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研究成果の概要（和文）：受精卵におけるゲノムワイドなヒストンH2A.Zの選択的除去の仕組みを明らかにする
ことを目的とする。活性化をトリガーとするヒストンH2A.ZとmacroH2Aの分解については分解応答性が異なるこ
とが明らかとなった。さらに、活性化に伴う母性転写物の新規翻訳やユビキチン・プロテアソーム系(UPS)によ
る分解機構は関与しない可能性が示された。体細胞核移植においてH2A.Zの除去を誘導するHDAC阻害剤について
相互作用因子の探索を行い、UPSを制御する分子の関与の可能性が示唆された。今後、ヒストンH2A.Zの除去の仕
組みを明らかにし、さらにその仕組みを利用した新規リプログラミング支援技術の開発をめざす。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanism of genome-wide removal of 
histone H2A.Z in fertilized eggs. (1) It was revealed that the degradation kinetics of histone H2A.Z
 and macroH2A triggered by oocyte activation is different. Furthermore, it was indicated that de 
novo translation of maternal transcripts or a degradation mechanism by the ubiquitin-proteasome 
system (UPS) may not be involved in H2A.Z degradation. (2) We investigated for maternal factors 
interacted with HDAC inhibitors that induce H2A.Z removal in somatic cell nuclear transplantation. 
The results suggest the possible involvement of molecules that regulate UPS. In the future, we 
elucidate the mechanism of genome-wide histone H2A.Z removal and to develop a novel reprogramming 
technology.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： ヒストンH2A.Z　受精　クロマチンリモデリング　全能性獲得　ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤　リプ
ログラミング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で提案する受精卵における“場の調整機構の理解と人為制御”は、“役者”となる初期化プレイヤーの活
動を促す“舞台装置”をつくり出し、リプログラミングを促進する新技術の開発に繋がる。これまで、クローン
技術やiPS細胞でのリプログラミングについては転写因子等プレイヤーに焦点があてられているが、“役者が演
じる舞台環境”に対する理解は重要である。本研究が狙う舞台装置の制御はプレイヤーの能力を最大限に引き出
すものであり、リプログラミング技術を飛躍的に向上させるものとして期待される。また、受精卵の全能性獲得
基盤の理解は、現在注目される人工胚研究においても重要なカギを握るものとなる。

※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 

受精卵の初期発生過程は、ゲノムワイドなエピジェネティック制御を受けており、染色体レベ

ルでのダイナミックな構造変換が重要な役割を果たしている。ヒストンとエピジェネティクス

の研究については、ヒストン H3 ではヒストン修飾による側面が強いのに対し、H2A ではバリ

アントによるクロマチン領域の形成や DNA修復等の側面が強く多彩である。これまで、体細胞

核移植や iPS 細胞でのリプログラミングについては、転写因子等プレイヤーに焦点があてられ

ているが、“役者が演じる舞台環境”に対する理解は重要である。とりわけヒストン H2A.Z は受

精後急速に消失し、初期卵割期において一時的に欠如する(Nashun et al., 2010)。その間、ゲノ

ム全体が弛緩し、特にヒストン H2A.Z の集積によりヘテロクロマチン化しているセントロメア

近傍領域が緩み、そこに配置される発生関連遺伝子群(Hamatani et al., 2008)や non-coding 

RNAの発現が誘導される(Probst et al., 2008、2010, Romeo et al., 2015)。この点に着目し、申

請者は、体細胞核移植卵子では、体細胞核から持ちこまれるヒストン H2A.Z が全能性の再獲得

に大きく干渉するとの仮説を立てた。そこで、体細胞核移植卵子の発生能を改善する HDAC阻

害剤(HDACi)に着目し、ヒストンアセチル化を介したヌクレオソームのリモデリングについて

検討した結果、HDACi 処理によりドナー細胞核から持ち込まれるヒストン H2A.Z が選択的に

除去されることを見出した。HDACi は HDAC 以外の低分子化合物を基質とし、その基質が疾

患に関与する例もあり(Weight et al., 2016)、HDACi によるヒストン H2A.Zの除去能は卵子で

しかみられないことから、卵子には全能性の獲得に必要な特殊なクロマチンリモデリング機構

が存在するとの着想に至り、本研究を立案した。本研究は、卵子に特徴的に備わるヒストン

H2A.ZならびにHDACiと相互作用する分子をあぶり出し、それらを足掛かりにヒストンH2A.Z

の除去の仕組みを明らかにすることにより、受精卵の全能性獲得の構造的環境を理解する。さら

に、その仕組みに基づくクロマチンリモデリングを介した新規リプログラミング支援技術への

展開をめざすものである。 

 

２．研究の目的 

本研究は、受精卵や体細胞クローン卵子のゲノムワイドなエピジェネティック制御を導く土

台となる染色体全体で起こるダイナミックなクロマチン構造変換に着目し、そのカギとなるヒ

ストン H2A.Z の除去機構を明らかにするとともに、その仕組みを利用して新規リプログラミン

グ支援技術を開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）受精卵におけるヒストンH2A.Zの除去過程で相互作用する因子の探索と機能解析 

1．活性化卵へのmRNA の導入と GFP-H2A.Z の局在 

受精後、ヒストンH2A.Zは一過的に消失するが、桑実期までに局在が回復してくる。そこ

で、H2A.Zの分解機構が受精後どれくらいの期間働いているのかを確認するため、活性化後６

時間(6hpa)の1細胞期胚と48時間後(48hpa)の4細胞期胚にGFP-H2A.Z mRNAを電気穿孔法で

導入し局在について観察した。卵の活性化処理は、mCZB-Ca2+-free+10mM SrCl2, 5μg/mL 

CB 培地により行い、その後、KSOM+AA培地にて体外培養した。次に、ヒストンH2A.Zと

macroH2Aはどちらも受精後急速に消失するが、これらが同じ挙動をとるかは明らかではな

い。そこで、GFP-H2A.Z mRNAとmCherry-macroH2A mRNAを1細胞期(6hpa)に導入し局在

について経時的に観察した。対照としてmCherry-H2B mRNAを用いた。 



2．活性化卵における UPS の阻害が GFP-H2A.Zの局在に及ぼす影響 

H2Aバリアントの応答のトリガーとして卵の活性化が必要である。受精卵における急速なタ

ンパク質分解機構としてユビキチン・プロテアソーム系(UPS)やオートファジー系などが考え

られる。そこで、プロテアソーム阻害剤である MG132 (5µM)を用いて、GFP-H2A.Z の局在に

ついて検討した。実験区は未処理区、6～12hpa処理区、12～24hpa 処理区、6～24hpa処理区

とした。 

3．ヒストン H2A.Zの分解における活性化後の母性由来転写物の新規翻訳の関与 

受精後、卵の活性化により母性由来転写物の新規翻訳が生じることから、これが H2A.Zの分

解に関与しているのかについて検討した。活性化処理後 0～6 時間、シクロヘキシミド処理

（10µg/mL）を行った。活性化後 6 時間で GFP-H2A.Z mRNA を電気穿孔法で導入し、GFP-

H2A.Zの局在について経時的に観察した。 

（２）受精卵におけるHDAC阻害剤と相互作用する因子の探索と機能解析 

1．Chemical pulldown および質量分析による HDACiの相互作用因子の探索 

磁気ビーズにリガンドとして HDACi (SAHA)を固定し、線維芽細胞と MII 期卵、活性化卵

(6hpa)から抽出したタンパク質を用いて chemical pulldown を行った。線維芽細胞は 400µg、

MII期卵と活性化卵はそれぞれ 100個分(3µg 相当)を抽出した。それらを作製した SAHA誘導

体固定化ビーズと反応させ chemical pulldown を行った。アフィニティ精製後、ウエスタンブ

ロット解析により SAHA の既知のターゲットである HDACs の検出を試みた。Chemical 

pulldown の条件を設定後、同様にして調製したサンプルで質量解析を行い、SAHAとの相互作

用因子の探索を行った。 

2．HDACi 処理が Dtx2の作用に及ぼす影響 

卵子で SAHAと相互作用する候補分子とした Dtx2 について、線維芽細胞、MII 期卵、活性

化卵(6hpa)および精巣（陽性対照区）での発現を RT-PCRにより検討した。次に、Dtx2と SAHA

との直接的な相互作用について検証するために、in vitro 転写により合成したリコンビナント

Dtx2 を SAHA 固定化ビーズで反応後（SAHA 誘導体による競合阻害区あり）、chemical 

pulldown、精製後、銀染色により評価した。さらに、Dtx2の阻害による基質となるリボシル化

タンパク質の蓄積について検証するため、NIH/3T3 細胞と MII期卵(100個)を用いて、未処理

区、H2O2処理区（細胞：1mM, 30min; 卵：20μM, 30min）、SAHA 処理区（細胞：10µM, 6h, 

12h, 24h; 卵：10µM, 活性化処理 6h+培養 4h）についてウエスタンブロット解析を行った。 

3．ポリ ADPリボースポリメラーゼ(PARPs)の発現解析 

卵子で SAHA と相互作用する新たな候補分子とした PARPs について、線維芽細胞、MII 期

卵での発現を RT-PCR により検討した。NIH/3T3 細胞および MII 期卵の処理は上記 2 と同様

に行った。 

 
４．研究成果 

（１）受精卵におけるヒストンH2A.Zの除去過程で相互作用する因子の探索と機能解析 

GFP-H2A.Z mRNA を 1細胞期(6hpa)で導入したところ、9～24hpa において核全体において

局在が維持された。これは、先行研究（Nashun et al., 2010）と一致しており、外来性のヒスト

ン H2A.Zに対しても卵が備えている除去機構が作用していることが示された。一方、mCherry-

H2B mRNAが導入された活性化卵では、胚盤胞（96hpa）まで核全体に強い傾向が認められた。

次に、GFP-H2A.ZおよびGFP-H2A.Xの C末端 23個のアミノ酸を付加したGFP-H2A.Z_XC23 

mRNA を導入し局在について解析した。その結果、GFP-H2A.Z は 24hpa から急速に消失する



一方、GFP-H2A.Z_XC23 は 48hpaまで核内に維持され、H2A.Xの C 末端領域がヒストン H2A

バリアントの除去の制御に関わっていることが示唆された。また、GFP-H2A.Z_XC23 の発現に

より発生遅延や発生停止が観察された。この除去能力の発動時間を検証するために 4 細胞期

(48hpa)に GFP-H2A.Z mRNA を導入したところ、核で弱い局在が認められ、その後 72～96hpa

まで徐々に蛍光が減弱しながらも維持された。活性化卵において、GFP-H2A.Z mRNA を 1 細

胞期で導入したもの、4 細胞期で導入したものいずれも約 4割が胚盤胞に発生しており、導入時

期による発生能への影響に差はないことが示された。4細胞期に導入したものは 1細胞期に導入

したものと比べ核局在が長く維持されることから、1 細胞期導入卵における GFP-H2A.Z の分

解・消失は、受精直後に起こる特異的な現象であることが明らかとなった。 

マウス受精卵では、ヒストン H2A.Z と macroH2A はどちらも受精後急速に消失する。そこ

で、H2A.Z と macroH2A の分解応答性について検討するため、活性化卵における GFP-H2A.Z

およびmCherry-macroH2Aの局在について観察した。その結果、活性化卵(6hpa)においてGFP-

H2A.Z mRNAを導入し発現させたところ、9～24hpaにおいて核全体に局在を示し、36hpaの

mid-2-cellからシグナルは消失した。同様に、mCherry-macroH2A mRNAを導入し発現させた

ところ、9～48hpa の 4-cellまで核全体に強いシグナルが検出され、その後シグナルは減弱し消

失した。これらの結果から、ヒストン H2A.ZとmacroH2A の分解応答性について、macroH2A

の分解の速さは H2A.Z より遅い可能性が示された。 

受精をトリガーとして起きるヒストン H2A.Z の除去機構について、活性化に伴う新規の翻訳

に着目し、シクロヘキシミド添加培地を使用することで母性由来の新規翻訳産物がヒストン

H2A.Zの分解に関与するかを検討した。その結果、シクロヘキシミド添加培地では、活性化後 9

～24hまで GFP-H2A.Z の局在が核に認められたが、36hpaでは蛍光が減弱し消失した。これら

の結果より、活性化後の母性由来の新規翻訳産物はヒストン H2A.Z の除去に関与していないこ

とが示唆された。しかしながら、本研究で用いた実験系では、可視化するために蛍光標識した

H2A.Z や macroH2A は活性化後 6h で導入発現させており、活性化直後にはたらいている内在

性の H2A バリアントの分解工程を正確にとらえているとはいい難い。今後は、母性由来の新規

転写産物が H2A.Z の除去機構に関与しているのかを解析するため、MII 期卵の段階で GFP-

H2A.Z mRNA を導入・発現させる方法で検討する。 

ヒストン H2A.Zの除去機構におけるユビキチン・プロテアソーム系（UPS）の関与について

調べる目的で、プロテアソーム阻害剤MG132を用いて GFP-H2A.Zの局在を検討した。MG132

未処理区では 12~24hpa までヒストン H2A.Z の核局在が維持され、その後 36hpa で除去され

た。6~12hpa 処理区、12～24hpa 処理区では、ヒストン H2A.Z の核局在は 36～48hpa ごろま

で維持され 72hpa 以降は消失した。6~24hpa処理区では、ヒストン H2A.Z は 36hpa ごろまで

核局在が維持されたが、48hpaにはほとんど除去された。GFP-H2A.Zは核での局在が維持され

る一方、細胞質での滞留がみられなかったことから、UPSはヒストン H2A.Z の消失に関与して

いない可能性が考えられた。初期発生におけるタンパク質分解システムには、オートファジーシ

ステムやユビキチンプロテアソームがあることから(Satouh Y et al.,2023)、今後オートファジ

ーシステムについて検討する。 

（２）受精卵におけるHDAC阻害剤と相互作用する因子の探索と機能解析 

小分子化合物の相互作用因子を精製する手法のひとつである chemical pull down を用いて哺

乳動物卵子のような微量サンプルから既知の相互作用因子を検出できるかを検討した。卵子 100

個分のタンパク質から SAHA固定化ビーズを用いて精製したタンパク質中に、SAHAのターゲ



ットである HDACs が検出される条件を設定した。そこで、SAHA 固定化ビーズを用いて

chemical pulldown と質量解析を行った。その結果、線維芽細胞から 864 因子、MII 期卵から

139 因子、活性化 6 時間後(6hpa)の卵から 101 因子が検出された。先行研究を参考に、MII 期

から 2細胞期にかけてHDACiが作用する共通の因子が存在していると仮定し、MII期卵と 6hpa

卵で共通して検出され、線維芽細胞では検出されない因子として 16因子を絞り込んだ。そのう

ち Isoform 2 of Probable E3 ubiquitin-protein ligase, DTX2が MII期卵でも 6hpa卵でも高頻

度に検出されていた。DTX2 は Deltex ファミリーのユビキチンリガーゼの 1 つであり、WWE 

domain、RING E3 finger domain、DTCにより構成されている。RING finger domain は Zn 

finger の一種であり、SAHA のmetal binding region の作用部位となり得ることから、体細胞

核移植卵子の発生能改善に繋がる HDACi のターゲットとして Dtx2 を候補分子の一つとした。 

Dtx2 の発現動態について RT-PCR を行った結果、Dtx2 は線維芽細胞では発現しておらず、

卵子において発現していた。そこで、Dtx2 が SAHA と直接相互作用しているか検討するため

に、in vitro 転写により作製した Dtx2タンパク質を SAHA固定化ビーズで反応後アフィニティ

精製を行った結果、Dtx2 が検出された。さらに SAHA 誘導体の共存による競合阻害により Dtx2

の検出がみられなくなったことから、SAHA は Dtx2 と直接相互作用していることが示された。

Dtx2 の RING finger domain に結合した E2 リガーゼは、WWE ドメインに結合したリボシル

化タンパク質を基質としてユビキチン化し、プロテアソームによる分解を導く。そこで、RING 

finger domain に結合した HDACi が E2 リガーゼの結合を阻害することで、リボシル化タンパ

ク質がユビキチン化を免れ蓄積するのではないかと仮定し、NIH/3T3 細胞と活性化卵(10hpa)を

用いてウエスタンブロット解析により検討した。NIH/3T3細胞では、H2O2処理によりリボシル

化タンパク質の蓄積が認められた。それに対して、活性化卵においては、HDACi未処理区でリ

ボシル化タンパク質がわずかに認められたが、HDACi処理した活性化卵では検出されなかった。

このことから、活性化卵において HDACiはタンパク質のリボシル化にも影響を与えている可能

性が示された。 

質量解析の結果から、リボシル化酵素について PARP ファミリーの 1 つである TCDD-

inducible poly [ADP-ribose] polymerase (PARP7)が活性化卵で高頻度に認められた。さらに、

Poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP1)と Poly [ADP-ribose] polymerase 12 (PARP12)も検

出されていた。これらの PARPsには Zn finger domainが存在し(Challa et al., 2021, Suskiewicz 

et al., 2023)、SAHAがこれらの PARPsに直接作用して阻害する可能性が考えられた。ことか

ら、HDACi は卵子の PARPs の機能阻害によりタンパク質のリボシル化が抑制された可能性が

ある。そこで、PARPs の発現について RT-PCR で半定量的に検討したところ、NIH/3T3細胞、

活性化卵ともに PARP ファミリーの発現が認められた。NIH/3T3 細胞では、特に PARP9 の発

現が高い傾向が認められたが、活性化卵では Zinc finger domain をもつ PARP1, 7, 12 の発現が

いずれも高く、PARP2, 9, 14の発現はほとんど見られなかった。 

以上の結果から、仮説として、HDACi は Dtx2 によるユビキチン化と PARPs によるリボシ

ル化を並行して阻害することで、UPS の基質となるタンパク質（母性因子）の卵子内での保存

時間を延伸し、リプログラミング効率の改善に繋がっている可能性が考えられた。 

本研究の成果を足掛かりに、受精卵が有する全能性獲得機能の理解が進み、再生医療や不妊領

域における有用なツールの開発への繋がることが期待される。 
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