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研究成果の概要（和文）：受精前後において遺伝子発現リプログラミングが起こるが、本研究ではヒストン変異
体の動態に着目し、そのメカニズムの解明を目指した。
　研究の成果として、受精直後のマウス１細胞期胚において、H3変異体においてはH3.1/H3.2が極端に少なく、
ほぼH3.3のみがクロマチンに存在し、またH2A変異体についてはH2A.XとTH2Aのみが多く存在していることが明ら
かとなった。ノックダウン/アウトおよび過剰発現によって、遺伝子発現およびクロマチン構造の変化が確認さ
れたことから、これらがリプログラミングに関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to elucidate the mechanism regulating the 
reprogram of gene expression after fertilization by analyzing the dynamics and the function of 
histone variants. First, I found that H3.3 but not H3.1/H3.2 is abundant in the nuclei of 1-cell 
stage embryos in mice. Regarding H2A variants, only H2A.X and TH2A is abundant. Knock-down/out and 
overexpression of these proteins caused the developmental delay and/or arrest and the changes in the
 expression of some stage specific genes and chromatin structure, suggesting that these histone 
variants are involved in the regulation of reprogramming.

研究分野：育種繁殖学

キーワード： 遺伝子発現リプログラミング　ヒストン変異体　初期胚　卵　クロマチン構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、クローン動物やiPS細胞の作製成功により、リプログラミングについて高い関心が寄せられている。しか
し、これまでのところ、受精前後におけるリプログラミングについては、その調節機構を調べた研究は極めて少
ない。本研究により、リプログラミングの調節機構が明らかになることで、発生あるいは細胞分化を人為的に支
配する途が新たに開けることが期待される。また、現在のところiPS細胞およびクローン動物作成の成功率が低
いが、これはゲノムのリプログラミングが正常に進行していないことがその主な原因と考えられる。したがっ
て、本研究の成果は効率的なiPS細胞およびクローン動物の作成法に新たな途を開くものと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生命の誕生は、分化した卵と精子が接合し、全能性を持つ受精卵を生じることから始まる。そし
て、その際に遺伝子発現のリプログラミングが起こる。すなわち、成長中の卵は分化した細胞で
あり、生殖細胞特異的な遺伝子発現パターンを示す。その後、成長期の終盤になって一旦遺伝子
発現を停止し、そのまま減数分裂を進行させて未受精卵となる。そして、受精後に全能性を持つ
1 細胞期胚となって遺伝子の発現を開始し、新しい遺伝子発現プログラムが始まる。この様に、
分化した卵と精子が接合し全能性を持つ 1 細胞期胚を生じるということは、遺伝子発現の面か
ら見ると、受精の前後で遺伝子発現のリプログラミングが行われているということを示してい
る。実際に、RNA シーケンス（RNAseq）を用いた最近の研究により、受精前後で著しい遺伝
子発現パターンの変化が起こっていることが明らかとなった。しかし、このような著しい遺伝子
発現の変化を引き起こすメカニズムについては、これまでにほとんど明らかにされていない。 
近年、遺伝子発現の調節にヒストン変異体が重要な役割を果たしていることが明らかとなっ
ている。すなわち、ヌクレオソームを構成する 4種類のコアヒストンのうち、特に H3と H2A
には様々な変異体が存在し、それぞれがその特異的修飾やクロマチン構造を変化させることで
遺伝子発現のオン／オフに関与していることが報告されている。例えば、ヒストン H3には、主
として H3.1、H3.2、H3.3 の 3 種類の変異体があるが、それぞれアセチル化やメチル化などの
異なった修飾が入ることで、遺伝子発現の調節に異なった役割を果たしている。また、H2A に
も様々な変異体が存在し、例えば、H2A.Zは転写の活性化に、macroH2Aはヘテロクロマチン
形成による遺伝子のサイレンシングに関わっている。したがって、これらのヒストン変異体が互
いに置き換わることで、遺伝子発現のオン／オフがダイナミックに切り替えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒストン変異体の動態に着目し、受精前後における遺伝子発現リプログラミング
のメカニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 

本研究計画は、次の 2つのステップから成っている。 
(1)ヌクレオソームを形成するコアヒストンの中で変異体を多く持つヒストンH2AとH3につい
て、各変異体の核局在量の変化を免疫染色により受精前の卵、受精後の着床前初期発生過程の胚
について解析する。 
(2)(i)上記の解析により、受精前後あるいは受精後に多く発現し核局在量が大きく変化すること
が明らかとなった変異体をリプログラミングに関わっている因子の候補と考え、それらの発現
を抑制し、、その後の発生、遺伝子発現およびクロマチン構造の変化を解析することで実際の機
能を明らかにする。 

ii)核局在量が著しく低いが、その前後の発生時期で急激に変化する変異体が存在した場合、こ
れについてもリプログラミングに関与している可能性があるため、その強制発現により核局在
量を増加させ、発生、遺伝子発現およびクロマチン構造の変化を解析する。 
 尚、具体的な方法としては、発現抑制に関しては、まず siRNAによるノックダウンを試みる。
すなわち、受精直後に発現しているタンパク質は、受精前の卵において発現した母性mRNA由
来のものが大部分であるため、siRNA は受精前の卵で作用させる必要がある。そこで、成長卵
に siRNAを顕微注入し、in vitroでの卵成熟および受精を行い、その後の解析を行う。ただし、
タンパク質の中には半減期の長いものも存在し、それらは例え成長卵でそのmRNAがすべて壊
されたとしても、成長期に合成されたものが受精後まで残存することが考えられる。この場合、
上記の siRNA を用いた方法では十分にノックダウンできないことから、CRISPR-Cas9 によっ
てノックアウトマウスを作成し、そこから得られた卵を用いて実験を行う。 
 また、発現増加については、目的の変異体の cRNA を作成し、これを未受精卵に顕微授精す
ることで行う。 
 遺伝子発現については、各発生時期のマーカーとなる遺伝子を RT-PCR よって解析する。ク
ロマチン構造の解析は、fluorescent recovery after photobleaching（FRAP）法を用いて行う。 
 
４．研究成果 
(1)H3変異体 
 これまでに、受精前の卵および受精直後の 1 細胞期胚では著しく緩んだクロマチン構造をし
ており、そこから 2 細胞後期にかけてクロマチン構造が締まっていくことが明らかとなってい
る。そして、このようなクロマチン構造の変化が受精前後における遺伝子発現のリプログラミン
グに関与している可能性があることから、その変化を引き起こす因子として、ヒストン H3変異
体に着目した。すなわち、H3.1/3.2 は所謂締まったクロマチン構造を形成し遺伝子発現に対し
て抑制的に機能することが報告されている。一方で H3.3はクロマチン構造を緩めることで遺伝
子発現の活性化に関与することが知られている。 



 そこでまず、ヒストン H3変異体について、受精前後におけるクロマチンへの局在の変化とそ
の発生への役割を調べた。まず、H3変異体の免疫染色を行うことに際し、H3.1と H3.2はアミ
ノ酸が 1 残基しか異なっておらずこれを区別できる抗体が存在しないため、この両方を認識す
る抗体を用いることにした。その結果、H3.3は受精前後およびその後の初期発生過程において
ほぼ一定の割合で核局在が認められたのに対し、H3.1/H3.2 は受精前から受精後の 1 細胞期ま
で核内に非常に低いレベルでしか検出されなかった。その後 2 細胞期の中期から次第に核局在
が増加していくことが分かった。ただし、検出感度を上げてさらに詳細に解析したところ、1細
胞期胚では H3.1/H3.2 は雌性前核にのみ核小体付近のヘテロクロマチン領域に比較的多く局在
していることが明らかとなった。 
次に、1 細胞期で H3.1/H3.2 の核局在レベルが低いことの生物学的意義を明らかにするため
に、H3.1、H3.2および H3.3の cRNAを作成しこれを 1細胞期胚に顕微注入した。その結果、
H3.3 の cRNA を顕微注入した胚は正常に胚盤胞期まで発生したが、H3.1 あるいは H3.2 の
cRNAを顕微注入したものでは、胚盤胞期への発生率が著しく低下した。したがって、1細胞期
胚の特に雄性前核のヘテロクロマチン領域において H3.1/H3.2 が低レベルであることが初期発
生に重要であることが明らかとなった。 
 また、1細胞期から 2細胞期にかけて遺伝子発現のリプログラミングが起こっていることが知
られていることから、RNAi による H3.1/3.2 の発現抑制を行い、クロマチン構造及び遺伝子発
現への影響を調べた。その結果、コントロール胚では１から 2 細胞期にかけてクロマチンが締
まるのに対し、発現抑制胚では緩んだ状態のままであった。さらに、1細胞期で一過的に発現す
るが 2細胞期で発現が著しく低下する遺伝子を RT-PCRで解析したところ、H3.1/3.2の発現抑
制胚では 2 細胞期における発現低下が十分に起こらなかった。したがって、H3.1/3.2 のクロマ
チンへの取り込みによるクロマチン構造の変化が、１細胞期から 2 細胞期にかけての遺伝子発
現のリプログラミングに関与していることが示唆された。 
(2)H2A変異体 
 上記のようにヒストン H3がリプログラミングに関与していることが示唆されたが、コアヒス
トンを構成する他のヒストンである H2Aも H3同様にクロマチン構造および遺伝子発現の調節
に重要な役割を果たしていることが知られている。また、H3 と H2A 変異体の組み合わせが、
実際のクロマチン構造の調節に関わっているという報告もある。さらに、これまでの当研究室の
研究結果で、受精前後で H2A変異体の構成が著しく変化することが明らかとなっている。そこ
で受精前後における H2A 変異体の動態を解析することにした。受精前はすべての H2A 変異体
がクロマチンに取り込まれているが、受精後には H2A.Xと TH2Aが大部分となるように変化す
ることから、これらのノックアウトマウスを作成してその機能を解析した。その結果、これらの
変異体それぞれのノックアウトでは受精後の発生に顕著な影響は見られなかったが、この 2 者
のダブルノックアウトでは発生の停止が起こった。また、TH2Aのノックアウトによって、2細
胞期に特異的に発現する一部の遺伝子に発現異常が見られた。したがって、受精後における H2A
変異体の大規模な置換がリプログラミングに関わっていることが示唆された。 
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