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要旨  

減数分裂は配偶子形成の為に行われる特徴的な細胞分裂機構であり、体細胞分

裂とは異なる特徴的な性質を数多く有している。またその機構においては染色体の組

換えがおこることで生物に遺伝的多様性がもたらされるなど、生命にとって非常に重

要な意義を持った現象であることから、これまでに多くの研究が報告されてきた。しか

しながらその一方で未だに詳細が明らかとされていない点も数多く残されている。そこ

で、本研究では減数分裂が起こる時期の転写活性を持たない卵細胞内に安定的に

蓄積された母性 mRNA の中から減数分裂に関与する新たな因子を同定し、その発現

制御機構および機能についての解析を行うことを目的として研究を行った。 

第1章では減数分裂に関与するタンパク質をコードした母性mRNAが持つと予想さ

れる遺伝子発現における特徴に着目し、本研究室において行われた成熟卵及び1細

胞期胚におけるRNA-sequenceデータを用いた候補遺伝子の絞り込みを行った。卵形

成期に行われ受精後ただちに終了する減数分裂に関与する因子をコードする母性

mRNAは (1)体細胞分裂が開始される1細胞期に速やかに分解される (2)卵特異的

に発現する の2つの特徴を有していることが予想された。そこでこの基準に沿って候

補遺伝子の絞り込みを行った結果、最終的に卵特異的に発現する4つの遺伝子を得

ることができた。さらにそのうちの２つ、Fbxw13とFbxw18はアミノ酸配列のよく似た13個

の遺伝子とともに第9染色体上にクラスターを形成している遺伝子であった。そこでこ

のクラスターに属する全15遺伝子の組織、卵及び初期胚におけるmRNA発現パター

ンを解析した結果、全ての遺伝子が卵において高発現し、そのmRNAは受精後速や
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かに分解されていることが明らかとなった。そこで、このクラスターに属する遺伝子を本

研究の解析対象とすることとした。 

	 第 2 章においては Fbxw クラスターが卵において発現する機構を明らかにするため

に、クラスターに属する遺伝子のひとつである Fbxw12 について、成長期卵および 2 細

胞期胚において reporter gene assay を行った。その結果、Fbxw12 遺伝子の転写開始

点上流 1 Kb の領域は成長期卵でのみ転写活性を持つことが明らかとなった。さらに

Fbxw クラスター遺伝子の発現に働く配列を特定するため、クラスターに属する全遺伝

子の転写開始点上流配列における転写因子結合配列予測を行った結果、クラスター

に属するすべての遺伝子が Aml-1、Hsf-1/-2 と Pbx-1 の結合配列もしくはその 2 塩基

以内の変異を含む配列を共通して持つことが明らかとなり、さらにその変異導入実験

より Hsf-1/-2、Pbx-1 結合配列が Fbxw12 の卵における転写活性に重要であることを明

らかとした。また転写因子強制発現実験の結果、Fbxw12 の卵における転写には Hsf-2

と Pbx-1 が重要であることが示唆された。 

   最後の第 3 章では Fbxw クラスター遺伝子が持つ機能について解析を行った。相

同性の高いアミノ酸配列を持つ Fbxw クラスター全遺伝子を標的とする siRNA を設計

し、成長期卵に顕微注入した後に 12 日間体外で培養することで、卵形成期における

Fbxw クラスター遺伝子の同時発現抑制を行った。その結果 Fbxw クラスタ−遺伝子の

発現を抑制した卵において卵核胞崩壊は正常に起こり、その後の紡錘体形成にも異

常が見られなかったものの、それに引き続いておこる第一極体の放出が見られないこ

とが明らかになった。そこでこの原因を明らかにするために減数分裂の進行に重要な

MPF の活性制御に着目して解析を行った。その結果、Fbxw クラスタ−遺伝子の発現

を抑制した卵においては、第一減数分裂進行時における MPF 活性の上昇は正常に



 4 

起こるものの、第一極体放出に必要な MPF 活性の低下が起こらないことが明らかとな

った。これらの結果より Fbxw クラスター遺伝子の発現を抑制した卵母細胞中では

Cyclin B の分解による MPF 不活性化が起こらず、MPF 活性制御異常が生じている可

能性が示された。 

   以上の結果より、本研究では卵特異的に発現、機能する遺伝子の探索を目的と

して新しい着想による候補遺伝子の探索を行い、複数の卵特異的因子を同定するこ

とに成功した。また得られた候補遺伝子のうち今回解析の対象とした Fbxw 遺伝子に

ついて、その発現制御機構と減数分裂における機能を示唆する結果を得ることができ

た。本研究は減数分裂で機能する遺伝子探索の新たなモデルケースであると同時に、

これまで卵特異的クラスターであることが示唆されながらその実体が長年に渡り明らか

にされてこなかった Fbxw クラスター遺伝子について新たな知見を与えた研究である。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

 

緒言  

 生殖とは自らの遺伝子を次世代へ引き継ぐための行為であり、様々な生物において

その種の保存のために必要不可欠な生命現象である。この生殖には無性•有性の 2 つ

の異なる方法が存在し、そのうち有性生殖は雌雄の異なる性を持つ個体において形

成される生殖細胞である配偶子が接合することで行われる。この配偶子形成の際に行

われる細胞分裂機構が減数分裂である。 

 減数分裂は他の細胞が行う体細胞分裂と比較して数多くの特徴を持つことが知られ

ている。例えば、繊維芽細胞における体細胞分裂は約 20 時間程度で周期が終了す

るが (Schiff et al., 1980) 、マウス卵での減数分裂は、受精後 12.5 日頃の胎児卵巣中

で開始された後、出生後約 4 週を経て性的に成熟し、卵母細胞が受精し 1 細胞期胚と

なるまで、細胞周期の停止と再開を繰り返しながら長期間をかけて完遂される。またこ

の間、減数分裂期の卵細胞内には DNA 複製により倍加された相同染色体が存在し、

これが対合することで体細胞分裂では見られない二価染色体が形成される。さらにこ

の時に染色体間で組換え•交叉が起こることで新たな遺伝子の組み合わせを持つ染

色体が構成され、結果として生物に遺伝的多様性が生じる (Clift et al., 2013)。このよ

うに特徴的な細胞分裂様式である減数分裂では体細胞分裂と異なる制御機構につい

ての研究が活発に行われており、数多くの結果が報告されている。例えば、そのうちの

１つに、MPF 活性の制御機構が挙げられる。体細胞における分裂期 (M 期) への移

行制御に重要な因子に M-phase Promoting Factor (MPF) があり、この MPF により

様々な M 期の調整因子がリン酸化を受けることで M 期が進行してゆく。その後、分裂
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が終了した細胞中では MPF を構成する因子のうち CYCLIN B が分解されることで M

期が終了し、G1 期へ移行する。一方で減数分裂が長期間に渡って起こるマウス卵に

おいては、第一減数分裂前期で停止した状態の卵母細胞中へ gap junction を介して

結合した顆粒膜/卵丘細胞から cyclic Adenosine 3’,5’-monophosphate; cAMP が供給

されることによって MPF が不活性状態となり、細胞周期が停止した状態が維持されて

いることが知られている (Adhikari et al, 2014)。また、ホルモン刺激により再開された

第一減数分裂が終了し第一極体が放出された後の卵では、c-MOS とその下流に存

在する MAP kinase 経路の働きによって CYCLIN B の分解抑制が起こり、その結果再

び細胞周期が停止することが知られている (Sagata et al., 1989, 1997、Hashimoto 

1994)。 

 このようにマウス卵での減数分裂においてその制御機構が明らかとなっている現象

がある一方で、未だにその詳細が明らかにされていないものも数多く存在している。例

えば、MPF の構成因子である CYCLIN B の翻訳をその mRNA 3’末端への結合を介

した機構により制御している Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein 

(CPEB) は、ubiquitin proteasome pathway により時期特異的に分解を受けることが知

られている (Flemr 2010)。しかしながら、この分解に関わる因子は未だ同定されてい

ない。この他にも、染色体と紡錘体の正常な形成を保証し、染色体分裂を制御する

spindle Aassembly checkpoint (SAC) のマウス卵減数分裂における詳細な分子メカニ

ズムや体細胞分裂では知られている MPF 活性制御への関与など、マウス卵における

減数分裂の制御機構には未解明の点が数多く存在している。これらの解明は生殖と

いう生命創造の理解に欠くことの出来ない重要な知見であり、その解明が待たれてい

る。 
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   ある現象の詳細な機構の解明を試みる場合、まず初めに行われるのはその現象

に関与する可能性を持った因子の同定である。その際、例えば体細胞を用いた研究

を行う場合、研究対象とした現象に関与していることが既に知られている因子と相互

作用する新たな因子を酵母 two hybrid 法や LC MS/MS などにより同定する手法がよ

く用いられる。しかしながら、卵を用いた研究では 1 匹当たりのマウスから採取可能な

卵の数が限られるため、実験に使用することができる RNA やタンパク質の量にも大き

な制限があり、このような実験手法を用いた解析が困難である。そこで、本研究では減

数分裂調節機構における特定の現象に着目してその調節に関わる因子の探索を行う

のではなく、減数分裂に関与する可能性を持った遺伝子を網羅的に探索し、得られた

候補遺伝子の中から実際に減数分裂に関与する因子を特定してその機能解析を行う

方法を考えた。マウス卵における減数分裂は、胎児卵巣中の卵で始まり受精直後の 1

細胞期に終了する。さらに減数分裂が終了した 1 細胞期胚ではその数時間後に体細

胞分裂が開始されることから、減数分裂機構特異的に機能する因子は体細胞分裂開

始時までにその発現が抑制される必要があると考えられる。これらのことから、マウス卵

における減数分裂機構に関与する因子は卵において高発現し、受精後は速やかに

分解されることが予想される。そこで、本研究では卵および 1 細胞期胚におけるトラン

スクリプトーム解析の結果を用いてこの条件に合致する遺伝子を探索することで減数

分裂に関与する因子を同定し、その機能と発現調節機構を明らかにすることを試み

た。 
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第一章  

減数分裂特異的に発現する遺伝子の探索  
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緒言  

 マウス卵における減数分裂は受精後 12.5 日の雌マウス胎児卵巣中で開始され、受

精直後まで継続する (Clift 2013)。この時期の卵及び初期胚が行う転写に着目すると、

出生後のマウス卵巣中に存在する成長期卵は卵成長のために活発な遺伝子発現を

行っているものの成長を終えた卵では転写は停止し、以後、受精後数時間を経た 1 細

胞期中期頃まで遺伝子発現を行っていないことが明らかとなっている (Moore 1974)。

このことから、この転写静止期に行われる減数分裂の再開と停止、またこれに伴って

起こる極体放出等の細胞周期の制御は、卵成長中に蓄積された母性 mRNA から翻

訳されたタンパク質によってなされているものと考えられる (Stern 1972, Bermseok 

2000, Piccioni 2005, Meijer 2007)。実際に、これまでの研究により、この時期の卵に母

性 mRNA として蓄積され、減数分裂に特有の機能を有している遺伝子が数多く報告

されている。例えば c-MOS は第一減数分裂を終了した卵中で MAP kinase 経路を活

性化させることで MPF を活性化し、卵を第二減数分裂中期で再停止させる働きを持

つタンパク質リン酸化酵素であるが、この mRNA は卵細胞質中に蓄積されており、減

数分裂再開後にタンパク質への翻訳が始まることが知られている (Paules 1989)。この

他にも卵母細胞に特徴的な核小体様構造の構成因子である Npm2 (Vitale 2007)、ま

た卵において Ras シグナル経路への関与が示唆されている Oog1 (Minami 2003)など、

多くの遺伝子が報告されている。 

 卵成長中安定な状態で維持されているこれらの遺伝子の mRNA も、卵形成の進行

及び受精に伴い、その後に転写される胚性遺伝子との置換に向けて減少を始める。
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卵に蓄積された RNA の分解は第一減数分裂の再開時に始まり、2 細胞期中期頃に

かけて主に起こるといわれており、ある研究では減数分裂再開後 1 細胞後期までに約

30%、さらに受精後 2 細胞期までに約 70%の RNA が減少すると報告されている (Piko 

1982, Bachvarova 1985)。つまり、卵成長中に蓄積された RNA 全体で見ると約 7 割の

因子が受精後の 1 細胞期胚でも存在し、さらにそのうち 3 割が 2 細胞期にも存在する

という、非常に緩やかな分解が起きていることがわかる。しかしながら個別の遺伝子に

着目した解析の結果から、その減少傾向はすべての遺伝子において一様ではないこ

とが明らかにされている。例えば先に述べた減数分裂に関与する c-Mos の mRNA は、

ハウスキーピング遺伝子の 1 つである Hprt や 1 細胞期胚で機能する Cyclin A2 の

mRNA と比較すると、受精後に非常に早い速度で分解されることが明らかとなってい

る (Zohreh 2005)。この事実は、卵内に蓄積された mRNA はそれぞれがコードする因

子の機能が要求される時期に応じて、異なる機構による分解を受けている可能性を示

している。 

   この事実を鑑みると、本研究において対象とする減数分裂は卵形成時に行われ

受精後直ちに終了する現象であるため、この機構に関与する因子は卵において発現

した後に急激な分解を受け、受精後の 1 細胞期胚における発現は減少しているので

はないかと考えられる。そこで本研究では、卵および初期胚におけるトランスクリプトー

ム解析結果を用いて、減数分裂に関与する因子を網羅的に同定することを考えた。

すなわち、当研究室において行った卵及び 1 細胞期胚における RNA-sequence 

(RNA-seq) 解析の結果を用い、減数分裂が行われる卵において高発現し受精後は

速やかに分解される母性 mRNA を探索し、さらに、データベース検索と逆転写 PCR

によって卵特異的な発現を示すものを選択することで、減数分裂に関与する因子の
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同定を試みた。 
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結果  

解析候補遺伝子の探索  

	 本研究ではまず初めに、マウス卵において減数分裂に関与する新たな因子の

同定を試みた。減数分裂は配偶子形成時にのみ行われる特殊な細胞分裂である

ため、卵での減数分裂に関与する因子もその遺伝子発現において特徴的な性質

を持つことが予想される。そこで、候補遺伝子が持つ特徴として以下２つを仮

定した。１つ目は、１）減数分裂機構に関与する因子は受精前の卵において高

発現し受精後速やかに分解されることである。受精前、成長を終えた成長卵 

(FGO) は転写を停止し、この状態が受精後の 1 細胞期胚中期頃まで継続するこ

とが知られている (Moore et al., 1974)。そのため、受精前後の時期に起こる現象

は卵細胞中に安定的に蓄積された母性 mRNAから翻訳された因子によって引き

起こされることが知られている (Bermseok et al., 2000, Piccioni et al., 2005, Meijer 

et al., 2007, Stern et al., 1972)。これらの因子をコードする母性 mRNAは減数分裂

の再開および受精を契機として緩やかに分解され始めるが、受精後に全体量と

して１細胞後期でその約 70％、2 細胞後期でも約 30％が残存していることが報

告されている (Piko et al., 1982, Bachvarova et al., 1985)。一方で、転写活性を持た

ない成長卵において起こる減数分裂に関与する因子をコードする母性 mRNAも

受精前は卵細胞中に蓄積されていると考えられるが、減数分裂は受精後直ちに

終了するため、他の母性 mRNAと比べて、受精後、より速やかに分解されるの

ではないかと考えた (図Ⅰ-1)。なぜならば、もし、このような因子が受精後も
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多く残存していれば、受精後速やかに開始される体細胞分裂周期に悪影響を及

ぼすことが想定されるからである。次に 2つ目の特徴として ２）卵での減数分

裂で働く因子は他の細胞では発現せず、卵特異的に発現しているのではないか

と考えた。これは減数分裂が生殖細胞形成時にのみ起こる特殊な分裂様式であ

るためである。そこで、これらの特徴に合致する遺伝子を網羅的に探索するた

め、当研究室で行った RNA-sequence (RNA-seq) による成熟卵 (MⅡ) および 1

細胞期胚 (1-cell) におけるトランスクリプトーム解析結果を用いて候補遺伝子

の探索を行った (図Ⅰ-2 A)。まず初めにMⅡにおける RNA-seqの結果与えられ

た 18,921個の遺伝子のうち発現量の指標となる Read per kilobase of exon model 

per million mapped read ; Rpkm が極端に低い遺伝子 (MⅡ Rpkm <1.0) を除去し

た 13,722 個の遺伝子について、受精後の 1-cell における発現量が MⅡの 1/3 以

下となる （Rpkm 1-cell/M2 ≦ 0.3） ものを選択した結果、344遺伝子に絞り込

むことができた (表 1)。次にこれらの遺伝子のうち卵特異的に発現するものを

選択するため、UCSC Genome Bioinformaticsに掲載された体組織における各遺伝

子のMicro Arrayデータを参照し、卵を含む卵巣で特異的に発現していると思わ

れる 50の候補遺伝子を得た (表 2)。得られた 50個の遺伝子の中には Zpファミ

リ−遺伝子や Gdf9 といった、卵特異的に発現し機能を有していることが既に明

らかとされている遺伝子が含まれていたため、これら 4遺伝子を除いた 46遺伝

子について表 2 に記載したプライマーを設計し、卵・初期胚、各体組織 （脳、

胸腺、肺、心臓、肝臓、腎臓、卵巣、精巣）および ES細胞 (CGR8) における発

現解析を RT-PCR により行った  (図Ⅰ -2 B)。その結果 Astacin-like 

metalloendopeptidase (Ast1)、NLR family, pyrin domain containing 2 (Nlrp2)、F-box 
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and WD domain protein 13 (Fbxw13) そして Fbxw18の 4つの卵特異的発現を示す

遺伝子を同定することに成功した (図Ⅰ-3 A)。さらに、得られた 4 因子の受精

前後における発現を Real-time PCRにより詳細に解析した結果、4遺伝子はいず

れも受精によりその発現量が半分以下に減少し、2細胞期胚ではほとんど発現が

みられないことが明らかとなった (図Ⅰ-3 B)。 

 

Fbxwクラスター遺伝子の発現解析  

  減数分裂関連候補遺伝子の探索を行った結果得られた 4 つの因子のうち Fbxw13

と Fbxw18 は同じ遺伝子 family に属する遺伝子であり、またそのコード領域配列は塩

基配列では 73%、アミノ酸配列でも 71%の相同性を有していた (データ非掲載)。さら

に文献を検索した結果、Fbxw ファミリー遺伝子に属する 25 個の遺伝子のうち

Fbxw12-28 (17、20 を除く) までの 15 個の遺伝子が第 9 染色体上においてクラスター

を形成しており (Paillisson et al., 2005)、これらの遺伝子がコードするアミノ酸配列は

60-80%の配列相同性を有していることが報告されているものの (Chesnaye et al., 

2008)、クラスターに含まれる遺伝子の発現や機能は未知であった。そこで、Fbxw クラ

スターに属する他の遺伝子について、その発現解析を行った。表 3 に記載したプライ

マーを用いて体組織及び細胞株における発現を RT-PCR により解析した結果、クラス

ターに含まれない Fbxw 遺伝子は多くの組織、細胞株において発現し、その発現パタ

ーンも様々であったのに対して、クラスター遺伝子はその一部が精巣での発現も見ら

れたものの、大部分が卵巣特異的に発現していることが明らかとなった (図Ⅰ-4 A、B)。

さらに受精前後の卵•初期胚におけるクラスター遺伝子の発現を解析した結果、全て

の遺伝子が卵において高発現し受精後は速やかに分解されるという、同一の発現パ

ターンを示すことが明らかとなった (図Ⅰ-5)。以上の結果より Fbxw クラスターに属する
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遺伝子は全て同一の遺伝子発現傾向を示すことから、同一の機構によってその発現

が制御されていることが考えられた。また前述のようにクラスターを形成する遺伝子は

相同性の高い配列を持つことから、これらの遺伝子は相補的機能を持つことが考えら

れた。そこで、本研究においてこれら Fbxw クラスター遺伝子を一括して解析対象とし

て研究を行うこととした。 
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考察  

  本章ではマウス卵における減数分裂に関与する因子の同定を目的として

RNA-seqによる解析結果を用いた候補遺伝子の網羅的な探索及び逆転写 PCRに

よる卵特異的発現を示す遺伝子の同定を行い、4つの候補遺伝子を得た。 

  これまでにも減数分裂を含め、卵において機能する遺伝子を同定する試みは

数多く行われており、例えば Differential Display (DD法) や Subtraction法などに

より、卵において高発現する遺伝子を探索する試みが行われてきた。Minamiら

は未受精卵と 2 細胞期胚をサンプルとした DD 法を用い、卵母細胞特異的発現

遺伝子である Oogenesin1を同定している (Minami et al., 2003)。一方 Zengらは成

長卵と 8細胞期胚を使用した subtractionによって Zp1、Zp2や Gdf9など 50個の

卵特異的遺伝子を同定することに成功している (Zheng et al., 2003)。一方で、

DNA Microarrayによる卵及び初期胚でのトランスクリプトーム解析結果の比較

による網羅的探索も行われている。Koらは成熟卵及び着床前初期胚の cDNAか

ら 3’末端 expressed sequence tag (EST) データベースを作製•解析した結果、解析

を行った全遺伝子の 2.99%に当たる 291 個の卵特異的発現を示す遺伝子が存在

し、そのうち 268個が未知の遺伝子であったと報告している (Ko et al., 2000)。

また同様に DNA micro arrayを用いた卵及び初期胚における発現解析が、複数の

研究グループから報告されている(Hamatani et al., Wang, Zeng et al., 2004)。このよ

うに、これまでに複数の方法を用いた解析が行われてきたが、従来使用されて

きた方法には問題点も存在する。例えば、先に述べた DD 法や Subtraction 法で
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は卵における発現量が低い遺伝子は見落としてしまう可能性があり、得られた

結果に擬陽性が多いことも指摘されている (Miele et al., 1998)。また DNA 

Microarrayにおいても誤った結果が得られることが多く、またアレイチップに固

定可能な遺伝子の数に限りがあるため、解析可能な遺伝子の数も限られてしま

う。そこで、本研究では、より信頼性が高く、またデータベースに登録された

全ての遺伝子を検出可能なトランスクリプトーム解析法であるRNAシークエン

ス解析 (RNA-seq) の結果を用いることとした。 

  RNA-seq では細胞における各遺伝子の発現量が明らかとなるため、この値を

用いて様々な条件設定を行うことで、目的とする遺伝子をより絞り込んで探索

を行うことが可能である。そこで本研究では、今までに無い新たな着想による条件

設定を行った。すなわち、母性 mRNA の分解時期と速度に着目した絞り込みである。

今回はその絞り込みのために受精直後の1細胞期胚におけるトランスクリプトーム解析

結果を使用した。この時期、受精前から 1 細胞期中期までは転写が停止した状態が継

続しており、また 1 細胞期胚における転写活性も高くはないため (Aoki et al., 1997)、

卵成長以降の卵と 1 細胞期胚におけるトランスクリプトームには新たな転写による劇的

な変化は生じない。このため、1 細胞期胚におけるトランスクリプトームを利用した研究

はあまり報告が無い。しかしながら逆に mRNA の分解という視点で考えると、卵と 1 細

胞期胚におけるトランスクリプトーム解析結果の比較により明らかとなる遺伝子発現の

差は、ほとんどが分解による変化であるといえる。今回着目した減数分裂は受精後直

ちに終了する現象であり、またその直後に異なる機構による体細胞分裂が起こること

から、1 細胞期胚において減数分裂特異的因子の存在は発生の阻害につながる可能

性がある。つまり、減数分裂機構に働く因子は受精後に急速な分解を受けている可能
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性があるため、1 細胞期胚におけるトランスクリプトーム解析結果を用いて受精後急速

に mRNA が分解される遺伝子に着目し、探索を行った。1 細胞期における発現量が

成熟卵の 1/3 以下という値を設定して解析を行った結果、50 個の候補遺伝子を得るこ

とが出来た (図Ⅰ-2 A)。そのなかにはZp1、Zp2、Zp3及びGdf9といった、卵特異的に

発現し機能を持つことが既に報告されている遺伝子が含まれていたことから、本研究

に用いた候補遺伝子探索法の正当性が伺える。しかしながら今回設定した数値は科

学的根拠に基づいて設定されたものではない。今後は異なる様々な数値を組み合わ

せた条件において再検索を行うことで新たな候補遺伝子を得、解析を行うことで、減

数分裂機構に関与する因子をより多く同定することが出来るのではないかと考える。 

  探索の結果、最終的に得られた 4つの候補遺伝子のうち Fbxw13と Fbxw18は同

じFbxwクラスターに属していたが、このクラスターに属する他の 13遺伝子は、

RNA-seq データを用いた絞り込みの結果、解析候補とはならなかった。しかし

ながらこのクラスターに属する全遺伝子の受精前後における発現を RNA-seq に

より見てみると、解析データが得られなかった Fbxw23、Fbxw25、 Fbxw27、

Fbxw28 を除く全ての遺伝子において受精によりその Rpkm 値は減少しており、

平均すると約半分に減少していた (データ非掲載)。また、本研究では成熟卵と

1細胞期胚における Rpkmをそのまま計算に用いているが、この Rpkmが表す値

は各細胞における全 RNA量に対する目的遺伝子から転写された RNA量の割合

であるため (Mortazavi et al., 2008)、全ての細胞において同程度に発現している

遺伝子であっても基となる細胞の総 RNA量によりその Rpkm値は変化する。今

回解析に用いた細胞で見ると、成熟卵は多くの RNAを細胞中に蓄積しているた

め、受精後の 1細胞期胚よりも RNA量が多い (Piko et al., 1982, Bachvarova et al., 
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1985)。このため、たとえ同じ発現量であっても、1細胞期胚の RNA-seqにより

得られた Rpkm 値は成熟卵における値よりも見かけ上大きくなる。つまり、今

回計算により得られた RNAの減少率は実際の RNA量変化よりも小さくなって

いる可能性が考えられ、Fbxw クラスターに属する遺伝子より転写される RNA

は、受精後により大幅な減少を受けていると考えられる。 

	 Fbxwクラスターはこれまでに、Digital DD法を用いた解析の結果、第 9染色

体上に存在する卵特異的クラスター遺伝子として同定されており、クラスター

に属する全 15 遺伝子のうち Fbxw21 と Fbxw22 については卵巣でのみ発現する

ことが RT-PCRにより示されている (Paillisson et al., 2005)。また Fbxw15につい

ても、卵特異的に発現しており、出生 24時間後の雌マウス卵巣中で既に発現が

見られることが報告されている (Chesnaye et al., 2008)。しかしながらそれ以外の

Fbxwクラスター遺伝子の各組織における発現は解析されておらず、また今回解

析対象とした卵形成時及び受精時における発現は、全遺伝子とも明らかにされ

ていない。そこで、本研究においてこの解析を行った結果、ほぼ全てのクラス

ター遺伝子が卵巣特異的に発現していることが明らかとなった (図Ⅰ-4 B)。

Fbxw12 と Fbxw18 については精巣中での発現が見られたものの、精巣では減数

分裂を随時行い、生殖細胞である精細胞を形成しているため、これらの遺伝子

が精巣においても減数分裂機構へ関与している可能性がある。卵及び着床前初

期胚における発現解析の結果、これらの遺伝子は全て受精前の卵において高発

現し、受精後は速やかに分解されるという共通した傾向を示すことが明らかと

なった (図Ⅰ-5)。この結果より、これまでその全てが未知であった遺伝子クラ

スターの詳細な発現パターンが明らかとなり、その制御機構解明に向けての足
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がかりとなる結果が得られた。 

	 今回の探索ではこのFbxw遺伝子の他に 2つの卵特異的発現を示す遺伝子を同

定することが出来た。Ast1 は卵巣や未受精卵において発現することが知られて

いるメタロプロテアーゼであるが (Quesada et al., 2004)、その卵細胞内における

機能については未だ明らかにされていない。また Nlrp2 について、Peng らは成

長卵における発現抑制実験を行っており、その結果発現抑制卵は減数分裂を正

常に再開して受精し、2細胞期に停止することを報告している (Peng et al., 2012)。

しかしながら、減数分裂期における機能を解析するためには、RNAi による

mRNA の分解とその後のタンパク質減少にかかる時間を考慮すると、成長卵よ

りも早い段階から発現抑制を行う必要がある。そのため、Peng らの実験結果か

らは Nlrp2のこの時期の減数分裂への関与を判断することは出来ない。以上より

今回解析を行わなかったこれらの遺伝子も、マウス卵における減数分裂へ関与

する可能性を持つ興味深い研究対象であり、今後の解析によってその詳細な機

能が明らかとされることが期待される。 
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第 2 章  

Fbxwクラスター遺伝子の発現調節機構解析  
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緒言  

 卵成長終了後から 1 細胞期胚中期にかけての転写静止期において細胞内で起こる

全ての細胞現象は、卵内に蓄積された母性 mRNA から翻訳される因子によって制御

されていると考えられている。実際に、未受精の卵内は転写活性を持たないにも関わ

らず、他の転写活性を持つ時期の細胞と変わらない量の RNA を保持しており、また、

翻訳に向けて poly (A) 鎖が付加された RNA が他の時期の細胞よりも多量に存在し

ていることが報告されている (Piko et al., 1982, Bachvarova et al., 1985) ことからも、こ

の時期の卵細胞における母性 mRNA の重要性が伺える。これらの RNA は出生後に

おこる卵成長過程での活発な転写によって蓄積されたものであるが、この卵における

転写機構については、これまでにも多くの研究が行われてきた。例えば、卵特異的に

発現し、機能することが知られている遺伝子に Zona Pellucida glycoprotein (Zp) があ

る。この、卵の最外殻である透明帯を構成するタンパク質をコードする遺伝子や卵胞

形成時の顆粒膜細胞成長に関与する Growth differentiation factor 9 (Gdf9) の卵に

おける転写には、TSS 上流約 200 bp に存在する転写制御配列である E-box が重要で

あることが示されている (Liang et al., 1997、Yang et al., 2006)。また、Nucleoplasmin 2 

(Npm2) の転写に対する NOBOX DNA binding elements (NBE) の存在も報告されて

いる (Tsunemoto et al., 2008)。一方で転写に関与する因子についての解析も行われ

て お り 、 Factor In the Germline alpha (Figl α ) や Spermatogenesis-and 

oogenesis-specific bHLH transcription factor2 (Sohlh2) など、その機能阻害が卵にお

ける転写を抑制する因子が数多く報告されている (Liang et al., 1997、Choi et al., 
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2008)。しかしながらこれらの研究の結果、その存在が卵における転写に重要であるこ

とが判明したいくつかの DNA 配列もしくは転写因子のみで、この時期に発現する全て

の遺伝子の転写を制御しているとは考えられず、更なる解析が必要である。 

 第一章での候補遺伝子探索の結果同定された Fbxw クラスターに属する遺伝子は

大部分が卵巣特異的に発現しており、また卵において高発現した後は受精後の初期

胚において速やかに分解されるという共通した転写における特徴を有していることが

明らかとなった。これまで卵でのみ発現する遺伝子クラスターについての報告は無く、

また当然のことながらその転写調節機構は謎に包まれている。そこで、本研究では

Fbxw クラスター遺伝子の卵における発現制御機構の解析を行うこととした。本章では

他の生物種で保存されている Fbxw12 をモデル遺伝子としてその転写開始点上流配

列を含む Luciferase vector を作製し、卵及び初期胚における転写活性を解析した。さ

らにこの領域に含まれる様々な転写因子結合配列の中から Fbxw クラスター遺伝子に

共通して存在する配列を探索し、その転写への関与と必要な転写因子についての解

析も行った 
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結果  

 

Fbxw12 reporter gene assay 

 Fbxw クラスター遺伝子の卵における転写制御機構を明らかとするため、reporter 

gene assay を行った。Fbxw クラスターに含まれる遺伝子のうち Fbxw12 の転写開始点 

(Transcription Start Site: TSS) 上流 1,000 base pair (bp) 領域を組み込んだ pELuc 

test vector (Fbxw12-Luc)及び、コントロールとして、我々が以前に受精後の初期胚で

転写されることを報告している Tktl1 遺伝子の TSS 上流 227 bp 領域を持つ vector 

(Tktl1-Luc, Hamamoto et al., 2013) を、成長期卵 (Growing oocyte; GO)、2 細胞期胚 

(2-cell) の核へ顕微注入し一定時間培養後に Luciferase 活性を測定した (図Ⅱ-1 A)。

その結果、Fbxw12 の上流配列を持つ Fbxw12-Luc は成長卵において高い転写活性

を示した一方で、受精後の 2-cell ではほとんど活性を持たなかった (図Ⅱ-1B)。またコ

ントロールとして使用した Tktl1-Luc は 2-cell でのみ転写活性を示した。この結果より、

Fbxw12 TSS 上流 1,000 bp の配列は卵で転写活性を持つ promoter として機能するこ

とが明らかとなった。 

 

Fbxw12 TSS上流における転写因子結合配列予測解析  

 Reporter gene assay の結果より、卵における Fbxw12 の発現には TSS 上流 1000 bp

が重要であることが明らかとなった。そこで次に、この 1000 bp の領域に含まれるどの

配列がクラスター遺伝子の転写に必要であるかを明らかにするため、クラスター遺伝

子の TSS 上流に共通して存在する転写因子の探索を行った。クラスターに属する全
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遺伝子の TSS 上流 1,000 bp 領域の配列情報を UCSC Genome Bioinformatics より取

得し、転写因子結合配列予想プログラムである TF Search (Heinemeyer et al., 1998) 

を用いて配列の予測を行い、Fbxw クラスターに属する全遺伝子について得られた結

果を比較した。その結果、Fbxw クラスターに属する遺伝子のうち Fbxw19、Fbxw26 を

除いた遺伝子が TSS 上流 267~308 bp に HSF-1/ HSF-2 結合配列 (AGAAG) を持ち、

Fbxw19 は 322~318 bp に、そして Fbxw26 は 294~290 に AGAAA の配列を有して

いることが明らかとなった。また Fbxw19 を除く全遺伝子は TSS 上流 246-286 bp に

PBX-1 結合配列 (ATCAATCAG) を持ち、Fbxw19 も 291-299 bp に ATCAATGGG

の配列を持つことが明らかとなった。さらに、Fbxw24 を除く遺伝子は TSS 上流 89-39 

bp の領域に AML-1 結合配列 (TGTGGT) を持ち、Fbxw24 は TATGGT の配列を有

していた (図Ⅱ-2 B)。以上より、Fbxw クラスターに属する遺伝子はすべて、TSS から

ほぼ同距離の位置に HSF-1/-2、PBX-1 そして AML-1 結合配列を共通して持つことが

明らかとなった。一方で同様の解析をクラスター外の Fbxw 遺伝子についても行った結

果、Fbxw クラスター遺伝子と同じ位置にこれらの転写因子結合配列を持つ遺伝子は

存在しなかった (図Ⅱ-2 A)。この結果より、Fbxw クラスターに属する遺伝子が共通し

て持つ HSF-1/-2、PBX-1 そして AML-1 結合配列が Fbxw クラスター遺伝子の卵での

発現に重要なのではないかと考え、その関与を実験的に示すことを目的として再度

reporter gene assay を行った。 

 

変異導入 Fbxw12-Luc vectorを用いた reporter gene assay 

  Fbxw クラスター遺伝子の上流配列に共通してみられた 3 つの転写因子結合配列

について、各配列に変異を導入したLuciferase vectorを作製し、それを用いた reporter 
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gene assay を行った。表 4 に記載した変異導入用 primer を用いて、以下に下線で示し

た変異を各結合配列へ導入した。この際、Pbx-1 及び Aml-1 については過去の知見を

参考に導入する塩基の変異を決定した (Lu et al., 1995, Iwatsuki et al., 2005)

［HSF-1/-2 (AGAAG →  ATGGG)、PBX-1 (ATCAATCAG →  AGGAAGGAG)、

AML-1 (TGTGGT → TAGCCT)］。作製した各配列に対する変異を含む mutated 

Fbxw12-Luc vector を 12 日齢のマウスより採卵した GO に顕微注入し reporter gene 

assay を行った結果、HSF-1/-2 及び PBX-1 結合配列へ変異を導入した mutated 

Fbxw12-Luc において顕著な転写活性の低下が観察された (図Ⅱ-3 A、B)。一方で

AML-1 結合配列に変異を導入した Fbxw12-Luc vector の転写活性においては、野生

型 Fbxw12-Luc と比較し有為な差は認められなかった (図Ⅱ-3 C)。この結果より

Fbxw12 遺伝子の TSS 上流 1,000 bp に含まれる転写因子結合配列のうち Hsf-1/-2、

Pbx-1 結合配列が卵での転写に重要であることが明らかとなった。 

 

Fbxwクラスター発現に機能する転写因子解析  

 Mutated-Fbxw12-Luc vector を用いた reporter gene assay の結果より、Fbxw12 の発現

に重要な転写因子結合配列が同定された。そこで次に、この配列に結合する転写因

子のうち実際に Fbxw クラスター遺伝子の発現に関与する因子の解明を試みた。

HSF-1/-2、PBX-1 結合配列にはそれぞれ HSF-1、HSF-2 そして PBX-1 が結合する。そ

こで、まず初めに卵及び初期胚における発現解析を行った結果、これらの転写因子を

コードする mRNA は Fbxw クラスター遺伝子が発現している卵形成期に発現しており、

また受精後の初期胚においても存在していることが明らかとなった (図Ⅱ-4)。 

 そこで次にこれらの転写因子に対する siRNA を設計し (表 5)、12 日齢のマウスより
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採取した GO-顆粒膜細胞複合体中の GO へ顕微注入し、体外で 12 日間培養すること

で成長卵 (GV 卵) を得て、各転写因子の発現抑制効果及び Fbxw クラスター遺伝子

の発現変化について逆転写 PCR により解析を行った。その結果、Hsf-1 及び Hsf-2 は

siRNA 処理によりその mRNA 発現が抑制されたものの、Fbxw クラスター遺伝子の発

現は顕微注入無し、コントロール siRNA 注入群の卵における発現と差がみられなかっ

た (図Ⅱ-5 A)。また Pbx-1 については 2 つの Pbx-1 transcription variant のうち、variant 

a において顕著な発現抑制効果がみられたものの variant b では発現が抑制されず、

また Fbxw クラスター遺伝子の発現にも変化は見られなかった (図Ⅱ-5 B)。そこで方

針を変更し、各転写因子の過剰発現卵における Fbxw12-Luc の転写活性を reporter 

gene assay により解析することとした。Hsf-1、Hsf-2、Pbx-1 variant a、b のコード領域を

クローニングし、In Vitro Transcription によって作成した mRNA を 12 日齢のマウスより

採取した GO に顕微注入することで各転写因子を過剰発現し、その後、この卵の核へ

Fbxw12-Luc を顕微注入して reporter gene assay を行った。その過程のうち Pbx-1 のク

ローニングにおいて、transcription variant a のアミノ酸配列のうち 333-372 アミノ残基が

欠損しているものの PBC、Homeodomain の 2 つの機能 domain は保存された、NCBI

データベース未登録の配列を得たため、Pbx-1 に関してはこの新たな配列 (variant a 

short form) を含めた 3 つの variant を個別に用いて解析を行った。その結果、Hsf-1

過剰発現卵では転写活性の変化は観察されなかったものの、Hsf-2 過剰発現卵では

使用した mRNA の濃度依存的な Fbxw12-Luc 転写活性の上昇が見られた (図Ⅱ-6 

A)。同様に Pbx-1 についても解析を行った結果、Pbx-1 variant a short form 強制発現

卵では転写活性の変化は見られなかったものの、その他 2 つの variant を強制発現し

た卵では、顕微注入した mRNA の濃度依存的な転写活性の上昇が見られた (図Ⅱ-6 
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B)。以上の結果より Hsf-2、Pbx-1 variant a、b が Fbxw12 promoter の転写活性を上昇さ

せることが明らかとなり、これらの因子が Fbxw クラスター遺伝子の卵における発現に関

与している可能性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 44 

 

考察  

	 本章では卵特異的発現を示す Fbxwクラスターに属する遺伝子のうち、他の生

物が持つFbxw遺伝子と最も相同性が高かった (データ非掲載) Fbxw12をモデル

遺伝子とし、その TSS上流配列を用いた reporter gene assayにより卵での転写に

必要な領域及びそのなかで転写活性に重要な配列の同定を行い、Fbxw12 TSS上

流 1 Kb領域とそこに含まれる HSF-1/-2、PBX-1認識配列が卵での転写に重要で

あることを明らかとした。 

	 Hsf (Heat Shock Factor) -1/-2は生物が通常の生育温度よりも高い温度にさらさ

れるなど外界からのストレスを受けた場合、熱ショックに対する応答として細

胞内で発現される Heat Shock Protein (Hsp) の転写を制御する転写因子であり、

通常の体細胞中においては細胞質中に不活性な状態で存在している。ひとたび

細胞がストレスを受けると核内へ移行し、3量体を形成して活性型となって Heat 

Shock Element: HSEへ結合するが (Akerfelt et al., 2010)、現在では Hsp以外の多

くの遺伝子上流領域にも HSE が存在し、機能することが明らかとなっている 

(Guertin et al., 2010)。この HSEに結合する HSFタンパク質のなかで今回、Hsf-2

の卵における転写調節への関与が示唆された (図Ⅱ-6 A)。これまでに Hsf-2につ

いてはノックアウトマウスでの解析が行われ、脳の形態的変化に加えて減数分

裂時の染色体不対合による雌マウスでの不妊が報告されている (Kallio et al., 

2002)。しかしながら今回、Fbxwクラスター遺伝子の発現を抑制した卵において

染色体対合の異常は観察されなかったことから (第 3 章記述)、ノックアウトマ
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ウスによって得られた知見は Hsf-2 がその発現を制御する他の遺伝子によるも

のであると考えられる。これは Hsf-2が転写を制御する数多くの遺伝子の中には

未だその標的遺伝子であることが知られていない減数分裂関連因子が存在して

いる可能性、または減数分裂への関与が明らかにされていない遺伝子が存在す

る可能性を示しており、Hsf-2遺伝子に着目した解析は非常に興味深い。 

	 一方、今回その重要性が明らかとなった HSF-1/-2結合配列へ結合する HSF因

子のうち Hsf-1 については、その過剰発現下での reporter gene assay の結果、

Fbxw12の転写活性に変化が見られなかった (図Ⅱ-6 A)。しかしながら Hsf-1に

ついてもこれまでにノックアウトマウスが作製されており、ノックアウトされ

た雌マウスにおいてはHsf-1による転写制御を受ける遺伝子の１つであるHsp90

αの発現抑制によって CDK1タンパク質発現、ERK-1/-2リン酸化レベルの低下

による卵核胞崩壊遅延、部分的な第一減数分裂停止と異常な細胞質分裂が起こ

ることが報告されている (Metchat et al., 2009)。また 2011年にMassonらは野生

型 Hsf-1 を持つマウスとノックアウトマウスからそれぞれ採取した卵のマイク

ロアレイ解析結果の比較から Hsf-1 の標的遺伝子には細胞周期調節に関与する

因子が数多く存在していることを明らかにし、それらの遺伝子のうち減数分裂

特異的構造であるシナプトネマ複合体の構成因子である Syce1 やコヒーシン複

合体のサブユニットである Stagなどの発現が減少することで、Hsf-1ノックアウ

トマウスの胎児卵巣中での減数分裂の進行が遅延することを明らかにしている。

さらに Zp3-Creマウスとの交配により得られたコンディショナル•ノックアウト

マウスを用いた解析から、出生後のHsf-1欠乏は染色体の構造異常を生じ、spindle 

assembly checkpoint によって減数分裂が第一減数分裂中期で停止すると報告し
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ている (Masson et al., 2011)。以上の報告は Hsf-1、-2とその結合配列である HSE

の減数分裂機構との密接な関わりを示唆しており、今回明らかとなった Fbxwク

ラスター遺伝子の減数分裂への関与も、その新たな一面であろう。 

	 一方で今回、Fbxw12の転写への関与が示唆されたもう１つの因子が Pbx-1 (pre 

B cell leukemia homeobox 1) である。この遺伝子は TALEホメオドメインをもつ

転写調節因子をコードした遺伝子であり、小児白血病で初めて見いだされた 

(Hunger et al., 1991)。Pbx-1は卵で発現し、卵の体軸形成に働く Hox遺伝子のコ

ファクターとして初期胚発生に関与していることが示唆されているものの 

(Villaescusa et al., 2004)、減数分裂への関与についてはこれまでに報告が無く、

また Fbxw遺伝子との関連についても全く知られていない。今回、siRNAによる

Hsf-1/-2及び Pbx-1発現抑制実験を行ったが、卵における Fbxwクラスター遺伝

子の発現に変化はみられなかった (図Ⅱ-5)。これは、各転写因子が、今回発現

抑制に使用した 12日齢以前の卵においても高発現しているため、siRNAにより

その mRNAは分解されたもののタンパク質レベルでの抑制には至らなかったこ

とが原因である可能性が考えられる。Pbx-1 そして Hsf-1、Hsf-2 についても、

Fbxw12 を含む Fbxw クラスター遺伝子の転写への関与をより強固に明らかとす

るためには、各遺伝子のコンディショナルノックアウトマウスから採取した卵

を用いた解析が必要であろう。 

	 前章での発現解析の結果、Fbxwクラスター遺伝子は卵特異的に発現している

ことが明らかとなり、本章では reporter gene assay の結果 Hsf-2 及び Pbx-1 が

Fbxw12の転写に重要であることを明らかとした。しかしながら逆転写 PCRによ

る発現解析の結果 Hsf-2、Pbx-1 ともに受精後の初期胚においても発現が見られ
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たことから、これらの転写因子が時期特異的発現を制御している訳ではない。

では、どのような機構によってクラスター遺伝子は卵特異的に発現するのであ

ろうか。考えられる制御機構が 2つある。１つ目は、これらの因子が Fbxwクラ

スター遺伝子の発現を惹起する際には未知の相互作用因子が必要であり、その

因子が卵特異的に発現している可能性である。例えば、卵特異的遺伝子である

Zp3の場合、卵における発現には転写開始点上流 100 bp付近への Osp-1と呼ば

れる転写因子の結合が必要であり、またこの Osp-1 が卵では発現するものの受

精後の初期胚では発現しないことが明らかとされている (Schickler et al., 1992)。

この Osp-1 のような相互作用因子が Fbxw クラスタ—遺伝子転写の際にも存在す

るのか、そしてそれは Hsf-2と Pbx-1それぞれに存在するのか、もしくは単一の

因子がこれらの転写因子を架橋しているのかを明らかにすることは、非常に興

味深い研究である。 

	 可能性の 2 つ目はエピジェネティックな調節機構が関与しているというもの

である。エピジェネティックな調節機構としては、クロマチンを構成する DNA

やヒストンタンパク質へのメチル基、アセチル基の付加や除去、noncoding RNA

による RNA量の制御など数多くが知られている (Reik et al., 2007)。卵において

も、卵成長時の細胞核ではヒストン H3、H4 に対するアセチル化修飾や H3K4、

K9 のメチル化、さらに DNA のメチル化など、エピジェネティックな修飾の変

化が数多く起こることが知られている (Kageyama et al., 2007)。また個々の遺伝

子についても、Oog1の卵特異的発現には転写開始点上流 500~700 bpの領域に存

在する CpGへのメチル化修飾が関与している可能性が示唆されるなど、発現の

特異性と修飾の関係が明らかとされつつある (Ishida et al., 2013)。今回解析に用
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いたFbxw12のTSS上流1 Kb領域内にも複数のCpGサイトが存在しているため、

Oog1 のような DNA メチル化を介した発現特異性制御機構が機能している可能

性は考えられる。またヒストン修飾についても今後解析を行う必要があろう。 
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第 3 章  

Fbxwクラスター遺伝子の機能解析  
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緒言  

 Fbxw 遺伝子はその構造中に F-box 及び WD ドメインを持つ遺伝子である。F-box は

今から 20 年前に Cyclin F で最初に見いだされたドメインであり (Bai et al., 1994)、この

F-box を持つタンパク質は主に、タンパク質分解経路の１つユビキチン-プロテアソーム

経路 (UPP) において特定のタンパク質の認識と分解に機能していることが知られて

いる。UPP においては分解を受ける標的タンパク質に対してユビキチン活性化酵素 

(E1), ユビキチン結合酵素 (E2) とユビキチンリガーゼ (E3) が結合することで標的タ

ンパク質がポリユビキチン化され、分解が起こることが知られているが、このうち E3 とし

て働くリガーゼは基質と特異的に結合することでポリユビキチン化される標的タンパク

質の決定に関与する。この E3 リガーゼの数は標的となるタンパク質の多さに比例して

非常に多く、哺乳類では約 1000 種類の E3 リガーゼが存在しているといわれており、

その構成から HECT 型、U-box 型及び RING-finger 型の大きく 3 つに分類される 

(Berndsen et al., 2014)。このうち F-box ドメインを持つ遺伝子は RING-finger 型に属す

る Cullin 型 E3 に分類され、F-box ドメインを介して Suppressor of kinetochore protein1 

(SKP1) と結合、さらに CULLIN や RING-BOX1 などと複合体を形成してタンパク質分

解に関与することが知られている (Hindley et al., 2011)。実際に、Fbxw 遺伝子 family

に属する遺伝子のうちクラスターに属さない遺伝子である Fbxw7 は慢性骨髄性白血

病におけるがん幹細胞中で c-MYC のユビキチン化を行うことで細胞周期を静止期に

停止させ、抗がん剤に対する抵抗性を獲得させているほか (Takeishi et al., 2013)、

Fbxw5 についても細胞骨格である ACTIN の制御に関わる因子を G2 期に分解するこ
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とで細胞周期の M 期への移行に働いていることが示されている (Werner et al., 

2013)。 

 一方で、減数分裂時には UPP による様々な分解が起きていることが報告されている 

(Karabinova et al., 2011)。卵における減数分裂の再開と進行は MPF の活性により制

御されていることが知られているが、この活性は CDK1 と CYCLIN B による複合体の

形成、および CDK1 のリン酸化によって制御されている。第一減数分裂間期で細胞周

期を停止した成長卵において CDK1 と CYCLIN B は複合体を形成し CDK1 の活性

化に必要な Threonine 161 のリン酸化修飾も起きているものの、同時に活性を抑制す

る Threonine 14•Tyrosine 15 のリン酸化も起きているため、MPF としては不活性の状態

にある (Solc 2010)。これが、成長卵が脳下垂体前葉から分泌される黄体形成ホルモ

ンの刺激により減数分裂を再開する際には、CDC25 により CDK1 に付加された不活

性化修飾が除去されることで MPF が活性化し、卵核胞崩壊と染色体の凝集が起こる。

その後、第一極体が放出される前には E3 リガーゼである APC/C の働きにより

CYCLIN B が分解されることで MPF が不活性され、この一時的な活性の減少が第一

極体の放出に必要であることが知られている (Pesin et al., 2008)。またこの APC/C の

活性制御に関わる SAC や Cyclin B の翻訳制御機構においても UPP が機能している

可能性が示されているものの、その詳細な分子機構は未だ明らかにされていない。 

 そこで、減数分裂における Fbxw クラスター遺伝子の機能を明らかにするため、

siRNA を用いた発現抑制実験を計画した。しかしながら Fbxw クラスター遺伝子は出

生後の早い時期から卵において高発現しているため (Chesnaye et al., 2008)、減数分

裂における機能を明らかにするためには可能な限り早い段階からその発現を抑制す

る必要がある。本研究では出生後 12 日のマウスより採取した成長期卵-顆粒膜細胞複
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合体中の成長期卵に siRNA を顕微注入したのちに 12 日間、体外で培養を行う in 

vitro growth (IVG) 実験系を用い (Pesty et al., 2007, Inoue et al., 2010)、Fbxw クラス

ターに属する全遺伝子の同時発現抑制時に観察される減数分裂における変化とその

原因について解析を行った。第 3 章ではこの発現抑制系を用いて Fbxw クラスター遺

伝子全ての発現を抑制した卵における減数分裂の異常について解析を行うことで、

Fbxw クラスター遺伝子の機能を明らかにすることを試みた。 
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結果  

Fbxwクラスター全遺伝子の発現抑制による卵成長への影響  

 Fbxw クラスター遺伝子の機能解析にあたり、siRNA を用いてクラスターに属する全

遺伝子の発現を同時に抑制する方法の確立を試みた。まず始めに、Fbxw クラスター

遺伝子のコーディング領域を比較した結果、クラスターに属する全 15 遺伝子のうち

Fbxw19、23、25 を除く 12 遺伝子は F-box ドメインをコードする配列中に共通する 19 

base の配列 (5’-ATGCCTACAGTTTGCTACA-3’) を持ち、また Fbxw19、23、25 もこ

の 19 base の う ち １ 塩 基 だ け が 異 な る 配 列 を 有 し て い る 

(5’-ATGCTTACAGTTTGCTACA-3’ もしくは 5’-ATGCCTACAATTTGCTACA-3’) 

ことから、この配列に対する siRNA により Fbxw クラスターに属する遺伝子の発現を同

時に抑制することが出来るのではないかと考えた。さらにこの配列を query として

mouse refseq 遺伝子を対象とした BLAST 検索を行った結果、Fbxw クラスター外の遺

伝子が持つ相同な配列においては最少でも 5 塩基の mismatch が存在していたため、

off-target 効果がおこる可能性も高くないと考えられた (Naito 2004)。そこでこの 19 塩

基の配列に対する siRNA を設計し (表 3)、12 日齢のマウスより得た GO-顆粒膜細胞

複合体中の GO へ顕微注入し、12 日間の IVG により GV 卵を得て、Fbxw クラスター

遺伝子の発現変化について逆転写 PCR による解析を行った。その結果、クラスターに

属するすべての遺伝子において、siRNA-IVG による mRNA レベルでの発現抑制が

観察された (図Ⅲ-1 A)。そこで、この実験系を用いて Fbxw クラスター遺伝子の卵成

長への影響を解析した。具体的には、siRNA-IVGにより得られたFbxwクラスター遺伝

子発現抑制卵、コントロール siRNA 注入卵及び siRNA 未処理卵それぞれの写真を
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撮影し、画像解析ソフト Image J を用いてその面積を測定し比較を行った。その結果、

各実験群の卵の面積に変化は見られなかった (図Ⅲ-1 B)。このことから Fbxw クラスタ

ー遺伝子は、少なくとも出生後 12 日齢以降の卵成長に必須では無いことが明らかとな

った。 

 

Fbxwクラスター遺伝子の減数分裂への関与  

 次に、Fbxw クラスター遺伝子の減数分裂への関与を明らかにするため、Fbxw クラス

ター遺伝子発現抑制卵へ減数分裂の再開を誘導しその後の変化を観察した。IVG の

結果得られる FGO はその周囲に存在する卵丘細胞と複合体を形成しており、この中

で卵は卵丘細胞から供給される cAMP の働きによって細胞周期が停止され、第一減

数分裂前期にとどまった状態にある (Tay J 2000)。そこで IVG により得られた複合体

から卵丘細胞を除去することで卵細胞への cAMP 供給を遮断して減数分裂の再開を

誘導し、引き続いて起こる卵核胞崩壊と第一極体の放出について観察を行った。

Fbxw クラスター遺伝子発現抑制卵、siRNA 未処理及びコントロール siRNA 処理卵に

おける減数分裂の進行を観察した結果、いずれの実験群においても卵核胞崩壊は観

察されたものの、Fbxw クラスター遺伝子発現抑制卵においてはその後の第一極体が

放出されないことが明らかとなった (図Ⅲ-2 A、B)。また減数分裂再開誘導後 24 時間

まで観察を継続したところ第一極体の放出は見られなかったことから (データ非掲載)、

この現象は減数分裂の遅延ではなく停止であることが明らかとなった。以上の結果より、

Fbxw クラスター遺伝子は第一減数分裂において何らかのかたちで第一極体放出に

関与している可能性が示された。 
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Fbxwクラスター遺伝子発現抑制卵における減数分裂調節機構の解析  

 前述の実験により明らかとなった Fbxw クラスター遺伝子発現抑制卵における第一極

体放出異常の原因を明らかとするため、Fbxw クラスター遺伝子発現抑制卵における

減数分裂制御機構の変化について解析を行った。減数分裂が進行し第一極体が放

出されるためには核膜消失に続いて染色体が凝集し、紡錘体が形成される必要があ

る。そこでまず始めにこの点に着目し、Fbxw クラスター遺伝子発現抑制卵における染

色体と紡錘体の構造について免疫染色法により解析を行った。染色体の凝集を DAPI

染色により、紡錘体の形成をα-tubulin の染色により観察した結果、いずれの実験群

においても染色体は正常に凝集し、紡錘体の形成にも差異は観察されなかった (図

Ⅲ-3)。そこで次に、MPF 活性に着目した解析を行った。卵における減数分裂の再開

と進行は MPF の活性により制御されており、MPF の活性化により GVBD が誘起され、

染色体が凝集する。そして、その一時的な活性の減少が第一極体の放出に必要であ

ることが知られている (Adhikari 2014)。そこでこれら減数分裂の進行に伴う MPF 活性

の変化について、H1 kinase assay により解析した。その結果、減数分裂再開時の MPF

活性化はコントロール siRNA 処理卵、Fbxw クラスター遺伝子発現抑制卵ともに観察さ

れたものの第一極体放出前に起こる一時的な不活性化は Fbxw クラスター遺伝子発

現抑制卵において観察されず、さらに活性が上昇し続けていることが明らかとなった 

(図Ⅲ-4)。この結果より Fbxw クラスター遺伝子の発現が抑制された卵細胞中では第一

極体の放出に必要な MPF 活性の不活化が起こらず、正常な減数分裂の進行に必要

な MPF 活性の制御に異常が生じており、これが原因で第一極体が放出されなかった

と考えられる。 
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考察  

	 Fbxwクラスターについては、その存在自体は知られているものの、そこに属

する遺伝子が持つ機能については全く未知の状態が続いていた。そのような中

で昨年、クラスターに属する Fbxw15遺伝子の機能について解析を行った論文が

一報、報告された。histone acetyltransferase binding to origin recognition complex 

(HBO1)	 はエピジェネティクな変化を介して細胞周期の制御に関わる histone 

acetyltransferase familyの一員であり、体細胞分裂において G1期後期にヒストン

H3及び H4をアセチル化することで DNA複製に関与する因子である。細胞周期

の進行には適切な時期に HBO1 が分解されることが必要であるが、その反応を

担う因子がそれまでに明らかとなっていなかったため、筆者達は細胞周期の調

節機構として頻繁に用いられる UPPに着目し、様々な F-boxタンパク質を細胞

に過剰発現し HBO1の分解が見られる因子を探索した。その結果、Fbxwクラス

ターに属する FBXW15が HBO1に直接結合し、その分解に関与する能力を有し

ていることを明らかにした (Zou et al., 2013)。また、この論文中では同じクラス

ターに属する Fbxw14の強制発現では HBO1の分解は見られず、同一クラスター

に属する遺伝子が異なる機能を持つ可能性を示している。しかしながらこの研

究にはいくつかの問題点が存在する。まず、使用している細胞における Fbxw15

の発現量に問題がある。筆者らはマウス肺上皮細胞を実験試料として用いてお

り、qRT-PCR により Fbxw15 の発現が見られたと報告している。しかしながら

本研究において行った発現解析の結果、肺組織では Fbxw15の発現は見られなか
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った。これを裏付けるかのように、筆者らが本論文中で行った実験はほぼ全て、

Fbxw15の過剰発現によって行われている。これでは行った実験から真に内在性

を反映した結果が得られているか、疑わしい。さらに、強制発現以外に内在性

Fbxw15に対する shRNAを用いた解析も行っているものの、その shRNAの配列

は論文中に明記されておらず、どのような shRNAを使用したのかが不明である。

F-boxを持つ遺伝子は数多く存在しているため、もしもこの領域に標的を設定し

た shRNAである場合、副作用についての検討を行う必要があり、この点につい

ての考慮が不足している場合、他の F-boxタンパク質の発現も抑制してしまいそ

の結果を観察してしまう可能性もある。さらには、発現が非常に低い細胞を用

いて行った発現抑制実験によって得られた結果が信頼するに足るものであるか

は疑問である。以上より Fbxw15が持つ機能についての報告は信憑性が低く、依

然として Fbxw クラスター遺伝子の機能については未解明の状態が続いている

といえる。 

	 そこで、本章では Fbxwクラスター遺伝子の減数分裂への関与とその機能を明

らかとするため、クラスターに属する全遺伝子に共通した配列に対する siRNA

を設計し、in vitro growthの実験系を用いて発現抑制実験を行った。その結果、

卵成長期における Fbxw クラスター遺伝子発現抑制は卵減数分裂再開後の第一

極体放出異常を生じることが明らかとなった。またその卵内ではMPF活性制御

の異常が生じていることも明らかとなった。この時期にMPF活性の制御を担う

因子として Anaphase Promoting Complex/ Cyclosome (APC/C) が知られている 

(Pesin et al., 2008)。 

	 	 	 APC/C は体細胞及び減数分裂において機能するユビキチンライゲースで
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あり、異なる相互作用因子と結合することで様々な因子を標的として分解する

ことが知られている (Peter 2006, Pesin et al., 2008)。卵成長終了後の成長卵におい

て APC/Cは CDH1と複合体を形成し、CYCLIN Bを分解することでMPF構成を

阻害し、減数分裂の進行を抑制している。その後、卵核胞崩壊後に APC/C-CDH1

はその標的を CDC20 に変更し、これを分解することで CDC20 を活性サブユニ

ットとして CYCLIN B分解に働く APC/C-CDC20の機能を抑制し、MPFの活性

化を行う (Reis et al., 2007)。しかしながらこの時の細胞内では spendle assembly 

checkpoint (SAC) が機能し、MAD2が APC/C-CDC20の活性サブユニットである

CDC20 に結合することで、紡錘体形成が正常に終了するまでの間、

APC/C-CDC20の働きは抑制されている (Homer et al., 2005)。その後、紡錘体の

形成が完了すると SACがオフとなり、APC/C-CDC20が活性化されて CYCLIN B

が分解される。このことから、Fbxw クラスター発現抑制卵においては

APC/C-CDHⅠの不活化やMAD2の CDC20からの解離など、APC/C-CDC20を活

性化するために必要な反応が起こらなかったことが原因である可能性が考えら

れる (図Ⅲ-5)。F-boxドメインを持つ Fbxwクラスター遺伝子がこれらの因子に

直接結合して分解に関与しているのか、他の因子の分解を介した制御を行って

いるのか、はたまたユビキチン化とは全く異なる機能によってその制御を行っ

ているかは現時点で全く不明である。今後、Fbxwクラスター遺伝子の相互作用

因子の探索などにより、詳細な解析が行われることが期待される。 

	 また、クラスター遺伝子の１つである Fbxw15は、出生後 24時間の雌マウス

卵巣中で既に発現が上昇していることが示唆されている (Chesnaye et al., 2008)。

このことから、より早い時期の卵形成過程においても、Fbxwクラスター遺伝子
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が何らかの機能を有している可能性が考えられる。今回用いた in vitro growthの

実験系ではこの時期の発現抑制は不可能であるため、例えば Zp3 遺伝子のプロ

モーターなどを使用したコンディショナルノックアウトの作製•解析を行うこ

とで、Fbxwクラスター遺伝子が卵形成過程全般にわたって担う機能の全容を明

らかにすることが出来るであろう。 
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総括  

	 本研究ではマウス卵減数分裂に関与する因子を新たに探索、同定する目的で

実験を行った。そのために採用した手法が RNA-seqによる卵•初期胚におけるト

ランスクリプトーム解析結果を用いた探索法であり、今回は減数分裂がおこる

卵、1細胞期胚において減数分裂に関与する因子がとり得る発現プロファイルを

想定し、それに沿った解析基準を設定することで候補となる遺伝子の絞り込み

を行った。この方法は、従来、一般的に行われてきた、細胞でのある変化に着

目してそれに関与する因子の探索を行う研究とは逆に、大きな細胞現象に着目

してそれに関係する可能性を持った因子を網羅的に探索した後に、それぞれの

ピースがはまる部分を明らかにする方法であり、各遺伝子の発現量が正確に与

えられる RNA-seq を用いた絞り込みによって初めて可能となる方法である。そ

の実験的な正当性は今回、絞り込みにより得られた候補遺伝子の中に卵特異的

に発現、機能することが既に明らかとなっている遺伝子が多く含まれていたこ

とからも明らかである。 

	 	 	 今回行った新規遺伝子探索方法の独自性の高い点としてもう１つ、“卵特

異的”という特徴に加えて減数分裂機構に関与する因子が持つであろう遺伝子

発現における特徴（”受精後の急激な mRNA 分解”）を組み合わせて絞り込みを

行った点である。これまでに“卵特異的”という単独の選択基準を用いて因子

の探索を行う研究は数多く行われている。しかしながら、その方法では探索の

結果得られる解析候補が膨大な数にのぼり、かつ対象が持つ性質が漠然として
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いるため、効果的な探索とはいえない。そこで、同定したい遺伝子が持つ複数

の特徴に着目することで、より焦点を絞った検索が可能となる。またこの方法

では異なる特徴に着目することで新たな検索を展開することが出来る。例えば、

減数分裂に関わる母性 mRNAが受ける特徴的な制御として翻訳調節が存在する。

これは、転写活性を持たないために転写を介した時期特異的発現制御を行うこ

とが出来ない卵母細胞に蓄積された mRNAの中から、その時期に必要な因子を

選択的に翻訳する機構であり、そのために用いられている機構が細胞質中での

mRNAのポリアデニル化である (Bermseok et al.,2000, Piccioni et al., 2005, Meijer 

et al., 2007)。この翻訳制御に必要な配列として、Cytoplasmic Polyadenylation 

Element (CPE) が知られている。CPEはポリ Aが伸長される mRNAの 3’UTR領

域内に存在する配列であり、ここに CPEBと呼ばれる RNA結合タンパク質が結

合することで、mRNAへの細胞質ポリアデニル化機構が働き、ポリ A鎖が伸長

され翻訳が促進される (Vilalba et al., 2011)。このことから、卵において高発現し

受精後に急激な分解を受ける母性 mRNAであり、さらに 3’ UTRに CPEを持つ

遺伝子を探索することで、今回の解析では得ることが出来なかった、減数分裂

に関与する因子を新たに同定することが可能となるかも知れない。このように、

本研究において採用した手法は卵及び初期胚における新規遺伝子の同定法とし

て汎用性があり、今後の活用が期待される。 

	 今回解析の対象とした Fbxw 遺伝子のクラスターは他の生物種では見られず、

マウスゲノム上にのみ存在しており、なぜこのような遺伝子増幅がマウスでの

み起きたかは非常に興味深い問題である。マウス Fbxwクラスターに属する遺伝

子の配列を他の生物が唯一持つ Fbxw12の配列と比較した結果、ほぼ全ての生物
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種の Fbxw12においてマウス Fbxw12が最も高い相同性を示したことから (デー

タ非掲載)、マウスに存在する Fbxwクラスターはこの Fbxw12が増幅されること

で形成されたと考えられる。一般的に同一の機能を持つ遺伝子が増幅される場

合、その遺伝子が持つ機能は生物の生存に必須であるもしくはその生存が有利

となるものが多い。例えば、感覚のうち匂いに依存することが多いマウスにお

いて、嗅覚受容体の数はヒトの約 1.5 倍以上存在することが報告されている

(Young et al., 2002)。またある種のウィルス性感染症に対する抵抗性遺伝子も、

ヒトでは 3 個の遺伝子がクラスターを形成しているのに対して、マウスでは 10

個の遺伝子が存在することが報告されている (Mashimo et al., 2003)。このことか

ら、Fbxwクラスター遺伝子が持つ機能はマウス個体の生存に重要な役割を担っ

ていることが示唆される。また、発現量に着目して見てみると、Fbxwクラスタ

ーに属する遺伝子の GO における発現量は非常に高く、クラスター外の遺伝子

の平均 Rpkm が 19 であるのに対して、クラスターに属する全 15 遺伝子のうち

RNA-seq による解析結果が得られた 11 遺伝子の平均値は約 145 となっている 

(データ非掲載)。この値は非常に高く、この事実からも Fbxwクラスター遺伝子

の発現とその機能の重要性が伺える。他の生物ではこの機能を担う他の遺伝子

が存在するのか、またマウスにおいては何らかの理由により単一の遺伝子から

大量に転写を行うことが不可能であるために遺伝子重複が起きたかを明らかに

するためにも、他の生物における Fbxw遺伝子の発現と機能解析が待たれる。 

	 受精前後の卵及び初期胚には未だその詳細な分子機構が明らかにされていな

い、生命科学的に重要な現象が数多く存在している。本研究をプロトタイプと

して様々な現象に関連する因子についての研究が行われ、生命の原点でありな
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がら現代においても未知の領域が多い卵及び初期胚についての理解が深まるこ

とが期待される。 
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材料と方法  

実験動物、材料と培地  

 本研究では東京大学動物実験実施マニュアルに従い、B6D2F1 (BDF1) 系統の雌

マウス (SLC Japan Inc., Shizuoka, Japan) より卵及び初期胚を採取した。また使用した

PCR プライマーは Life technologies Japan (Tokyo, Japan) またはグライナ−ジャパン 

(Tokyo, Japan) に合成を依頼した。 

 卵及び初期胚の培地は、以下の様に用意した。KSOM-HEPES 培地を除く各培地

は 35 mm のペトリディッシュにドロップを滴下してミネラルオイル (SIGMA-Aldrich, 

MO USA) で覆い、38℃、 5% 二酸化炭素条件下で予め 1 晩インキュベートした。ま

た KSOM-HEPES 培地はミネラルオイルを張らず、こと前のインキュベートも行わずに

そのまま使用した。 

 

卵の採取  

 成長期卵は 6 日もしくは 12 日齢の BDF1 雌マウスから採取した。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 et al., 1993) 中

においた。注射針を用いて卵巣の卵胞を破壊し、放出された成長期卵（growing 

oocyte; GO）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

くことで成長期卵を得た。成長卵は採卵 48 時間前に血清性性腺刺激ホルモン 

(ASKA pharmaceutical, Tokyo, Japan) 5 単位を腹腔内に注射した 8-12 週齢の雌マウ

スの卵巣から、0.2 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX; SIGMA–Aldrich) を含む
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KSOM-HEPES 培地中に成長期卵と同様の方法により採取した。 

体外受精  

 体外受精に使用するマウスには予め過排卵処理を行った。すなわち、3 週齢の

BDF1 雌マウスに 5 単位の血清性性腺刺激ホルモンを腹腔内注射し、その 48 時間後

にヒト絨毛性性腺刺激ホルモン (ASKA pharmaceutical) を 5 単位、同様に腹腔内投

与することで排卵を誘導した。この１６時間後に頸椎脱臼法によってマウスを屠殺して

開腹し、卵管膨大部から第 2 減数分裂中期 (metaphaseⅡ) にある成熟卵を 10 mg/ml 

Bovine Serum Albumin (BSA; SIGMA-Aldrich) を含む HTF 培地 (Quinn et al., 

1984) に採取した。この卵に対して、ICR 雄マウス (SLC Japan Inc, Shizuoka, Japan) 

の精巣上体尾部から採取し、受精能を獲得させるために予め HTF 培地で 2 時間前培

養した精子を加え、体外受精を行った。媒精 6 時間後に受精卵を KSOM 培地に移し

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や卵丘細胞を

除去し、実体顕微鏡下で前核を 2 つ有するものだけを選択して単為発生卵や多精子

受精卵をその後の解析から除いた。その後も KSOM 培地中で 37℃、5% 二酸化炭素

条件下で培養を継続し、1 細胞期 (受精後 13 時間) 、2 細胞期 (28 時間) 、4 細胞期 

(43 時間)、桑実胚期 (60 時間)、そして胚盤胞期 (96 時間) の各段階で初期胚を回

収、その後の解析に用いた。 

 

体細胞培養  

 NIH3T3 細胞の培養にはウシ胎児血清 (Fatal Bovine serum; FBS, SIGMA-Aldrich) 

とpenicillin/streptomycin （Gibco–BRL, Grand Island, NY, USA） を含むダルベッコ変

法イーグル培地 （Sigma–Aldrich） を、マウス胚性幹細胞である CGR-8 細胞には
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penicillin/streptomycin、非必須アミノ酸、2-mercaptethanol、ノックアウト血清リプレイス

メントと白血病阻害因子 （以上、全て Wako Pure Chemical Industriesより購入） を添

加した Glasgow minimum essential medium （Gibco–BRL） を用いた。細胞の培養は

37℃、5%二酸化炭素条件下で行い、コンフルエントに達した細胞は PBS (-) 

(Gibco-BRL) で洗浄した後に 0.25% trypsin-1 mM EDTA (Wako Pure Chemical 

Industries) で剥離し、遠心分離によって回収した。沈殿した細胞は新鮮な培地に懸

濁して単一細胞としてから新しい培養皿に播種し、維持した。その際、CGR-8 細胞は、

予め 1%ゼラチンで処理した培養皿へ播種した。 

 

逆転写-PCR 

 逆転写 (RT) -PCR に用いた卵、初期胚は 0.1 mg/ml BSA を含むリン酸緩衝液 

(Phosphate Buffered Saline; PBS、TAKARA Bio, Shiga, Japan) で洗浄後 400 μlの

ISOGEN （Nippon Gene Co., Toyama, Japan） に入れ、-80℃にて一時保存した。

脳、胸腺、心臓、肺、肝臓、腎臓、卵巣は 3週齢の BDF1系統の雌マウスより、

精巣は雄マウスより採取し PBSで洗浄後、400 μlの ISOGENに入れて-80℃に

て一時保存した。細胞株である NIH3T3、ES細胞は PBSで洗浄した後に ISOGEN

を培養皿に添加することで回収し、同様に-80℃で保存した。 室温に戻し 100 µl

のクロロホルムを加え激しく混合した後に 4 ℃で 5分間放置し、15,000 rpm、4 ℃

条件下で 15分間遠心を行うことで形成されるRNAの含まれる水層 （上層） 200 

µl を新しいサンプルチューブに移した。共沈剤として 20 µg/ml Ethachinmate 

（Nippon Gene Co.） を卵及び初期胚由来の RNAサンプルに 1 μlずつ加えし

っかりと攪拌した後、イソプロパノールを 200 µl加え、激しく攪拌した。4℃で
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30分間インキュベートした後、15,000 rpm、4℃で 15分間遠心し、RNAの沈殿

を得た。この沈殿を 500 µl の 70 ％エタノールで洗い、再び 15,000 rpm、4 ℃で

5分間遠心した。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、10 µlの RNase free waterを加えよく撹拌した。得られた total RNAサンプ

ルは 55℃で 10分間インキュベーションすることにより完全に溶解し、cDNA作

製に用いた。 

 cDNA作製のための逆転写反応には Prime script RT-PCR kit (TAKARA Bio) を

用い、手順は全て添付のプロトコールに従った。抽出した Total RNA 8 µlに 1 µl

の 10 mM dNTP Mixture、 oligo (dT) primerもしくは Random 6mer primer を加え、

全量を 10 µlとした。この混合液を 65 ℃で 5分間インキュベートして RNAの高

次構造を破壊した後に 8 μl を取り、4 µl 5×PrimeScript Buffer、0.5 µl RNase 

Inhibitor (40 U/µl) 、PrimeScript RTase 0.5 µl、DEPC処理水 5 µlを加え、よく混

合した。42 ℃で 30 min、95 ℃で 5分間反応させたのち温度を 12 ℃に下げ、軽

く遠心して反応液をチューブの底に集め、4 ℃で保存した。 

 作製した cDNAを鋳型とし、表 3に示す各遺伝子特異的プライマーを用いて半

定量 PCRを行った。方法は、2.5 µlの 10×PCR bufferと 2 µlの dNTP mix (2.5mM 

each) 、0.125 µlの ExTaq HS (TAKARA Bio)、1.25 µlの遺伝子特異的プライマー 

(sense•anti sense、10 µM each) を加え、全量が 25 µlとなるように滅菌蒸留水で

調製して PCR 反応液を作成した。PCR 反応は 【94 ℃, 2 分 → (94 ℃, 20 秒 

→58-60 ℃, 30秒 →72 ℃, 20秒) (括弧内を 25-36 cycleサイクル反復)】 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、2% ア
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ガロースゲルを用いた電気泳動により分離し、エチジウムブロマイド染色後に

UVトランスイルミネーターで可視化した。 

  リアルタイム PCRを行う際には上記の方法により作製した cDNA 1μlを鋳型

とし、12.5 μlの SYBR premix Ex Taq (TAKARA BIO) と 10 μMの各遺伝子特

異的 primerを forward、reverseそれぞれ 1 μlずつ添加した後に滅菌蒸留水を加

えて全量が 25 μl となるように混合液を作製した。これを Thermalcycler Dice 

Realtime systemⅡ (TAKARA BIO) にセットして反応•解析を行った。 

 

免疫染色  

 免疫染色に用いた各段階の卵及び初期胚は3.7％のパラホルムアルデヒド (PFA、

Wako Pure Chemical Industries) を含むPBS中で1時間固定した後に1 mg/ml BSAを

含むPBS (PBS/BSA) で洗浄し、次に0.5％ Triton X-100 (SIGMA-Aldrich) を含む

PBS/BSA中で15分間室温処理した。その後、PBS/BSAで100倍に希釈した抗α

-tubulin抗体 (T6074, Sigma-Aldrich) 溶液中に移し4°Cで１晩処理をおこなった。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 二次抗体を室温で60分間反応させた。PBS/BSAで洗浄後、卵

をVectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) に移して標本を作製した。

この時、DNA染色のために最終濃度3.3 µg/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。 
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Reporter gene assay 用 Luciferase vector の作製  

 Fbxw 遺伝子の卵における発現制御機構を明らかにするため、luciferase vector を用

いた reporter gene assay を行った。Fbxw クラスターに属する遺伝子のうち Fbxw12 をモ

デルとして選択しその転写開始点 (Transcriptional start site: TSS) 上流 1 Kilo base 

(Kb) の配列情報を UCSC genome bioinformatics より取得し、その情報を基に表 3 に

記載したクローニング用 primer を設計した (表 4)。この primer を用いて BDF1 系統の

マウス尾より採取•精製した genomic DNA を鋳型とし、TAKARA EX Taq HS を用いた

増幅を上記の方法により行った。PCR 反応液は 1% アガロースゲルを用いて電気泳

動を行い、1 Kb の位置に現れた PCR 産物のバンドをゲルごと切り出し Wizard SV Gel 

and PCR clean up system (Promega, WI, USA) を用いて PCR 産物を抽出した。

Luciferase 遺伝子をコードするプラスミドである pEluc-test vector (TOYOBO, Osaka, 

Japan) は制限酵素 XhoⅠ、EcoRⅤ (Thermo Scientific, MA, USA) を用いてそのマ

ルチクローニングサイトを切断することで線状化して使用した。具体的には 5 μg の

pELuc plasmid に 0.2 μl ずつの核制限酵素、5 μl の 10× Fastdigest buffer に滅菌

蒸留水を加えて総量が 50 μl となるように調製し、37℃で 1 時間処理をおこなった。

ゲルから抽出した PCR 産物も同様に XhoⅠ、EcoRⅤを用いて PCR により付加した末

端を切断し、線状化した pELuc-test vector と Ligation high (TOYOBO) と共に混合し、

16℃で１時間処理することで PCR 産物を plasmid vector に組み込んだ。反応後の

vector 1μl を 10 μl の E.coli DH5α コンピテントセル (TAKARA BIO) に添加し氷

上で 30 分間静置することで plasmid vector を取込ませ、42℃-４５秒間の熱処理の後に

SOC 培地を加えて培養し、L-carbenicillin (Novagen, Darmstadt, Germany) を含む LB
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寒天培地上に播種して 37℃で 1 晩培養を行った。培養後、寒天培地状に形成された

コロニーを鋳型としてコロニーPCR を行い目的とする Fbxw12 遺伝子 TSS 上流配列を

含む pELuc-test vector を持つ E.coli を選別し、この大腸菌を L-carbenicillin を含む液

体培地中で 1 晩震盪培養した。培養により得られた E.coli は遠心分離によって集菌し

た後に GeneElute Plasmid miniprep kit (SIGMA-Aldrich) を用いて plasmid を抽出し、

BigDye Terminator Cycle sequencing kit (Applied Bio systems, CA, USA) を用いた

PCR の後に Big Dye XTerminator purification kit (Applied Bio systems) を用いて

PCR 産物を精製し、3130xL Genetic Analyzer (Applied Bio systems) により DNA 配列

を解析し組み込んだ目的配列に変異が無いことを確認した。 

 作製された Fbxw12 TSS 上流 1 Kb の配列を含む pELuc-test vector (Fbxw12-Luc) 

を鋳型として各転写因子結合配列に変異を持つ plasmid vector を作製する際には、

PrimeSTAR Mutagenesis Basal kit (TAKARA BIO) を用いた inverse PCR を行った。

25 μl の PrimeSTAR Max mix に 1 μl の 10 pg/μl Fbxw12-Luc、そして表 4 に記し

た各変異導入用 primer を 1 μM に調製した溶液を 5 μl ずつ加え、滅菌蒸留水を

用いて全量が 50 μl となるよう調製した。この反応液を 【（98℃, 10 秒 → 55℃, 10

秒→ 72℃, 60秒） （括弧内の反応を36回反復）】 のプログラムで反応させ、得られた

PCR 産物を 2%アガロースゲルによる電気泳動で分離し、目的の位置に現れたバンド

を上述した方法によりゲル抽出することで、変異を含む Fbxw12-Luc を得た。この

plasmid vector 溶液 1 μl を用いて E.coli の形質転換及び plasmid vector の抽出、

DNA sequencing をおこない、各転写因子結合配列に変異が導入されたことを確認し

た。作製された Fbxw12-Luc、転写因子結合配列に変異が導入された各 Fbxw12-Luc

及びコントロールとして使用した、初期胚特異的発現を示す Tktl1 TSS 上流 227 b の配
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列を含む pELuc-test vector (Tktl1-Luc、Hamamoto et al., 2013)、転写制御配列を持た

ない pELuc-test vector (no-promoter) は 400 ng/μ l に、内部補正に使用する

Thymidine kinase vector は 800 ng/μl となるよう滅菌蒸留水を用いて調製し、-20℃で

保存した。 

 

Reporter gene assay  

 Fbxw 遺伝子の転写活性を測定するための reporter gene assay は、12 日齢の雌マウ

スより採取した GO 及び受精後 26 時間の 2 細胞期胚 (2-cell) を用いて行った。作製

した各種 pELuc-test vector と Renilla vector は同量ずつ混合し borosilicate glass 

capillaries （GC100 Tf-10, Harvard Apparatus Ltd., Kent, UK） に入れ、Inverted 

microscope （ECLIPSE TE300, Nicon Corporation, Tokyo, Japan） に設置した

micromanipulator （Narishige Co., Ltd., Tokyo, Japan） に接続した。キャピラリー

中に入れた plasmidは microinjector （IM300, Narishige Co., Ltd., Tokyo, Japan） に

より窒素ガスの圧力で押し出すことで、GOの核もしくは 2-cellのうち一方の割

球が持つ核へ顕微注入した。顕微注入を行った卵は 5% FBSと 10 ng/ml epidermal 

growth factor (EGF; Sigma Aldrich) を含むα-MEM培地 (Gibco-BRL, NY, USA) 

中で、2-cellは KSOM培地中で 6時間培養した後に PBS/BSA 中で洗浄し、10 個

の GO もしくは 2-cell を 25 μl の PBS/BSA 中にサンプリングし、-80℃で保存した。 

 GO 及び 2-cell 中で発現した Luciferase の活性は Emerald Luc Luciferase assay 

Reagent を、内部補正となる Renilla は Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega) を用いて測定を行った。 
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強制発現用転写因子のクローニング  

 転写因子過剰発現下での reporter gene assay に供するため、Hsf-1、 Hsf-2 及び

Pbx-1 (variant a、 variant b) のクローニングを行った。5 μl の 10×Buffer for KOD –

plus-と 2 mM dNTPs へ 2 μl の 25 mM MgSO4、1 μl KOD –plus-、マウス成長卵より

調整した cDNA に 1.5 μl の表 4 に記した各 primer を 10 μM に希釈して加えた後

に滅菌蒸留水を用いて 50 μl とるよう調整し、以下の反応で PCR を行った【94 ℃ - 2

分 → (98 ℃ - 10秒 → 60 ℃ - 30秒 →68 ℃ - 1分 30秒) (括弧内を 35サイクル反

復)】。得られた PCR 産物は上述の方法に従ってゲル抽出を行った後に、Hsf-1•

Hs-2の PCR産物及びこれらを組み込む pcDNA3.1 EGFP- PolyA vector (Yamagata 

2005) は EcoRⅠにより、Pbx-1については HindⅢおよび EcoRⅠを用いて制限酵

素処理を行った後にライゲーション、トランスフォーメイションを行った。さ

らに、得られたコロニーを用いたコロニーPCR及び DNAシークエンシングを行

い、各転写因子のコード領域が正しく組み込まれた plasmidを得た。 

	 得られた各 plasmid vectorを鋳型として in vitro transcriptionによる cRNA合成

を行った。各 plasmid vectorを XhoⅠ処理によって線状化し、これを鋳型として

mMESSAGE mMACHINE T7 kit (Ambion, TX, USA) を用いて cRNAの転写を行

った。その際の反応は kitに添付された説明書の指示に従って行った。得られた

cRNA は説明書に記載されたプロトコールに従ってリチウムクロライド沈殿に

よる精製を行った後、実験に使用する各濃度に調整して-80℃に保存した。 

 

転写因子強制発現下での reporter gene assay 
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 前述の方法によって作製した Hsf-1、 Hsf-2 及び Pbx-1 各 variant をコードする

mRNA を用いて reporter gene assay を行った。250、500、あるいは 1000 ng/μl に調整

した各 mRNA 及び 1000 ng/μl の GFP mRNA を 12 日齢の BDF1 雌マウスより採取し

た成長期卵細胞質に顕微注入した後に10時間、α-MEM培地中で培養することで転

写因子を過剰発現させた。この成長期卵核質中へ Fbxw12-Luc を顕微注入しさらに 6

時間培養を行った後、上述した方法により Luciferase 活性を測定した。 

 

卵形成期における各転写因子および Fbxw クラスター遺伝子の発現抑制  

 卵成長期における発現抑制を行うため、siRNA を用いた in vitro growth の実験系に

よる発現抑制を行った。注射針を用いて 12 日齢の BDF1 系統雌マウス卵巣から卵胞 

(顆粒膜細胞と成長期卵の複合体) を採取し、 5% FBS、 500 μg/ml インスリン、0.1 

IU/ml 血清性性腺刺激ホルモン、5 ng/μl セレニウム、そして 5 μg/μl トランスフェリ

ン （以上全て Sigma–Aldrich より購入） を含む Alpha + Glutamax 培地 (IVG-MEM

培地、Gibco–BRL) に移して約 1 時間培養した。その後、 (1). 卵胞外殻に傷が無く、

成長卵周囲に 1、2 層の顆粒膜細胞層を持つこと、 (2). 円形で成長期卵が中央に位

置していること、そして (3). 卵胞の直径が 100-130 μm であることを基準として質の

高い卵胞を選別し (Pesty et al., 2007, Inoue et al.,2010)、顕微注入を行った。実験に

使用した Fbxw クラスター遺伝子、Hsf-1、Hsf-2及び Pbx-1 に対する siRNA およびコ

ントロールとして使用した GFP に対する siRNA (配列は表 5 に記載) はそれぞれ

RNase free water を用いて 10 µM に調整し、reporter gene assay と同様の装置•方法に

よって卵胞中の成長期卵細胞質へ顕微注入した。インジェクション終了後の卵胞

は IVG-MEM 培地で約 1 時間培養した後にインジェクション前の選抜と同様の
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基準により再び質の高い卵胞のみを選び、50 µlの IVG-MEM培地ドロップに各

6~7個ずつ移し、卵胞同士が接着しないようにドロップ中に静置して 12日間培

養を行った。この間、2日おきに各ドロップの半量を新鮮な培地と交換した。培

養を終えた時点での卵の内径を 2カ所測定し、卵成長率の解析を行った。また、

ガラスピペットを用いたピペッティングにより卵丘細胞を剥離した後にα

-MEM 培地に移し、18 時間培養を行うことで減数分裂の再開を誘導し観察を行

った。 

 

H1 kinase assay 

  MPF の活性を調べるため、MPF の本体である CDK1 のタンパク質リン酸化酵素活

性を調べた。基質として、CDK1 に比較的特異性の高いヒストン H1 を用いた。減数分

裂再開を誘導後各時間における卵 15 個を 50 mM Tris-HCl、15 mM MgCl2、 5 mM 

EGTA1%、20 μg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride (以上、全てSIGMAより購入) 及

び 5 μl/ml protein kinase inhibitor (Roche, Basel, Switzerland) 及び 1% NP-40 

(Nacalai,Kyoto, Japan) を含む H1 kinase assay reaction buffer 13 μl 中にサンプリン

グし、-80℃で凍結した。氷上で融解した後に基質となる 1 mg/ml histone H1 (SIGMA, 

P0300-1MG) を 2 μl 及び 3.33 μM ［γ-32P］ ATP (10 mCi/ml、PerkinElmer, 

NEG002A) 1 μl を添加し、30℃の温浴において 15 分間反応させた後に 8 μl の 4

×sample buffer (0.25 M Tris-HCl (pH6.7)、30% glycerol、0.15% bromophenol blue、

4% Sodium dodecyl sulfate、10 % β-mercaptoethanol) を加えて 3 分間煮沸すること

で kinase 反応を停止した。この反応液を 10% SDS 変性 acrylamide gel 中で分離した

後に CBB 染色と脱色を行い、30 KDa 付近に H1 のバンドが存在することを確認した。
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得られたゲルはゲルドライヤーを用いて乾燥させた後に Carestream Kodak BioMax 

XAR Film (Kodak, NY, USA) に 10 時間室温で感光させた後に現像し、

32P-ATPの取り込み量を可視化した。得られたフィルム中のバンドのピク

セル数を画像解析ソフト Image J (National Institutes of Health, USA) により測

定し、グラフに表した。 
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