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研究成果の概要(和文):生 物個体を構成する200種 類以上の細胞に自律的に分化できる能力(全

能性)を 持っ細胞は受精卵 と一部の初期胚に限定 されている。 しかしながら、全能性の分子制

御機構は、未だ解明されていない。本研究では、未受精卵 ・受精卵 ・初期胚の経時的な差次的

プロテオーム解析により、全能性の獲得 ・維持 ・喪失 と関連すると考えられる時期に発現量が

変化するタンパク質を同定 し、タンパク質の分子ネ ットワークの基礎的知見を獲得 した。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):Afterfertilization,erasureoftheoogenicprogramand

reprogrammingbyestablishingtheembryonicprogramsintototipotentzygoteare

co-ordinatelyregulated.However,molecularmechanismsunderlyingthereprogramming

processarenotwellunderstood.Understandingoftheinvolvementofproteinsinthe

degradationofmaternalmRNAandproteins,andalsotheonsetofZGAatthe

maternal-to-zygotictransitionhelpselucidatemolecularmechanismsgoverningthe

remodelingoftheoocyteintothetotipotentzygoteandmayalsohaveimplicationsfor

regulationofpluripotency.
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1.研 究開始当初の背景

受精によって獲得 される分化全能性は、生
殖生理学的に重要な生命現象 であるにもか

かわらず、分化 した細胞では発現 しない転写

因子Oct3/4の 関与以外、未だ充分に解明さ

れ ていない。近年、 内部細胞塊 よ り樹立 され

た胚性幹細胞(ES細 胞)の 分化多能性の維 持

に関与す る遺伝子 として、転 写因子Sox2や

Nanogが 同定 された。Oct3/4は 、胚盤胞期 に

お ける最初 の分化決 定(内 部細胞塊 と栄養 外



胚葉)に 関与 し、Nanogは 内細胞 塊や エ ピブ

ラス トの分 化 多能性 の維 持 とそ の後 の原 始

内胚 葉 へ の分化 に関与す る と考 え られ てい

る。さらに、ES細 胞 の分化 多能性 の維 持に関

わる遺伝子 として、stat3、klf4、c-mycな ど

がある。 しか しなが ら、DNAチ ップ を用いた

トランス ク リプ トー ム解析で は、分化 多能性

の維 持 に 関与す る これ らの遺 伝 子 の発 現 は

初期 胚 で は低 いか ほ とん ど発 現 してい ない

こ とが認 め られ た(WilhelmineN.etal.

ColdSpringHarbSympQuantBiol.73:

33-38.2008)。 したが って、分化全 能性 は、

多 能性 維持 の分 子機 構 とは別 の分子機 構 に

よって制御 され ている と考 え られて いる。

初期胚 ではmRNAと タンパ ク質の発 現が一

致 しない ケー スが 多い こ とも認 め られ てお

り、DNAア レイな どの網羅的な トランス ク リ

プ トー ム解析だ けでは、分化 全能性 の分子 制

御機 構 を解 明す る基 盤 とな る知 見 に迫 る こ

とが難 しいこ とが考 え られ る。一方 、我々は、

未受精卵 、1細胞期 、2細胞 前期 、2細胞 後期、

4細 胞期、8細 胞 期、桑実期 、胚盤胞期 の各

発 生段 階 の初期 胚 でプ ロテ オー ム解析 を行

った結果 、その主成分分析 よ り未 受精 卵で蓄

積 されてい る母性 タンパ ク質 は、受精後(1

細胞期)に は急激 に分解 ・修飾 され る こと(移

行期1)、2細 胞期 では胚性 遺伝 子の活性化 後

タンパ ク質 の変化(修 飾 あるい は分解)が 起

き(移 行期II)、 そ して桑実期 か ら胚盤胞 期

には さらに大規模 なタ ンパ ク質 の変化(移

行期 ㎜)が 起 きる現象 を見 出 した。

2.研 究の目的

本研究では、上記移行期1～ ㎜に特徴的な

発現プロファイルを示す タンパ ク質群 の同
定をさらに進め、その分子ネッ トワークに関

する知見を獲得 して、最終的に分化全能性 を

制御する分子機構の基礎的知見を集める。

3.研 究 の方法

【実験概要 】
全能性の獲得 ・維持 ・喪失の訓御機構の分子基盤の獲得

謡繍
分化全能性

1細胞期2細 胞期4細 胞期8細 胞期 桑 期 胚盤胞期

移行期1

全能性の獲得

移行期ll

全能性の維持確立

移行期lll

全能性の喪失

実験2:タ ンパク質の機能予測と発現の検証

①公共データベースを利用した機能予測とトランスクリプ トーム情報との統合解析

②各細胞におけるWesternbl。t解 析による発現の検証

本研究 では、上記の実験概要 に示す よ うに、

実験1:移 行期1～ 皿にお ける差次的プ ロテ

オー ム解析 、実験2:タ ンパ ク質の機能予測

と発現 の検証 、実験3:分 化全能性の獲得 ・

維持 に関す る分子ネ ッ トワー クの基盤構築

に関す る実験 を実施す る ことで、初期胚 の持

つ分化全能性 の分子制御機構 の基盤解 明に

向けた基礎 的知 見を獲得す る。 まず 、実験1

では、タンパ ク質 の移行期1(未 受精卵一1

細胞期胚)、 移行期H(4細 胞期胚一8細 胞期

胚)、 移行期 ㎜(桑 実期胚一胚盤胞期胚)に

お ける差次 的プ ロテ オー ム解析 を行 い、各移

行期 で発現量 が変化す るタンパ ク質 を同定

す る。次 に、実験2で は、公共デー タベース

を利用 した機能 予測 と トランスク リプ トー

ム情報 との統合解析 とともに、Westernblot

解析 に より初期胚 での発現 を検証す る こと

で、初期胚 にお けるタンパ ク質の機 能予測 と

発現 を検証す る。実験3で は、公共デー タベ
ー スに よる解析 あるいは酵母Two-hybrid

systemの 解析か ら、実験1・2で 同定 ・検証

したタ ンパ ク質 問の相 互作用 を明 らか に し、

分化全能性 の獲得 ・維持 ・喪失 に関す る分子

ネ ッ トワークを解 明す る。

4.研 究成果

これ まで、マ ウス着床前初期胚 を対象 と し

たDNAチ ップ を使 った網羅的 トランス ク リプ

トー ム解析 か ら、mRNAレ ベル にお けるダイナ

ミックな遺伝子発現 の変化 は、1細 胞期か ら

2細 胞期(「mRNA移 行期1」)、4細 胞期 か ら8

細胞期(「mRNA移 行期H」)の2つ の移行期の

み認 め られ た(Zengetal.,2004;Hamatani

etal.,2004)。 しか しなが ら、マ ウス初 期

胚 にお け る分化 全 能性 の獲 得 と喪失 の 時期

と一致 しないため、mRNAレ ベルか ら全能性 を

術 目敢的 に捉 え るには難 しい こ とが指 摘 され



てい た。我々は、プ ロテオーム解析 に基づ く

タンパ ク質 の変動 に関す る研究 か ら、初期胚

にお け る生 理学 的現 象 を傭 轍的 に捉 えてみ

る と、3つ の移行期 の存在 を認 めた。 まず 、

母性 タンパ ク質 の分解 ・修飾が行われ る 「タ

ンパ ク質移行期1」 では全能性獲得が、胚性

遺伝 子 の発 現 が終 わ る 「タンパ ク質移 行 期

H」 では全能性の維持が、ダイナ ミックな代

謝能 の変化 が起 きる 「タンパ ク質移行期 皿」

では全能性喪失 が起 き るこ とが示 唆 され た。

本研究で は、各 タンパ ク質移行 期1～ 皿にお

いて発現 ・修飾 ・分解 な どに よ り大 きく変 化

す るタンパ ク質群 の同定 を さらに進 め、その

分子ネ ッ トワー クを解 明 して 、最終的に分化

全 能性 を制 御す る分 子機 構 の基礎 的 知見 の

獲得 を行 った。

まず、平成23年 度 は、未受精 卵 ・受精卵 ・

初期 胚 の経 時 的 な差 次 的プ ロテ オー ム解 析

に よ り発生 過程 の特 徴 を示す タ ンパ ク質 が

同定 した。 さ らに、 タンパ ク質発 現変化 を傭

目敢す るた め、各発 生段階で有意な発 現変動 を

示す タンパ ク質群 につい て、多変量解析(階

層 ク ラ ス タ リン グお よび 主 成 分 分 析)や

Westernblot解 析 に よる各タ ンパク質の発 現

と定量性 を検証 した。平成24年 度は、獲得

した タンパ ク質情報 か ら、公 共デー タベース

及び酵母two-hybridsystemを 用いた相 互作

用 タンパ ク質 を同定 し、分化全能性 の獲得 ・

維持 に関す る分 子ネ ッ トワー クに 関す る基

礎的知見 を獲得 した。具体的 には、脱 アデニ

レー シ ョン機能 を持つnocturninの 母性mRNA

分解へ の関与 、母性 タンパ ク質分解 におけ る

初期 胚 特異 的 プ ロテア ソー ム形成 シ ャペ ロ

ンZPACの 同定、 さらに能動 的DNA脱 メチル

化 に関与す るZGAの 同定 が挙 げ られ る。

以上 の結果か ら、分化全能性 を持 つ受精卵

が形成 され るエ ピジェネテ ィ ック ・リプ ログ

ラムに対す る母性mRNA分 解 ・母性 タンパ ク

質分解 の関与機構 の存在 が認 め られ た。今 後、

本研 究 成果 として 同定 され た 因子 が受精 卵

や初期胚 で果たす機能 を解 明 し、受精 卵が分

化全 能 性 を獲得 す る分子 メカ ニズ ムの理解

に貢献す るこ とが期待 できる。
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