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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳動物受精卵のエピジェネティク・リプログラムに対するユビキチン
－プロテアソーム分解系（UPS）的に生殖細胞に終末分化した卵細胞から受精によって分化全能性を持つ受精卵
が形成されるエピジェネティク・リプログラムの分子制御機構に関する知見を獲得した。その結果、UPSに依存
した母性タンパク質の分解によって卵母細胞中の転写因子の機能が抑制される分子機序が受精によって受精卵が
全能性を持つ細胞になる母性-胚性移行期に機能している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：During the maternal-to-zygotic transition (MZT), maternal mRNAs and proteins
 are degraded and numerous genes are zygotically activated. We have previously shown that the 
transient inhibition of ubiquitin-proteasome system (UPS) after fertilization leads to a delay in 
the initiation of zygotic transcription and impaired full-term development in mouse. These results 
suggest that the degradation of maternal proteins by UPS during MZT is crucial for developmental 
reprogramming. However, the maternal proteins, which are degraded by UPS during MZT and can 
contribute to the zygotic transcription and normal development, have not been identified. In this 
study, we identified such maternal proteins, which is involved in the SUMO modification, and 
screened several candidates by examining the effects of their overexpression on preimplantation 
development of mouse embryos. These results suggests that a nuclear SUMO ligase is a candidate as 
maternal proteins degraded by UPS during MZT.

研究分野： 分子発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物では、受精後に母性から胚性に移

行する時期（maternal-to-zygotic transition、 
MZT）のエピジェネティック・リプログラミ
ングを経て、生殖細胞に究極に分化した卵か
ら動物個体を構成する全ての細胞に自律的
に 分 化する こ とので き る分化 全 能 性
（totipotency）を持つ受精卵が形成される
（Stitzel & Seydoux, Science 316:407-408 
[2007]）。この MZT において、母性 mRNA
分解・母性タンパク質分解・胚性遺伝子の活
性化が協働することが受精卵のエピジェネ
ティック・リプログラミングに重要であると
考えられている（Li et al., Development 
137:859-870 [2010]）。しかしながら、受精卵
が形成されるエピジェネティク・リプログラ
ムに対する母性 mRNA 分解・母性タンパク
質分解・胚性遺伝子の活性化の詳細な関与機
構は未だ不明である。 
これまで、我々は、その分子制御機構は明

らかになっていないものの、マウス初期胚の
胚性遺伝子活性化の開始にユビキチン－プ
ロテアソーム分解系（UPS）が関与すること
を初めて報告した（Shin et al., J Reprod Dev. 
56:655-663 [2010]）、また、マウス初期胚の
MZT において 20S プロテアソーム形成に重
要な役割を果たすシャペロンタンパク質を
新規に同定し、受精卵における母性タンパク
質分解には体細胞と異なる 20S プロテアソ
ーム形成機構が存在することを初めて明ら
かにしている（Shin et al., Biology Open 
2:170-182 [2012]）。これらのことは、ユビキ
チン－プロテアソーム分解系（UPS）による
母性タンパク質分解が受精後のエピジェネ
ティク・リプログラムにおいてクロマチンリ
モデリングに関与し、その後胚性遺伝子の活
性化が開始する機構が存在する可能性を示
唆する。事実、培養細胞でヒストン脱メチル
化酵素 JMJD2A(JHDM2A)はプロテアソー
ム分解系で分解されることからエピジェネ
ティックとユビキチン－プロテアソーム分
解系（UPS）との関連性が認められ（Kooistra 
et al., Nature Review 13:297-311 [2012]）、
またヒト胚性幹細胞（ES 細胞）の幹細胞機
能維持にはプロテアソーム分解系が重要な
役割を持つことが報告されている（Vilchez 
et al., Nature 488:304-308 [2012]）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、哺乳動物受精卵のエピジェネ

ティク・リプログラムに対するユビキチン－
プロテアソーム分解系（UPS）的に生殖細胞
に終末分化した卵細胞から受精によって分
化全能性を持つ受精卵が形成されるエピジ
ェネティク・リプログラムの分子制御機構に
関する知見を獲得する。 
特に、哺乳動物受精卵のエピジェネティ

ク・リプログラムに対するユビキチン－プロ
テアソーム分解系（UPS）の意義とその関与
機構を明らかにするため、プロテアソーム分

解系によってどのような種類の母性タンパ
ク質が選択的に分解され、その分解される母
性タンパク質が受精直後の DNA 脱メチル化
やヒストン修飾に関与する分子機構を明ら
かにする。 

 
３．研究の方法 
（１）実験１：ユビキチン－プロテアソーム
分解系（UPS）により選択的に分解される母
性タンパク質群の同定 
ユビキチン-プロテアソーム分解（UPS）系

の標的となる母性タンパク質群を同定する
ために、[実験①]20S プロテアソーム複合体
のサブユニットタンパク質と相互作用する
タンパク質を卵巣及び卵母細胞 cDNA ライ
ブラリーを使った酵母 Two-hybrid system に
より探索した。具体的には、pGilda LexA ベ
クターに標的母性タンパク質の遺伝子を組
み込んだプラスミドの構築、同遺伝子を組み
込んだ pGilda-融合遺伝子を使った酵母菌株
(EGY48)の形質転換、pGilda-融合遺伝子を導
入し形質転換した酵母菌株（transformed 
EGY48）に卵巣あるいは卵母細胞 cDNA ライブ
ラリーを導入してダブルの形質転換株を作
製し、これらの形質転換株を選択培地の
SD/Gal/Raf(-UHTL)X-Gal,BU-salt 液体培地
で培養して、相互作用を示す形質転換株の選
択、形質転換株からの相互作用を示すタンパ
ク質をコードする遺伝子の単離、BLAST 等に
よるデータベース検索から20Sプロテアソー
ム複合体のサブユニットタンパク質と相互
作用すると考えられる候補遺伝子を標的と
する母性タンパク質群（以下、標的母性タン
パク質）として同定した。さらに、[実験②]
独自の獲得している卵母細胞のプロテオー
ム解析データに加えて、すでに公開されてい
る卵母細胞と2細胞期のプロテオーム解析デ
ータベースを統合し、これらのデータベース
を用いたバイオインフォマティクス解析よ
っても、標的母性タンパク質の同定を行った。 
 
（２）実験２：ユビキチン－プロテアソーム
分解系（UPS）の標的母性タンパク質群のエ
ピジェネティク修飾（ヒストン修飾・DNA メ
チル化等）における機能解析 
[実験①]標的母性タンパク質の過剰発現に
よる受精卵における標的母性タンパク質の
機能解析：蛍光標識した in vitro 転写 mRNA
の顕微注入による標的母性タンパク質の過
剰発現法を用いて、胚発生に関与する標的母
性タンパク質の機能解析を行った。 
[実験②]標的母性タンパク質の mRNA 及びタ
ンパク質の発現プロファイルの検討：標的母
性タンパク質については、mRNA レベルでの発
現プロファイルを獲得した。同時に、受精前
後の初期胚における発現プロファイル解析
を Western blot 解析・免疫細胞化学的解析
により実施した。 
 
（３）実験３：標的母性タンパク質によって



オープンクロマチン構造に変換されるDNA領
域の特定 
 標的母性タンパク質をノックアウトマウ
スの受精卵と野生型マウスの受精卵を用い
て、標的母性タンパク質抗体を用いたクロマ
チン免疫沈降シークエンス（Cip-seq.）法に
よって、オープンクロマチン構造に変換され
ている DNA 領域を検出する。各マウスから得
た受精卵を formaldehyde で処理してタンパ
ク質とDNA間ならびにタンパク質相互間をク
ロスリンクさせ、次に溶解して得た初期胚の
クロマチンを超音波処理により約 200～500 
bp 程度の DNA サイズに切断する。この調整し
た可溶性クロマチンを、標的母性タンパク質
やそれと相互作用するタンパク質の抗体で
免疫沈降後、次世代シークエンサーによって
解析し、データベースにより当該領域におけ
る遺伝子群を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）実験１：ユビキチン－プロテアソーム
分解系（UPS）により選択的に分解される母
性タンパク質群の同定 
[実験①]マウスMII期卵母細胞のcDNAラ

イブラリーを使って酵母ツーハイブリット
システムによって 20S プロテアソーム複合
体のサブユニット Rpn11 のコードするマウ
ス PSMD14 タンパク質と相互作用する候補
因子を同定し、さらに[実験②]MII 期卵母
細胞で発現しているが、受精後にその発現
量が減少する母性タンパク質で、且つユビ
キチン修飾されているタンパク質のリスト
化を既報データリスト及び公共データベー
スからバイオインフォマティクス解析によ
り行った。[実験①]及び[実験②]の結果リ
ストアップされたタンパク質群（474 個）
は、受精後にユビキチン修飾を受けて UPS
によって分解する母性タンパク質の候補と
なりうると考えられた。さらに、これら候
補タンパク質をコードする遺伝子について
遺伝子オントロジー解析と ZGA との関連性
から転写制御に関与する因子で MII 卵母細
胞から受精卵の mRNA プロファイルによっ
て絞り込みを行った結果、最終的に標的母
性タンパク質の候補として合計 8個の遺伝
子を同定した。 
 

（２）実験２：ユビキチン－プロテアソーム
分解系（UPS）の標的母性タンパク質群のエ
ピジェネティク修飾（ヒストン修飾・DNA メ
チル化等）における機能解析 
[実験①]8 個の標的母性タンパク質の候補遺
伝子について蛍光標識発現ベクターを構築
し、各候補遺伝子の過剰発現が初期胚の発生
に及ぼす影響を検討した。その結果、過剰発
現によって 2細胞期から 4細胞期への発生が
阻害する標的母性タンパク質の遺伝子1個を
同定した。この遺伝子産物は、アルギニン残
基のメチル化による SUMO リガーゼ活性を持
つタンパク質であり、その機能によって転写

因子の機能阻害に関与していることが予測
された。そこで、当該候補遺伝子の SUMO リ
ガーゼ活性に関するドメインを変異させた
蛍光標識過剰発現ベクターを受精に導入し
た結果、野生型が持つ初期胚発生に及ぼす影
響が観察されなかった。 
[実験②]この候補遺伝子は、卵母細胞では
mRNA レベルで高い発現量を示すが、受精後急
激に発現量が減少することが明らかになり、
また当該タンパク質は GV 期の卵母細胞や 1
細胞期において、核に局在することが観察さ
れた。以上のことから、UPS が関与するマウ
ス受精卵のエピジェネティック・リプログラ
ミングの分子制御機構として、ユビキチン－
プロテアソーム分解系（UPS）依存した母性
タンパク質の分解によって卵母細胞中の転
写因子の機能が抑制されることで全能性を
持つ細胞としての転写制御機構が確立され
る可能性が示唆された。 
 
（３）実験３：標的母性タンパク質によって
オープンクロマチン構造に変換されるDNA領
域の特定 
 実験１及び実験２の結果から、受精卵が全
能性を獲得する分子機構の一つとして、卵母
細胞中の転写因子がビキチン－プロテアソ
ーム分解系（UPS）によって分解されるプロ
セスが存在する可能性が示唆された。そこで、
アルギニン残基のメチル化による SUMO リガ
ーゼ活性を持つタンパク質の標的となる
SUMO 修飾されるタンパク質の同定を、卵母細
胞で転写因子として機能する遺伝子群で且
つ SUMO 修飾を受ける遺伝子の同定を公共デ
ータベースからバイオインフォマティクス
解析によって複数個同定した、現在、これら
の転写因子が結合するクロマチン領域の同
定を行っている。今後、これらの結果から、
受精卵の分化全能性獲得に関連してクロマ
チン構造が変換されるDNA領域の同定が期待
される。 
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