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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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