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シンポジウム 2 配偶子形成 とその成熟の分子機構

卵子形成 ・成熟過程にお けるエ ピジ ェ ネ テ ィ ク ス の 解明

慶應義塾 大 学 講 師　 田 中 守

　　 　　　　　　 　 目　　的

　 多細胞生物の 1個体内の 細胞は基本的に同
一

ゲ

ノム を有 して い るに も関わ らず， 個々 の 細胞機能

は まっ た く異な っ て い る とい う現象か ら， 各細胞

における ゲノ ム 上の 遺伝子活用の 方法 ， すなわち

エ ピジェ ネテ ィ ク ス の 解明がポス トゲ ノ ム 時代の

重要なテーマ とな っ て きて い る．生殖細胞系列は
，

唯一その ゲ ノ ム を次世代に伝達する役割 を担 っ て

お り， 生殖細胞に特異 的なエ ピジ ェ ネテ ィ ク ス の

機構が備 わ っ て い る こ とが想定される．膨大な量

の 真核生物の ゲノ ム は ， 塩基性蛋白である ヒ ス ト

ンが結合する こ とに よ っ て折 り畳まれて凝縮し，

染色体 として核内に収納されて い る，ヒ ス トンに

は ，
コ ァ ヒ ス トン と リン カー DNA に結合す る リ

ン カ
ーヒ ス ト ン の 2 種類が存在 して い る． リ ン

カ
ーヒ ス トンは卵子を除 く全て の細胞 に発現する

体細胞型 リ ン カーヒ ス トン と， 卵子の みに発現す

る卵子特異的 リン カ
ーヒ ス トン が存在する．

　本研 究で は， 我 々が 哺乳類で 初めて発見した卵

子特異 的リ ン カ
ー

ヒス トンに注 目し， 受精過程に

おける ク ロ マ チ ン の 修飾 機構か ら見た 配偶子形

成 ， 成熟の メ カ ニ ズ ム を明らか にするこ とを目的

とした．

　　　　　　　　　方　　法

　 1．Suppression　Subtractive　Hybridization（SSH ）

法 に よる卵巣特異的遺伝子の 発見

　C57BL6 ／J マ ウ ス を使用 し ， 卵巣 （tester）とその

他 の 組織（driver）よ り抽 出 した mRNA を使用 し

て ， SSH 法 を行 い 卵子 特 異 的 遺伝 子 ラ イ ブ ラ

リ ィ
ー

を作 成 した．さ ら に新規遺伝 子に注 目し

RACE （Rapid　Amp 雌 cation 　of 　cDNA 　Ends）法 に よ

り全長 cDNA を求め た．

　2．卵子形成 ・
受精 ・体細 胞核移植に お ける卵

子特異的 リ ン カーヒ ス ト ン Hlfoo の 発現

　SSH に よ っ て 発 見 さ れ た Hlfoo の 卵子形成期

におけ る発 現 を検討す る た め
，

  situ　hybridiza．

tion法， 免疫組織化学法によ りHlfoo　mRNA ，蛋

白め発現変化 を検討 した． さらに受精過程におけ

る Hlfoo 発現 を検討する た め に 自然 妊娠胚 及 び

体細胞核移植 ク ロ ー ン胚を使用 し， Hlfoo蛋白の

発 現 を検 討 した．また，Mfi期卵 子 に GFP −Hlc

発現細胞の 核移植を行い
， 体細胞型 リ ン カーヒ ス

ト ン の 移植胚における動態を観察した．

　 3，GFP 結合 Hlfoo蛋白の 染色体へ の 動的結合

の 検討

　 体細胞型 リ ン カーヒ ス トン は動的に染色体 へ の

結合 ・解離を繰 り返 して お り， その 結合動態が染

色体の 高次構造 ， 遺伝子発現調節に関与 して い る

こ とが示 されて きて い る．そ こで GFP −Hlfoo融合

ベ ク タ ーを使用 しHlfoo を発現 した 3T3細胞 を

作成 した．次 に 共焦点 レ ーザ ー
顕微鏡を用 い て

GFP −Hlfoo蛋白の 染色体結合動態 に つ い て Fluo−

rescence 　recovery 　aOter　photobleaching（FRAP ）法

に よ り検討 した．

　 4，Hlfoo蛋白の 相互作用の 検討

　上記で作成 した， 恒常的 Hlfoo発現細胞 の核蛋

白を抽 出 し， 細胞周期関連蛋 白の 抗体 ア レイ に

よっ て ，Hrfoo 　di白と相互作用をする蛋白を検出

した．

　 5．Hlfoo 蛋白の機能調節機構 の 検討

　卵 子の 成熟化機構に お ける Hlfoo蛋 白の 役割

を明らかにす るため に
，

大腸菌で作成した リコ ン

ビナ ン トH！fooを MPF の 活性中心で あ る リ コ ン

ビナン トcdc2 ／cyclinB に よ っ て，リン酸化 され る

か どうか検討 した．さらに ， Hlfoo とク ロ マ チ ン の

結合能を MNase　assay に て検討 した．

　6．ヒ ト Hlfoo の 全長 cDNA の ク ロ ーニ ン グ

　十分な説 明 と同意の 下 に卵子 由来の cDNA を

使 用 し ， RACE 法 に よ っ て ヒ トHlfoo の 全 長

cDNA の ク ロ ーニ ン グ を行っ た．
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　　　　　　　　 成　　績

　1．SSH に よ り得 られた卵子特異 的遣伝子 ラ イ

ブラ リ ィ
ーの 中か ら， 現在まで ウ ニ とカ エ ル に の

み発見されて い た卵 子特異的 リ ン カーヒ ス ト ン が

ク ロ ーニ ン グ され，Hlfoo と名付けた．

　2．Hlfoo　mRNA 及び 蛋 白は ，　
・
次卵胞形成期

よ り発現を開始 し， 卵胞発育 とと もにそ の 発現量

は増加する傾向を示した．また
， 卵子 ・初期胚に

お ける Hlfoo 蛋白は ，
　GV 期卵 ，

　MII期卵 ， 受精 （核

移植）後，2 細胞期の 核に発現を認めたが ， 4細胞

期に は消失 した．したが っ て Hlfoo は ， 卵子形成

か ら受精後配偶子の 遺伝 子発現が開始する まで の

間， 細胞核に局在して い る こ とが確認 された．ま

た，体細胞核移植数時間後に ， 体細胞型 リ ン カ ー

ヒ ス ト ン が消失す る こ とが確認され た．

　3，FRAP に よる解析によ り，GFP −Hlfoo は ，
コ

ン ト ロ
ール で あ る体 細 胞型 リ ン カ ー ヒ ス ト ン

GFP −Hlc に 比 べ 50％ recovery が 22秒 と有意 に

速 く， また，動的成分 も 92％ と有意 に 高値を示 し

た． したが っ て
， 卵子特異的 リ ン カ ーヒ ス トン H

lfoo は ， 体細胞型 リ ン カーヒ ス ト ン に比べ
， 動 的

成分が多 く，極めて短時間にク ロ マ チ ン に結合 ・

解離を繰 り返 して い るこ とが示された．

　4．抗体ア レ イに よ っ て Hlfoo と相互作 用をす

る核 内細胞周期 関連 蛋 自 と して Cyclin　D3 ，
　p19，

GAK ，　 p16 ，
　Cdc2 等が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た．

Hlfoo は，特定の 細胞周期調節蛋白と相互作用 を

す る こ とが示唆され た．

目産婦誌56巻 2号

5． リ コ ン ビナ ン トHlfoo蛋 白は ，
　 MPF の 活性 中

心で ある cdc2 ’i
’

cyclinB に よ っ て リ ン 酸化された．

また ， MNase 　assay に よ り，
　 DNA にも直接結合す

る こ とが 示された．

　6．RACE 法に よ り，
ヒ ト Hlfoo の 全 長 cDNA

がク ロ ーニ ン グされた．他 の 卵子特異的 リ ン カ ー

ヒ ス トン と比較 して DNA に結合する 910bularド

メ イ ン の ア ミ ノ酸配列が極め て良く保存されて い

る ことが判明 し， 重要な機能を持 っ て い る と考え

られ た，さ らに，5
’
末端の 非翻訳領域 におい て も

カ エ ル やマ ウ ス と共通の 卵子特異的な蛋白翻訳調

節機構が存在 して い る こ とが 示唆された．

　　　　　　　　 結　　論

　卵 r一特異 的遣伝子ラ イブ ラリィ
ーを作成 し，哺

乳類 で初め て卵子特異 的リン カーヒ ス トン Hlfoo

を発見 した．こ の Hlfoo は ， 卵 r一形成期の 卵子核

か ら受精後配偶子の 遺伝予発現が開始す る まで の

配偶子核 に 局在し て い る こ とが 確認された．体細

胞核 を卵子に移植する と体細胞型 リ ン カ ーヒ ス ト

ン が卵子型 に置換 され る こ とが明らか に な っ た．

また，卵子特異的 リン カーヒ ス トン は ， その 動態

や性質が体細胞型 と異 なるこ とが明 らか とな り，

卵 壬における エ ピ ジ ェ ネテ ィ ク ス を調節 して い る

重要な因子 で ある と考え られた．本研究の 結果に

よ り生殖細胞特異的なエ ピ ジェ ネテ ィ クス機構の

　・
端が 明 らか とな り，臨床 L 問題 とな っ て きて い

る体外受精法
・顕微授精法 の 限界を乗 り越 える 画

期的な治療法の 開発 が進む もの と考える．
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