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要旨 

 

新たな生命が誕生する過程において、生殖細胞として最終分化を遂げた卵母細

胞と精子は受精を経て分化全能性を有した 1細胞期胚になる。マウスにおいては、1細

胞期中期に生命最初の転写が行われる。近年、RNA ポリメラーゼⅡの可逆的阻害剤で

ある 5,6-dichloro-1-β-D-ribofuranosyl-benzimidazole (DRB) 処理を行い 1細胞期胚の

転写を阻害したとき、多くの胚が 2細胞期胚で発生が停止することが示された。したが

って、生命最初の転写活性化である 1細胞期胚の転写は、発生の進行に重要な役割を果

たすことが明らかとなった。しかしながら、1細胞期胚に転写される遺伝子はほとんど

特定されておらず、遺伝子発現の特徴およびその制御機構はほとんど解明されていない。

この原因として、受精前に多量に蓄積された卵母細胞由来の母性mRNAが受精後も存

在しており、これが 1細胞期に合成されたmRNAをマスクしてしまうことが挙げられ

る。母性 mRNA は、活発な転写活性を示す成長期卵において 10 日以上かけて合成さ

れる一方で、1 細胞期胚由来の mRNA は、受精後わずか数時間の間に合成されたもの

である。したがって、両者を比較したとき母性mRNAの方が圧倒的にその量が多いと

考えられる。そのため、これまでに行われたマイクロアレイによるトランスクリプトー

ム解析では、受精前後における発現量の差を検出することができず、1細胞期胚で転写

される遺伝子を特定することが困難であった。そこで、本研究では次世代シーケンス 

(RNA-seq) より得られたトランスクリプトームデータを基に、1細胞期に転写される遺

伝子を網羅的に特定した。そして、作成した 1細胞期胚における遺伝子発現プロファイ

ルを基に、1細胞期の遺伝子発現の特徴およびその制御機構の解明を試みた。 

第一章では、まず初めに受精前後の RNA-seq データをもとに、受精前には転

写されておらず 1 細胞期胚から転写され始める遺伝子を特定した。そして、これらの
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遺伝子は、1細胞期胚で合成される転写産物にイントロンを含んでいることが明らかと

なった。さらに、この傾向は 1細胞期胚に合成される多くの転写産物に見られ、1細胞

期胚ではスプライシング機構が働いていないことが予想された。そこで、pre-mRNA

を卵、1 細胞期胚そして 2 細胞期胚の核にマイクロインジェクションを行ったところ、

1細胞期胚でのみほとんどスプライシングされず、スプライシング機構が十分に働いて

いないことが実証された。以上より、イントロンの発現量に注目することで母性mRNA

と 1細胞期胚由来の転写産物を区別することが可能となった。そこで、受精前と比較し

て 1 細胞期胚でイントロンの発現が上昇している遺伝子を選択した結果、4575 遺伝子

を得ることができた。 

第二章では、第一章で得られた遺伝子を用いて 1細胞期胚の遺伝子発現の特徴

を明らかにすることを試みた。着床前初期胚において、一つの胚に含まれる総 mRNA

量は発生時期によって大きく変化するため、RNA-seq により算出された発現量の相対

値を解析に用いるのは適切ではないと考えられた。そこで、それぞれの細胞種で発現量

の高い上位 2000個の遺伝子という共通項を作成し、このリストの類似性を比較するこ

とで遺伝子発現パターンの比較を行った。階層的クラスタリングの結果、1細胞期胚は

独立したクラスターを形成し、ユニークな遺伝子発現パターンを形成することが明らか

になった。その原因として、様々な発生時期の初期胚あるいは組織細胞で共通して高発

現しているハウスキーピング遺伝子が 1 細胞期胚ではその一部しか発現していないこ

と、他の時期の胚あるいは組織細胞では高発現していない遺伝子が 1細胞期胚では数多

く高発現していることの二点が考えられた。また、1細胞期胚では他の細胞種と比較し

て遺伝子間の発現量の差が小さいことが分かった。 

第三章では、ユニークな遺伝子発現パターンを形成する 1細胞期胚において独

特の転写制御機構が存在するかを明らかにするために、プロモーターエレメントの特徴

解析、k-mer 解析による細胞種特有の転写制御エレメントの探索、そして各 CpG プロ

モーターの分布の解析を行った。これらの解析の結果、1細胞期胚でのみ見られる特徴
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を見つけることができなかった。しかしながら、1細胞期胚ではエンハンサーに依存し

ない転写機構が働くことが知られており、さらに本章の結果である１細胞期特異的なエ

レメントがプロモーターに存在しないことを合わせて考察すると、１細胞期では特定の

遺伝子を強く活性化させる機構が存在していないことが考えられる。この仮説は、第二

章で示された、１細胞期胚では遺伝子間の発現量の差が小さいという結果と矛盾しない。

そして、このような転写調節のもとで、第二章で示したような他の細胞種で共通して高

発現する遺伝子が１細胞期では高発現していない状況が生じ、その結果、1細胞期胚の

遺伝子発現パターンがユニークなものとなっていることが考えられる。 

以上より、1 細胞期胚は非常に緩いクロマチン構造をとっているという既知の

知見と、今回明らかになった遺伝子間の発現量に大きな差が無いという結果より、1細

胞期胚ではゲノム全体で低レベルの転写が起こっているものと考えられる。このことか

ら、遺伝子発現の劇的な変化が生じる着床前初期胚発生に備え、1細胞期胚では、各々

の遺伝子が必要な時期にスムーズに活性化できるような土台を形成していると考えら

れる。このとき、合成された転写産物は必ずしも１細胞期胚に有用なタンパク質をコー

ドするものばかりではなく、有害なものをコードするものも存在する可能性が高く、こ

れらが機能しないように、1細胞期胚ではスプライシング機構が働かないという防御機

構が働いていることが考えられる。 
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緒言 

 

新たな生命は、精子と卵が受精をすることで誕生する。配偶子である卵を形成

する過程で、卵母細胞は成長期卵、成長卵そして受精前の成熟卵 (MII期卵) へと変化

する。マウスにおいて、成長期卵では活発な転写や翻訳が起こり、mRNA やタンパク

質を大量に蓄積しながら体積を増大させて成長する。そして、成長を終えて成長卵にな

ると転写活性は一時停止状態に入り、受精後の 1 細胞期中期までこの状態を維持する 

(Aoki et al, 1997; Moore et al, 1974)。そして、成長期に蓄積されたmRNAやタンパク

質は、母性因子として転写が停止した後の卵母細胞の成熟過程及び受精後の初期胚発生

の維持に必要とされる (Schultz, 1993; Stern et al, 1972)。 

成熟卵であるMII期卵は、精子と受精することで新たな生命の始まりの姿であ

る 1細胞期胚となる。MII期卵および精子は最終分化を遂げた細胞であり、異なる細胞

へ分化することはない。しかしながら、これらの細胞が受精することで誕生する 1細胞

期胚は、細胞分裂を繰り返すことで様々な種類の細胞をつくり出し、最終的に複雑な生

物個体をつくり出す所謂全能性を持つ細胞である。したがって、遺伝子発現パターンは

分化型から全能性をもつ初期胚型へと受精前後で大規模に変化し、次世代個体の発生プ

ログラムが開始される (Hamatani et al, 2004; Kageyama et al, 2007)。 

受精後における胚性ゲノムの活性化 (Zygotic Gene Activation; ZGA)について

はマウスを用いて古くから研究されてきた。まず、受精前後で新しく合成されるタンパ

ク質を[35S]methionine で標識して電気泳動で解析したところ、１細胞期では受精前の

卵とまったく変わらない泳動パターンが観察されたが、2細胞期になるとそれまでにな

かった新たなタンパク質のバンドが見られるようになった (Flach et al, 1982)。この結

果より、受精後最初の胚性遺伝子発現は 2細胞期に起こると考えられていた。しかしな
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がら、後に強力な恒常的プロモーターであるアクチンプロモーターを上流に持つルシ

フェラーゼを導入したトランスジェニックマウスの精子とMII期卵を受精させたとき、

1細胞期後期にルシフェラーゼ活性が見られた (Matsumoto et al, 1994)。さらに、新

規転写産物における BrUTPの取り込みが 1細胞期中期に検出されたことから、マウス

における生命最初の転写活性化は 1細胞期に起こることが明らかとなった (Aoki et al, 

1997; Bouniol et al, 1995)。また、取り込まれた BrUを定量することで、転写活性は 1

細胞期から 2 細胞期にかけて大きく増加していくことが明らかとなった。したがって、

ZGA は転写活性が弱い 1 細胞期胚と、転写活性が大きく上昇する 2 細胞期胚の 2 段階

で起こり、それぞれminor ZGA、major ZGAと呼ばれるようになった (Aoki., 1997; 

Minami et al., 2007) (図１）。また、他の動物についても似た様なパターンで ZGAが起

こることが報告されている。ヒト、ウシにおいて、minor ZGAはどちらも 1細胞期胚

に起こり (Ao et al, 1994; Badr et al, 2007)、major ZGAはそれぞれ 4細胞期胚～8細

胞期胚、8細胞期胚～16細胞期胚に起こる (Badr et al, 2007; Braude et al, 1988)。さ

らに、このような傾向は哺乳類以外の生物種にも見られる。ショウジョウバエ、アフリ

カツメガエルそしてゼブラフィッシュにおいて、胚由来の転写活性が高まる時期である

Mid-Blastula Transition (MBT) よりも前の発生ステージで胚由来の低いレベルでの

転写が見られる (Mathavan et al, 2005; Memili & First, 2000; Newport & Kirschner, 

1982; Skirkanich et al, 2011)。したがって、このような 2段階で起こる生命最初の転

写活性は、生物間で広く保存されているものと考えられる。 

受精後しばらくの間、発生の進行は母性 mRNA により制御され、その後胚由

来の転写産物による調節へと切り替わることが知られている。マウスでは、RNA 

polymerase II の不可逆的阻害剤である-アマニチン存在下で 1 細胞期胚を受精後 48

時間培養したとき 2細胞期で胚発生が停止した (Warner & Versteegh, 1974)。このこ

とから、受精直後では 1細胞期のminor ZGAで合成される転写産物は発生の進行に寄

与しておらず、受精前より蓄えられていた母性mRNAが翻訳され機能することで発生
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が進行すると考えられた。そして、その後の 2細胞期になって初めてmajor ZGAで合

成される胚性遺伝子由来の転写産物が発生に関与するようになると長く信じられてき

た（Aoki, 1997)。しかしながら、これらの実験は-amanitinを用いてminor ZGAお

よびmajor ZGAを同時に阻害しているため、発生の停止がminor ZGAの阻害による

ものか、major ZGA の阻害によるものか判断することは困難である。最近の研究にお

い て 、 RNA ポ リ メ ラ ー ゼ Ⅱ の 可 逆 的 阻 害 剤 で あ る 5,6-dichloro-1- β

-D-ribofuranosyl-benzimidazole (DRB) (Sehgal et al, 1976) 処理を行いマウスの

minor ZGA のみを一過的に阻害したとき、多くの胚が 2 細胞期胚で発生が停止し、

major ZGA のみを阻害したときよりもむしろ発生への影響が大きいことが示された 

(Abe 2013)。したがって、生命最初の転写活性化であるminor ZGAは、発生の進行に

重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

 上述したようにマウスでは１細胞期に転写活性化が起こることが知られてい

るが、実際にどのような遺伝子が転写されているのかについては、これまでほとんど明

らかにされていない。1細胞期に転写される遺伝子の特定が困難となっている理由とし

て、1細胞期に合成される転写産物と受精前に転写され 1細胞期にまで持ち越された母

性mRNAとの存在量の差が挙げられる。母性mRNAは、成長期卵において 10日以上

かけて大量に蓄積される (Li et al, 2010) 一方で、1細胞期の転写産物は転写活性の低

い時期にわずか数時間のみ合成されたものある (Aoki et al, 1997)。したがって、1細

胞期胚で合成されたわずかな転写産物は、そのほとんどが受精後まで持ち越された母性

mRNA によってマスクされてしまい、未受精卵と１細胞期胚を比較することで１細胞

期の転写産物を検出することは極めて困難となる。実際に、マイクロアレイを用いた受

精前後におけるトランスクリプトーム解析では、受精前後のシグナルの差を検出するこ

とができず、1細胞期に転写される遺伝子の特定には至っていない。 

そこで、本研究ではマイクロアレイより精度が高い次世代シーケンス 

(RNA-seq) により得られた受精前後におけるトランスクリプトームデータをもとに、1
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細胞期に転写される遺伝子を網羅的に特定することを試みた。そして、得られた遺伝子

セットおよびその制御領域における特徴解析を行うことで、未だ多くが解明されていな

い 1細胞期胚の遺伝子発現についての知見を得ることを試みた。 
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第一章 

 

1細胞期に転写される遺伝子の特定 
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緒言 

 

 マウスにおいて、生命誕生後の最初の転写は1細胞期中期にminor ZGAが起こ

ることで始まる。しかし、1細胞期胚から2細胞期胚への進行は受精前に蓄えられた母性

mRNAが担っており、minor ZGAで合成される転写産物は寄与していないものと考え

られていた。ところが近年、可逆的RNA polymerase IIの阻害剤である5,6-Dichloro-1-

β-D-ribofuranosyl-benzimidazole (DRB) で一過的にminor ZGAを阻害すると胚発生

の進行が阻害されることが示されたため（Abe, 2013）、1細胞期胚の遺伝子発現は個体

を形成するために必須な過程であることが明らかとなった。 

これまでに、1 細胞期胚で転写される遺伝子を網羅的に特定する試みが数多く

なされてきたが、そのいずれにおいても十分な結果が得られていない。まず、マイクロ

アレイを用いてマウスの 1 細胞期胚で転写される遺伝子を網羅的に特定するという試

みが複数なされているが、そのいずれにおいても限られた数の遺伝子が特定されたのみ

であった。Hamataniらは、未受精卵および着床前初期胚を用いたマイクロアレイを行

い、それぞれの遺伝子発現を比較した (Hamatani et al, 2004)。しかしながら、未受精

卵と比較して 1 細胞期胚で発現が上昇する遺伝子は、わずか 113 個しか検出されなか

った。また、Wang らも、卵および着床前初期胚を用いてマイクロアレイを行ったが、

MII 期卵と比較して 1 細胞期胚で発現が上昇する遺伝子はわずか 64 個のみであった 

(Wang et al, 2004)。さらに、Zengらは、1細胞期胚において-amanitin処理を行っ

て転写を抑制し、マイクロアレイを用いて-amanitin に感受性のある遺伝子の特定を

試みたが、このような遺伝子は検出されなかった (Zeng & Schultz, 2005)。マイクロア

レイを用いて 1細胞期に合成される転写産物を検出できない理由として、細胞質に大量

に蓄積された母性 mRNA に対して 1 細胞期に転写される mRNAの量が非常に少ない

ことが挙げられる。マイクロアレイでは、サンプルから抽出した RNA配列に相補的な
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蛍光標識された RNA を合成し、これを基板上に準備した相補的な配列をもつ DNA プ

ローブにハイブリダイゼーションすることで、蛍光シグナルの強さを検出し、数値化す

る。そして、個々の遺伝子の細胞間における蛍光シグナルの強さを比較することで発現

の増減を解析する。しかしながら、1細胞期胚の転写活性は弱く、さらに受精後に転写

が開始さてから 2細胞期胚に分裂するまでにわずか数時間しかないことから、この時期

に合成される転写産物量は少なく受精前後の発現量の差を検出することは困難である

と考えられる。 

近年、マイクロアレイに代わる新たな網羅的解析法として、次世代シーケンス

解析が広く用いられるようになってきた。次世代シーケンス解析は、次世代シーケンサ

ー (RNA-seq) で読まれたDNA配列を生物のリファレンス配列にアライメントするマ

ッピングを行い、マッピング頻度を基に個々の遺伝子の発現量を算出するため、マイク

ロアレイよりもより精度の高い解析が可能であると考えられる。実際に、RNA-seqとマ

イクロアレイを比較したとき、RNA-seqの方が検出可能な遺伝子数が多く高精度な解析

ができることが報告されている (Park et al, 2013; Tang et al, 2009)。さらに、マイク

ロアレイは、予め用意した既知の遺伝子配列プローブに対してのみ解析することが可能

であるが、次世代シーケンス解析はゲノム配列へマッピングを試みるため、エキソンの

みだけではなくイントロン、さらには遺伝子間領域までゲノム全体を解析対象にするこ

とができる。 

そこで第一章では、マイクロアレイより高精度な解析が可能な次世代シーケン

スにより得られた受精前後のトランスクリプトームデータを用いた大規模な遺伝子発

現解析を行った。そして、1細胞期胚でのみ見られる特徴を掴み、これを糸口に1細胞期

に転写される遺伝子を網羅的に特定することを試みた。 
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結果 

 

RNA-seqにおける実験精度の検討 

 1細胞期胚で転写される遺伝子の特定を行うに当たり、当研究室が所有するM

Ⅱ期卵及び 1細胞期胚におけるトランスクリプトームデータの精度を確認した。同一の

RNAサンプルについてそれぞれ 2回の RNA-seqを行い、その結果を比較したところ、

MⅡ期卵のデータでは R2=0.9891、1細胞期では R2=0.9873と非常に高い相関が得られ

た (図 I-1A、B)。さらに、それぞれ独立した 2 つの RNA サンプルについて RNA-seq

を行い、その結果を比較したところ、MⅡ期では R2=0.9773、1細胞期では R2=0.9742

と非常に高い相関が得られた (図 I-1C、D)。これらの結果から RNA-seqにより得られ

たトランスクリプトームデータにおいて、個々の遺伝子は RNA-seq 間、実験間両方で

非常に誤差が小さく同程度の発現量を示していることが示され、サンプル調整を含めて

RNA-seqの精度の高さが確認された。 

 

1細胞期胚に転写される遺伝子の特定 

 トランスクリプトームデータを基に、1 細胞期に転写される遺伝子を探索する

ことを試みた。この時、1細胞期に転写される遺伝子が次の 2種類に大別できる点に留

意した。1 つは、受精前にはほとんど転写されず 1 細胞期胚で転写される遺伝子 (図

I-2A) であり、もう一方は、受精前にも母性 mRNA として転写され 1 細胞期胚でさら

に転写される遺伝子 (図 I-2B) である。後者に属する遺伝子は、受精前に大量に蓄積さ

れた母性 mRNA の持ち込みにより、1 細胞期胚に合成された転写産物のみを識別して

検出することは困難である。そこで、まず前者に属する遺伝子の特定を試みた。候補遺

伝子の選定条件として「MII 期卵では RPKM 値が 0.05 以下であり、1 細胞期胚では

RPKM 値が 1.5 以上を満たす遺伝子 (即ち、MII 期卵と比較して 1 細胞期胚で RPKM
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値が 30倍以上増加している遺伝子)」を設定した。そして、この条件を満たす遺伝子を

23 個得ることができた (図 I-3A)。また、DRB 処理により 1 細胞期胚の転写を阻害し

た場合、これら 23遺伝子のRPKM値は著しく減少していることが確認された (表 I-1)。

さらに、これらの遺伝子が実際に 1 細胞期胚で転写されているかを確認するために

RT-PCR を行った。その結果、23 遺伝子すべてにおいて、MII 期卵と比較して 1 細胞

期胚で発現の増加を確認することができた (図 I-3B)。以上から、RNA-seqより得られ

たトランスクリプトームデータを基に、1 細胞期胚で転写される遺伝子を 23 個特定す

ることができた。 

 

1細胞期における転写産物のスプライシングについて 

 RNA-seqで読まれたリードのゲノム上へのマッピング状況を Genome Studio 

(Illumina, Inc.) を用いて調べたところ、特定した 23遺伝子はすべてエキソン領域のみ

ならずイントロン領域も同レベルでマッピングされていた (図 I-4A)。通常、mRNA前

駆体 (pre-mRNA) は転写と同時に起こるスプライシングによりイントロンが抜け落

ちた構造をとっている  (Bauren & Wieslander, 1994; Beyer & Osheim, 1988; 

Neugebauer & Roth, 1997)。そして、スプライシングを受けて合成されたmRNAは、

ほとんどエキソン領域にのみマッピングされる (図 I-4B)。しかしながら、今回特定し

た 23 遺伝子はイントロン領域も一様にマッピングされていたことから、1 細胞期に合

成される転写産物はスプライシングを受けていないことが示唆された。このような傾向

は、各遺伝子のイントロンの RPKM 値とエキソンの RPKM 値との比率からも確認す

ることができた (表 I-2)。卵母細胞特異的遺伝子の転写産物は成熟した mRNA として

存在しており、これが 1細胞期胚にも持ち越されているが、そのエキソンの比率と比較

してイントロンの比率は顕著に低い(図 I-4B)。一方で、特定した 23 遺伝子は、卵母細

胞特異的遺伝子と比較してイントロンの比率は著しく大きかった。 

そこで、1 細胞期に合成される転写産物がイントロンを含んでいるかどうかを
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実験的に確認するために、特定した 23遺伝子のうちの 3遺伝子について、次の 2種類

のプライマーセットを用いて PCRを行った (図 I-5A)。一つ目は、一つのエキソン内に

プライマーペアを設計した「Primer A」であり、各時期における遺伝子の総発現量を

比較することに用いた。二つ目は、forward primer をエキソン領域内に、reverse primer

を隣接するイントロン領域内に設計した「Primer B」であり、イントロンを含んでい

る転写産物を検出するために用いた。PCR の結果 (図 I-5B)、3 遺伝子すべてにおいて

Primer Aを用いたとき、MII期卵ではほとんどバンドが検出されず 1細胞期胚で明瞭

なバンドが見られ、2細胞期胚において 1細胞期胚と同等もしくはそれ以上のバンドが

見られた。一方で、Primer Bを用いたとき、MⅡ期卵でほとんどバンドは検出されな

かったが、1細胞期では明瞭なバンドとして検出された。また 2細胞期でもバンドは見

られたが、1細胞期胚に比べて大きく減少していた。この結果は、これら 3遺伝子すべ

てにおいて、1細胞期胚においてイントロンを含む転写産物が多く存在するが、MII期

卵および 2細胞期胚ではその割合は少ないことを示している。また、1細胞期胚におけ

る転写活性は雄性前核の方が雌性前核より高いこと知られているため (Aoki et al, 

1997; Henery et al, 1995)、転写活性の低い雌性前核でもしスプライシングが正常に起

こっていたとしても、それが検出されていない可能性がある。そこで、雌性ゲノムのみ

から構成される単為発生胚を作成し、特定した 23 遺伝子中 4 遺伝子に対して図Ⅰ-5A

同様のプライマーを設計し PCR を行った。その結果、1 細胞期胚と同様に単為発生胚

でもイントロンを含む転写産物が検出された (図 I-6)。 

さらに、1細胞期の転写産物がスプライシングを受けないという現象は、23遺

伝子だけではなく 1 細胞期で発現する遺伝子全体の特徴なのかどうかを確認するため

に、1 細胞期胚における全遺伝子のイントロンの RPKM 値の分布を、遺伝子数の度数

グラフで示した (図 I-7)。その結果、受精前のMII期卵と比較して、1細胞期胚ではイ

ントロンの RPKM 値のピークは正方向へシフトしていることが確認された。そして、

1 細胞期胚の代わりに DRB処理により転写を阻害した 1 細胞期胚を用いたとき、イン
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トロンの RPKM 値の分布は MII 期卵とほぼ類似した傾向を示した。このことから、1

細胞期胚で見られる正方向へのシフトは 1 細胞期に合成される転写産物によるもので

あることが確認された。以上より、1細胞期胚で合成される転写産物の多くはスプライ

シングを受けていないことが明らかになった。 

 

1細胞期胚におけるスプライシング活性の解析 

 1 細胞期に合成される転写産物の多くはスプライシングを受けずイントロンを

含んだままであることが確認されたことから、1細胞期胚におけるスプライシング活性

を調べことにした。スプライシング活性を確認するために、哺乳類細胞でスプライシン

グを受けることが知られているショウジョウバエ ftz 遺伝子の pre-mRNA の一部を 1

細胞期胚の雄性前核に顕微注入し、スプライシングを受けるかどうか調べた 

(Ishihama et al, 2008; Rio, 1988)。顕微注入に用いる ftz pre-mRNAはイントロンを挟

む2つのエキソン、そして40 nucleotides (nt) のpoly A tailで構成されており (図 I-8A)、

全長が 615 ntでそのうち 150 ntをイントロンが占めている。もしスプライシングを受

けているならば、イントロンが抜け落ち全長が 465 nt の成熟した mRNA となる。顕

微注入後、抽出した RNAについて RT-PCRを行ったところ、コントロールとして用い

た成長期卵、2細胞期胚では 615 bpおよび 465 bpの位置に明瞭なバンドが確認された。

一方、1細胞期胚では 615 bpの位置に濃いバンドが確認され、465 bpの位置には非常

に薄いバンドが見られただけであった (図 I-8B)。これらの結果から、1 細胞期胚では

スプライシング機構が十分に機能しておらず、1細胞期に転写される遺伝子においてそ

の転写産物はイントロンを多く含んでいることが強く示唆された。 

 このように、1細胞期胚ではスプライシング活性がほとんど見られないことか

ら、スプライシング機構が働く環境が十分に整っていないことが考えられる。これを確

認するために、スプライシングに関わる細胞内機構の一つである核スペックルの存在の

確認を試みた。核スペックルとは哺乳類細胞の核内において間期に見られ、多くのスプ
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ライシング因子が蓄積したスプライシングに重要な点状の構造体であり、転写された

pre-mRNAはこの核スペックルにおいてスプライシングを受ける (Lamond & Spector, 

2003; Rinn & Guttman, 2014)。転写活性がある成長期卵、1細胞期胚そして 2細胞期

胚について核スペックルマーカーであるスプライシング因子 SC-35に対する抗体で免

疫染色を行った結果、成長期卵及び 2細胞期では核内に多数の点状のシグナルが確認で

きたのに対し、1細胞期胚ではシグナルは確認できなかった (図 I-9)。したがって、1

細胞期胚ではスプライシング機構が働くための環境が整っておらず、スプライシング反

応が起きていないことがより強く示唆された。 

 

1細胞期に転写される遺伝子の網羅的特定 

 上述の通り、1 細胞期に転写される遺伝子は、受精前にはほとんど転写されず

1 細胞期で転写される遺伝子 (図 I-2A)、 および受精前にも母性 mRNA として転写さ

れ 1細胞期胚にさらに転写される遺伝子 (図 I-2B) に分類できる。その中で後者に属す

る遺伝子については、1 細胞期に合成される転写産物が、大量に持ち込まれた母性

mRNA によってマスクされてしまうことから検出することが困難であった。しかし、

ここまでの結果で、1細胞期胚での転写産物はイントロンを含んだままであることが明

らかとなり、この特徴を用いることで、エキソンのみで構成される母性 mRNA から 1

細胞期に合成されるイントロンを含む転写産物を分けて検出することができるものと

考えられた。即ち、前者に属する遺伝子だけではなく後者に属する遺伝子についても検

出することが可能と考えられた。そこで、1細胞期に転写される遺伝子を網羅的に特定

するために、以下の条件を設定した (図 I-10)。まず、①RNA-seq により、1 細胞期胚

でイントロン上に 10リード以上マッピングされ、且つ②受精前のMII期卵と比較して、

1細胞期胚でイントロンのRPKM値が 3倍以上増加していることである。①の条件は、

獲得する遺伝子の信頼性を向上させるために設定した。例えば、MII期卵でイントロン

上に 1リード存在し、1細胞期胚で 3リードに増加した場合でも、リード数は 3倍増加
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したことになる。しかし、エキソンと比較して比較的長い配列であるイントロンにマッ

ピングされた 3リードを発現量が増加したものとして判断すると誤り（第 1 種の過誤）

を多く含む可能性が生じる。したがって、1 細胞期胚において最低でも 10 リード存在

している遺伝子を発現しているものと見なした。そして、①及び②の条件を満たす遺伝

子を 4597個獲得することができた。次に、1細胞期胚の代わりに DRB処理を施した 1

細胞期胚についても同様の条件を設定したところ、それらを満たす遺伝子はわずか 51

個のみであった。この結果は、上記①、②の操作により実際には 1細胞期で転写されて

いない遺伝子を誤って得てしまう割合が極めて低い（1％程度）ことを示している。し

たがって、この操作で得られた 4597遺伝子はほとんどが 1細胞期に転写される遺伝子

であると考えられる。そこで、この 4597 遺伝子から、DRB 処理を施した 1 細胞期胚

で得られた 51 遺伝子に含まれているものを除外して、1 細胞期に転写される遺伝子と

して 4575遺伝子を得ることができた (表Ⅰ-3)。 
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考察 

 

 本章では、MⅡ期卵および 1 細胞期胚における RNA-Seq により得られたトラ

ンスクリプトームデータを用いることで、1細胞期に転写される遺伝子を網羅的に特定

することを目的とした。そして、1細胞期に転写される遺伝子はイントロン領域も多く

マッピングされていたことから、1細胞期に転写される遺伝子にはスプライシング機構

が働いていないことが考えられた。この発見は、pre-mRNA の核内インジェクション

により実験的に証明された。そして、1細胞期においてこのような特徴を示す遺伝子は

数多く存在していることが明らかになり、その結果、受精前と比較して 1細胞期胚でイ

ントロンの RPKM 値が増加している遺伝子を選択することで、1 細胞期に転写される

遺伝子を 4575個特定することができた。 

本研究を行っている過程で、RNA-seqを用いて１細胞期で転写される遺伝子を

特定したという報告が２つの研究室からなされた。まず、Xueら (Xue et al, 2013) は、

マウス卵および着床前初期胚を用いたsingle cell RNA-seqにより、未授精卵と比較して

1細胞期胚で発現が増加した遺伝子を520個獲得している。しかしながら、この解析で

はサンプル調整の際にオリゴdTを用いたpoly-Aセレクションを行っていることが問題

であると考えられる。受精前後ではpoly-A鎖の長さが変化する母性mRNAが多数存在す

ることが知られている (Clegg & Piko, 1982; Temeles & Schultz, 1997; Worrad et al, 

1994; Worrad & Schultz, 1997)。一方で、poly-A鎖の長さがオリゴdTによる回収率に

影響することが報告されており (Moore et al, 1996)、受精直後に母性mRNAのpoly-A

鎖が伸長することで、実際にはmRNA量が増加していないのにもかかわらず1細胞期胚

において遺伝子の発現が上昇したかのような誤った結論を導き出している可能性があ

る。また、Parkら (Park et al, 2013) は、ポリソーマルRNAを除いたRNAライブラリ

を用いてRNA-seqを行った結果、未受精卵と比較して1細胞期胚で発現が増加した遺伝
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子を596個獲得している。しかしながら、これらの遺伝子は、未受精卵と比較して1細

胞期胚での発現量が1.5倍以上となっていたものであり、偽陽性を含む可能性が大きい。

実際に、Parkらの596遺伝子のうち、本研究で特定した4,575遺伝子に含まれるものは

わずか83個であった。さらに、これら596遺伝子のうちで、イントロンのRPKM値が１

細胞期胚でMII期卵の1.5倍以上であったものはわずか358個 (60%) であり、さらに1

細胞期胚とMII期卵でまったく変化していないものが96個 (16%) も存在した。これら

の報告に対して、本研究で獲得した遺伝子セットは、選択条件に「スプライシング効率

が低い」という1細胞期胚の特徴を反映しており、イントロンに着目することで母性由

来と1細胞期胚由来の転写産物を識別して獲得しているため、信頼性の高い集団である

と考えられる。 

 本章で明らかとなった 1細胞期胚の特徴として、スプライシング活性が弱いこ

とが挙げられる。1 細胞期胚においてスプライシング活性が弱い理由のひとつとして、

1細胞期胚において核スペックルの重要な構成因子Malat1の発現が低いことが考えら

れる核スペックルは、スプライシングが起こる際に重要となる構造体である (Rinn & 

Guttman, 2014; Tripathi et al, 2010)。細胞質に存在するスプライシング因子は SRプ

ロテインキナーゼ (SRPK) によりリン酸化され核内へ移行し、Malat1と相互作用する

ことで核スペックルを形成する。そして、核スペックルに蓄積されたスプライシング因

子は Cdc2様キナーゼ (CLK) によりさらにリン酸化されることで核スペックルから解

離する。そして、解離したスプライシング因子は転写が活発な領域へリクルートされス

プライシングに機能する (Naro & Sette, 2013)。しかしながら、RNA-seqデータにお

いてMII期卵および 1細胞期胚におけるMalat1の発現は低く、Malat1が不足するこ

とで核スペックルが形成されず、転写が活発な領域に機能性スプライシング因子がリク

ルートされず、スプライシング効率が低下した可能性がある。さらに、1細胞期胚にお

いてスプライシング活性が弱いもう一つの理由として、CLKファミリーに属するCLK1

によるスプライシング因子の過剰なリン酸化が考えられる。哺乳類において、CLKフ
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ァミリーには CLK1、CLK2、CLK3そして CLK4が存在し (Hanes et al, 1994; Nayler 

et al, 1997)、自身のN末端がスプライシング因子である Serine/arginine-rich (SR) タ

ンパク質の C末端に存在する Arginine/serine-rich (RS) ドメインを認識し、リン酸化

することでスプライシングへの機能を制御している (Aubol et al, 2014; Katsu et al, 

2002)。CLK1を過剰発現させたとき、SRタンパク質は高リン酸化状態になりスプライ

シング効率は CLK1の濃度依存的に低下し、核スペックルが消失しイントロンを含ん

だ転写産物が合成されることが示された (Prasad et al, 1999; Sacco-Bubulya & 

Spector, 2002)。さらに、このような SRタンパク質の高リン酸化によるスプライシン

グ効率の減少は、Ascaris lumbricoidesにおける 1細胞期胚においても確認されている 

(Sanford & Bruzik, 1999)。マウスにおいて、Clk1の発現は成長期卵から 1細胞期胚に

かけて上昇し、2細胞期胚で大きくに低下することを RNA-seqデータより確認してい

る。したがって、1細胞期胚では過剰な CLK1によりスプライシング因子が高リン酸化

状態にあり、核スペックルは消失しスプライシング効率が低下した可能性がある。 

 これまでに 1細胞期では新しく合成されたmRNAからは翻訳が起こっていな

いことが示唆されてきたが、本研究ではそれを裏付け、さらにその原因を明らかにする

ことができた。すなわち、受精前後でタンパク質の合成パターンを調べた過去の実験で

は、MII期卵と 1細胞期胚で合成パターンに違いがなかったことが報告された (Flach 

et al, 1982; Latham et al, 1991)。この結果は、1細胞期胚で合成される転写産物はタ

ンパク質へと翻訳されないことを示唆するものであったが、1細胞期胚では転写活性が

低いことから翻訳産物が検出限界量以下であった可能性も否定できなかった。また、1

細胞期胚で翻訳が起こらないと仮定しても、その原因についてはまったく明らかにされ

ていない状況であった。しかしながら、本研究で 1細胞期胚の転写産物はイントロンを

含んでいることが明らかになり、これが原因で正しく蛋白質が翻訳されず、未受精卵と

1細胞期胚でタンパク質合成に変化が見られなかったものと考えられる。 

 本章において、1細胞期に転写される遺伝子プロファイルを作成したことによ
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り、この分野の研究における最も基礎となる土台を作り上げることができた。そして、

これまで殆ど知見を得ることができなかった生命の誕生後最初に起こる遺伝子発現に

ついて解析の幅を大幅に広げることができたものと考えられる。 
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第二章 

 

1細胞期胚における遺伝子発現の特徴解析 
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緒言 

 

 生体を構成する細胞は、主に細胞の生命活動の維持に必要なハウスキーピング

遺伝子の他に、組織特異的な機能に必要となる組織特異的な遺伝子を発現することで、

その細胞に特有の性質が与えられる (Lin et al, 2014)。受精前の卵母細胞もまた、そこ

で特異的に発現している遺伝子により卵母細胞特有の性質を示す。例えば、雌マウスの

受胎能獲得に重要な Growth differentiation factor 9 (Gdf9) は、成長期卵で高レベル

に発現しており (Yan et al, 2006)、Gdf9の発現を抑制すると卵胞形成不全に陥り、雌

マウスは不妊になる (Dong et al, 1996)。第二減数分裂の開始に重要な c-mos もまた成

長期卵で高レベルに発現しており、c-mosの発現を抑制すると、卵成熟過程の始まりに

見られる卵核胞崩壊 (Germinal Vesicle BreakDown; GVBD) 後のMAPキナーゼ活性

の増加が見られずmaturation promoting factor (MPF) の活性化が見られなくなる。

その結果、紡錘体形成および染色体凝集に異常が見られるようになる (Araki et al, 

1996)。また、受精後の 2 細胞期では後期に母性因子のほとんどが分解され、受精前と

はタンパク質の合成パターンが大きく変化しており、2細胞期胚特異的な遺伝子発現パ

ターンを形成している (Alizadeh et al, 2005; Flach et al, 1982)。2細胞期胚特異的に

発現している遺伝子に zinc finger and SCAN domain containing 4d (Zscan4d)がある 

(Falco et al, 2007)。shRNAを 1細胞期胚の雄性前核にマイクロインジェクションを行

い 2 細胞期胚における Zscan4d の発現を抑制したとき、多くの 2 細胞期胚の 4 細胞期

胚への発生が遅延し、胚盤胞に到達しても胚盤腔の拡張や、その後の胚の透明帯からの

脱出 (hatching) が起こらなくなり、機能的な胚盤胞を形成できなくなる。このように、

受精前後の卵および初期胚において、各々の発生時期に形成される遺伝子発現パターン

は、以降の発生を正確に進行させるために必要となる。一方、１細胞期では、主にこの
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時期におこるminor ZGAを阻害すると発生が進行しなくなるため、1細胞期胚の遺伝

子発現もまた初期胚発生に重要な役割を担っていると考えられる。しかしながら、これ

まで 1細胞期に転写される遺伝子についてはほとんど特定されておらず、1細胞期胚の

遺伝子発現パターンを解析するための情報が圧倒的に不足していた。 

第一章では、1 細胞期胚ではスプライシング機構が十分に働いておらず、1 細

胞期に合成される転写産物はイントロンを含んだままであることが明らかになった。そ

して、イントロンの発現量に着目することで、1細胞期に転写される遺伝子を数多く特

定し、1細胞期胚の遺伝子発現を解析するための重要な情報を得ることに成功した。そ

こで、本章では 1細胞期胚における遺伝子発現の特徴を明らかにするために、第１章で

明らかにした 1細胞期胚で転写される遺伝子セットを未受精卵、1細胞期胚以外の着床

前初期胚そして複数の組織細胞で発現する遺伝子セットと比較することで、1細胞期胚

における遺伝子発現パターンの特徴を明らかにすることを試みた。 
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結果 

 

1細胞期で転写される遺伝子の特徴解析に用いるリストの作成 

 遺伝子発現の特徴を解析するために、各々の細胞で RPKM値が高い上位 2000

個の遺伝子をリストアップし、これらを高発現している遺伝子リストとして解析に使用

した。RPKM値の高い上位 2000個の遺伝子のみを使用する理由として、次のことが挙

げられる。一般的に、RNA-seq より得られたトランスクリプトームデータを用いて遺

伝子発現パターンを解析する際、RPKM値を用いる。RPKM値は、実験でマッピング

された総リード数に対する個々の遺伝子のエキソンにマッピングされたリード数の割

合を求め、mRNAの長さで補正した相対値である (Mortazavi et al, 2008)。しかしな

がら、着床前初期胚では、発生時期ごとに細胞内mRNA総量が異なるため、このよう

な RPKM値を用いた比較を行うことは困難である (Piko & Clegg, 1982)。例えば、マ

ウス 2 細胞期胚および胚盤胞における mRNA 総量はそれぞれ 0.26 pg/embryo および

1.42 pg/embryo であり、これらの胚の間ではおよそ 6 倍の差が生じる。したがって、

このように RNA量が大きく異なる細胞同士の共通項として「細胞内で発現量の高い上

位 2000遺伝子」を用いることにした。 

そして、このような上位 2000 遺伝子のリストが、個々の細胞の特徴を十分に

表すことができているかどうかを以下の様にして解析した。すなわち、ToppGeneサイ

トにおいて、リストに含まれる上位 2000個の遺伝子をそれぞれ機能欠損させた場合に

高頻度に観察される表現型を調べた。8種類の組織細胞を用いて解析を行った結果、何

れの組織においても、高頻度に観察される上位 3つの表現型はほとんどがその組織特有

のものであった (表 II-1)。例えば、大脳皮質 (cortex) で高発現している上位 2000 個

の遺伝子それぞれを欠損させた場合、高頻度に見られた表現型は「abnormal synaptic 
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transmission」、「abnormal CNS synaptic transmission」そして「abnormal nervous 

system physiology」であり、何れも大脳皮質に関連していることが明白である。した

がって、遺伝子発現パターンの解析において個々の細胞の特徴を掴むためには、高発現

している上位 2000個の遺伝子を用いるだけで十分であることが示され、これらを以降

の特徴解析に用いることとした。 

 

1細胞期胚における遺伝子発現パターンの特徴解析 

1 細胞期胚における遺伝子発現パターンを特徴付けるために、階層的クラスタ

ー解析により、未受精卵であるMII期卵、1細胞期胚を含む着床前初期胚そして 12種

類の組織細胞の遺伝子発現パターンを分類した。個々の細胞種で高発現している遺伝子

リストの類似性を比較した結果、大きく三つのクラスターに分類することができた (図

II-1)。一つが組織細胞で構成されるクラスターであり、二つ目が MII 期卵および 1 細

胞期胚を除く着床前初期胚で構成されるクラスターであり、三つ目が 1細胞期胚のみで

構成されるクラスターである。また、この系統樹における Height は「1-相関係数」を

示している。相関係数は類似しているほど値が１に近づき、類似していないほど-1に近

づく。よって、1から相関係数を引いたとき、類似しているほどHeightは 0に近づき、

類似していないほど 2に近づく。例えば、大腸と十二指腸は遺伝子発現パターンが非常

に似ているため相関係数が大きく、1から相関係数を引くと、Heightの値はおよそ 0.3

となり 0に非常に近くなる。独立したクラスターを形成する 1細胞期胚は、残りの二つ

のクラスターと比較して Height の値が大きい。これは、1 細胞期胚と他の細胞種との

遺伝子発現パターンの類似性が低いことを示している。以上より、1細胞期胚は他の細

胞種と比較して非常に特殊な遺伝子発現パターンを示すことが示唆された。 

 

1細胞期胚の特異的遺伝子発現パターンを形成する要因解析 

 1細胞期胚が特殊な遺伝子発現パターンを示す理由として、次の 2つが考えら
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れる。まず１つ目は、他の種類の細胞では発現量が低いかあるいはまったく発現してい

ないような遺伝子が 1細胞期胚では高発現しているという可能性である。そして 2つ目

は、他の種類の細胞で共通して高発現している遺伝子が、1細胞期では高発現していな

いというものである。 

まず、1つ目の可能性を調べるために、MII期卵および 1細胞期胚を含む着床

前初期胚のそれぞれにおいて、その細胞でのみ特異的に高発現している遺伝子の割合を

調べた(図 II-2A)。その結果、上位 2000遺伝子に含まれる特異的遺伝子の割合は、MII

期卵では 26%、1細胞期胚以外での着床前初期胚では 10%程度であった。一方で、1細

胞期胚においては 52%を占めていた。また、同様に 1 細胞期胚と 8 種類の組織細胞間

の比較を行ったところ、8種類の組織細胞で特異的に高発現している遺伝子の割合は 10

～20%程度である一方で、1細胞期胚では 59%を占めていた(図 II-2B)。したがって、1

細胞期胚では、他の種類の細胞では発現量が低い、もしくは発現していない遺伝子が比

較的多く高発現しており、これが特殊な遺伝子発現パターンを形成することに貢献して

いることが示唆された。 

次に、1 細胞期胚が特殊な遺伝子発現パターンを形成するもう一つの理由とし

て考えられる、他の種類の細胞で共通して高発現している遺伝子が 1細胞期では高発現

していない、という可能性についての検討を行った。MII期卵、1細胞期胚を含む着床

前初期胚そして 12 種類の組織細胞において、それぞれ上位 2000 個の遺伝子リストに

含まれるハウスキーピング遺伝子を各細胞で「高発現しているハウスキーピング遺伝子」

としてリストアップした。さらにその中で、MII期卵、着床前初期胚そして 12 種類の

組織細胞を含む合計 18 種類の細胞の内、80%以上にあたる 14 種類以上の細胞のリス

トに共通して含まれている遺伝子を「共通して高発現しているハウスキーピング遺伝子」

と定義した。そして、各細胞種において「高発現しているハウスキーピング遺伝子」中

に占める「共通して高発現しているハウスキーピング遺伝子」の割合を算出した (図

II-3)。その結果、2細胞期胚以降の着床前初期胚および個々の組織細胞では、高発現し
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ているハウスキーピング遺伝子の 80%以上が共通して高発現しているものであった。

また、MII期卵では共通して高発現しているものが 62%を占めており、2細胞期胚では

42%であった。しかしながら、1細胞期胚において、共通して高発現しているハウスキ

ーピング遺伝子の割合はわずか 28%であった。したがって、1細胞期胚では、他の種類

の細胞で高発現しているハウスキーピング遺伝子の割合が少なく、これも 1細胞期胚に

おける特殊な遺伝子発現パターンを形成することに貢献していることが示唆された。 

 

1細胞期胚における RPKM値の多様性の解析 

  1 細胞期胚ではエンハンサー非依存的な転写制御機構が働いていることから

(Majumder et al, 1993; Wiekowski et al, 1991)、個々の遺伝子はエンハンサーによる

転写促進を受けていないことが考えられる。その結果、1 細胞期胚では、他の細胞で

見られるような極端に高い発現レベルを示す遺伝子は存在せず、全体として均質化し

たレベルの発現パターンとなっていることが推察された。これを確認するために、卵、

着床前初期胚そして複数の組織細胞それぞれにおいて高発現している遺伝子の

RPKM値の幅を、バイオリンプロットを作成することで比較した (図Ⅱ-4)。その結果、

1 細胞期胚においてその幅は最も狭く、発生の進行と共に広くなっていくことが示さ

れた。したがって、1 細胞期胚のユニークな遺伝子発現パターンは、エンハンサー非

依存的な転写制御機構により個々の遺伝子の転写活性が互いに近いレベルにあるため

に生じている可能性が示された。 
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考察 

 

 本章では、1 細胞期に転写される多くの遺伝子を用いて遺伝子発現パターンの

解析を行うことを目的とした。そして、個々の細胞の特徴を示すには、高発現している

上位 2000 個の遺伝子を用いるだけで十分であることが示され、MII 期卵、1 細胞期胚

以降の着床前初期胚そして複数の組織細胞においてこれらのリストの類似性を比較し

たところ、1細胞期胚は独立したクラスターを形成し、非常にユニークな遺伝子発現パ

ターンを示すことが明らかになった。 

 1 細胞期胚がユニークな遺伝子発現パターンを形成する理由として、遺伝子発

現の制御に関わるクロマチン構造やエピジェネティック因子が 1 細胞期胚ではその他

の種類の細胞とは大きく異なっていることが考えられる。まず、クロマチン構造に関し

てであるが、通常、活発に発現している遺伝子の領域は緩んだユークロマチン構造をと

ることが知られている (Gaspar-Maia et al, 2011)。そして、蛍光タンパク質で標識し

たコアヒストンの置換速度を解析することで、クロマチンの緩みを定量的に評価するこ

とができる Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) 法により、1細胞期

胚は他の着床前初期胚およびES細胞と比較して最もクロマチン構造が緩いことが近年

明らかにされた (Hashimoto, 2014; Ooga et al, 2016 in press)。ES細胞は、これを分

化誘導した細胞よりもクロマチン構造が緩んでいることが報告されていることから 

(Meshorer et al, 2006; Schaniel et al, 2009)、1細胞期胚では他のどの細胞よりも極端

に緩んだクロマチン構造となっているものと考えられる。 

 また、1 細胞期胚ではヌクレオソームのコアヒストンを構成するヒストン変異

体の種類に偏りがあることが知られている。コアヒストンは、ヒストン H2A、H2B、

H3 そして H4 がそれぞれ 2 分子ずつ集まり、8 量体として構成される。そしてヒスト
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ン H2Aには、H2A、H2A.X、H2A.Z、macroH2Aなど様々な変異体が存在し、それぞ

れが特異的に遺伝子発現の調節に重要な役割を果たしている。例えば、H2A.Z は遺伝

子発現の活性化に関与し (Meneghini et al, 2003; Yukawa et al, 2014)、macroH2Aはそ

の反対にヘテロクロマチンを主とした遺伝子発現が不活化した領域のヌクレオソーム

に多く含まれ (Changolkar et al, 2010)、遺伝子の不活化に関与することが示唆されて

いる (Angelov et al, 2003)。ところが、1細胞期胚では、これらのうち H2A.Zおよび

macroH2A は核内にまったく検出されず、H2A が低いレベルで、そして H2A.X のみ

が高レベルで検出される (Nashun et al, 2010)。また、ヒストン H3.3 にも主として

H3.1、H3.2そして H3.3の 3種類の変異体が存在する (Pusarla & Bhargava, 2005)。

H3.3は転写が活発な領域に、H3.1およびH3.2は不活化領域に多く検出される (Mito 

et al, 2005; Yukawa et al, 2014)。これらのうち H3.1は 1細胞期胚では核内に存在し

ない (Akiyama et al, 2011; Kawamura et al, 2012)。このように、ヌクレオソームを

形成するヒストン H2A と H3 に関しては、1 細胞期胚は H2A.X/H3.3 の組み合わせが

大部分を占めるという非常にユニークな構成となっている。 

さらに、エピジェネティック修飾に関しても、1 細胞期胚では他の細胞に見ら

れないユニークな特徴がある。まず、遺伝子の不活化に関与する DNAのメチル化が受

精後に雄性前核から急速に消失することが知られている (Mayer et al, 2000)。また、

ヘテロクロマチンの形成に関与していると考えられている H3K9me2 が雄性前核にま

ったく検出されないことが報告されている (Liu et al, 2004)。 

以上のように、1 細胞期胚のクロマチン構造やエピジェネティック因子は他の

種類の細胞に見られない様々な特徴を有しており、これらが遺伝子発現の調節に関わっ

て 1細胞期特有の発現パターンを形成していることが考えられる。 
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第三章 

 

1細胞期胚における転写制御機構の解析 
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緒言 

 

 遺伝子の転写はプロモーター領域によって制御されており、プロモーター領域

に存在する保存領域としてコアプロモーター領域と近位プロモーター領域が存在する。

コアプロモーターの中でも特に TATA ボックスとイニシエーター (Inr) は、基本転写

因子により直接認識される重要なエレメントであると考えられている (Roeder, 1996; 

Smale, 1997)。また、コアプロモーターの上流には近位プロモーターエレメントが存在

し、転写効率を上昇させるために必要となる (Blake et al, 1990)。さらに、遺伝子領域

の上流もしくは下流数 kbp 以上の領域には転写を促進させるエンハンサー領域が存在

しており、その働きにより転写因子のプロモーター領域へのアクセス効率が上昇し、遺

伝子の転写活性が促進される (Banerji et al, 1981; de Villiers & Schaffner, 1981; 

Moreau et al, 1981)。また、転写開始点付近には CGの 2塩基で高頻度に構成される

CpGアイランドが存在し、CpGアイランドのシトシンが非メチル化状態のとき転写因

子は結合サイトを認識することができ、メチル化状態だと結合サイトを認識することが

できないように制御されている (Costello et al, 2000; Cross & Bird, 1995)。そして、

CpGアイランドは、CGの密度によりHigh CpG Promoter (HCP)、Intermediate CpG 

Promoter (ICP) そして Low CpG Promoter (LCP) の 3つのクラスに分類することが

できる (Weber et al, 2007)。中でも、HCPはハウスキーピング遺伝子に多く、LCPは

組織特異的な遺伝子に多く存在している (Saxonov et al, 2006)。以上に加え、近位プロ

モーター領域には組織特異的に機能する転写制御エレメントも存在する。例えば、卵特

異的に発現する Zona Pellucida glycoprotein (Zp) や Growth differentiation factor 9 

(Gdf9) は、そのプロモーター領域に E-box と呼ばれる転写制御エレメントが存在し、

E-boxは、これらの遺伝子が卵特異的に発現するために重要であることが示されている 
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(Liang & Dean, 1993; Millar et al, 1991; Yan et al, 2006)。 

これまでに、1 細胞期胚における転写制御機構についての知見はいくつか存在

している。ウイルス由来の制御領域を組み込んだレポータープラスミドを用いた実験に

おいて、1細胞期胚ではエンハンサーを持たないプラスミドにおいて転写活性が見られ

るが、2 細胞期胚では見られなくなる。そして、DNA 複製阻害剤であるアフィジコリ

ン処理により 1細胞期胚の細胞分裂を阻害し、1細胞期胚の核内環境を 2細胞期胚に相

当する時期まで維持したとき 、1 細胞期胚同様エンハンサー非依存的な転写活性が得

られることが明らかになっている (Majumder et al, 1993; Wiekowski et al, 1991)。こ

のことから、受精後にエンハンサーを必要とする時期は 2細胞期胚の DNA複製後から

であることが示された。さらに、2細胞期胚においてヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

である butyrate 処理によりクロマチン構造を緩めた場合、エンハンサーを持たないも

のでもエンハンサーをもつものと同程度の転写活性を示すことが明らかになっている 

(Majumder et al, 1993)。したがって、1細胞期胚は転写の活性化にエンハンサーを必

要とする抑制的なクロマチン構造をとっておらず、エンハンサーを必要としない緩いク

ロマチン構造をとっていることが示された。また、これら外来性の制御領域だけではな

く、実際に 1細胞期胚で転写される Tktl1の転写制御領域を用いたとき、エンハンサー

の有無に関わらず 1細胞期胚では転写活性がみられ、DNA複製後の 2細胞期後期では

エンハンサー非存在下では転写活性が見られないことが確認された (Hamamoto et al, 

2014)。さらに興味深いことに、1 細胞期胚ではプロモーター領域を組み込んでいない

レポータープラスミドからも転写活性が見られ、5’ RACE法によりレポーター遺伝子の

上流において、GC含量の高い領域の直下に転写開始部位（Transcription Starting Site; 

TSS）が存在することが明らかになった (Abe et al, 2015)。 

 以上のように、1 細胞期胚における独特な転写制御機構についての知見はいく

つか得られている。しかしながら、これらは特定の制御配列により得られた知見であり、

1 細胞期胚においてゲノムワイドに見られる特徴であるかどうかは定かではない。第 1



[64] 

 

章および第 2章で、1細胞期胚で転写される遺伝子を数多く特定し、さらに 1細胞期胚

では特異的に高発現している遺伝子の割合が高く、他の細胞でも共通して高発現してい

るハウスキーピング遺伝子の割合が低く、ユニークな遺伝子発現パターンを形成するこ

とが示唆された。したがって、1細胞期胚ではこのユニークな遺伝子発現パターンを形

成するために独特な転写制御機構が働いている可能性がある。 

1 細胞期に転写される遺伝子の転写制御領域の特徴解析は、生命最初の遺伝子

発現を開始するためのメカニズムを理解する上で重要な過程である。そこで、本章では

未受精卵、着床前初期胚そして複数の組織細胞において高発現している遺伝子の転写制

御領域を用いたプロモーター解析を行うことで、1細胞期胚における既知プロモーター

エレメントの特徴解析および 1細胞期胚特有の転写制御エレメントの探索を行う。さら

に、1細胞期胚ではハウスキーピング遺伝子と比較して特異的に高発現している遺伝子

の割合が多いことから、HCPよりも主に LCPによる制御を受けている可能性があると

考え、各遺伝子の TSS付近における CpG密度の解析も行う。 
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結果 

 

1細胞期胚における既知転写制御エレメントの転写制御への関与 

 1細胞期胚の転写制御機構を明らかにするために、まず初めに 1細胞期胚およ

び他の種類の細胞それぞれで高発現している遺伝子のプロモーター領域 (転写開始点

上流1000 bp ~ 下流200 bp : -1000 bp ~ +200 bp) における既知転写制御エレメントを

調べた。既知転写制御エレメントとして、近位プロモーターエレメント (CAAT box : 

-105 bp ~ -70bp、GC box : -74 bp ~ -45 bp) およびコアプロモーターエレメント 

(TATA box : -40 bp ~ -23 bp、Inr : -5 bp ~ +6 bp) を調べることにした。MII期卵、着

床前初期胚そして 7 種類の組織細胞それぞれで高発現している遺伝子（RPKM 値の高

い上位 2000個）において、各々のプロモーターエレメントをプロモーター領域に持つ

遺伝子の割合を求めたところ、どの種類の細胞においても各々のプロモーターエレメン

トをもつ遺伝子の割合は類似しており、1 細胞期胚で目立った特徴は見られなかった 

(図Ⅲ-1)。 

 

1細胞期胚における新規転写制御エレメントの探索 

 次に、成長期卵、着床前初期胚そして複数の組織細胞それぞれで高発現してい

る遺伝子のプロモーター領域における新規転写制御エレメントの探索を行い、これらを

比較することで 1 細胞期胚特有の新規エレメントの検出を試みた。解析の際、6 bp で

作成可能な全ての塩基配列 (46 = 4096 通り) を用いて k-mer解析を行った。k-mer解

析では、作成した 4096通りの塩基配列をそれぞれ各遺伝子のプロモーター領域に割り

当てていき、ある配列がヒットした場合、その遺伝子はヒットした 6塩基配列をそのプ

ロモーター領域に持つものとしてカウントした。このようにして、それぞれの配列につ
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いて、その配列をプロモーター領域に持つ高発現遺伝子の数を調べた。そして、この数

が多い配列を順に並べたところ、1細胞期胚では上位 5番目まですべて G/Cリッチな配

列であった (図Ⅲ-2)。しかしながらこのような傾向は、他の着床前初期胚、成長卵およ

び調べたすべての組織細胞でも同様に見られた。さらに、1細胞期で上位 5位に入った

配列はすべて他の細胞でも上位に来ており、1細胞期で特異的に働くエレメントを発見

することはできなかった。 

 

1細胞期胚における CpG プロモーターの特徴解析 

 図Ⅱ-2、図Ⅱ-3で示すように、1細胞期胚がユニークな遺伝子発現パターンを

示す原因として、1細胞期胚特異的に高発現している遺伝子の割合が高く、他の細胞と

共通して高発現しているハウスキーピング遺伝子の割合が低いことが示唆された。した

がって、1 細胞期胚では、組織特異的遺伝子の制御に関わる低密度 CpG プロモーター 

(Low CpG Promoter : LCP) の割合が高く、ハウスキーピング遺伝子の制御に関わる高

密度 CpGプロモーター (High CpG Promoter : HCP) の割合が低いという可能性があ

る。そこで、成長期卵、着床前初期胚それぞれで高発現している遺伝子の転写開始点周

辺 (-500 bp ~ +2000 bp) において、各 CpGプロモーターをもつ遺伝子の割合を比較し

た (表Ⅲ-1)。解析の結果、1 細胞期胚で高発現している遺伝子において CpG 密度がア

ノテーションされている 1990 遺伝子のうち、LCP プロモーターをもつ遺伝子は 135

個 (6.8%)であり、HCP プロモーターをもつ遺伝子は 1679 個 (84.4%)であった。そし

て、個々の CpGプロモーターの割合は、他の種類の細胞と類似していた。したがって、

CpGプロモーターにおける制御機構についても、1細胞期胚で特徴的な機構は存在しな

いことが示唆された。 
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考察 

 

 第二章において、1 細胞期胚は特異的遺伝子が数多く高発現しており、一方で

他の細胞で共通して高発現しているハウスキーピング遺伝子の割合が少ないため、非常

にユニークな遺伝子発現パターンを形成していることが明らかとなった。そのため、1

細胞期胚では他の種類の細胞とは異なり特徴的な転写制御機構が働いていることが示

唆された。しかしながら、本章において卵、1細胞期胚を含む着床前初期胚そして複数

の組織細胞それぞれで高発現している RPKM 値の高い上位 2000 個の遺伝子について

プロモーター解析を行った結果、他の種類の細胞と比較して 1細胞期胚で明確な違いは

見られなかった。 

 1 細胞期胚が特徴的な転写制御機構を持たないのにもかかわらず、ユニークな

遺伝子発現パターンを示している理由として、次のことが考えられる。通常、細胞に必

須な遺伝子が発現する際、エンハンサーや近位プロモーターにより転写活性が促進され

ることで、必要な遺伝子の転写活性が上昇する。しかしながら、1細胞期胚ではエンハ

ンサー非依存的な転写制御機構が働いていること、さらにはコアプロモーターのみでも

転写活性が見られることから (Hamamoto et al, 2014)、個々の遺伝子はエンハンサー

や近位プロモーターによる転写促進を受けていないことが考えられる。その結果、1細

胞期胚で転写されている遺伝子は極端に高いレベルの発現を行うものがなく、各遺伝子

間での発現量の差が全体として小さい傾向にあるものと考えられる。このことは、第二

章におけるバイオリンブロットによる解析結果（図 II-4）、すなわち発現量の幅は 1 細

胞期胚でもっとも小さかったという結果と矛盾しない。また、80%以上の細胞で共通し

て高発現しているハウスキーピング遺伝子の割合は、1細胞期胚以外の細胞ではおよそ

80%を占めていたが、1細胞期胚ではそれがわずか 28%であった (図Ⅱ-3)。したがって、
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1 細胞期胚以外の細胞では極端に高発現しているハウスキーピング遺伝子が存在しそ

れらが多くの細胞に共通している一方で、1細胞期胚では発現量の差が全体に小さいた

めにそれらの遺伝子が上位 2000 位から漏れて、他の細胞では上位 2000 位に入らなか

ったハウスキーピング遺伝子やその他のものが上位 2000位に含まれるようになり、そ

の結果、1細胞期胚は他の細胞と比較してユニークな発現パターンとなる解析結果が得

られたものと考えられる。そしてこのように、1細胞期胚でのユニークな遺伝子発現パ

ターンが特定の遺伝子を高発現させていることに依らないのであれば、本章で行った制

御領域の解析において特徴的なエレメントを見いだせなかったことは当然の結果と言

える。 

転写エレメントに着目したとき、1 細胞期胚で他の細胞と異なる特徴は見られ

なかったが、これまでに報告されている 1細胞期胚のクロマチン構造の特徴を考慮する

と、他の細胞には見られない特有の転写制御機構の存在を考えることができる。緒言の

項で述べたように、2 細胞期胚においてヒストン脱アセチル化酵素阻害剤である

butyrate処理を行ったところ、1細胞期胚と同様にエンハンサーを必要としない転写制

御機構が見られたことから、1細胞期胚では緩いクロマチン構造をとっていることでエ

ンハンサーを必要としない転写制御機構が働いていることが示唆された (Majumder 

et al, 1993)。さらに、蛍光タンパク質で標識したコアヒストンの置換速度を解析するこ

とで、クロマチンの緩みを定量的に評価することができる Fluorescence Recovery 

After Photobleaching (FRAP) 法により、1細胞期胚は着床前初期胚の中で最もクロマ

チン構造が緩いことが示された (Hashimoto, 2014; Ooga et al, 2016 in press)。一方、

本章では、1細胞期胚を含むすべての細胞で、高発現している遺伝子のおよそ 90%がプ

ロモーター領域に GC box (NRGGGGCGGGGCNK; N = A, C, G or T; R = A or G; K = 

G or T) が存在しており、また k-mer解析より G/Cリッチなモチーフを多く持つこと

が示された。実際に、GC boxを認識する転写因子 Sp1は受精後の 1細胞期胚の転写制

御に関わっていることが報告されており (Worrad et al, 1994; Worrad & Schultz, 
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1997)、GC boxを認識した転写制御機構が働いていると考えられる。一般的に GC box

は GGGCGG の配列で定義されるが、G[T]GGGCGGG(A)G[A]C[T]のように配列を 10 

bpに広げると、一部の配列に変異があったとしても転写活性が低下するものの Sp1は

結合して転写を調節できることが知られている (Kadonaga & Tjian, 1986; Kriwacki 

et al, 1992)。また、GGGGNGGGGC (N = A, C, G or T) のように GC boxに 1塩基の

変異が置換された配列において、Sp1の親和性が大きく低下することが報告されている

が (John and Dynan, 2010)、1細胞期胚においてこのような転写活性の低下は軽微な

ものであった (Watanabe, 2015)。つまり、k-mer解析により検出した上位の G/Cリッ

チモチーフは、1 細胞期胚において GC box 様モチーフとして働くものと考えられ、1

細胞期胚においてSp1はGC boxにある程度の変異を許容した配列をも認識している可

能性がある。そして、oligo-capped cDNAライブラリより同定したヒト転写開始点を用

いたプロモーター解析より、NRGGGGCGGGGCNK のように一定の変異を許容した

GC boxコンセンサス配列は、ヒトの遺伝子で 97%のプロモーター領域に存在すること

が報告されている (Suzuki et al, 2001)。したがって、クロマチン構造が緩んで転写調

節にエンハンサーを必要としない 1細胞期胚では、このようなほとんどの遺伝子の上流

領域にある GC box様配列を用いて転写が行われている可能性がある。さらに、もしこ

の仮説が正しいならば、上記のような一定の変異を許容した配列は遺伝子間領域でも至

る所に存在することから、遺伝子間領域の様々な場所から転写が起こっていることが予

想される。そして実際に、遺伝子間領域の転写の解析から、1細胞期胚では他の発生時

期の胚や体組織の細胞に比べて数多くの遺伝子間領域が転写されていることが明らか

となっている（Abe, 2013）。以上のように、本章におけるプロモーターエレメントおよ

び k-mer解析の結果、1細胞期胚において転写エレメントに目立った特徴は見られなか

ったが、1細胞期胚にのみ、多くの遺伝子のプロモーター配列に存在する GC box、GC 

box様モチーフが独自に機能する特殊な転写制御機構が働いている可能性がある。 
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総括 

 

 本研究では、これまでにほとんど明らかにになっていなかったマウス 1細胞期

胚で転写される遺伝子、およびその発現調節機構を解明することを目的とした。 

第一章では、これまでほとんど特定されていない 1細胞期胚で転写される遺伝

子の特定を試みた。RNA-seqより得られたMII期卵および 1細胞期胚におけるトラン

スクリプトームデータより、1細胞期胚での転写産物の多くはイントロンを含んでいる

ことを発見し、1細胞期胚ではスプライシング機構が機能していないことを実験的に明

らかにした。そして、受精前と比較して 1細胞期胚でイントロンの発現が上昇している

4575 個の遺伝子を 1 細胞期に転写される遺伝子として特定することができた。スプラ

イシング機構が働かないという 1細胞期胚の特徴を用いることにより、従来 1細胞期胚

で転写される遺伝子の特定を試みた過去の研究で問題となっていた「1細胞期胚に大量

の持ち込まれた母性mRNAと新規の転写産物の識別」を可能にし、信頼性の高い遺伝

子プロファイルを作成できたものと考えられる。 

 第二章では、特定した遺伝子を用いて 1細胞期の遺伝子発現パターンの特徴解

析を行った。まず、発生過程で総mRNA量が大きく変動する初期胚の解析において、

個々の胚の発現パターンの特徴を掴むためには、高発現している上位 2000個の遺伝子

リストを用いることが有効であることを示した。そして、個々の細胞におけるそれらリ

ストの類似性を比較したとき、1細胞期胚は独立したクラスターを形成し、ユニークな

遺伝子発現パターンを示すことが明らかになった。 

 1 細胞期胚はユニークな遺伝子発現パターンを形成することが示されたため、

第三章では、1細胞期胚ではユニークな転写制御機構が働いているかを明らかにするこ

とを目的とした。しかしながら、個々の細胞で高発現している上位 2000個の遺伝子に
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ついて、プロモーターエレメントの特徴解析、k-mer解析による細胞種特有の転写制御

エレメントの探索、そして各 CpG プロモーターの分布の解析を行ったところ、何れに

おいても 1細胞期胚でのみ見られる特徴は見つからなかった。これは、エンハンサー非

依存的な転写制御機構が働く 1 細胞期胚において極端に高いレベルの発現を行う遺伝

子が存在せず、各遺伝子間での発現量の差が全体として小さいために得られた結果であ

ると考えられる。つまり、1細胞期胚では、他の細胞で共通して高発現しているハウス

キーピング遺伝子の転写レベルが落ち込み、他の細胞で高発現していなかったハウスキ

ーピング遺伝子およびその他の遺伝子が発現量の高い上位に含まれるようになり、ユニ

ークな遺伝子発現パターンを形成したと考えられた。 

1細胞期胚は、受精前のMII期卵とタンパク質合成パターンに違いが見られな

いことに加えてスプライシング機構が働かないことから、合成された転写産物は機能を

もつタンパク質に翻訳されていないものと考えられる。このことは、1細胞期における

転写は機能を持たないものであることを想起させるが、一方で、1細胞期の転写が大部

分を占めるminor ZGAでの転写を一過的に阻害することにより発生が停止することが

報告されている（Abe, 2013）。したがって、1細胞期胚における転写は、その産物であ

る RNAが機能を持つのではなく、転写という現象自体が機能を持つものであることが

考えられる。既に述べたように、1細胞期胚はどの細胞よりも緩いクロマチン構造をと

っており（Hashimoto, 2014; Ooga et al, 2016 in press）、エンハンサーを必要としな

い転写制御を行っている (Majumder et al, 1993; Wiekowski et al, 1991)。そして、ほ

とんどの遺伝子の上流領域に存在する GC box様配列を用いて、ゲノム全体で一様な転

写を起こしている可能性がある。このような転写自体を起こすことの意義として、着床

前初期胚発生の進行に伴う遺伝子発現の劇的な変化 (Hamatani et al, 2004) に早急に

対応するための準備を予め行っていることが考えられる。初期発生過程に伴い遺伝子発

現パターンが大きく変化するが、これらの活性化が生じる直前にクロマチン構造を適切

な形に切り替えるのではなく、1細胞期に転写を起こすことで、必要な時期にいつでも
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転写の活性化を誘導できるように予めベースを構築しておく必要がある。このベースと

なるものにエピジェネティック修飾が挙げられる。一般に、新しく複製された DNAに

おける最初の転写においては、転写開始時にヒストン H2Bユビキチン化酵素 Bre1、ヒ

ストンH3K4メチル化酵素 Set1そしてヒストン H3K36メチル化酵素 Set2が RNA 

polymeraseⅡ（Pol Ⅱ）に結合する。Bre1によるヒストンH2Bユビキチン化は転写

の引き金となり、ヒストン H3K4およびヒストン H3K79のメチル化に必要となる。次

に、転写伸長反応が起こる際、Pol Ⅱの Serine2がリン酸化され、このとき、同時に

Set1が Pol Ⅱから解離する。転写が行われた後の遺伝子はヒストンH3K4、ヒストン

H3K36そしてヒストンH3K79がメチル化されており、転写の強い活性化を誘導する

ようになる (Martin & Zhang, 2005)。このように、ある領域において初めて起こる転

写は、その後の転写の強い活性化に繋げるようにクロマチン構造を適切な形に変化させ

ているものと考えられる。一方、受精前後ではゲノムリプログラミングと呼ばれる機構

により遺伝子発現パターンは大きく変化する (Hamatani et al, 2004; Kageyama et al, 

2007)。このとき、受精前の卵におけるエピジェネティックな情報が刷新され、1細胞

期で最初の遺伝子発現が開始すると考えられている (Akiyama et al, 2011; Ooga et al, 

2008)。したがって、1細胞期で遺伝子発現が開始される際には、上述したような新し

く複製されたDNA上での最初の遺伝子発現と同様の環境がゲノム全体で形成されるの

ではないかと考えられる。これによって、1細胞期における最初の転写は、その後の発

生の進行に伴う遺伝子発現の劇的な変化にスムーズに対応するために、予めクロマチン

構造を適切な形に変化させている可能性がある。この場合、発現する遺伝子の転写産物

は特に意味を持たず、その遺伝子が転写されること自体に重要な役割があるということ

が言える。以上の例の他にも、転写に付随して生じるエピジェネティック修飾はいくつ

か報告されており (Butler and Dent, 2012; Das and Tyler, 2013; Weber and Henikoff, 

2014)、同様にベースを構築している可能性がある。これらの可能性を明確にするため

には、クロマチン免疫沈降法 (chromatin immunoprecipitation: ChIP) と次世代シー
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ケンスを組み合わせた ChIPシーケンス解析により、初期胚の多様な時期におけるヒス

トン修飾およびヒストン修飾酵素に着目した複合的な解析が必要となる。しかしながら、

過排卵処理を施した一匹のマウスからでさえおよそ 40個の卵しか得られないため、初

期胚においてこれらの解析を行うには解析材料が圧倒的に不足している。今後、このよ

うな問題を回避できる代替技術による解析が必要になる。 

以上のように、1 細胞期胚は以降の発生を効率的に進めるための準備を行うた

めにゲノム全体から転写を起こしていると考えられる。しかしながら、この時合成され

た転写産物が翻訳されタンパク質として機能したとき、胚発生に有害なものが存在する

可能性が大いにある。そこで、このような危険性からの防御機構として、1細胞期胚で

はスプライシング機構が働かないことで、有害なタンパク質の合成を阻害しているもの

と考えられる。 

本研究において、1細胞期に転写される遺伝子プロファイルを作成したことにより、

これまでほとんど知見を得ることができなかった生命の誕生後最初に起こる遺伝子発現に

ついて解析の幅を大幅に広げることができた。さらに、特定した遺伝子を用いた解析によ

り、1細胞期胚で起こる遺伝子発現には特殊性が見られる可能性を示すことができ、この分

野の発展に大きく貢献できたものと考える。今後、この研究を糸口に 1 細胞期胚の遺伝子

発現制御機構についての全貌が明らかになることが期待される。 
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材料と方法 

 

成長期卵の採取 

成長期卵は生後 12日齢の ddY雌マウス (SLC Japan Inc., Shizuoka, Japan) 

から採取した。マウスは頸椎脱臼法によって屠殺し、その卵巣を摘出して

KSOM-HEPES培地 (Lawitts & Biggers, 1993) 中においた後に注射針を使用して卵

胞を破壊し、放出された成長期卵からガラスピペットを用いたピペッティングにより周

囲の卵丘細胞を取り除いた。 

 

成熟卵の採取 

 生後 21 日齢の ddY 雌マウスに過排卵処理として 5 IU の pregnant mare 

serum gonadotropin (PMSG; ASKA Pharmaceutical Co.  Ltd., Tokyo, Japan) を腹

腔内投与した。PMSG投与 48時間後に 5 IUの human chorionic gonadotropin (hCG; 

ASKA Pharmaceutical Co. Ltd.) を腹腔内投与し、その 15時間後に頸椎脱臼法にてマ

ウスを屠殺し、卵管膨大部より第二減数分裂中期 (metaphase Ⅱ; MⅡ) に達した卵母

細胞 (MⅡ期卵) を 10 mg/ml bovine serum albumin (BSA; SIGMA-Aldrich, MO 

USA) を含むHTF培地 (Quinn & Begley, 1984) に採卵した。続いて卵丘細胞を取り

除くために、最終濃度 333 µg/mlのヒアルロニダーゼ (SIGMA Aldrich CO.) を添加し、

37℃で 7分間培養した。その後、新たなHTF培地に移し、ガラスピペットを用いたピ

ペッティングにより周囲の卵丘細胞を取り除き、成熟卵を採取した。 

 

体外受精 

生後 21日齢の ddY雌マウスに過排卵処理として 5 IUの PMSGを腹腔内投与
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した。PMSG投与 48時間後に 5 IUの hCGを腹腔内投与し、その 15時間後に頸椎脱

臼法にてマウスを屠殺し、卵管膨大部よりMⅡ期卵を HTF培地に採取し体外受精に用

いた。精子は ICR雄マウス (SLC Japan Inc.) の精巣上体尾部から採取した。採取し

た精子は受精能を獲得させるため、HTF 培地で予め 2 時間培養し体外受精に用いた。

媒精 6時間後、受精卵を KSOM培地 (Lawitts & Biggers, 1993) に移して、ガラスピ

ペットを用いたピペッティングにより透明帯外に付着した精子および卵丘細胞を除去

し、実体顕微鏡下で前核を 2つ有する受精卵のみ選択した。その後も KSOM培地中で 

38℃、 5%二酸化炭素条件下で培養を継続した。 

 

単為発生胚の作製 

 生後 21日齢の ddY雌マウスを頸椎脱臼法にてマウスを屠殺し、卵管膨大部よ

りMⅡ期卵をKSOM培地に採卵した。続いて卵丘細胞を取り除くために、最終濃度 333 

µg/mlのヒアルロニダーゼ (SIGMA Aldrich CO.) を添加し、37℃で 7分間培養した。

そして、卵を新たな KSOM 培地に移し、ガラスピペットを用いたピペッティングによ

り周囲の卵丘細胞を取り除き、KSOM培地中で 38℃、 5%二酸化炭素条件下で 2時間

培養を継続した。続いて、カルシウム freeの KSOM培地でガラスピペットを用いたピ

ペッティングを行った。卵を活性化させるために最終濃度 10 mMの塩化ストロンチウ

ムを加え、第二極体の放出を防ぐことによる 2倍体の単為発生胚を作製するために、最

終濃度 5 g/mlのサイトカラシン B (SIGMA Aldrich Co.) を添加した。そして、38℃、 

5%二酸化炭素条件下で 30 分 ~ 1 時間培養した。培養後、カルシウムおよびサイトカ

ラシン B入りの KSOM培地でガラスピペットを用いたピペッティングを行い、活性化

6時間後、二つの前核を有する卵のみ選択し、活性化 13時間後まで培養を継続した。 

 

RT-PCR 

  RT-PCR に用いた卵母細胞、着床前初期胚のサンプルは KSOM-HEPES 培地
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で洗浄後 400 lの ISOGEN (Nippon Gene Co., Toyama, Japan) に入れ、-80℃にて一

時保存した。その後、室温に戻し、それぞれのサンプルに外部標準として 100 pg/ml

の rabbit -Globin mRNAを 1 lずつ添加し、100 lのクロロホルムを加えて激しく

混合した。4℃で 5 分間放置した後、15,000 rpm、4℃条件下で 15 分間遠心し、RNA

の含まれる上層 (水層) の 200 l を新しいエッペンチューブに移した。共沈剤として

20 g/ml Ethachinmate (Nippon Gene Co.) をそれぞれのチューブに 1.5 lずつ加え

しっかりと攪拌した後、イソプロパノールを 160 lずつ加え、激しく攪拌した。4℃で

1 時間保存した後に、15,000 rpm、 4℃で 15 分間遠心し、RNA の沈殿を得た。この

沈殿を 1 mlの 70%エタノールで洗浄し、再び 15,000 rpm、4℃で 10分間遠心した。

70%エタノールを除去し、デシケーターを用いて 7分間吸引乾燥した後、8 lの RNase 

free waterを加えてよく攪拌した。得られた total RNAサンプルは 55℃で 10分間イ

ンキュベートすることにより完全に溶解した。その後、  RQ1 RNase-free DNase 

(Promega Co. WI, USA) を用い、添付のプロトコールに従い DNase処理を行った。具

体的には、得られた total RNA 8 l に対して 1 l の RQ1 RNase-free DNase 10×

Reaction bufferおよび 1 lの RQ1 RNase-free DNaseを加えて攪拌し、37℃で 30分

間処理することで total RNAに含まれる genomic DNAを消化した。その後、1 lの

RQ1 DNase stop solutionを加えて攪拌し、65℃で 10分間インキュベートすることで

反応を停止させた。 

  cDNA作製のための逆転写反応には Prime script RT-PCRkit (TAKARA Bio., 

Shiga Japan) を用い、手順は全て添付のプロトコールに従った。抽出後、genomic DNA

を分解処理した total RNA 8 lに1 lの10 mM dNTP mixture、20 M random 6 mers

を加えて全量を 10 l とし、この混合液を 65℃で 5 分間インキュベートし、鋳型とな

る RNA の高次構造の破壊およびプライマーのアニーリングを行った。4℃で 1 分以上

放置した後に 4 l 5×Prime script buffer、0.5 lの 40 U/l RNase inhibitor、Prime 

script RTase 0.5l、そして RNase free water 5 lを加え、よく混合した。この反応液
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を 30℃、10分 → 42℃、30分 → 95℃、5分間のプログラムにより反応させて cDNA

を作製した後に温度を 4℃に下げ、卓上遠心機プチまる 8 (WAKEN B TECH CO., LTD., 

Kyoto, Japan) を用いて遠心して反応液をチューブの底に集めて-20℃で保存した。 

  作製した cDNAを鋳型とし、表M-1に示す各遺伝子特異的プライマーを用い

て PCRを行った。PCR反応液は、2.5 lの 10×PCR bufferと 2 lの dNTP mix (各 5 

mM )、0.125 lの ExTaq HS (TAKARA Bio)、そして 1.25 lの遺伝子特異的プライマ

ー (sense, anti sense各 10 M) を加え全量が 25 lとなるように調製した。PCR反応

は 94℃、2分 → (94℃、20秒 → 57-62℃、30秒 → 72℃、20秒) (括弧内を 25-36 cycle

反復) のプログラムを、iCycler (BIO-RAD-Laboratories, CA, USA) を用いて行った。 

反応を終了した PCR産物には 10× loading dye (TAKARA Bio) を加えて 2%

アガロースゲルを用いた電気泳動で分離し、エチジウムブロマイド染色により UVトラ

ンスイルミネーターで可視化した。 

 

免疫染色 

  免疫染色に用いた各発生段階の卵及び初期胚は、4%のパラホルムアルデヒド 

(Wako Chemical Industries., Osaka, Japan) を含む Phosphate-buffered saline 

(PBS,TAKARA BIO) 中で 15分間固定し、1 mg/ml BSAを含む PBS (BSA/PBS) で洗

浄した後に 0.5% Triton X-100 (SIGMA-Aldrich) を含む PBS中で 15分間、室温で処

理した。その後、PBS/BSA により 100 倍に希釈した抗  SC-35 抗体  (S4045, 

SIGMA-Aldrich)中で 4℃、一晩処理を行った。一次抗体処理を終えたサンプルは

PBS/BSA で洗浄し、続けて 200 倍に希釈した Alexa 488 標識抗マウス IgG 抗体 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用い、室温で 60分間反応させた。PBS/BSAで洗

浄後、サンプルを Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) に移し

てスライドグラス (Matsunami Glass, Osaka, Japan) 上に静置し、カバーガラス 

(Matsunami Glass) を被せて封入し標本を作製した。この時、DNA染色のために最終
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濃度 3.3 g/ml の 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Dojindo Laboratories, 

Kumamoto, Japan) を Vectashield に添加した。蛍光観察には Zeiss 社の共焦点レー

ザー顕微鏡 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Oberkochen, Germany) を用いた。 

 

in vitro transcription (IVT) 

  卵及び初期胚における顕微注入用のmRNAは in vitro transcription (IVT) に

より作製した。ショウジョウバエ Ftz 遺伝子のイントロンとエキソンの一部を含む

pGEM ftz (京都大学 大野教授のご好意による) を鋳型とし、表M-1に示すプライマー

を用いて PCRを行った。PCR反応液を、5 lの 10×PCR bufferと 2 lの dNTP mix 

(各 2.5mM)、1 lの ExTaq HS、そして 1 lの遺伝子特異的プライマーを加えた後に

全量が 50 lとなるように滅菌蒸留水で調製し、94℃、2分 → (94℃、20秒 → 60℃、

30 秒  →  72℃、  20 秒 ) (括弧内を 30 cycle 反復 ) のプログラムを、 iCycler 

(BIO-RAD-Laboratories) を用いて行った。 

反応を終了した PCR産物には 10×loading dyeを加え、全量を 2%アガロース

ゲルを用いた電気泳動で分離し、エチジウムブロマイド染色により UVトランスイルミ

ネーターで可視化した。その後増幅産物をアガロースゲルから切り出し、Wizard SV 

Gel and PCR clean-up system (Promega Co.) を用いて精製した。具体的にはアガロー

スゲル 10 mgに対して 10 lとなるようにmembrane binding solutionを加え、65℃

でインキュベートしながら攪拌して完全に溶解した。これを SVマイクロカラムに加え

室温で1分間インキュベートし12,000 rpmで1分間遠心した後に、700 lのmembrane 

wash solutionを加えて 12,000 rpmで 1分間遠心した。さらに 500 lのmembrane 

wash solutionを加えて 12,000 rpmで 5分間遠心した。SVマイクロカラムを 1.5 ml

チューブに移し、50 lの nuclease-free waterを加えて室温で 1分間インキュベートし

た後、12,000 rpmで 1分間遠心した。得られた精製物に対して全量が 200 lとなるよ

うに RNase free water を加えた後、3.3 l 3M sodium acetate および  2 l 
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ethachinmateを加えてしっかりと攪拌した。100%エタノールを 500 l加えて 15,000 

rpm、4℃で 15分間遠心した後にエタノールを除去し、デシケーターを用いて 7分間吸

引乾燥した。7 lの RNase free waterを加えて沈殿をよく攪拌した後に 55℃で 10分

間インキュベートすることにより完全に溶解した。 

IVT には mMESSAGE mMACHINE T7 (life technologies) を用いた。0.2 

g/lの精製された PCR産物 1 lに 2 lの 10×Rxn.buffer、10 lの 2×NTP/CAPそ

して 2 lの Enzyme Mixを加えて全量が 20 lになるように RNase free waterを加え

てよく混合した後、37℃で 2 時間転写反応を行った。その後、1l の DNase turbo を

加え 37℃で 15分処理することで鋳型となった PCR産物を分解した。80 lの RNase 

free waterおよび 60 lの lithium chloride precipitation solutionを加えてしっかりと

攪拌した後、-20℃で 30分間放置した。その後、15,000 rpm、4℃で 15分間遠心分離

しRNAの沈殿を得た。この沈殿を1000 lの70%エタノールで洗浄し再び15,000 rpm、

4℃で 10 分間遠心した後にエタノールを除去し、デシケーターを用いて 7 分間吸引乾

燥し、20 lの RNase free waterを加えてよく攪拌することで ftz pre-mRNA溶液を得

た。得られた RNA サンプルは 55℃で 10 分間恒温放置することにより完全に溶解し、

濃度測定した後に-80℃で保存した。 

 

成長期卵、 1・2細胞期胚における ftz pre-mRNAの顕微注入 

  顕微注入に用いる pre-mRNAは RNase free waterを用いて濃度を 200 ng/l

に調整し、ガラス毛細管 (GC100 Tf-10, Harvard Apparatus Ltd., Kent, UK) に入れ

た。このガラス毛細管を Inverted microscope (ECLIPSE TE300, Nicon Corporation, 

Tokyo, Japan) に付設したmicroinjector (IM300, Narishige Co., Ltd, Tokyo, Japan) 

に設置し、窒素ガスの圧力により成長期卵、1細胞期胚および 2細胞期胚の核内へ顕微

注入した。その際、顕微注入の操作はmineral oilを重層した KSOM-HEPES培地中で

行った。1 細胞期胚は受精後 10 時間で雄性前核に顕微注入を行い、2 細胞期胚は受精
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後 30 時間で片側の割球の核内に顕微注入を行った。顕微注入後、成長期卵は-MEM

培地 (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 内で、1・2細胞期胚は KSOM培地でそれ

ぞれ 1 時間培養し、KSOM-HEPES で洗浄した後、12 個を 1 サンプルとして 400 l

の ISOGEN に入れ-80℃で保存した。凍結融解後、前述した RT-PCR の手順に従って

cDNA を作製し、表 M-1 に示したプライマーセットを用いた増幅を行った。この時、

逆転写反応は oligo (dT) primerを用いて行った。 

 

RNA-seqデータの解析 

  MⅡ期卵、1 細胞期胚そして RNA polymerase Ⅱのリン酸化を阻害する 5, 

6-dichlorobenzimidazole riboside (DRB) により転写阻害を行った 1細胞期胚における

RNA-seq データを用いた解析を行った。各遺伝子の発現量の指標として、次世代シー

ケンサーによりマッピングされた各遺伝子のリード数を全リード数で割った値 (parts 

per million; ppm) および各遺伝子のppmを各mRNAの長さで補正した値 (Reads per 

kilobase of exon per million mapped reads; RPKM) を用いた (Mortazavi et al, 2008)。

また、各サンプルの RNA-seq データにおいて、マッピングされたリード数が 10 リー

ド以上の遺伝子を信頼性の高い発現量を持つ遺伝子として解析した。組織由来の

RNA-seq デ ー タ は Long RNAseq project, ENCODE/CSHL 

(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm9/encodeDCC/wgEncodeCshlLongR

naSeq/) より獲得した。イントロンの RPKM値は次のように算出した。 

 

(イントロンの RPKM) = (各々の遺伝子のイントロン領域の総リード数) × 109 / 

(RNA-seqでマッピングされた総リード数) × (各々の遺伝子のイントロンの全長) 

 

遺伝子のアノテーションデータは University of California , Santa Cruz (UCSC), 

Genome Bioinformatics Group (mm9 releases) 

http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm9/encodeDCC/wgEncodeCshlLongRnaSeq/
http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/mm9/encodeDCC/wgEncodeCshlLongRnaSeq/
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(http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/mm9/database/refGene.txt.gz) を参考

にした。 

 

組織特有の表現型解析 

副腎、大腸、大脳皮質、心臓、腎臓、肺、胎盤そして脾臓において、RPKM 値の高い

上位 2000個の遺伝子をそれぞれ欠損させた時に見られる表現型の頻度を調べた。 

表現型の情報は ToppGene Suite (Chen et al, 2009) から獲得した。 

 

階層的クラスタリング解析 

 解析の際、各種類の細胞で RPKM値の高い上位 2000位に含まれる遺伝子には

「1」を、含まれない遺伝子には「0」を与えた。クラスター系統樹の作成には統計ソフ

ト Rの「Pvclust」パッケージ (Suzuki & Shimodaira, 2006) を用いた。 

 

特異的遺伝子およびハウスキーピング遺伝子の抽出 

 各々の細胞で RPKM値の高い上位 2000個の遺伝子リストを比較したとき、他

の種類の細胞には存在しない遺伝子を特異的に高発現している遺伝子とした。 

ハウスキーピング遺伝子は、Changらの報告 (Chang et al, 2011) におけるヒ

トのハウスキーピング遺伝子を参考にマウスのオルソログを獲得した。そして、各々の

細胞の上位 2000 個に含まれており、且つ MII期卵、着床前初期胚そして 12 種類の組

織細胞の内 80%以上の細胞で共通して含まれているハウスキーピング遺伝子を細胞間

で共通して高発現しているハウスキーピング遺伝子とした。 

 

バイオリンプロットの作成 

 バイオリンプロットに用いるデータを作成するために、各々の細胞において、

RPKM 値の高い上位 2000 遺伝子における発現量の中央値を求め、それぞれの RPKM

http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/mm9/database/refGene.txt.gz
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値を中央値で割ることで相対値を算出した。バイオリンプロットの作成には、統計解析

ソフト Rの「vioplot」パッケージを用いた。 

 

プロモーター解析 

 プロモーター配列 (転写開始点 : TSS上流 1000 bp ~ 下流 200bp)は、UCSC 

Genome Bioinformatics Group (mm9 releases) より獲得した。そして、獲得したプロ

モーター配列からCAAT box (TSS上流155 bp ~ 上流20 bp)、GC box (TSS上流124 bp 

~ 下流 5 bp)、TATA box (TSS上流 90 bp ~ 下流 27 bp) そして Inr (TSS上流 55 bp ~ 

下 流 56 bp) を 抽出 し た 。 抽 出 し た 配 列 は RepeatMasker プ ロ グ ラ ム 

(http://www.repeatmasker.org/) を用いて、単純反復配列および散在反復配列を取り除

いた。プロモーターエレメントは、TFBINDソフトウェア (Tsunoda & Takagi, 1999) 

を用いて検出した。 

 

k-mer解析 

 k-mer (k = 6) 解析を行う際、6 塩基で作成可能な全ての配列 (46 = 4096 通

り) を作成し、個々の遺伝子のプロモーター配列にアライメントを行った。その際、TSS

上流 1000 bp から下流に向かって 1 塩基ずつずらしながらアライメントを行い、6 塩

基配列が完全に一致したとき、そのエレメントをプロモーター領域に持つ遺伝子として

カウントした。 

 

CpGアイランドの探索 

 CpG アイランドは UCSC Genome Bioinformatics Group (mm9 releases; 

http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/mm9/database/cpgIslandExt.txt.gz) よ

り得たアノテーションファイルをもとに検出した。また、CpG密度はMikkelsenらの

報告 (Mikkelsen et al, 2007) における分類法に従った。 

http://www.repeatmasker.org/
http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/mm9/database/cpgIslandExt.txt.gz
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