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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、αチューブリンを含む非ヒストンタンパク質のアセチル化について初期発生
における役割や制御機構を明らかにすることを目指した。本研究では、まず卵子老化に伴うチューブリンのアセチル化
レベルの経時変化を明らかにするとともに、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤を用いて卵子老化において特に
クラスIIIのHDACの重要性を示唆した。また卵子の活性化に伴うヒストンおよび非ヒストンタンパク質の高アセチル化
への誘導現象を明らかにした。このように本研究を通じて、特に1細胞期におけるアセチル化制御の重要性について明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Histone Deacetylases (HDACs) are known to play important roles during preimplantat
ion development. However, the roles of acetylation of non-histone proteins mouse embryos still remains poo
rly understood. In this study, we have focused on acetylation of alpha-tubulin and HDACs in terms of oocyt
e quality during one-cell stage. First, we found that treatment with NAM, nicotinamide, an inhibitor for C
lass III HDACs inhibited cellular fragmentation and spindle elongation after postovulatory in vitro aging.
 Also, the alpha-tubulin increased acetylation during aging, suggesting not only histone but non-histone p
rotein acetylation also increases with oocyte aging. Further, once an oocyte has been activated, histone a
nd nonhistone proteins are hyperacetylated partly due to a reduction of HDAC activity. TSA treatment of zy
gotes enhances their acetylation. Thus, we provide the evidence that protein acetylation play important ro
les for oocyte quality which affect subsequent embryonic development.
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のアセチル化は、リン酸化となら
び翻訳後修飾の一つであり、タンパク質の機
能制御に重要な役割を果たしている。特に、
ヒストンのアセチル化はエピジェネティク
スの根幹をなすヒストン化学修飾の一つと
して、遺伝子の発現制御に不可欠な役割を担
っていることが知られている。標的タンパク
質のアセチル化は、それぞれ特異的なヒスト
ンアセチル基転移酵素（HAT）およびヒスト
ン脱アセチル化酵素（HDAC）により特定の
リシン残基がアセチル化および脱アセチル
化されることで可逆的に制御されている。
HDAC の阻害剤の一つであるトリコスタチ
ン A（TSA）で細胞を処理すると、細胞内の
タンパク質の高アセチル化を誘導する。これ
まで申請者は、1 細胞期の体細胞クローン胚
を一定時間 TSA で処理することにより出生
率を６倍以上と大幅に改善することに成功
している。一方、同様に受精胚を TSA 処理
した場合、逆に出生率の低下および胎盤や胎
児の異常を引き起こすことを報告した。この
ように、初期発生、特に 1細胞期におけるタ
ンパク質のアセチル化の制御は、その後の発
生において大変重要であると考えられる。未
受精卵および 1細胞期の胚には、TSAの標的
となるクラス１と２に属する１１種類の
HDAC のうち HDAC2 など数種類が発現し
ているが、2細胞期以降では HDAC1が主要
なHDACになる。一方、HAT遺伝子群の詳
細な発現様式については明らかになってい
ない。さらにアセチル化の標的タンパク質に
ついては、ヒストンの修飾については詳細な
報告があるが、非ヒストンタンパク質のアセ
チル化と発生能については不明である。また
TSA 処理により胚内のタンパク質の高アセ
チル化の誘導の際に、どのようなタンパク質
のアセチル化に影響を及ぼすかについてこ
れまで網羅的に調べられた報告はない。最近、
我々は TSA 処理胚のアセチル化タンパク質
の網羅的な探索からαチューブリンのアセ
チル化が大きく変化することを見いだした
（松原ら、2010）。αチューブリンは K40が
アセチル化され、未受精卵では主に紡錘体に
のみに観察され、受精後には細胞質全体に広
がることが報告されている（Shatten ら、
1988）。αチューブリンのアセチル化の機能
については、チューブリンの重合や安定化に
関わり、特に神経細胞では、分化や細胞内輸
送に重要であることが報告されている
(Creppe ら、2009)。最近、これまで不明で
あったαチューブリン特異的なアセチル基
転移酵素としてMEC-17が同定され、そのノ
ックダウンでは神経発生の異常が報告され
た（Akellaら、2010）。αチューブリンの特
異的な脱アセチル化酵素としてはすでに
HDAC6と SIRT2が同定されている。このよ
うに近年αチューブリンのアセチル化に関
する知見が増え、その重要性が再認識され始
めている。このような背景のもと、初期胚に

おけるαチューブリンのアセチル化の機能
とその制御機構を明らかにすることは、初期
胚の発生の分子基盤を理解するだけでなく、
胚発生の効率化など応用研究にも大きく貢
献することが期待される。 
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２．研究の目的 
タンパク質のアセチル化の制御が哺乳類の
初期発生に重要であることが、ヒストン脱ア
セチル化酵素の阻害剤などを用いた実験な
どから示唆されている。しかし、ヒストンの
アセチル化に比べ、初期発生における非ヒス
トンタンパク質のアセチル化の役割につい
てほとんどわかっていない。本研究課題では、
非ヒストンタンパク質としてαチューブリ
ンのアセチル化について初期発生における
役割や制御機構を明らかにし、さらに体細胞
クローン胚など低発生率を示す各種胚にお
けるαチューブリンのアセチル化異常の有
無と低発生率の表現型への寄与を明らかに
する。 

３．研究の方法 
（１） 各種 HDAC 阻害剤による排卵後の卵
子の老化にともなう形態変化に与える
影響。マウス B6D2F1 雌（２～３ヵ月齢）
より、過剰排卵誘起後、採卵し試験管内
で培養（KSOM）することにより卵子の老
化を観察。培養液にクラス I/II の HDAC
に対する阻害剤トリコスタチン A(TSA)
ならびにクラス III の HDAC に対する阻
害剤ニコチンアミド(NAM)を培養液に添
加し、卵子の形態変化を、採卵後０、２
４、３６、４８時間後にそれぞれ観察し
た。 

（２） 排卵後の卵子の老化にともなうα
チューブリンのアセチル化レベルの変
化。採卵後卵子を培養し、０、１２、２
４、３６時間後にサンプリングし、チュ
ーブリン抗体ならびにアセチル化チュ
ーブリン抗体を用いてウェスタンブロ
ッティングを行った。 

（３） 各種 HDAC 阻害剤が排卵後の卵子の
老化にともなうαチューブリンのアセ
チル化に与える影響。採卵後卵子を TSA
ならびに NAM 存在下で培養し、３６時間
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後にサンプリングし、チューブリン抗体
ならびにアセチル化チューブリン抗体
を用いてウェスタンブロッティングを
行った。 

（４） 各種 HDAC 阻害剤が排卵後の卵子の
老化にともなう紡錘体の伸展に与える
影響。試験管内で 24 時間培養により老
化した卵子をチューブリン抗体ならび
にアセチル化チューブリン抗体を用い
て免疫染色し、撮影した画像より紡錘体
の長さを比較した。 
 

（５） 体外受精ならびに人工的卵子活性
化にともなうアセチル化の変化とTSA処
理が与える影響。体外受精またはストロ
ンチウム処理により採卵した卵子の活
性化を行う際に TSA を添加した。10 時間
後に採取し、チューブリン抗体ならびに
アセチル化チューブリン抗体を用いて
ウェスタンブロッティングを行った。 
 

（６） 人工的卵子活性化にともなうアセ
チル化の変化と TSA 処理が与える影響。
未活性化卵ならびに活性化卵を TSA で 3
時間処理し、チューブリン抗体ならびに
アセチル化チューブリン抗体を用いて
ウェスタンブロッティングを行った。 

４．研究成果 
（１） 各種 HDAC 阻害剤による排卵後の卵
子の老化にともなう形態変化に与える
影響。下記の図の通り、ニコチンアミド
添加時が、もっとも卵子の形態変化を抑
制することが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２） 排卵後の卵子の老化にともなうα
チューブリンのアセチル化レベルの変
化。卵子は培養に従い経時的にαチュー
ブリンのアセチル化レベルが亢進する
ことが明らかになった。この結果から、
卵子の老化にともない非ヒストンタン
パク質のアセチル化異常が起こること
が初めて明らかになった。 
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② ①を定量した結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３） 各種 HDAC 阻害剤が排卵後の卵子の
老化にともなうαチューブリンのアセ
チル化に与える影響。TSA では、未処理
区に比べて、αチューブリンのアセチル
化が亢進し、NAM 存在下では抑制され
ることが示された。このことは、NAM
存在下で老化にともなう形態変化が抑
制された結果（１）と一致する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４） 各種 HDAC 阻害剤が排卵後の卵子の
老化にともなう紡錘体の伸展に与える
影響。紡錘体は、卵子老化にともない伸
展することが知られている。下記の通り、
未処理の場合 24 時間で約 1.3 倍に伸展
が見られるが、特に NAM 存在下では伸展
が抑制されることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
（５） 体外受精ならびに人工的卵子活性
化にともなうアセチル化の変化とTSA処
理が与える影響。TSA 処理によりチュー
ブリンのアセチル化が大きく亢進する
ことが明らかになった。これにより、非
ヒストンタンパク質のアセチル化が、1
細胞期のTSA処理により大きく亢進する
ことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
（６） 人工的卵子活性化にともなうαチ
ューブリンのアセチル化の変化とTSA処
理が与える影響。人工的卵子活性化にと
もなうアセチル化の変化とTSA処理が与
える影響。未活性化卵ならびに活性化卵
を TSA で 3時間処理したところ、αチュ
ーブリンのアセチル化レベルが活性化
した方が有意に向上した。この結果から、
一見アセチル化に変化がないように思
われた活性化後3時間の卵子内において、
すでにチューブリンのアセチル化を亢
進させるための準備が行われているこ
とが明らかとなった。この機構として、
HAT(ヒストンアセチル基転移酵素)の活
性化や翻訳レベルの向上、局在の変化な
どの可能性が考えられ、今後の重要な課
題であると考えられる。 
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