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Histone　 acetylation　 and　 subcellular　 localization　 of　chromosomal　 protein　 B}tD4

　　　　　　　　　　　　　during　 mouse　 oocyte　 meiosis　 and　 mitosis

　　　　　　　 (マ ウス卵 の減数 分裂 時お よび有糸分 裂時 にお け る ヒス トンアセ チル化

　　　　　　　　　　　　　　　　 な らび に核 蛋 白BRD4の 細胞 内 局在)

長　島 隆

内容の要旨

　 ア セチル 化 ヒス トンki3/k14(Ao-H31H4)は 、そ のパ ター ンに よ り

結 合す る転 写因子が異 な るた め、転写 因子の 隠蹴 コー ドと考え られ

てい る。有糸 分裂(体 細胞 分裂)時 には.ピ ス トンの低 アセチル 化

状態 によ り転 写因子が 染色体か ら遊離 する ことで、グ ローバルな転

写抑制が起 き る。た だ し、一部の転写 因子や 染色体 関連蛋 自は、分

裂時において も染色体 上に留ま り、細胞の基本的 な情 瓠 と記憶(cell

memory)を 次 世代の細胞へ伝 逮す る と考 え られてい る。一方、卵の

H3M4は 滅 数分 裂時 では全 て脱 アセ チル 化 され ておn,卵 か ら全分

化能を有す る細胞 へ転換す る際 の リブ ログ ラ ミング(cell　memoryの

消去}に 、脱アセ チル化 が深 く関与す るこ とを示唆 ず る。 しか し、

有糸分裂時 に ヒス トンアセチル化依存性 に染 色体 に結合す る一部の

蟹 白が、減数分裂 時にお いて どの ような振 る舞 い をす るかについて

は未 だよ く知 られ ていない。

　 染色体結合蛋 白のひ とつであ るプロモ ドメイン蛋 白BRD4は 、 ヒス

トンアセチル 化依存性 に クロマチ ンに結合す る とともに、有糸分 裂

時におい て も低アセチル 化 ヒス トンとの結合 を通 じて染色 体上に留

ま るユニー クな核蛋 白であ る。 本研究 では、マ ウス卵の減敷 分裂 時

における ピス トンのアセチル化状態 とBRD4の 振 る舞い を囲べ ること

に より、卵の リプ ログラミング機檜 とBRD9の 役割の一端を明 らかに

する ことを 目的 とした。

　 ピス トン脱アセチル化酵素阻害薬剤であ るtrichostatin　A(TSA)の

存在 下お よび非存 在下 で、MH3"細 胞 に対 し蛍 光免 疫染 色 を行 っ

た。 その結 果、TSAに より}13/F14は強アセ チル化 され る と ともに、

BRD4の 有糸分裂染色体への共局在が増強 した。 さらに ドキ シサイク

リン湧導性 にECFP・BRD9を 強発現す る細胞棟 を用 いて軽 時的に観 察

した ところ、EGFP・BRD4は 有 糸 分裂 染色 体 との 強い 共局 在 を認 め

た。次 に、卵 にお けるHRD4の 局在 を同様に解析 した ところ、有糸分

裂時 とは911り 減数分 裂時で は細胞 質に一様 に分布 し、TSAに よる

強 アセチル 化状 態で も変 化 しなか った。 さ らにEGFPとBRD4・EGFP

のmRNAをGV期 卵 にmicroinjedionし た後 に培養 す るこ とで、卵成 熟

にお けるBRD4の 局在 を解 析 した。 その結果 、　etzna-EGFPは 蛍光 免

疫染 色の結 果 と同様 の分布 を示 したが、強 発現 に加 えTSAに よる強

アセチル 化状鮨 で初 めて減数分裂染色体 と共局在 した。

　 以上 よn,減 数分裂 時におけるBRD9の 染 色体への局在 は、　H3M4

のアセチル化 状態のみ に規定 され るものでは ない と考 え られた。 強

アセチル化状IKII..)加え強発 現によ り初めて減数 分裂染色体へ 結合 し

た ことか ら、体細胞 とは異 な り、マ ウス卵は 、染 色体関連蛋 白を能

動 的にAc-FI31k14か ら遊離 させ るメカニズムを有す るこ とが示唆 され

た。

論文審査の要旨

　 近年 、エ ピジSネ ッテ ィックな転 写制 御 と遺伝子発 現調節 が注 目

されて いるが、その なかで ヒス トンのアセチル化 と脱 アセチル 化が

重要で ある ことが 明 らか にな ってきて いる。本研 究は、アセ チル化

ピス トンH3/H4と 、その結 合モジュール を有す るBRDdと の相 互作用

をもとに、卵 におけ る リプロ グラ ミングへの関与が示 唆 され てい る

減 数分裂特異的 ピス トン脱 アセ チル化の生物学的意嚢 を、BRD4の 細

胞 内分布 と共に検討 した。 その結果 、有 糸分裂時 とは異な り減 数分

裂時では、 ピス トンのアセチル化状態に よらずBRD4は 染 色体 と共局

在 しなかうたため、 ピス トンの アセチル化がBRD4の 染 色体への局在

を決定づ ける唯一の ものでは ない ことが判明 した。 また、 ピス トン

の強アセ チル化 に加 え、BRD4の 過剰発現 に より初 めてBRD4が 減 数

分裂染色体 と共局在 した ことか ら、未知 のBRD4糖 合 因子やBRD4の

翻 訳後修飾によって、BRD4と 減数分裂染 色体 との相互 作用 が妨害さ

れ てい る可能性が示唆 された。 よって、減数分裂時 では、 ピス トン

の脱 アセチル化 に加 え、BRD4な どの彙色 体結合因子 を染色 体か ら遊

離 させ るメカニズムが存在 し、分化 した未受 糟卵か ら全pg{性を有す

る初 期胚 へ と細胞 転 換 す るた め の遺 伝子 リプ ロ グ ラ ミン グ(㏄1巳

memoryの 消去》 に寄与 してい ると考 えられた。

　 審査 ではまず 、卵 と初期胚 に関す る研 究で あるの に、なぜ既 に報

告 されて いる有 糸分裂 の実 験が必要 であったの か との質問 があ り、

ピス トンH3M4の アセチル 化 レベルな らび にBRDCの 結胞 内分布 を、

体細 胞 と卵お よび初期歴 で比較検討す るた めに必要であ った と回答

され た。 次に、Western　blotによるEGFP-BRD4を 発現ずる体細胞の確

昭 実験で 、EGFP・BRD4とBRD4の バ ン ドが重 なって見 えるの はなぜ

か との質間には、EGFP-BRD4は 巨大 な蛋 自であ り、ポ リアク リル ア

ミ ド濃度 の簿 いゲル を用 いた亀気泳 動 で も.BRD4と の分 離が建 し

か った と回答 され た。アセチル 化 リジン残 基 を認臓す る抗体 の特 異

性 は確認 したのか との質間 には、ペ プチ ド吸収試験 に よって確認 し

たと回答 され た。 さらに、なぜアセチル化 ピス トン とBRD4の 多重染

色 を行わな かったのか との質問に は、同 じ動物穏 由来の抗体 である

ため、行 うこ とがで きなかった と回 答 された.ま た、蛍光強度 の差

を客観的 に評価 でき るのか との質 問には、同 じ条件 下で撮影 したた

め比較検 肘は 可能で ある と回答 された。次に、BRD413本 当に卵の細

胞質 に存在す るの か との質問 には、Watem　 blotにて存在 を磯 鵠 した

と回答 され た。最 後に、今後 の方向性 とこの知見は 生殖 医学 に どの

ような意味が あるのか との質 問には、cell　memoryへ の関与が示唆 さ

れ てい る染色体結 合因子の染 色体遊離 メカニ ズムを明 らか にす るこ

とで、全能性 獲得 と細胞系譜 特畏的 プ ログラム伝連 を担 う機構 の解

明 を通 じて.ヒ ト配偶子お よび胚 を扱 う生殖 補助医療 の発展 に貢献

す る可能性が ある と回答 され た。

　 以上、本研究 は今後解明 され るべ き課 題が残 ってい るものの、減

数分 裂時にお ける染色体結合 因子の染色 体遊離 に関す る新 たな知 見

を示 した点で 、有 意義な研 究であると解価 され た。
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