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研究成果の概要（和文）：マウス初期発生におけるリンカーヒストンの機能を調べるため、CRISPR/Cas9 システ
ムを用いてH1a遺伝子を欠損したマウスを作成した。その結果、H1a欠損マウスは正常に生まれてきたが、この
H1a欠損雌マウスでは産子数が減少していた。さらに母性H1aを欠損した胚では着床前初期発生率が低下してい
た。しかしこの胚では内部細胞塊や栄養外胚葉への分化には異常が見られなかった。本研究よりリンカーヒスト
ン変異体H1aは着床前初期発生において重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the function of linker histone variants in mouse 
preimplantation development, H1a knockout (KO) mice were generated using the CRISPR/Cas9 system. The
 results showed that H1a KO mice were born without abnormalities, but the litter size was decreased 
in H1a KO female mice. H1a maternal KO had a detrimental effect on the preimplantation development, 
but not differentiation of the inner cell mass or trophectoderm. This study suggests that linker 
histone variant H1a is required for preimplantation development.

研究分野： 繁殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在iPS細胞などのリプログラミングについて非常に多くの研究が行われている。その一方で、受精後に起こる
遺伝子発現リプログラミングおよびクロマチン構造変化については、その制御機構がほとんど解明されていな
い。本研究によりマウス受精後の初期発生にリンカーヒストン変異体H1aが重要であることが明らかにされた。
今後本研究を発展させ、受精後の遺伝子発現およびクロマチン構造変化におけるリンカーヒストン変異体の機能
を詳細に解析していくことにより、これら受精後におけるリプログラミングの実態の解明、さらにはiPS細胞の
作成効率などの改善に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生物の初期発生はある一定のプログラムにしたがって進行していくと考えられている。マウス
では受精後のしばらくは転写が停止した状態にあるが、1 細胞の S 期中頃より受精後初めての
胚由来の遺伝子発現が起こる。このイベントは Zygotic genome activation(ZGA)と呼ばれてお
り、1 から 2 細胞前期における活性化は minor ZGA、2 細胞後期における活性化は major ZGA
と呼ばれており、この minor から major ZGA にかけては遺伝子発現パターンが大きく切り替わ
ることが報告されている。この受精後の minor から major ZGA の遺伝子発現の切り替わりは、
遺伝子発現プログラムの最初のステップであり、その後の初期発生に非常に重要であると考え
られるが、その制御機構についてはほとんどわかっていない。クロマチン構造は遺伝子発現調節
に重要な役割を果たすことが、体細胞などを用いた実験より報告されている。マウス受精後にお
いて、クロマチン構造は遺伝子発現同様大きく変化しており、minor ZGA が起こる 1 から 2 細
胞前期では体細胞と比較して非常に緩いクロマチン構造を有しており、2 細胞後期になると急激
にクロマチン構造が締まることが報告されている。この minor から major ZGA の時期における
クロマチン構造変化に関わる因子として、申請者のこれまでの研究よりリンカーヒストン変異
体 H1foo を明らかにしている。siRNA を用いた H1foo のノックダウン実験より H1foo は 1 細
胞期の緩いクロマチン構造形成に関与していること、1 から 2 細胞期にかけてその核局在量が急
激に減少することにより、クロマチン構造が締まることを明らかにした。しかしながら H1foo を
欠損した胚では 2 細胞期への卵割にわずかな遅延が見られるものの、胚盤胞期胚までの発生率
には影響が見られなかった。リンカーヒストン変異体のノックアウトマウスはそのほとんどが
致死にならないことから、リンカーヒストン同士は機能の相補性が非常に高いことが報告され
ている。H1foo 以外のリンカーヒストンの中で、リンカーヒストン変異体 H1a は H1foo を除く
他のリンカーヒストン変異体よりもクロマチンの凝集能力が弱いことが報告されている。この
ことから、H1a はクロマチン構造を緩める機能をもち、H1foo を欠損した初期胚において H1foo
の機能を相補していることが考えられる。また過去に H1a のノックアウトマウスについての報
告があり、H1a ホモ欠損マウスは生存率などに異常が見られなかったという報告がされている
が、H1a の欠損が雌マウスの生殖能力や着床前初期発生に与える影響についてはほとんど解析
がなされていない。 
 
２．研究の目的 
このような背景より申請者は H1a のノックアウトマウスを作製し、着床前初期発生における
H1a の役割を調べる。さらに H1foo のノックダウンと合わせて、これらリンカーヒストン変異
体の両欠損が着床前初期発生に与える影響について調べる。 
 
３．研究の方法 
CRISPR/Cas9 システムを用いて、H1a の遺伝子領域大部分を欠損するような gRNA を設計して H1a
ノックアウトマウスを作成した。 
 
４．研究成果 
まず H1a の欠損がマウスの発生に与える影響を調べるために、H1a ヘテロ欠損マウスの雌雄を交
配し、H1a ホモ欠損マウスが正常に生まれてくるかどうか調べた。その結果ヘテロ欠損個体同士
の交配から生まれた子供の遺伝型比はメンデルの法則に従っていた。また出生 21 日後の体重は、
野生型マウス、ヘテロ欠損マウス、ホモ欠損マウスの間で差は見られなかった。これらの結果は、
H1a ホモ欠損マウスは正常に生まれてくることを示した先行研究と一致していた。次に H1a の欠
損が雌雄の生殖能力に及ぼす影響を調べた。H1a ホモ欠損雄と野生型雌の交配における産子数は
野生型の雄雌の交配における産子数と同程度であった。しかし、H1a ホモ欠損雌を野生型の雄と
交配させると、産子数は減少していた。このことから H1a は雌の生殖能力に重要であることが明
らかとなった。H1a ホモ欠損雌から採取できる卵の数は野生型の雌と同程度であったことから、
次に着床前初期発生における H1a の機能を調べた。H1a ホモ欠損雌マウスから得た卵子を野生型
雄の精子と体外受精させ、その後の胚(母性 H1a 欠損胚)の初期発生を観察した。その結果、母性
H1a 欠損胚では着床前初期発生、特に桑実胚期から胚盤胞期にかけての発生率が、野生型の胚と
比較して減少していた。母性 H1a は着床前初期発生に重要であり、桑実胚期以降の発生が損なわ
れていたことから、母性 H1a を欠損した胚では内部細胞塊と栄養外胚葉への分化に異常が生じ
ていることが考えられた。そこで内部細胞塊のマーカーである NANOG と栄養外胚葉のマーカー
である CDX2 について、免疫染色を行った。その結果母性 H1a を欠損した胚では、野生型胚と比
較して内部細胞塊と栄養外胚葉の細胞数に差が見られなかった。このことから母性 H1a は着床
前初期発生には重要であるが、内部細胞塊と栄養外胚葉への分化には重要でないことが示され
た。 
H1a は着床前初期発生に重要であることが明らかとなったので、次に着床前初期発生における
H1a と H1foo の両欠損を行うことにした。H1a ホモ欠損雌マウスより採取した卵に、H1foo に対
する siRNA を顕微注入し、1細胞期におけるこれら両変異体の欠損を行なった。この H1a および



H1foo の両欠損胚の初期発生を調べたところ、胚盤胞期胚までの発生率が野生型と比較して減少
していたものの、H1a 単独欠損した胚と比較して発生率に違いは見られなかった。 
そこで H1a の欠損が 1細胞期における H1foo の局在量に影響を及ぼすかどうかを調べるために、
母性 H1a を欠損した 1細胞期胚で H1foo の免疫染色を行った。その結果、H1foo の核局在量は母
性 H1a 欠損胚と野生型の 1 細胞期胚で変化が見られず、母性 H1a の欠損は 1 細胞期における
H1foo の局在に影響を与えないことが示唆された。 
以上の結果より、H1a は雌マウスの生殖能力および着床前初期発生に重要であることが示された。
また H1a および H1foo の両欠損胚では他のリンカーヒストン変異体が機能を相補していること
が考えられる。本研究より、マウス着床前初期発生におけるリンカーヒストン変異体の重要性が
初めて示された。 
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