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Rapid replacement of somatic linker histones with the oocyte-specific

linker histone Hlfoo in nuclear transfer.

(マ ウス核移植 において体細胞型 リンカー ヒス トンは

卵子特異的 リンカー ヒス トンHlfooに 速やかに置換 され る)

内容の要旨

寺 西

 卵子特異的 リンカーヒス トンは、両生類を用いた研究から、初期

発生および核移植 に重要な役割を果たしていることが示唆 されてい

る。我々は、カエル卵子特異的 リンカーヒス トンB4と 高 い相同性を

持つマ ウス卵子特異的 リンカー ヒス トンを発見 し、Hlfooと 命名 し

た。本実験においては、Hlfooの リプログラミングへの関与を明らか

にす るために、マ ウス体細胞核移植過程 において ドナー細胞の リン

カーヒス トンが体細胞型のものからHlfooへ と置換されるかどうかを

検 討 し た。さ ら に、FRAP(fluorescence recovery after

photobleaching)法 を用いてHlfooと 体細胞型 リンカーヒス トンであ

るHlcと の クロマチン結合力の差をin vivoで比較することで、体細胞

型か ら卵子型へのリンカー ヒス トンの置換が リプログラミングへ及

ぼす影響について考察 した。

 核 移植 された ドナー体細胞核へのHlfooの 取 り込みを検討するた

め、抗Hlfoo抗 体 を用いて免疫染色を行った。その結果、 Hlfooは 核

移植後10分 以 内とい う短時間で核に取 り込まれた後、正常受精卵と

相同の発現パターンを示 した。一方、体細胞型 リンカーヒス トンで

あるHlcにGFPを 融合 し発現させた細胞をドナー細胞として核移植を

行った結果、 ドナー細胞核のGFPは 核移植後30分 で は大部分が消失

した。これ らの結果から、 ドナー核の リンカーヒス トンは体細胞型

から卵子型へ と速やかに置換されることが明らかとなった。Hlfooと

Hlcと の差異 を分子 レベルで検討するため、再構成クロマチンをマ

イクロコッカルヌクレアーゼ処理 し、ヌクレオソーム安定化作用を

in vitroで比較 した。その結果、 Hlfbo、 Hlc共 にヌクレオソーム構造

を安定化 させ てはい るものの、両者に明確 な差は無かった。しか

し、Hlfooま たはHlcとGFPと の融合蛋白を安定発現 した細胞を用い

てFRAPを 行 った結果、蛍光の50%回 復 時間はHlcに 比較 してHlfoo

が有意に短く、可動成分においてもHlfboの ほ うが大きかった。従っ

て、HlfboはHlcに 比べて短時間でクロマチンに結合 ・乖離をくり返

している上、強固に結合 している成分が少ないと考えられた。

 ドナー核の体細胞型 リンカー ヒス トンが卵子型Hlfooに 速やかに置

換 され、その後の初期発生におけるHlfooの 発現パターンが正常受精

卵 と同様であることから、 ドナー核の遺伝子 リプログラミングにお

いてHlfooが 重 要な役割を果た している可能性が示唆された。さら

に、核移植後の ドナー核では卵子型への置換によってクロマチン構

造が柔軟になることで、初期胚の発生に必要な遺伝子発現を容易に

している可能性が示 された。

貴 英

論文審査の要旨

 近年 の体細胞核移植研究において、移植 した ドナー核の遺伝子発

現パターンが体細胞のそれから初期胚のパターンへと変化すること

は リプログラミング(初 期化)と よばれている。このような卵子に

特徴的な機能には卵子特異的に発現 している蛋白が深 く関与 してい

ることが予想されている。本研究ではマ ウス体細胞核移植におい

て、卵子特異的に発現するリンカーヒス トンHlfboが ドナー核に速や

かに取 り込まれると同時に、 ドナー核の体細胞型 リンカーヒス トン

Hlcが 取 り除かれ ることを示す ことで、リンカー ヒス トンの置換が

お こっているこ とを明 らか にした。さらに、FRAP(fluorescence

recovery after photobleaching)法 を用いてHlfooとHlcのmobilityを 検討

した結果、HlfooはHlcに 比較して有意に高いmobilityと大 きなmobile

fractionを有 してお り、Hlfooの 高 いmobilityが 核 移植 におけるリン

カー ヒス トンの速やかな置換に関与す ると共に、Hlfooの 大 きな

mobile fractionによ りドナー核のクロマチン構造が柔軟になっている

との結論を得た。これ らの結果から、Hlfooが リプログラミングに関

与していることが示唆された。

 審査では、核移植後速やかに ドナー核にHIfooを 認 めることについ

て、どのようなメカニズムが考えられるか質問があった。 これに対

して、Hlfooは 核 のみならず卵細胞質にすでに過剰に発現 しているこ

とで、 ドナー核に取 り込まれる準備がなされていると回答された

が、その科学的根拠が必要であるとの助言があった。また、Hlfooの

高いmobilityだ けでは置換機構を十分に説明できないのではないかと

の指摘があった。これに対して、この現象を制御する機構は両生類

においてよく研究されてお り、同様の機構がマ ウスにおいても存在

す るのか今後 さらなる検討が必要であるとの回答があった。 さら

に、蛋白の修飾により核への移行が影響されるのではないかとの指

摘があった。 これに対 し、Hlfooがcdc2に よってリン酸化を受けるこ

とを提示 し、今後Hlfooの リン酸化によりmobilityがどのように変化

す るかを検討予定であるとの回答がなされた。退色後の蛍光が完全

に回復 しない ことの理由を求め られた。これ に対 して、immobile

fractionの存 在により蛍光が一定の値以上は回復せず、本研究の場合

immobile fractionが大きL、ことがDNAと の強固な結合を表してレ、ると

の回答があった。

 以上、本研究にはなお検討すべき点が残るものの、体細胞核移植

時の核の リプログラミング機構の解明に向けて、さらなる研究の発

展が期待される興味深い現象を明らかに した点で有意義であると評

価 された。
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