まれた後天的遺伝子修飾（ゲノ
ミックインプリンティング）により説明され、
雄ゲノム（精子由来の染色体）でのみ発現す
る遺伝子、逆に雌ゲノム（卵子由来の染色体）
でのみ発現する遺伝子が存在することによ
る。これらの遺伝子はインプリント遺伝子と
呼ばれ、現在までに 80 個以上の遺伝子が報
告されている。その発現制御において、生殖
細胞の形成過程におけるDNAシトシンのメチ
ル化修飾が重要な役割を果たすことが広く
知られている。このとき、雌ゲノム側のメチ
ル化修飾により発現の ON/OFF が調節される
ものを“母性メチル化インプリント遺伝子”、
逆に、雄ゲノム側で発現制御を受けるものを
“父性メチル化インプリント遺伝子”と分け
られる。すなわち、正常な個体発生が起こる
ためには、このような雌雄両ゲノムの“非対
称性”が鍵となるため、哺乳類においては、
単為発生（卵子からのみの個体発生）が起こ
らず、受精を介して両者が協調的に貢献する
ことが個体発生に不可欠となっている。 
 一方、マウスでは、体細胞に由来する人工
多能性幹細胞(iPS 細胞)から正常な個体発生
が起こる精子の作製が報告され世界に衝撃
を与えた(Hayashi K. et al., Cell, 146, 
2011)。これは、体外培養系のみで iPS 細胞
から精子そのものを作ったわけではないが、
精原細胞から精子を培養する技術も開発さ
れていることから、近い将来に“完全試験管
内”での体細胞ゲノム由来精子の作製が報告
されることは間違いない。しかしここで、卵
巣培養や体外受精胚などの体外培養を介し
た生殖細胞や胚では、安定であるはずの DNA
メチル化修飾が不安定になり、高頻度にゲノ
ム刷り込み領域のDNAメチル化状態の異常が
引き起こされるという事実に注目しなけれ
ばならない(Katari S, Hum Mol Genet, 18, 
2005)。このことは、個体までの発生能さえ
確認されれば培養系の信頼性が 100％保証さ
れるわけではなく、DNA メチル化状態におい
て多くの異常を抱えた細胞が産生されてい
ることを示唆している。作製された生殖細胞
や体外産生胚が、正常な父性メチル化刷り込
み状態を保持しているか否かを判定する評
価系の開発が急務の課題となる。 
 精子などの生殖細胞や体外産生胚のゲノ
ムとしての正常性を評価する場合、父性メチ
ル化刷り込み遺伝子の発現調節領域を完全
に把握する必要がある。これまで証明され、
かつ、認知されている精子形成過程で起こる
メチル化修飾領域は、マウス雄ゲノムでは第
1 番、7 番、9 番、および 12 番染色体上の 4
箇所しか知られておらず、いずれも正常な個
体発生に必要不可欠である。しかし、これら
以外に精子形成過程のDNAメチル化修飾によ
り発現制御を受けるインプリント遺伝子は

無いのだろうか？ 有る場合、雄ゲノムの特
性として正常性を評価する場合に必要不可
欠な新規の遺伝学的情報となり、無い場合に
も、既知の三領域だけに評価対象を絞り込む
極めて重な科学的な根拠となる。 
 
２．研究の目的 
マウスでは完全試験管内培養系で、胚性幹

細胞や人工多能性幹細胞からの生殖細胞形
成が現実のものとなりつつある。この‘人工
生殖細胞生産技術’を真に実現させるために
は、得られた生殖細胞の正常性評価は不可避
である。生殖細胞の正常性評価に際し、通常
体内でなされるゲノムインプリント現象に
よる適切なDNAメチル化修飾の獲得は最重要
な問題である。しかしながら、現段階ではマ
ウスゲノム上の被ゲノムインプリント領域
の情報が完全に揃っているとはいえない。本
研究では、とくに雄側での被ゲノムインプリ
ント領域情報とその生物学的な機能を明ら
かにすべく、申請者らが開発した雄ゲノムを
必要としない生殖システム－二母性マウス
作出系－(Kawahara et al., Nat Protoc, 3, 
2008)を活用して、マウスゲノムにおける父
性メチル化インプリント遺伝子に焦点を絞
って解析した。 
 

３．研究の方法 
本研究では 3 種のノックアウトマウス(Δ7、
Δ12、Δ7&12)の新生子雌マウス由来の非成
長期卵母細胞(ng 卵子)を用いて通常の排卵
卵子(fg 卵子)と連続核移植法により組み合
わせることで二母性胚を作出した。ここで、
Δ7 マウスは、7 番染色体の遠位部に位置す
るH19遺伝子の上流にあるメチル化刷り込み
領域と転写領域を欠損させており、一方、Δ
12 マウスは 12 番染色体上の Dlk1-Dio3 領域
のメチル化刷り込み領域の欠損を持ってい
る。Δ7&12 マウスは、これらΔ7マウスとΔ
12 マウスを交配させて両者の欠損を併せ持
つダブルノックアウトマウスである。したが
って、出生後も生存可能なngΔ7&12/fg胚と、
妊娠満期(E19.5)までは発生可能な ngΔ7/fg
胚および ngΔ12/fg 胚の 3種類の胚が準備で
きる。基本的に野生型(体外受精胚由来)の受
胎産物とngΔ7&12/fg胚の受胎産物のサンプ
ルを比較することになるが、ngΔ7/fg 胚およ
びngΔ12/fg胚も候補遺伝子のスクリーニン
グに重要となる。なぜなら、ngΔ7&12/fg 胚
特異的な発現異常を起こす遺伝子を拾い出
す際に、ngΔ7/fg 胚および ngΔ12/fg 胚でも
‘同様に’発現異常を起こしているかを二重
三重に確認することで、新規父性メチル化刷
り込み遺伝子絞り込みの確度が飛躍的に高
まるからである。 
 
(1) 初めに、体外受精胚および二母性胚に
由来するマウス胎子および胎盤の遺伝子発
現比較すために、上記 3 種の二母性胚(ng⊿
7/fg 胚・ng⊿12/fg 胚・ng⊿7&12/fg 胚)を偽



妊娠雌マウスに胚移植し、胎盤形成後の胎齢
E12.5、E15.5 において剖検後に胎子サンプル
を採取した。また、採取後にトータル RNA を
抽出精製して、マイクロアレイにより刷り込
み遺伝子の下流で調節される遺伝子群の解
析を行った(Kawahara et al., J Biol Chem, 
284, 2009)。この基礎データに基づきバイオ
インフォマティクスの手法を駆使して正常
胚と比べてng⊿7&12/fg胚特異的に発現して
いる遺伝子リストを作成した。 
 
(2) 次に、遺伝子発現レベルの差のみに基
づいた 1次スクリーニングのために、正常胚
と比べて既知領域以外の父性メチル化刷り
込み遺伝子の発現が正常化されていない ng
Δ7&12/fg 胚で特異的に発現差がみられた遺
伝子について統計学的に処理し、かつ、2 倍
以上の差がある遺伝子群のリストを作成し
た。その上で、同様の解析を ng⊿7/fg 胚・
ng⊿12/fg 胚でも行った。さらに、正常胚⇔
ng⊿7&12/fg 胚でみられた遺伝子リストと正
常胚⇔ng⊿7/fg 胚および正常胚⇔ng⊿12/fg
胚リストの重複遺伝子を検索した。父性メチ
ル化インプリント遺伝子である場合、3 種の
リスト全てで正常胚との発現差がみられる
と考えた。 
 
(3) 最後に、近交系間多型情報に基づく片
親性発現の確認するために、インプリント遺
伝子か否かを判定すべく、“発現アリル”の
特異性について調べた。そのために、近交系
間の雑種を雌雄の組み合わせを変えて作製
する必要があるが、近交系間雑種由来の胎子
サンプルにおいて RT-PCR により候補遺伝子
を増幅して、シークエンスし系統間の一塩基
多型(SNIP)情報により発現アリルを特定し
た。C57BL/6J 系統と JF1/Ms 系統を用いた。
さらに、単為発生胚と雄核発生胚を作製し、
発現アリルに特徴のみられた遺伝子につい
て発現レベルを定量 PCR によって調べた。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロアレイ解析 
胎齢 E12.5 における二母性マウス（ng⊿

Double/fg）と野生型（WT）、ng⊿7ch/fg と
WT、ng⊿12ch/fg と WT のマウス胎子における
遺伝子発現差を比較し、すべてにおいて 2倍
以上差があり、かつ、発現の増加および低下
の傾向が同じ遺伝子をピックアップした結
果、Matr3、Mbnl1、Mki67、Top1、Dek、Eif3a、
Cdt1、Prkcsh、Zfpm1、Mast2、Tufm、Grk6、
Mcm2、Slc29a1、Srm、Polr2i、Hpx、Dnmt1、
Coro1a、Mcm5、H2afx、Pycr2、Dguok、Mcm6、
Hcaph2、Aurka、Ube2l6、Mybph、Rbm14、Pex19、
Prtn3、Cyb5r3、Elane、Cox6a2、Mpo の 35 遺
伝子において、野生型胎子のほうが二母性胚
よりも２倍以上高い遺伝子発現が確認され
た。 
こ れ ら の 遺 伝 子 の 機 能 は
NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) の

Gene-centered informationを中心に調べた。
KO マウスを用いた表現型解析がなされてい
るものは、Mbnl1、Top1、Dek、Zfpm1、Grk6、
Mcm2、Slc29a1、Hpx、Dnmt1、Coro1a、H2afx、
Mcm6、Ncaph2、Aurka、Elane、Cox6a2、Mpo
であった。 
  
(2)染色体上での位置 
マイクロアレイ解析でみつかったインプ

リント候補遺伝子と既知のインプリント遺
伝子の染色体上の位置を Ensemble genome 
browser で調べた(図 1)。インプリント候補
遺伝子は、5 番、12 番、14 番、16 番以外の
すべての常染色体上に存在していた。2 番染
色体上の母性メチル化インプリント遺伝子
のクラスター近傍に Top1 と Aurka の 2 つの
インプリント候補遺伝子が位置していた。ま
た、父性インプリント領域である H19–Igf2
領域がある7番染色体上に、Hpx、Tufm、Coro1a、
Cox6a2、Mki67 の 5 つのインプリント候補遺
伝子が存在していた。 

 
(3)多型解析と発現アリルの確認 
多型解析によって、B6-JF1 間多型が見つか

った遺伝子に関して、B6×JF1 、JF1×B6 の
F1 マウス total RNA サンプルを用いて、アリ
ル発現解析を行った。多型解析によりみつか
った多型が検出できるプライマーを用いて、
ダイレクトシーケンスを行った。インプリン
ト候補遺伝子のアリル発現解析は、多型の見
つかった領域をシーケンスすることができ
る、Forward および Reverse プライマーのど
ちらかで行った。Mbnl1 以外の遺伝子では、
B6×JF1、JF1×B6 において、B6-JF1 間に多
型のある塩基の波形がどちらも重なって検
出された。ところが、Mbnl1 では、670 番地
が B6 では C、JF1 では T の多型であったが、

染色体 番号※,遺伝子名(染色体上の位置)
Chr1 1, Mcm6 (55.80 cM) 2, Mybph (58.15 cM) 3, Pex19 （79.54 cM）
Chr2 1, Ube2l6 （49.45 cM） 2, Top1 （80.96 cM） 3, Aurka （94.84 cM）
Chr3 1, Mbnl1 （29.17 cM）
Chr4 1, Mast2 （53.10 cM） 2, Srm（78.76 cM ）
Chr6 1, Dguok （35.94 cM） 2, Mcm2 （39.64 cM）
Chr7 1, Polr2i（17.34 cM） 2, Hpx （55.91 cM） 3, Tufm （69.08 cM）

4, Coro1a （69.25 cM） 5, Cox6a2 （70.04 cM） 6, Mki67 （81.32 cM）
Chr8 1, Mcm5 （35.59 cM） 2, Zfpm1 （70.86 cM） 3, Cdt1 （71.91 cM）
Chr9 1, Dnmt1 （7.66 cM） 2, Prkcsh （8.04 cM） 3, H2afx（24.84 cM）
Chr10 1, Prtn3 （39.72 cM） 2, Elane （39.72 cM）
Chr11 1, Mpo （52.22 cM）
Chr13 1, Dek （24.50 cM） 2, Grk6 （30.06 cM）
Chr15 1, Cyb5r3 （39.40 cM） 2, Ncaph2 （44.84 cM）
Chr17 1, Slc9a1 （22.59 cM）
Chr18 1, Matr3 （19.14 cM）
Chr19 1, Rbm14 （4.11 cM） 2, EIF3a （56.52 cM）

※番号は上図染色体横の番号に対応

図 1 検出遺伝子の染色体上での位置  



B6×JF1 、JF1×B6 とも JF1 と同じである T
の波形が検出された(図 2)。 
 

 
(4)片親性胚における Mbnl1 の発現解析 
 Mbnl1 について Real-time-PCR を実施した
結果、雄核発生胚および雌核発生胚間では
Mbnl1 の発現量に有意な差はみられなかった。
しかしながら、野生型胚と比較するとおよそ
片親性胚由来胎子で約 45%程度の発現低下が
確認された(P < 0.05)(図 3)。 
 

考察 
雄核発生胚および雌核発生胚間では Mbnl1

の発現量に有意な差はみられなかった。これ
らのことより、Mbnl1 はインプリント遺伝子
ではないことが明らかになった。しかしなが
ら、野生型胚と比較するとおよそ片親性胚由
来胎子で約 45%程度の発現低下が確認された。
片親性胚における発現低下の理由として、
Mbnl1 がインプリント遺伝子により発現に影
響を受けていることが考えられる。インプリ
ント遺伝子には、他の遺伝子の発現を調節す
るノンコーディング RNA(ncRNA)として働く
遺伝子が存在する。そのため、片親性胚にお
けるインプリント遺伝子の発現異常により、
通常遺伝子であるMbnl1の発現異常が引き起
こされたと考えられる。また、インプリント
遺伝子には転写因子や細胞周期調節因子な
どの、分化に関与する遺伝子も存在する。そ
のため、片親性胚において分化異常の起こっ
た結果としてMbnl1の発現低下が引き起こさ
れたと考えられる。また、上記 2つの異常が
複合的に生じたことにより、Mbnl1 の発現異
常が生じた可能性も考えられる。これら 3つ
の可能性を検証するために、ncRNA および分
化に関与する既知インプリント遺伝子をノ
ックアウトしたマウスにおけるMbnl1の発現
解析を行い、また、分化異常の起こった組織
や細胞におけるMbnl1の発現解析を今後行う
必要がある。当研究室の先行研究において、
二母性胚と野生型胚間の Mbnl1 の発現に 2倍
以上発現差がみられたことも、Mbnl1 がイン
プリント遺伝子によって発現に影響を受け
た結果と予測される。次に、雄核発生胚およ
び雌核発生胚が等しく発現低下していた理
由について考える。どちらの胚でも発現が低
下していたことから、父性発現インプリント
遺伝子および、母性発現インプリント遺伝子
の両方がMbnl1の発現に影響を及ぼしている
可能性が考えられる。また、雄核発生胚およ
び雌核発生胚の発現量が共に、野生型胚の約
半分になっていることより、片親性胚では両
アリルの発現が低下する、または片アリルの
みしか発現していないと考えられる。このこ
とより、Mbnl1 の正常な発現には雌雄両アリ
ルの存在が不可欠であり、アリル間の相互作
用により発現が調節されている可能性も考
えられる。 
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