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論文題目 マウス着床遅延モデルを用いた着床期胚の活性化機構に関する研究 

 

 

着床期になると、胚はそれまでの内在的にプログラム化された遺伝子発現から、外部シ

グナルに依存した遺伝子発現へとその制御機構を大きく切り替える。着床前の胚盤胞に対

し、卵巣の除去などによりE2の作用がない環境を作ると、胚は着床直前で胚発生を停滞し、

いわば休眠状態に至る。しかしその後、母体にE2を投与すると、休眠状態の胚は再び胚発生

を開始する。これは、この時期のE2に由来する外部からのシグナルがその後の胚発生には必

須であることを意味する。しかし、何故E2の作用がない状態では胚発生が停止するのか。休

眠状態の胚はどのような状態にあるのか。そしてE2の投与により何故胚発生が再開し、E2は

その後の胚発生に対してどのように関与するのか、そのメカニズムは全くわかっていない。

そこで本研究では、着床期胚の発生調節機構を明らかにするために、妊娠マウスの卵巣除

去とE2投与によって人為的に胚の休眠状態と活性化状態を誘導できる着床遅延モデルを用

い、特に胚の細胞増殖能と遺伝子発現制御機構に着目した実験を行った。 

まず、着床期胚の胚発生におけるE2の作用を調べた。卵巣除去によりE2の作用を阻害して

休眠胚を作成し、細胞増殖の変化を調べたところ、交配後 3.5日目頃に卵巣除去を行った場

合、胚は交配後 5 日目までほぼ等比級数的に細胞数を増加させ、その後は細胞増殖をほと

んど停止した状態で維持されることがわかった（図 1a）。子宮内にある休眠胚に対し、母体

に投与することでE2を作用させて細胞のDNA合成活性を調べたところ、休眠胚では活性は

ほとんど検出されなかったのに対し、E2投与後 12時間後にはDNA合成活性を示した細胞数

は明確に増加し、E2投与後 16時間後から 20時間後の間に胚のおよそ 30％の細胞でDNA の



合成が検出された（図 1b）。

一方、胚の細胞数や細胞周期

がM期にある細胞の割合は

増加しなかったことから、休

眠胚はG1 期で細胞周期を停

止していることがわかった。

胚の総転写活性は、休眠胚で

は交配後 4日目の胚と比較し

て明確に低下していた（図

1c）。活性化胚では、総転写

活性は再び上昇し交配後 4日

目の胚以上のレベルに達し

た。これらのことから、E2の

分泌が無い場合、着床期の胚は着床やその後の胚発生を行わずに細胞周期をG1期で停止し

て細胞増殖を抑え、総転写活性も低下した状態に移行すること、その一方でこの胚は、E2の

刺激を受けた場合に急速に総転写活性を回復させ、細胞周期の進行を迅速に開始すること

が明らかとなった。そこで次に、胚の細胞増殖および遺伝子発現の制御機構に対するE2の作

用を明らかにするために、この時の細胞周期の制御に関わる因子と、遺伝子発現の変化を

制御するエピジェネティックな修飾とを明らかにすることを試みた。 
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(c) 胚の細胞あたりの総転写活性の変化

図１. 休眠胚及び活性化胚における細胞増殖能と転写活性の変化

初期胚における細胞周期の制御機構は未だ解明されていない部分が多い。４細胞期以降

の胚発生では、細胞はサイクリンD-pRb系を欠いており、ほぼM期とS期のみの繰り返しに

よる内在的にプログラム化された遺伝子発現と細胞増殖を繰り返す。これに対し着床期以

降の胚では、細胞は外部環境と

のコミュニケーションを開始

し、胚の中の細胞同士あるいは

胚と母体組織間でシグナルを

交換しあい、互いの細胞増殖の

速度や時期を調整し合いなが

ら、より複雑な構造を形成して

いくと考えられる。しかし、こ

のような一般の体細胞の持つ

細胞増殖機構を胚がいつから

獲得するのかは不明な点が多

い。そこで本研究では、着床期

の胚盤胞における細胞周期制

御因子の発現の変化を明らか
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図２. 着床期の胚における細胞周期制御因子の発現



にすると共に、E2の刺激の有無がこれらの因子の発現に与える影響を調べた。休眠胚はG1

期で細胞周期を停止していること、E2由来の刺激はMAP-サイクリンD系を経由して細胞増

殖に関与する可能性が高いことから、G1期の進行を制御する因子の変化に着目した。その

結果着床期の胚では、それ以前から発現されているサイクリンD3 やサイクリンEの他に、

サイクリンD1の発現の開始が観察された（図 2a）。休眠胚ではサイクリンD及びサイクリン

Eの発現はいずれも低下しており、一方p21の発現の上昇が見られ、G1サイクリンの機能抑

制状態にあることが明らかとなった（図 2b-d）。これに対し活性化胚では、サイクリンDと

サイクリンEはいずれも発現が急増し、p21の発現量は低下して、G1サイクリンの機能が活

発な状態に移行していた。 

E2の有無によって生じる休眠胚と活性化胚では、総転写活性の変化に代表されるように、

細胞周期制御因子だけでなく複数の遺伝子の発現が大きく変化していることが明らかとな

っている。しかしこの様な遺伝子の発現を制御する主要なメカニズムである、エピジェネ

ティックな修飾の変化は、着床期の胚においてはほとんど明らかになっていない。そこで

本研究では、エピジェネティックな修飾の中でも比較的研究が盛んに行われ、遺伝子発現

への関与と機能の多様性が明らかになりつつある、ヒストンH3及びH4のアセチル化修飾と

メチル化修飾、そしてヒストン変異体の置換に着目して、E2の作用に関連する修飾の探索を

試みた。交配後 4 日目の胚および休眠胚と活性化胚でヒストン修飾を検出したところ、そ

れぞれの修飾は胚の種類や部位によって様々な量

で存在していることが明らかとなった。内部細胞

塊（ICM）と栄養外胚葉（TE）では複数の修飾で

修飾量が大きく異なる傾向があった。多くの修飾

は活性化に伴う胚の総転写活性の変化に関わらず、

明確な修飾量の変化を示さなかったが、H3K9のジ

メチル化修飾とH3.1の変異体であるH3.3への置換

量は胚の休眠化や活性化に伴う転写活性の変化に

相関した変化を示した。すなわち、H3K9のジメチ

ル化修飾は休眠胚のICMで高い修飾レベルを示し、

H3.3は交配後 4日目の胚および活性化胚で核小体

に強く検出された（図 3）。休眠胚のICMで検出さ

れたH3K9のジメチル化修飾の上昇は、この修飾が

着床期胚の発生進行に関わる遺伝子の発現を抑制

していることを示唆しており、ヒストンH3.3 の核

小体への局在は、このヒストンがrRNA合成を促進

することで、活性化胚における翻訳効率を増加さ

せていることを示唆している。 
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図３. ヒストン修飾の変化
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卵巣から分泌されるE2 は子宮から複数のシグナル因子の発現を誘導し、これらの因子は



胚へ作用して胚の着床能獲得に寄与する。EGFやGM-CSFは子宮側から発現するシグナル因

子で、胚側は受容体を発現してこのシグナル因子を受容し、遺伝子発現を変化させること

が報告されている。また、卵巣から分泌されるE2は、子宮内膜において代謝型の 4-OH-E2

となり、これが胚に作用して胚の着床能獲得に関与することが報告されている。これらの

外因性シグナル因子が存在しないin vitroの胚培養系では胚発生は胚盤胞の時期までしか進

行できないことから、in vitro胚でも着床期以降の胚発生には母体側から分泌されるこれらの

様なシグナル因子が必要となると考えられる。そこで次に、胚培養系においてもin vivoにお

ける胚の休眠化と活性化と同様の状態が再現されるか調べた。まず、胚培養系で外部から

着床能獲得の指標として頻繁に用いられるout growth現象と、細胞周期制御因子の遺伝子発

現の変化を胚の活性化の指標として用い、KSOM中で胚を培養し、増殖因子等を何も添加し

ない状態およびこれらの因子を添加した時の胚の活性化の有無を調べた。その結果、培養

液中に何も添加しない場合、胚は胚盤胞までは正常に細胞分裂を繰り返し胚発生を進行し

たが、受精後４日目の透明体から脱出後はout growth現象を起こさず、胚発生をほとんど停

止したままの状態を数日間維持した。また、受精後５日目にEGF、GM-CSF、E2、4-OH-E2を

添加した場合は、単独で培養液に添加した場合も、EGFとE2や 4-OH-E2を同時に添加した場

合も、活性化の指標である胚のout growth現象や、サイクリンやG3PDH等の遺伝子発現に明

確な変化は見いだせなかった。そこで、単一の因子のみでは胚の活性化を誘導できない可

能性を考慮し、次に複数のシグナル因子を含有していると考えられるFBSを用いた。受精後

５日目に培養液中にFBSを添加した場合には胚のout growth現象が観察された。また、FBS

無添加下では、受精後５日目の胚に対し７日目の胚の遺伝子発現は、サイクリンDやサイク

リンEの発現が低下し、休眠胚と類似した遺伝子発現の変化を示した。さらに受精後７日目

の胚にFBSを投与すると、受精後８日目にはサイクリンDやサイクリンEの発現の上昇が確

認され、また受精後 10日目にはout growth現象が確認され、in vivoでの胚の活性化と類似し

た状態が再現できた。この様に培養胚においても、休眠胚と同様の機構により細胞増殖が

停止し、外因性因子によって活性化胚と同様の機構で細胞増殖が開始されることが示され

た。その一方で、in vivoでは胚の活性化に伴って修飾量の変化が見られたH3K9ジメチル化

修飾やH3.3 の置換はin vitroでFBSにより活性化させた胚においては同様の修飾パターンは

示されず、E2の作用のうち細胞周期制御因子の発現を上昇させる作用など、その一部のみを

代償できる因子がFBSには含まれていたと考えられる。 

以上のことから、胚は着床期に遺伝子発現のメカニズムを大きく転換するが、E2由来の外

因性シグナルはこの転換期以降の遺伝子発現の進行に不可欠であり、サイクリンD1やサイ

クリンE等のG1 期サイクリンを介して細胞周期の進行に関わり、またエピジェネティック

な修飾を変化させることが示された。活性化後の胚では、シグナル伝達や代謝に関わる遺

伝子の発現が大きく上昇することが報告されており、胚はE2 の刺激による遺伝子発現調節

機構の転換により、着床期以降の急激な細胞増殖を可能とする新たな遺伝子発現パターン

を生み出すものと考えられる。 


