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研究成果の概要（和文）：精子と卵子は最終分化した細胞であり、次世代に遺伝情報を伝える役割を担うが、受精後す
ぐにリプログラミングにより全能性を獲得する。この過程では、プロタミン-ヒストン置換、DNAの脱メチル化、胚性遺
伝子の活性化、母性RNA/タンパク質の分解などが重要であることが明らかにされている。しかし、全能性が獲得される
メカニズムについては、その重要性にも関わらず、不明な点が多く残されている。本研究では、全能性細胞で特異的に
発現する遺伝子群を同定した。これらの遺伝子の中で、Klf17とBtg4が初期発生に必要な母性効果遺伝子であり、それ
ぞれ胚性遺伝子の活性化と母性RNAの分解に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Sperm and oocyte are highly specified cells to transfer genetic information to 
next generations, but they attain totipotency by reprograming soon after fertilization. The reprogramming 
process includes protamine-histone exchange, DNA demethylation, zygotic gene activation, and degradation 
of maternal RNAs and proteins, and so on. However, mechanisms for acquisition of totipotency are largely 
unclear despite their biological significance. In this study, we identified the genes specifically 
expressed in totipotent cells. Among these totipotent-cell-specific genes, we found that Klf17 
(Kruppel-like factor 17) and Btg4 (B cell translocation 4) are maternal effect genes required for 
pre-implantation development. Furthermore, we revealed that Klf17 and Btg4 are involved in zygotic genome 
activation and clearance of maternal transcripts after fertilization, respectively.

研究分野：生殖細胞
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１．研究開始当初の背景 
 体細胞核の初期化法には、体細胞核を除核
卵子に移植する方法、体細胞を ES 細胞と融
合する方法、そして転写因子を体細胞に導入
する方法が知られている。しかし、自然生殖
による全能性の再獲得の効率は、これらの初
期化と比べて圧倒的に高く、初期発生におけ
る全能性再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解明だ
けではなく、効率よく体細胞核をリプログラ
ミングする方法の開発につながるという観
点からも極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
哺乳類成熟卵子は、最終分化した細胞のエ
ピゲノム情報をリプログラミングし、全能性
を再獲得させる能力を有している。申請者ら
は、in silico screening により全能性が獲
得される時期（未受精卵から桑実胚期）に特
異的に発現あるいは高い発現を示す機能未
知遺伝子を複数個同定してきた。これらの遺
伝子群の中には全能性の再獲得に重要な遺
伝子が含まれている可能性が高い。本研究で
は、これらの遺伝子の機能解析を行いリプロ
グラミングに関与する遺伝子群を同定し、そ
の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
【全能性細胞に高発現する遺伝子群の同定
および機能解析】 
in silico screening により同定した成熟
卵子から桑実胚の間で高発現する遺伝子群
について、qRT-PCR 法を用いて ES 細胞での発
現を調べ、発現が認められた遺伝子について
は候補遺伝子から排除した。得られた候補遺
伝子については、順次ターゲティングベクタ
ーと組換えタンパク質を作製し、ノックアウ
トマウスと特異的抗体の作製を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究では、全能性を有する初期の着床前
胚に特異的に発現する遺伝子として、Klf17、
Btg4、Pramef12、Trim61、Rfpl4、Zc3h6、お
よび Zbed3 を同定した。これらの遺伝子の
mRNAの発現パターンを qRT-PCRにより検討
したところ、全ての遺伝子が成体マウスの主
要な臓器（脳、胸腺、心臓、肺、肝臓、腎臓、
脾臓、卵巣、および精巣）ではほとんど発現
が認められず、GV 期卵から 2細胞期の間で特
異的に発現することが明らかとなった。 
（1） Klf17 
 Klf17 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した
結果、Klf17 は MII 卵から 4 細胞期までに発
現が認められ、大部分が核に局在することが
明らかとなった。 
Klf17 の生体内での機能を調べるために、
ノックアウトマウスを作製した。その結果、
Klf17 のノックアウトマウスのメスが不妊に
なることが明らかとなった。そこで、ノック

アウトのメスと野生型のオスを交配し、得ら
れた受精卵を試験管内で培養したところ、
Klf17 ノックアウトの卵子は野生型の精子と
受精させても、大部分が 2細胞期で発生が停
止することが明らかとなった。これらのこと
から、Klf17 は初期発生に必須の母性効果遺
伝子であることが明らかとなった。 
 Klf17 は DNA 結合ドメインと転写制御ドメ
インを有することから、Klf17 が 2 細胞期で
生じる胚性遺伝子の活性化に及ぼす影響を
検討した。Klf17 ノックアウトの卵子と野生
型の精子を受精させ、2 細胞期における遺伝
子発現を網羅的に検討した。その結果、Klf17
ノックアウトの卵子に由来する2細胞期胚で
は、野生型の 2 細胞期胚と比較して 2823 個
の遺伝子の発現が有意に変化していた。この
うち、2822 個の遺伝子は Klf17 ノックアウト
の卵子に由来する2細胞期胚で有意に発現が
低下していた。Gene ontology enrichment 
analysis の結果、K lf17 ノックアウトの卵
子に由来する 2細胞期胚では、翻訳関連遺伝
子、RNA の成熟と代謝に関連する遺伝子、お
よび細胞周期に関連する遺伝子の発現が低
下していることが明らかとなった。 
 以上の結果から、Klf17 は胚性遺伝子の活
性化に重要な役割を果たす母性効果遺伝子
であることが明らかとなった。 
（2） Btg4 
 Btg4 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した
結果、Btg4 は MII 卵から 4細胞期までに発現
が認められ、大部分が細胞質に局在すること
が明らかとなった。 
Btg4 の生体内での機能を調べるために、ノ
ックアウトマウスを作製した。その結果、
Btg4 のノックアウトマウスのメスが不妊に
なることが明らかとなった。そこで、ノック
アウトのメスと野生型のオスを交配し、得ら
れた受精卵を試験管内で培養したところ、
Btg4 ノックアウトの卵子は野生型の精子と
受精させても、全ての胚の発生が停止するこ
とが明らかとなった。これらのことから、
Btg4 は初期発生に必須の母性効果遺伝子で
あることが明らかとなった。 
 また、in vitro binding assay および in 
vitro deadenylation assay の結果から、Btg4
は Cnot7 と結合することにより Cnot7 の脱ア
デニル化活性を促進することが明らかとな
った。 
 最後に、Btg4 が受精後の RNA の分解に及ぼ
す影響について検討した。その結果、Btg4 ノ
ックアウトの卵子に由来する受精卵では、野
生型の受精卵と比較して、受精後に分解を受
けることが知られている8個の遺伝子（H1foo、
Plat、Gm813、Bub1b、Zp1、Gdf9、c-Mos、お
よび Npc1）の全てにおいて分解が十分に生じ
ないことが明らかとなった。 
 以上の結果から、Btg4 は受精後の母性 RNA
の分解に重要な役割を果たす母性効果遺伝
子であることが明らかとなった。 



（3） Pramef12 
Pramef12 の特異的抗体を用いて着床前胚
における細胞内局在と発現パターンを検討
した。現在までに、受精卵から 4細胞期胚で
発現が認められ、核内の核小体様構造の周囲
に集積することが明らかとなった。現在、着
床前胚の他のステージにおける発現と細胞
内局在にして検討している。 
 Pramef12 の生体内での機能を調べるため
にノックアウトマウスを作製した。その結果、
Pramef12 のノックアウトマウスのオスが不
妊になることが明らかとなった。また、組織
学的解析から Pramef12 ノックアウトマウス
の精巣では、全ての分化段階の生殖細胞が消
失しており、精巣上体内にも成熟した精子が
全く認められないことが明らかとなった。こ
れらのことから、Pramef12 の雄性不妊の原因
は精子形成不全であることが示された。 
今後、メスのノックアウトマウスを解析す
ることにより、当初の目的である着床前胚に
おける Pramef12 の機能についても解析する
予定である。 
（4） Trim61 
 Trim61 の特異的抗体を用いて着床前胚に
おける細胞内局在と発現パターンを検討し
た。現在までに、受精卵から 4細胞期胚で発
現が認められ、核内の核小体様構造の内部に
集積することが明らかとなった。現在、着床
前胚の他のステージにおける発現と細胞内
局在にして検討している。 
 Trim61 の生体内での機能を調べるために
ノックアウトマウスを作製した。今後、
Trim61 が着床前胚の発生および核小体様構
造に及ぼす影響を検討する予定である。 
（5） Rfpl4 
 Rfpl4 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した。
現在までに、受精卵から 2細胞期胚で発現が
認められ、大部分が細胞質に局在することが
明らかとなった。 
 Rfpl4 は RING ドメインを有することから、
E3 ユビキチンリガーゼとして機能すること
が推定された。そこで、現在 Rfpl4 と結合す
ることが明らかにされている Cyclin B1 を用
いて Rfpl4 が E3 ユビキチンリガーゼとして
機能するかどうかを検討している。 
 Rfpl4 の生体内での機能を調べるためにノ
ックアウトマウスを作製した。今後、Rfpl4
が着床前胚の発生に及ぼす影響を検討する
予定である。 
（6） Zc3h6 
 Zc3h6 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した。
その結果、Zc3h6 は受精卵では大部分が細胞
質に局在し、2 細胞期ではその大部分が核へ
と移行することが明らかとなった。また、核
に移行した Zc3h6 の発現は 8細胞期まで続き、
16 細胞期以降に消失することが明らかとな
った。 
 今後、ノックアウトマウスを作製し、Zc3h6

の生体内での機能を解析する予定である。 
（7） Zbed3 
 Zbed3 の特異的抗体を用いて着床前胚にお
ける細胞内局在と発現パターンを検討した。
その結果、Zbed3 は受精卵から 4 細胞期まで
の間で発現が認められ、8 細胞期以降は発現
が消失することが明らかとなった。また、
Zbed3 は受精卵から 4 細胞期胚において、細
胞膜の周囲に集積することが明らかとなっ
た。 
 Zbed3 の生体内での機能を調べるためにノ
ックアウトマウスを作製した。今後、Zbed3
が着床前胚の発生に及ぼす影響を検討する
予定である。 
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