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綜 説

着床前期胚 の遺伝子発現プロファイ リンク

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 慶 慮 義 塾 大 学 医 学 部 産 婦 人 科 学 教 室O

Developmental　 Genomics　 and　 Aging　 Section,　 Laboratory　 of　Genetics,　 National　 Institute　 on　Aging{MA) ,

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Nationa且Institutes　 of　Health,　 Baltimore,　 MD,　 USA⑳
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はじめに

　近年では,未 受精卵を含めた着床前期胚の潜在能力を

利用することによって,発 生工学が著 しい進歩を遂げ,

着床前期胚発生における遺伝子ネットワークの解明は,

生殖医学のみならず再生医学においても極めて重要となっ

ている.ま た,最 近のマイクロアレイ技術の急速な進歩

を背景に,着 床前期胚の研究においても,生 殖補助医療

(ART)に おける卵および胚の分子生物学的質的評価法

の開発,生 命始動および分化全能性に係る遺伝子発現制

御機構の解明,クv一 ン胚における核の リプログラミン

グ機構の解明などを目的として,個 々の遺伝子の発現の

みならず,グ ローバルに遺伝子発現動態を観察すること

が試みられている.こ こでは,我 々が行った遺伝子発現

プロファイリングの解析結果を中心に,着 床前期胚にお

ける遺伝子発現動態について述べたい.

着床前期胚における遺伝子発現動態の研究背景

　着床前期胚発生においては,受 精,コ ンパ クシ3ン,

胚性ゲノムの活性化,胚 盤胞腔の形成,内 細胞塊 と栄養

外胚葉の分化,着 床など劇的な生物学的事象が存在する.

また,少 子化社会を背景に体外受精をはじめとする不妊

治療の意義が増大 しているため,着 床前期胚発生機構の

分子生物学的理解を深め,体 外受精における妊娠率を向

上することが重要となっている.さ らに,未 受精卵を含

めた着床前期胚の潜在能力を利用することによって,近

年,発 生工学が著 しい進歩を遂げている,例 えば,体 細

胞 クローン動物など人為的な遺伝的コントロールをされ

た動物の創出が多数報告されるようになった.ま た,ヒ

ト染色体異常卵の治療や体外受精の成功率向上を目的と

して,高 齢患者の卵に若年健康女性から提供されたドナー

卵の細胞質を注入する,あ るいは除核 したドナー卵に高

齢患者の卵核を注入する卵細胞質移植が検討されている.

マウスでは,胚 性幹細胞から外来遺伝子の導入および7一

カー遺伝子を用いた選別により,卵 細胞へ特異的に分化

させ ることが可能となったη.こ のように してできた卵

細胞の核を患者の体細胞核と入れ替えて胚盤胞へと発生

させ,そ の患者自身のゲノムを持っ胚性幹細胞を作ると

いったテーラーメー ド医療 も技術的には近い将来可能に

なるかもしれない.し か し,こ れ らの安全性を確立する

ためには,置 換された体細胞核の未受精卵および着床前

期胚におけるリプログラミング機構の解明が必須である,

このように,着 床前期胚発生における分子生物学的機構

の解明は生殖医学および再生医学 において極めて重要で

ある.

　着床前期胚発生には,卵 形成過程 において蓄積 された

卵性遺伝子産物 と受精後に胚性ゲノムか ら読み出される

胚性遺伝子産物の両方が必要である.そ れでは,卵 性遺

伝子産物には着床前期胚においてどのような役割がある

のであろうか?ま た,未 受精卵ではあらゆる遺伝子の転

写が停止 しているが,い ったい受精後 いっからどのよう

な胚性遺伝子群が最初に読み出され,そ れらはどのよう

な生物学的役割を担 っているのであろうか?さ らに,着

床前期胚における分化全能性 とその喪失,す なわち桑実

胚におけるコンパ クションに続 く胚盤胞期における内細

胞塊 と栄養外胚葉への分化などは,ど のような遺伝子群

によってコントロールされているのであろうか?こ れ ら

一ss一



慶慮医学　83巻2号(平 成18年6月)

の疑 問に答 えるために は,従 来の研究手法によ りい くつ

かの遺伝子 の発現変化を観察 す るのみ ならず,全 遺伝子

の発現動態 を観察す ることによ り,マ スター遺伝子群を

見 出 し,そ れ らの有機的遺伝 子 ネ ットワークを解 明する

ことが重要 である,

　 最 近で は,遺 伝子 ネ ットワーク解明 のアプローチとし

て,DNAオ リゴ・マイ クロア レイによる遺伝 子発現プ ロ

ファイルが使用 されるよ うにな った.し か し,着 床 前期胚

の研究 においては,サ ンプルの希 少性 と,初 期胚 に特異

的に発現される遺伝子を含むマイクロアレイ・プラットフォー

ムの欠如 が大 きな障害 とな って いた.し か し,in　 vitro

transcriptionに よ るcRNA増 幅 お よび1abeling　 reac・

lionの 効 率 化(Low　 RNA　 Input　 Fluroescent　 Linear

Amplification　 Kit　from　 Agilent　 Technologies'な ど),

さ らに,未 受精卵～胚発生各段 階cDNAラ イ ブラリーの

expression　 sequence　 tags(ESTs}を 含 むNIA　 Moues

Gene　 Index　 Itsつ い て作 製 され たNIA　 22K　 60・mer

oligo　 microarray　 (Agilent'Mouse　 Development

Oligo　 Microarray=現 在 は44Kに バ ー ジョンアップ1の

登場 がζれを可能に した21.そ こで,わ れわれはマウス着

床 前期各 ステー ジの胚 を9セ ッ ト(1セ ッ ト500個)集

め,そ れぞれか らmRNAを 抽 出,　in　vitro　transcription

反 応 によ りcRNA増 幅 およびCy3標 識 し,　Cy5標 識 さ

れ たuniversal　 referenceと と もに,　NIA　 22K　 60・mer

oligo　microarrayに お いてhybridizationに 供 した(図

　 　 　 500印 翼4　 500匠冨4　 500隆 罵4　 sooff,a　 500匠 翼4　 500歴翼4　 500匪鳳4

　　　　⑪ ⑳ ⑳ 磯 麟 ⑬ ㊨

　　　・縣 綴 』「2薙磨 齋1.轍 匪鑑.離資
　 　 　 %恥4　 25旺腱4

2+wrA　llneai
emｵemuen.　 　 .　 　 甲

71K　fiOrteiん 鴻.ニ フ糾OM占 網 三 糾..　 v<墨 矯　「感 懸 鑑
ミ蕪'薫 漣

　　　　　　　　　　　.薩 評

第1図 実 験 方 法:ハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ3ン ・デ ザ イ ン

着 床 前 期 各 ス テ ー ジの胚 を,500個 ず っ プ ー ル して1セ ツ

トと した もの を,そ れ ぞ れ4セ ッ トず っ集 め た.各 々の セ ッ

トか らそ れ ぞ れmRNAを 抽 出,2・roundのcRNA増 幅 を

行 い,Cy3標 識 した.1-roundのcRNA増 幅 でCy5標 識

した コ ン トロ ー ル ・サ ンプ ル,Universal　 referenceと と も

に,マ イ ク ロア レ イに お いて ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョンに 供

した.(Hamatani.　 et　al.　Developmental　 Cell　2004:6:

117-31よ り改 変.)

1)3.こ こ で は,我 々 の 結 果 を 中 心 に,着 床 前 期 胚 に お

け る遺 伝 子 発 現 に 関 す る こ れ ま で の 知 見 お よ び 他 グ ル ー

プ の マ イ ク ロ ア レ イ ・デ ー タ.一nも 含 め て 述 べ た い と思 う.

な お,迫 伝 子 表 記 に 関 し て はNCBI　 Entrez　 Gene

(htta://www.ncbi.nlm.nih.aov/entrez/ouerv.fcai?db

=uene)に あ るGene　 symbolを 用 い ,遺 伝 子 機 能 に 関

す る キ ー ワ ー ド と し てGene　 Ontology{GO)term

htt=www.　 eneontolo　 .ori　 ,を用 い た.ま た,デ ー

タ 解 析 に は,　 N[Aarray　 analysis(http:〃lasun.arc,

nia.nih.aov/ANOVA/1".　 TIGR　 MultiExperiment

Viewer(MeV)(httn://www.tm9.ora/mev.htmll'ｰ',

GenMAPP(h[tロ:〃www.aenmaaa.orx/)10を 用 い た,

マウス藩床前期胚の遺伝子発現プロフ ァイ リング

　　 　　　 　　 　　 ^'tN脚 シ0～

着床前 期胚発生における遺伝子発現変化 の全体像

　 最初に,我 々のデ ータセ ッ トか らマ ウス着床前 期胚 に

お ける遺伝子発現のおおよその傾向をっかむため,各 ス

テー ジ閻 で対比較pairwise◎omparisonを 行 った(図

2A).　 NIA　 22K　 60・mer　oHgo　 microarrayに は,21939

の 遺 伝子塩 基配列(60mer)が ス ポ ッ トされて い るが,

そ の うち,受 精卵 か ら2細 胞期胚 にか けて,3254の 遺

伝子が発現上 昇,2883の 遺 伝子 が発現低下 を示 し,さ

らに,4細 胞 期か ら8細 胞 期 にか けて も,4494の 遺 伝

子 が発現上昇,4445の 遺 伝 子が発現低下 を示 した.す

なわち,受 精卵 か ら2細 胞 期胚,ま た4細 胞期胚 か ら8

細 胞期胚 の間に最 も劇 的な遺伝子 発現 の変化 を認 めた.

ま た,い ずれかのステー ジ間 で有意 な変化 が認 め られた

12179の 遺 伝子 を用 いて,階 層 クラス タ リングhierar・

chica且clusteringあ る いは主 成 分分析principle　 com・

ponent　 analysis(PCA)を 行 ったところ,同 様 の傾向

が認 め られ,遣 伝子発現 の観点か ら,着 床前期 を未受精

卵・受精 卵期(Phase　 I),2-4細 胞 期(Phase　 II),8細

胞 期・胚 盤胞 期(Phase　 IIDに 分 ける ことがで きた(図

2B,　 C).　 Phase　 I～11に お け る多数の遺 伝子の発現上昇

は,女 性前核 と男性前核 よ り新 たに構築 された核か ら最

初 に読 み 出 され たRNAに よ る もの で あ り,　 ZGA

(Zygotic　 gene　 activation)に 当 たると考 え られ る.一

方,Phase　 II～mに か けての グローバ ルな迫 伝子 発現

上 昇 は,我 々が 初 め て観 察 した現 象 で あ り,こ れを

MGA(Mid・preimplantation　 gene　 activation)と 称

することと した.MGAに っ いては後 に詳 しく述 べ るが,

Van　 Blerkomら は 着床前期胚 における タ ンパ ク質 合成

の変化 をSDS-ge1の 泳 動パ ター ンか ら観 察 し,4細 胞

一70一



浜谷;着 床前朝胚の遺伝子発現プロファイリング

A

O
眉
叩
」
㎝
O
」

　 　 　 1「3争　　 "二 　　 ]29<1

隆 一マ 磁.r導
　 U　 　 　　　　　F　 　 　　　　　 　2

　 　 　 　 　 　 　F　 　 ...'.41℃蝦'.・.凸肌.
2

F業
F

U

.

2182}

一

ア号5寺
畠

4

i49G}　 　　　　　　9]3}

eeasiレ 》1250]レ:智

　　　　　 8　 　　　　　　M

鬼

.r

8　 　　　　 ;M

ゴ
.畔 謁　　.卿..8

　 zoat
　 　 　 　 阿瓢一一一一一停r　 ・　　1

　 　 　 　 .一'157華

　 　 　 　 　 B

.:う隔 繭 由.・ 巳

.1噸5乱.M

B C

F
O

　
!UO 丁

昌

.

d
　̀
{.虹.

.
に

　

測

』
　
　
　
　
箪

PC1
,mss

111

530
9

ins

圃
0

fi3

zi

zse

469

13

98

4

U

F

2

4

a

8

M

　

　

　

　

　

ヨZ
T
.

一」MO
O

一 ,

P

"
託

o
O
5

i.o OB os　 　 o.a

　Distance

0.2

第2図 　 マ イ ク ロァ レイ デ ー タの解 折 結 果 と着 床 前 期 胚 にお け る遺 伝 子 発現 の全 体 像

U,未 受 精 卵;F,受 情 卵;L,2細 胞 期 胚:n,4級 胞 期 胚;B,8細 胞 期 胚;M,桑 実 胚lB,胚 盤 胞,

(A)隣 り合 う2ス テ ー ジRYに お け る対 比 較.各 々の5⊂after　 plotに お い て,縦 軸 はLog　 Ratic,す な わ ち

発 現 比,横 軸 はGv3・Cy5平 均 信号 強 度 を 示 し,有 意 な 発 現 上 昇 を 甜 め た 遺 伝 子 を赤 色 の ドッ トで,有 意

な 発 現 低 一ドを認 め た遺 伝 子 を 緑 色 の ドッ トで 示 し,こ れ らの 遣 伝 子 の 数 も 付 した.(B)⊥Fib分 分1斤、 主 成

分 分 栃 に お い て,rl床 前 期 胚 は,未 受 精 卵 と愛 精 卵 のE'hasc　 I,0-4細 胞 期 のPhase　 II,8網 胞朗 以 降 の

Nhasc　 lllの3っ の グ ル ー プ に 分 か れ た,　Phase　 1,ll,す なわ ち受 精 卵 か ら2#U胞 期 に か け て の 大 きな 発 現

増 加 は,ZygnしIC　 gene　 acticalion,,　 ZGAに4N"fす る,一 方,　Phase　 u-ni.す な わ ちn#lli胞 期 胚 か ら8461

胞 期 胚 にか けて の大 き な発 現 増 加lt　Mid-proirnplant乱tb口Gene　 Acttvatioロ,　 MGAと 名 付 け られ た.(C}

階 層 ク ラス タi)ン グ.階 階 ク ラ ス タ1」 ン グで も同 様 の3っ の グ ル ー プ に分 か れ た,ま た,各 ス テー ジ ・各

グ ル ー プ に お い て 有 意 に特 異 的 な 発 現 を 示 した 遣 伝 子 も抽 出 さ れ た の で,そ れ らの 遺 伝 子 数 も示 し た,

(Hamatani,　 el　al.　developmental　 Cell　2QO4:6;119-3ユ よ り改 変,)
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A
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ミ ×二
U　F　Za　 BMB

対比鮫 F→2　 2一・a　4司8　 8-M　 M噂B

各ステージで畏紹堕初めて　 　 　 　 　 　 　 　 　 3254　 1777　 4216　 　511　　97
弗現増加を示した遺伝子の敷

第3図K・mean法 に よ る非 階 層 ク ラ ス タ リ ング と胚 性RNAの さ らな る解 折

(A)K-mean法 に よ る非 階層 ク ラ ス タ1,ン グ に よ り,9つ の 発現 パ タ ー ンを示 す ク ラ ス ター が 得 られ.そ

れ ら は さ ら に 大 き く3っ の グ ル ー プ に分 か れ た.第1の グ ル ー プ は,ク ラ ス タ ー 皇,n,5,8を 含 み,

新 た に構 築 さ れ た 胚 性 ゲ ノ ムか らの 遺 伝 子 発 現 を示 した.第2の グ ル ー プ は,ク ラ ス ター7と9を 含 み,

卵 形 成 過 程 に 豊密 に蓄 え られ た卵 性RNAで,着 床 前 期 に分 解 さ れ るパ ター ンで あ った.第3の グ ル ー プ

は。 ク ラ ス タ ー2と3を 含 み,卵 性RNAが 分 解 を受 け る一 方,少 し遅 れ て胚 姓RNAが 作 られ る よ うな 遺

伝 子 発 現 パ ター ンで あ る と考 え られ た,黒 色 で示 した 発 現 パ タ ー ンは,こ れ ま で に報 告 の あ るパ ター ンで

あ るが,赤 色 で示 した 発 現 パ クー ンは,マ イ ク ロ ア レ イ実 験 に よ って 明 らか とな った もの で あ る.(B)そ

れ ぞれ の ク ラ ス ター に 含 まれ た 遺 伝 子 の 凡 例 を 示 した.(C)胚 性 に 読 み出 され る遺 伝子 が ど の ス テ ー ジに

初 め て読 み 出 さ れ るの か に 注 目 し.そ れ ら の遺 伝 子 数 を 示 した.(Hamatani,　 et　al.　Developmental　 Cell

2004:6=117-31よ り改変.)

期 ～8細 胞 期の間 に最 も劇 的な変化が ある ことを1975

年 に明 らか に して いるiv.

着床前期胚発生における遺伝子個々の発現パターン

　次に,全 体の遺伝子発現変化の傾向よりもむ しろ個々

の遺伝子の発現変化を退 うため,い ずれかのステージ間

で有意な変化を認めた12179の 遺伝子について,K-

mean法!Lよ る非階層 クラスタ リングを行 った,図3に

示 したよ うに,9っ の発現パ ター ンに分類 され た.こ れ

ら着 床前 期胚 に おけ る遺伝 子発現パ ター ンの 多 くが,

Wave-like　 pattern,す な わ ち,発 現上 昇の後,速 やか

に抑制 され るパ ター ンであり,ス テー ジ特 異的な遺伝子

発現 が グ ローバ ルに存在 す ることが 明 らか とな った,

WangとZernicka・Goetzら の マイ クロア レイ実験 にお

いて も.同 様 に ステ ー ジ特 異 的 なWave-like　 pattern

が観 察 されて いる・1.筆者 らが観察 した9っ の発現パ ター
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浜谷;着 床前期胚の遺伝子発現ブロファイリング

ンは,さ らに大 き く3っ の グループに分類 され た.第1

の グループは,ク ラスター1(381遺 伝子),ク ラス ター

4(1570遺 伝 子),ク ラ ス ター5(2522遺 伝 子),ク

ラスター8(653遺 伝子)を 含み,新 たに構 築 され た胚

性ゲ ノムか らの遺伝子発現である.一 方,第2の グルー

プ は,ク ラ ス ター7(498遺 伝 子)と ク ラス ター9

(1091遺 伝 子)で あ り,卵 形成過程 に豊富 に蓄え られ,

未 受精卵 の成熟過程 あるいは受精 後に分解 され るRNA

と考 え られ た,ま た,第3の グループは,ク ラスター2

(2990遭 伝 子)と クラスター3(1185遺 伝 子)で,卵

性RNAが 分 解 を受 け る一方,幾 らか遅 れて胚 性RNA

が 作 られるよ うな遺伝子発現のパ ター ンで ある.最 後 に,

ク ラスターs(1289遺 伝 子)に は,第2の パ ター ンを

示す遺伝 子(Materな ど)と 第3の パ ター ンを示す遺

伝子(Hb・egfな ど)の 両方が含 まれていた.

胚 性RNA

　 非 階層 クラスタ リングで も明 らか なよ うに,着 床前期

の遺伝 子発現 は,卵 性RNAの 分 解 と受精後新 たに構築

され た核か ら転写 された遺伝子の発現上昇 が,複 雑 に重

な りあ って いる.そ こで,我 々は,胚 性 に読 み出 され る

遺伝子が どの ステー ジで初めて読み 出されてい るのか に

注 目 した.受 精卵～2細 胞期,2細 胞 期～4細 胞 期,4

細 胞 期～8細 胞期,8細 胞 期～桑実胚期,桑 実胚 期～胚

盤胞 期に,そ れぞれ新 たに3254,1177,4216,511,

97の 遺 伝子の発現上昇 を認め てい る(図3C) .対 比 較

の結果 と同様,受 精卵～2細 胞 期,4細 胞 期～8細 胞 期

で多数 の遺伝子が新 たに転写開始 されてお り,そ れ ぞれ

がZGA,　 MGAに 相 当す ると考 え られ た.

　 受精卵～2細 胞期に発現 上昇 を認めた遺 伝子の ほ とん

どは,K・mean　 clusteringに お いて,ク ラス ター1、

5,8に 分 類 され,ZGAパ タ ー ンを呈す る、 これ らの

遺伝子 は,図4に 示すよ うに,細 胞分裂 や核 酸合成な ど

の基礎的 な細胞 機能 に関 するGO　 termで 特 徴付 け られ

た.す なわ ち,ZGAは,　 Phase　 IIIに お ける高度 な形態

変化 に ではな く,新 た な生 命の 始動 に 際 し,Phase　 II

に お ける細胞分裂 や代謝 などの基礎的 な細胞機能 の確立

に貢献 していると考え られ た.

　 また,4～8細 胞期(Phase　 I1～m)に 発 現上昇 を認

めた4216のMGA遺 伝 子 の うち,2752(82 .7%)が

ク ラス ターzに,409(12.3%)が ク ラス ター3に 分類

され た.形 態的に最 も劇 的な変化 を きたす8細 胞期～桑

実胚期および桑実胚 期～胚盤胞期 に,少 数の週伝子 しか

発現上 昇 を認め て いない ことか ら,こ のMGA産 物 が

コ ンパ ク シ9ン,胚 盤胞腔 の形成 ,ICMとTEへ の 分

化 な どに極 めて重 要で ある ことが推察 された.MGA遺

伝 子 には,Lefty一],　 Oct4,　 Nanog,　 Bmyb,　 Me且kな

ど,ノ ックア ウ トマウスの作製 実験に よ り初期 発生 に不

可欠で ある ことが明 らか とな って いる遺伝子が多数含 ま

れ る.ま た,"ペ プ チ ド内部加水 分解 酵素","ギ ャ ップ

結 合 ・密着結 合","DNAメ チ ル基転移 酵素"な どのGO

termを もっ遺伝 子が多 く含 まれ た(図4)."ペ プ チ ド

内 部 加 水 分 解 酵 素"は,Timp2,　 Timp3,　 Timp9

(Tissue　 inhibitor　 of　metalloproteases)やSerpina3n,

Serpinbla　 (Serine/cysteine　 peptidase　 inhibitors)

な どの遺伝子 を含 み,こ れ らの遺伝 子産物が着床 におい

て重要 な役割 があることを示唆す ると考え られ る,ま た,

"密看 結合鱒 に は
,Cldn6,　 Cldn8,　 Cldn10,　 Cldn12,

C艮dn15(C且audins),　 Ocln(Occludin),"ギ ャ ップ結

合"に は,Gja3,　 Gja9,　 Gja7,　 Gjhl,　 Gjb5(gap　 junc・

[ion　membrane　 channel　 proteins)な ど の遺 伝 子が 含

まれ た.

　 8細 胞期～桑実胚期 あ るいは桑実胚 期～胚 盤胞期 にお

いて は,"接 着 因子","small且GTPaseシ グ ナル伝 達" ,

聞グル コー ス代謝のなどのGO　 termを もっ遺 伝子が発現

上昇 を示 した(図4),"small　 GTPaseシ グナ ル伝達"

は,Iqgapl,　 Racl,　 Kras2,　 Cdc42な どE・cadherin

に 関 速 した細 胞接着 に重要 な遺 伝子 を含 み,こ れ らはコ

ンパ ク ションに重要であ る と考え られる,ま た,着 床前

期胚 にお ける極性 に注 目 し,WangとZernicka・Gcetz

ら も,ζ の時期 にWnt,　 Bmpの シ グナル伝達系 に関わ

る遺伝子の活性化 を観察 しているa.さ らに,エ ネルギー

代謝 回路 にっいては,着 床前期胚前 期で は ピル ビン酸代

謝 ・TCA　 cydeが 主 で あるが,着 床 前期胚 後期 で は グ

ル コー スが利 用可能 とな る ことが知 られて い る131,ul.

筆 者 らのマイクロア レイ ・データで も,ミ トコン ドリア ・

ピル ピン酸代謝 に関 わ る遺伝子が着床前 期初期か ら発現

上昇 している一方,解 糖 。糖新生 に関 わ る遺 伝子 はむ し

ろ徐 々に発現上昇 し,着 床 前期後期 に高発現 して いる こ

とが確認 され た.さ らに,g且ucoseの 細 胞内へ の取 り込

み に重要 なG且ut],　 Giut8,　 Irs1,　 Igflrな ど の遺 伝子

も8細 胞期～桑実胚期 で有意 な発現上昇 を示 した.

卵 性RNA

　 卵 形成過程 に大量 のRNAや タ ンパ ク質が蓄え られ る

が,未 受精卵(Metaphase　 II)に お いて は全 ての遺伝

子の転写 は停止 している.こ れ まで,マ ウスにおいては,

一 部 のRNAは 卵 成熟過程 にお いて分解 が開始 され
,ほ

とん ど全ての卵性RNAが2細 胞期 までに分解 され る と

考 え られて きた'5}・86,,我 々 の デー タにお いて も,確 か
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察 され た.(Hamatani,　 et　a1.　Developmental　 Ce】l　zooa:

6:117-31よ り改 変.)

図5.体 外培 養 胚 を 用 い た遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ング

(n)hCG注 射 後18時 間 の採 取 直 徴 に既 に2前 核 を有 した

受 精 卵 は 棄却 し,2極 体1前 核 の受 精 卵 を3時 間 前培 養 し.

新 た に2前 該 を認 め た 受梢 卵 の み をhCG注 射 後21時 間 俵

よ り体 外 培 穫 に供 した.hCG注 射 後32,43,54時 間 後 に,

そ れ ぞ れ1細 胞 後 期,2細 胞 前 期,2細 胞 後 期 の胚 を 採 取

した,そ れ.そ れ100個 の 胚 を プ ー ル した もの を3セ ッ ト集

臨 【nRNAを 抽 出 し,マ イ ク ロ ア レ イに 供 した.ま た同 様

に,転 写 阻 害 剤0.一amanitin(AM),翻 訳 阻 害 剤cycb.

heximide(CMX),　 PEA合 成 阻 害 剤aphidicolin(AC),

さ ら にACの 溶 媒 と し て 用 い たdimethylsulfoxide

(DMSO)と と も に 培 養 し た 各 ス テ ー ジ胚 も採 取 し,そ れ

ぞ れ7イ クnア レイ に 隣 し,各 薬 剤 のZGAに 対 す る 影 響

を観 察 した.Post・hCG　 21h,1細 胞 前 期;Post-hCC　 32h,

1r田 胞f麦期=Post・hCG　 43h,　 2細 明包鳶蒔期;Pas[一hCG　 54h,

2細 胞 後 期,(B)ス テ ー ジ間 対 比 較 に よ り,有 意 な 発 現 上

昇 を 認 め た 遺 伝 子 数 は,hCG注 射 援21→32(ZGAI),

32^43('LGAff)闘21→4?〔ZGAITID,43一 一54時 間 後

(2GA111)に,そ れ ぞ れ47,--4,129,]733で あ った が.

これ ら の 発 現 上 昇 が 各 種 薬 剤 と培 養 した場 含 に ど れ だ け 抑

制 され た か を検 討 した.(C)体 外 培養 胚 マ イ ク ロア レイf

夕の 主 成 分 分 折.翻 訳 阻 害 剤(CHX)は 転 写 阻 害 剤(AM)

と同 等 にZGAを 強 く抑制 した.　CI-lamatani,　 el　al.　Develop-

mental　 Cell　zoos:6;Ll7-31よ り改 変,)
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浜谷=1i床 前期胚の遺伝子発現プロフ7イ リング

にクラスター9は これに相当するが.ク ラスター6や ク

ラス ター7の 大部分の遺伝子(そ れ ぞれ68.7%,

70.5%)は4細 胞期から8細 胞期にかけて有意な発現低

下を示 した.ま た,ヒ トにおいても多 く卵性RNAが4

細胞期以降 に分解されていることが観察されているη.

これ ら卵に転写産物が蓄えられる遭伝子は,受 精および

着床前期発生の準備に重要な遺伝子群と考えられるが,

クローニングにおける核移植後の体細胞核 リモデ りング

に重要な遺伝子も多 く含むことが予想される.Zengと

Schultzら は,着 床前期胚に比較 して,未 受精卵の遺伝

子発現プロファイルｫ,ク ロマチン構造,ゲ ノム安定性

などに関連する遺伝子が特徴的であ ったと報告 してい

る61,さ らに,最 近になって,PanとSchullzら は,原

始卵胞か ら胞状卵胞に至る各卵胞発育段階における卵母

細胞の遺伝子発現プロファイリングについても報告 して

いるm.階 層 クラスタリングの結果,卵 母細胞における

遺伝子発現の変化は,原 始卵胞か ら1次 卵胞にかけて最

大で,双 方のステージで発現が認め られた16883の 遺

伝子プローブのうち,5020の プローブで2倍 以上の変

化が観察されている.こ れは,一 層の穎粒膜細胞が立方

体状に密に卵母細胞を取 り囲むようになり,卵 胞構造が

構築され,卵 胞 ・卵細胞が成長 ・分化を始めることを反

映 していると考えられる.ま た,2次 卵胞と胞状卵胞の

間でも,比 較的大きな遺伝子発現変化が認められ,mei・

otic　competenceの 獲得(体 外培養 した場合に減数分裂

再開)を 反映 しているのかもしれない.胞 状卵胞で高発

現を示 した遺伝子には,タ ンパク質合成および1」ボゾー

ム,細 胞分裂,DNA修 復,微 小管などに関す るGO

termを もつものが多か った.一 方,我 々は,著 年雌マ

ウスから得た未受精卵 と高齢雌マウスか ら得た未受精卵

か らRNAを 抽出しマイクロアレイでそれらの遺伝子発

現 も比較 したが,ク ロマチン構造,DNAメ チル化,ゲ

ノム安定性,細 胞分裂,RNAヘ リケースなどに関わる

遺伝子の発現が大きく変化 して いた181.さ らに,Van

BlerkomやTarinら が卵におけるミトコンドリアの重

要性を以前か ら指摘 しているように194q,ミ トコンドリ

アおよびエネルギー代謝に関わる遺伝子が大きく変化 し

ていた.こ れらの遺伝子は卵の老化および着床前期発生

および妊孕性に大きく関わっていると考え られる,

マウス着床前期胚の遺伝子発現 プ ロフ ァイ リング

　　　　　　　　　～Zπvitro^y

　マウスにおけるZGAの 遺伝子発現動態をさらに詳細

に観察するため,図5Aに 示したように,受 精後に細胞

周 期 を 同期 させ て 体外 培 養 した1細 胞 前 期胚(post-

hCG　 21h),1細 胞 後期胚(post・hCG　 32h),2細 胞 前

期胚(post-hCG　 43h),2細 胞 後 期胚(POS[・hCG　 54h)

に つ いて も遭伝 子発現 プロ ファイ リングを行 った3}.ま

た 同様 に,α ・amanitine(AM,転 写 阻 害剤)あ るい は

cycloheximide(CHX,翻 訳 阻 害剤)と と もに培養 し

た各 ステー ジ胚 も,そ れぞれ マイクロア レイに供 し,こ

れ らの薬剤 のZGAに お げる遺伝 子発現 に対 す る影響 も

観 察 した(図6).阻 害 剤(一)で 培 養 した場 合,発 現

上昇 を認 め た遺 伝子数 は,1細 胞後期 までに47,1細

胞 後期～2細 胞前期 に114,2細 胞 前期～2細 胞 後期 に

1733で あ った(図5B).1細 胞 後 期 までの47遺 伝 子

の発現上 昇 は,十 分量 のAMを 痩 用 したに もかか わ ら

ず抑制 され なか った ためzz),　poly(A)tai]の 長 さの変 化

によ り,mRNAの 安 定性 が変化 したか,　cRNA　 ampli・

fication且abeling　 reactionに お けるo】igo・d(T)プ ラ イ

マーによ る逆転写効率が変化 したた めで あると考え られ

たお〕・zn.一 方,1細 胞 後 期～2細 胞前 期 に発現 上 昇を

示 したU9遺 伝 子 は,　AMに よ りその88.6%の 発 現 上

昇 が抑制 され.胚 性 ゲ ノムか ら転写 が再開 された もの と

考 え られ,ZGAの 一 部("minor　 ZGA")で あ ると思

われた.同 様 に,2細 胞 前期 ～後 期の1733遺 伝 子 の発

現上 昇 もAMが その99.7%の 発現 上昇 を抑制 したため,

2細 胞前期 にmajor　 ZGAは2細 胞前期 に開始 され ると

考 え られた,一 方,阻 害剤(一)で 培 養 した場合、1細

胞 前期 ～2細 胞 前期 に は129遭 伝 子 の発現 上昇 を認 め

たが,CHXと 培 獲 した場合 には,そ の うち107遺 伝 子

(82.9%)の 発 現上昇が抑制 され,AMの 場 合(99遺 伝

子,76.7%)と 同程 度 まで抑制 された.主 成分分析(図

5C)に お いて も,遺 伝 子発現 の全体 像 は,　AMと 培 養

した場 合と同様,阻 害剤(一)で 培養 した場 合 か ら大 き

く外 れる ことが明 らか とな った.ま た,1細 胞 後期 にお

いて卵形成 過程で蓄え られて いたRNAは 盛 ん に翻訳 さ

れ る ものの,新 たに合成 され たRNA(ZGA　 RNA)は

2細 胞期 にな るまで翻訳 され ない ことに照 ら して考 える

と15L諭,卵 性RNAか らの 翻訳 こそがZGAに は必須 で

あ る と考 え られた鋤.さ らに,阻 害 剤(一)で 培 養 した

場合,1細 胞後期～2細 胞前 期 に1416遺 伝 子 の発現 が

減少 したが,CHXと 培 養 した場合 にはその うち221遺

伝 子 の発現 が上昇に転 じたため,卵 性RNAの 翻 訳が一

部 の遺伝子 の卵性RNA分 解 に も重要 な役割 を果 た して

いることが示唆 され た.こ のよ うに,着 床前 期胚 で は,

卵 性RNAの 翻 訳 と分解 が能動 的 に行わ れ,そ の結 果

ZGAが 誘 導 され ると考 え られ る(図6C).ま た,受 精

卵をAMと 培養す ると,　RNAの 翻 訳 は阻害 され な いに

一75一



慶懸医学　83巻2号(平 成18年6月)

もかかわらず,通 常次ステージまでに細胞分裂は停止す

ることから2B},　MGAの 誘導には,卵 性遺伝子産物より

も,む しろZGA遺 伝子産物が重要であると考えられた

(図6).

マウス胚盤胞の着床遅延現象における

　　遺伝子発現プロフ7イ リング

　 一 部の哺乳 類では,気 候や栄養状態が不良であ る場合

に着床 が遅延 する ことがある.そ の場合,胚 は着床せず

に発生が 停止(Dormancy,　 Diapause)し,環 境 が至

適状態 に戻 ると胚 発生が再開 し,着 床す る.マ ウスにお

いて は,性 交 後3.5日 に 卵巣 を簡除 し,Progesterone

の み を毎 日補充する ことにより,人 為的 に着床遅延を惹

起 さぜ るこ とがで きる.ま た,Estradiol(恥}を 単回投

与 す る ことによ り,Dormancyは 解 消 され,着 床 が誘

起 され,そ の役の胎仔発生 も正常であ る.マ ウスで はこ

の着床遅 延胚を用 いるとES細 胞 が効率 よ く樹立 され る

こ とか らも,Dormancyは 細 胞 の分化 発生能 に影響 を

与 えず,細 胞分裂が抑制 されて いることになる,も し,

この メカ`ズ ムが解 明 され,制 御 されれ ば,ARTに お

ける卵 や胚 の効率的 な凍結保 存法の開発,胞 状 奇胎 ・絨

毛癌 の治療法開発,ES細 胞 の維持培 養や分化誘導 の効

率化 などへ応用で きる可能性があ る.無 論,胚 性着床因

子 の研究に もこの モデ ルは有用 であ る,そ こで,こ のマ

ウス着 床運 延 モデ ルにおいて,着 床 遅延 に あ る胚盤胞

(Dormant　 blastocyst)とE2に よ り着床 能 を回 復 させ

た胚盤胞(Activated　 blastocyst)の 遺伝子発現プロファ

イルを比較検 討 した.そ れぞれ100個 を1セ ッ トと し

た ものを3セ ッ トずっ集め,各 セ ッ トか らmRNAを 抽

出 し,cRNA増 幅(2本 鎖DNA合 成 お よびin　 vitro

transcription)を2回 行 い,　Cy3・ 標 識 ターゲ ッ トを合

成 した27)。 そ れぞれの ターゲ ットはCy5標 識 コン トロー

ル ・ターゲ ッ トと共 に,NIA　 60mer　 oligo　microarray

にお いてハ イブ リダイゼ ーションに供 した.マ イク ロア

レイ 上 に あ る21239遺 伝 子 の う ち,80遺 伝 子 が

Dormant　 blastocystで,149遺 伝 子 がActivated

blastocystで 有 意 に高 発現 を示 した.細 胞周 期,シ グ

ナル伝達系,エ ネルギー代謝 に関連 した遺伝子 が多 く含

まれて いた.

一 方
,喀 乳類 の着床遅延 にお けるD。mancyは,線

虫 の"Dauer　 larva(耐 性 幼虫)",殆 ど加齢 せず乾燥 や

高温 などに耐性を示 し,餌 の無 い ところで数 ヶ月間(通

常 の寿命の数倍以上)生 存可能 となる現象 に似 ている.

線 虫 の"Dauer　 larva"お よ び加 齢 にお いて は,　dai-2

とdaf・is　 伝 子が重要 な綬割を果 た して いる.餌 が十

分 ある環境 で は,daf・2の 下流で,　daf-16が 抑 制 され る

と耐性幼 虫形成が抑制 される ことがわか って いる.daf・

2は イ ンス リン/イ ンス リン様成長因子 の受容 体で あ り,

哺 乳類 の着床前 期胚で は,Insr,　 Irs1,]gflr,　 Igf2rが

発 現 して いるが,そ の うちIrslとIgf2rは,　 Dormant

b且astocystで 有 意 に高発現 を示 し,特 にIgf2r　 i3内 細 胞

塊 に比 し,栄 養外胚 葉で高 く発現 していた,Igf2rを 抑

制す ると,1gf2が 上 昇 し,児 の体重 増加 に至 るこ とか

ら考え ると,Igf2rの 高 発現 はqガ ン ドの減少 による2

次 的 な反 応 あ るいは何 らかの形 でD。rmancyの 維 持に

貢 献 して い る可 能性 が あ る.一 方,哺 乳 類 に お け る

Daf-16の ホ モ ログ はFork・head蛋 白(Foxol,　 Foxo3,

Foxo4)で あ り,　Foxo3aはDormant　 blastocystで 有

意 に高発現 を示 し,ま た栄養外胚葉で高 く発現 して いる

と考 え られ た.Foxo3aは,　 Smad5あ る いはそれ らの

結 合領域 を プ ロモ ー ター に もっPZIavii.aiと と も に,

Dormant　 b且astocystで 有 意 に高発現 を示 した.こ れ ら

は,dormancyに お ける細胞 周 期の 停止 に寄 与 してい

ると考 え られた(図7).最 後 に,胚 性着床因 子 と して

は,Activated　 blastocyst　 iこおけるHb・egfの 高 発現が

注 目された.そ こで,リ コンビナ ントHb・egf蛋 白で コー

トした ビーズを子宮内腔 に入れて,内 膜 におけ る各穂蛋

白の発現 を観察 したところ,着 床期 と同様 に,Cox-2や

Bmp2,さ らにはHb・egfの 発 現上昇が認 め られたため、

胚盤胞 にお けるHb・egfの 発 現上昇 がパ ラク ライ ンに子

宮内膜 に働 きか け,内 膜の胚受容能 引 き出 して いる可能

性が示 された.

ヒ ト着床前期胚の遺伝子発現 プ ロ7ア イ リング

　　　　　　　　 ^一in　vitro^一

　ヒト着床前期胚 においても,DobsonとReijo　 Pera

らは,未 受精卵～8細 胞期胚それぞれ1個 からRNAを

抽出 して増幅し,cDNAマ イクロアレイを用いてRNA

プロフ7イ リングを行 っているvt,ヒ トで は,発 現変化

した遺伝子数にっいて言えば,ZGAに 較べ,卵 性RNA

の分解の方が圧倒的に多数であったため,特 異的な卵性

RNAの 分解が初期発生の始動にきわめて重要な働 きが

あると分析 している.さ らr,驚 くことに分割停止 した

胚においても,ZGAが 認められたことを報告 しており,

形態に基づ く胚の質的判断は実際の胚の発生能力を過小

評価 している危険があることを報告 している.ま た,4

細胞期～8細 胞期胚で初めて発現上昇を認めた遺伝子も

認められているが,ヒ トではZGAの タイ ミングがマウ
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に お け る 細 胞 周 期 の 停 止
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図7,Dormant　 blasしocy.=.しに お け る細胞 周 期 停[Lの メ カ ニ ズ ム

n'L　 がGユ 期 の 進 行 に 不可 欠 なCycLln　 Gcd&2の 複 合 体 をD/1制 す る こ と に よ り,　dormanccのhk　 ・椎 持

が 行 わ れ る と考 え ら れ る.ま た.p2tを 活 性 化 す るF'oso3aな ど のFoxO　 E`,ク ロマ チ ン高 次 構 造 を 蛮

化 さt遺 伝 子発 現 を 抑 制 す るHdac5やGOXfか らGI順 へ 進 行 を抑 制 す るsix　 な ど もdormancyに お け

るCHI胞 周 期 の 淳止 に貢 献 して いる と二qzら れ た,(Lope邑,　 et　aL　Reproduction　 2004=128:676よ り抜 寧辛.)
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F24　 sM　 日

図8.着 床前期胚の遺伝子発現変化と染邑体における迫伝子座との関係

得遣伝fのi-3-lei前期 各ステージにおける発現データを,未 受精卵における発現冠にtヒして(赤 色は高発現,
緑邑は低発現)構 方向に示し,縦 方向には各染色体上の遺伝子座の噸に並べた.
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スよりも運いため,こ れがマウスにおけるZGAの 一部

に相当す るのかMGAに 相当す るのか今後の検討が期

待される,

おわ りに

　このように,マ イクロアレイを用いた遺伝子発現プロ

ファイ リングは,着 床前期胚の研究にも非常に有用であ

る.ま た一方では,以下の点から,発 生学や分子生物学

のみならず,情 報工学や発生工学の研究 リソースとして

今後の活用が期待される.第2減 数分裂中期で停止 して

いた未受精卵が,受 精により細胞周期が再開するため,

着床前期胚では細胞周期が極めて同調している.ま た,

未受精卵ではすべての遺伝子の転写が停止 しているが,

受精後まもなく1細 胞期後期には胚性ゲノムよりの転写

が開始される.さ らに,卵 丘細胞の混入に細心の注意を

払えば,他 組織の混入がほとんどない,均 一なサンプル

が入手可能である。つまり,葛 床前期胚発生における遺

伝子発現プロファイリングは,Bioinformaticsに おけ

る遺伝子発現ネットワークの解明や シミ3レ ーションに

格好のサ ンプル・データを供給できる.例 えば,着 床前

期胚の遺伝子発現データを,そ れぞれの染色体上におけ
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図9.ZGAに おける遺伝子ネットワーク解析

1細 胞期胚から2細 胞期胚 にかけて発現上昇を示し,か つその上昇がa-amanitin　 t:よ り抑制された遺伝子

に中から,Ingenuity　 Pathways　 Analysisソ フ トウェアにより柚出されたMyc遺 伝子ネットワーク6'.遺

伝子開の距離は関連の強さを示し,"E"は 発現の棺関に基づいており,"B"は 物理的な桔合が報告されて

いるものである.各 遺伝子の下に紀された数字は,上 段が1細 胞期胚の発現強度に対する2細 胞期胚の発

現強度の比,下 段がα・amanmnと 培養 した2細 胞期胚の発現強度に対するコントロール2細 胞期体外培養

胚の発現強度の比である,比 が高いほど濃い赤色で示 してある.各 遺伝子の図形(円 形,菱 形など)は,

遺 伝子産物の機能(酵 素,転 写因子など)に 基づいて表紀 されている.(Zens,　 et　aL　Deve]opmental

Biology　2005=283;40-57よ り抜粋,)
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る遺伝子座 に載せてみると,図8が 描 ける.こ の図か ら,

同 調 して発現上昇あるいは発現 低下 を示す遭伝子が クラ

ス ターを形成 しているよ う見 える染 色体部分があ る.こ

れ らは染色体 高次構造 の変化 によ り,転 写因子 がDNA

に ア クセス しやす くな り,ゲ ノム上近 い場 所にあ る遺伝

子群の転写をい っせいに活性化 するのか も しれな い.さ

らに,こ れ らの遣伝子 がネ ッ トワー クを形 成 し,あ る一

っの細胞機能 を果 た してい るか も しれ ない.Paillisson

らは.マ'ウ ス卵 のcDNA　 libraryに お け るESTの 出 現

頻度 を解析 し,in　 stlicroで 卵 特異的発現 を示す遺 伝子を

抽出 し,そ れ らが マウス染色体上 でクラス ターをな して

い る ことを報告 して いる.さ らに,そ のlociは い ずれ

もテ ロメアに近 いため,他 臓器で の可逆的 な発現抑制 が

いわ ゆ る"Telomere　 position　 eftectSB"'に よ る可能性

があ ることを指摘 してい る.一 方,ZengとSchultzら

は,1細 胞 期胚か ら2細 胞期胚 にかけて発現上昇 を示 し,

か つそ の上昇 がa-amanitin　 iLよ り抑制 され た遺伝子 を

抽出 した上 で,Ingenuity　 Pathways　 Analysisと い う

ソフ トによ り,こ れ までの知 見 を統 合 して,ZGAの マ

ス ター遺伝 子 の描 出を試 みて い る(図9)6).今 後 は,

このよ うな情報工学的解析 と更 なる生物学的 デー タの蓄

積 によ り,着 床前期胚 におけ るZGAお よ びMGAの 誘

起 システムが解明 され,さ らに は遺伝子 ネ ッ トワークの

全貌 が明 らか となることを期待 したい,最 後 に,こ こで

紹介 した遺伝子発現プ ロファイ リング ・デー タは全 て,

NCBI。GEO　 database(http;〃www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo/)あ る いはEHI-ArrayExpress　 database(http:,〃

www.ebi.ac..uk/arrayexpress/ ,)よ り ダウ ンロ ー ドが

可能 であるこ とも記 してお きたい.
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