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Structure　 and　 expression　 ofthe　 human　 oocyte-specific　 histone　 H　I　gene　 elucidated

　　　　　　　　　　　　　by　direct　RTnested　 PCR　 of　a　single　oocyte.

　　　　　　　　　　　　　(単一卵子の直接RT-nested　PCR;法 によって解析 された

　　　　　　　　　　　　　　ヒ ト卵子特異的 ヒス トンHl遺 伝子の構造 と発現)

田　中 雄　大

内容の要旨

　 ピス トンは真核細胞の 主要な核蛋 白であ り、コア ヒス トン

〔H2A、　H2B、　H3お よびH4》 と、リンカーヒス トン(HUの2種 類

がある。哺乳動物の ピス トンでは、H4を 除いて複数のサブタイプが

存在する。中でもサブタイプが最も多いのがH1フ ァミリーであり、

5種 類の体細胞型Hl,分 化 段階特異的HI,精 巣 特異的HI,そ して

卵子特異的HI且が報告されている。卵子特異的HIは.そ の発現時期が

非受精卵から受籾後早期までに隈局 していることなどか ら、mに

DNAの パ ッケージングだけではなく、卵子型から胚型への遺伝子発

現パターンの リプログラミングにも関わっている と考えられてい

る。卵子特異的Hlは 、これまでウニ 〔aHIJ、 ア フリカツメガエル

(B4}、 ゼ ブラフィッシー(HIM)、 マ ウス(Hlfao)の4種 で同

定されていたが、ヒトではその存在が確認 されていなかった。本研

究ではra一 卵子からヒト卵子特異的Hl遣 伝子の同定を行なった。

　当大学医学部倫理委員会承認の上、顕微授鴇を施行 した卵子のう

ち、受精が成立 しなかった非受ra卵 を患者カップルの文書による同

意の上使用 した。マウス卵子特異的HIと 相同性が高い、　DNA配 列お

よびmRNA配 列 をヒ トゲノムデータベースから検索 し、この配列を

もとに、異なる4箇 所のプライマー対を作成した。サルコシル溶液

を用いて、非受精卵の細胞膜を破壌 し、直接RT-nested　PCRを 行なっ

た。得られたPCR産 物 の配列を決定し、　contigを作成 した結果、　jai

塩基 対のオープンリーディングフレームを含む1067塩 基 対のcDNAが

得 られた。検討の結果、この遺伝苧は、1)mRNAが ヒ ト卵子のみに

発現 してfi　n,他 の臓器には発現していなかった、　z)推 定されるア

ミノ酸配列 との相同性は、Hlfooが 最 も概く、ついで団 であった、

3)推 定されるア ミノ酸配列は、Hlに 特徴的な㏄nt副globular　domain

をもち、他種の卵子特異的田 との相同性は この領域が最 も高かっ

た。以上のことから、我々はこの遺伝子が卵子特異的H1フ ァミリー

に属す ると考え、これをosHl(oaytospecific　 H1)と 命名 した。

データベースの解析により、osH1遺 伝 子は、　qイ ン トロンを有 して

いる、2)mRNAがpo巳yA面1を 有 している、31池 のH1遺 伝子に特徹

的に見られるois<lemem(Hl　 box.、　GC　richtlemrnOが 存在 していな

い、41種 間のア ミノ酸配列の保存性が、他のHlサ ブタイブに比べ

て著 しく低い、といった、体細胞型田 とはかなり異なる構造をもっ

ていることが明らかになった。ヒ トの体外受輌において、精子プロ

タミンと卵子ヒス トンの置換不全が受精障害の一因であるといわ

れ、今後、本研究で同定 したosHIig伝 子 の鮮細な機能解析は受纏の

メカニズムの解明につながるものと考えられる。

鹸文審査の要旨

　本研究では、体外受精から霧られたヒトの単一非受精卵よn,直 接

Rτ・nested　PCRを 行 い、1041塩 基対のオーブンリーディングフレーム

を新たに同定した。この遺伝子は、多種の卵子特異的ピス トンH1と 蛾

も梱同性が高く、更にcenuel　globulardomainと いわれるH供 通の構造

を有 していることなどから、ヒ ト卵子特異的H1と 考えられ、これを

osHl(oocyle・specific　Hl)と 命名した。データベースの飾析により、

osHl遺 伝子は、体細胞型HIと はかなり異なる柵造をもっていること

が明らかになった。

　審査では、まず使用 したヒト非受fAgPに っいての質問があった。こ

れについて、顕微受縞施行後.48時 悶以内に前核形成に至らなかった

破棄予定卵を非受m卵 と定義 し、患者カップルの文書による同意を得

た上で、実験に使用したと返答された。体細胞型H巳と卵子特異的H巳の

機能的な差異について質問があった。これについて、他種の卵子特異

的HIに おける知見を例に出しながら、一般的にHlの 機能はDVAの 高

度のパッケージングであるが、卵子特異的Hlに は、それに加えて卵子

型から胚型への遺伝子発現パターンのリブログラミングにも関わっ

ていると考えられている、しかしながら詳細な機能解析は今後の検討

課題であるとの脱明があった。また、データベース解析から、05田遺

伝子の遺伝子座が第3染 色体短腕にあるという結果について、ヒトの

3番 染色体のゲノム配列のデータベースはっい最近まで不十分なと

ころがあn.遣 伝子座の決定については、複数のデータベースを併用

するなど、慎重をきたす必要があるという指摘があうた。更に、osHl

のmRN,Aの ス プ ライ シ ン グ部 位 が、　NCBI(National　 Cenur　 fot

BiotecMology　lnfonnation)が 予測していたものと畏なることを明らか

にしたことについて、推測に使用されたアルゴリズム(GmomeScan)

のプ ログラミング椴造についても考察すべきではないか という指嫡

があった。卵子特異的HIと リンカーDNAの 結合が緩徐であることが

極悶の多様性を許容したのではないかという考察に対して、卵子特異

的HIが 非常に速やかに糟子プロタミンを置換するという事実と矛盾

するのではないかという指摘があった。これについて、プロタミンと

卵子特異的H1と の置換は、それぞれのタンパクの結合能の強さに依

存しているのではなく、 「プロタミン脱凝集因子」など、様々なファ

クターが関わっている可能性があることが述べられた。最後に今後の

展望についての質問があった。これについて、現在,抗osHlポ リクロー

ナル抗体を作成 し,osH且タンパク質の爽際の発現を検肘中であるとの

回答があった。また、破棄予定となった興常卵におけるosHlタ ンパク

質の発現の有無を調べることによって、ヒ ト不妊の原因の解明につな

がる可能性を検as中 であるとの回答があった。

　以上、本研究はいくつかの検肘躁題は残 しているものの、ヒトの卵

子特異的ピス トン田遺伝子の転写産物を同定し、ヒトの受精・発生の

メカニズムの一層の解明につながる可能性があるとい う点で有意嚢

な研究であると評価された。
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