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　多細 胞生物 の 1 個体 内 の 細胞 は 基本的 に 同
・
ゲ ノ

ム を有 して い る に もか か わ らず，個々 の細胞機能は

まっ た く異 な っ て い る，こ の ような遺伝子配列の 変化

を伴わ な い 遣 伝子 発 現 の メ カ ニ ズ ム が エ ピ ジ ェ ネ

テ ィ ク ス で ある．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．ク ロ

マ チ ン構造は ， 従来静的な構造物として考えら れ て き

たが，近年の研究に よ りその 構造は動的で あり，積極

的に遺伝 子の 発規 とそ の 抑制を調節し， ゲ ノム ヒの遺

伝情報を必要に応 じて 取捨選択 して い る こ とが 分

か っ て きた
L）
．さらに 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 蛋白が結合する こ と に よ っ て 折 りたた まれ

て凝縮 し， 染色体 として核内に収納 されて い る．そ の

基本構造 として ， ヌ ク レ アーゼ で 消化 され た後 に残存

する ヌ ク レ オ ソーム が知 られ，ヌ ク レ オ ソ
ーム は，コ

ア ヒ ス トン 8量体 とそ の 周 囲を 2 周す る DNA よ りな

る ヌ ク レ オ ソ
ー

ム コ ア と コ ア 同十 を繋げ る リ ン カ
ー

DNA とリ ン カ ーヒ ス トン H1 の 3 っ か ら構 成 され て

い る
1）
．一般に リ ン カーヒ ス トン は ，

コ ア ヒ ス トン に

比べ て ク U マ チ ン よ り容易 に外 れる．こ の 作用 は ， 可

逆的 で リ ン カー
ヒ ス トン H1 を加え る と ほ ど け た ク U

マ チ ン は 再 び折 りた た まれ る．こ の リ ン カ ー
ヒ ス トン

は ， 容易に リ ン酸化修飾を受ける こ とが知 られ て い

る．Hom 　et 　al．の 研究に よ る と
，
Cdc2 ／Cyc ］in　B リ ン 酸

化酵素によっ て リン カーヒ ス トン をリ ン 酸化す る と，

通常は リ ン カーヒ ス トン に よ っ て 抑制され て い る，ク

ロ マ チ ン リ モ デ リ ン グ 因子が DNA に作用する こ とが

可能 にな っ だ
，

．こ の 作用機序 として は ， リ ン カーヒ

ス トン の リ ン 酸化 に よ っ て ， 部分的に DNA との 相互

作用が弱ま り，リ モ デ リ ン グ因子が作用する空間をヌ

ク レ オ ソ
ーム DNA 上 に生み出 して い るもの と考え ら

れ て い る．さ らに リ ン カ ーDNA に結 合 す る HMGN

（High　mobility 　group　N）タ ン パ ク質 も，リ ン カ ーDNA

に結合すると高次 の ク ロ マ チ ン 構造を不安定化し ， 転

写 を活性化する こ とが知 られ て い る
3＞．

　 また ， 今まで カエ ル お よび ウ ニ に お い て は卵子の み

に発現する卵子特異的リ ン カ ーヒ ス ト ン が存在す る

こ とが知 られ て い た
4ト η．カ エ ル にお い て ， 卵チ核 に

は卵 予特異的 リ ン カーヒ ス トン が ， 接合子核 に は体細

胞型 リ ン カ
ー

ヒ ス ト ン が 発 現 し て い る こ とが 明 ら か

に なっ て い る．こ れ らの卵子特異的リ ン カーヒ ス トン

と体細胞型 リ ン カーヒ ス トン は
，
DNA の 結合部位が 異

な り，転写調節因子の 結合を調節 して い る こ とが知 ら

れ て い る（図 1狸．

　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．こ の 趣 旨に

従 っ て
，
1＞卵子特異 的 リ ン カーヒ ス トン の 発見過程 ，

2）卵 子特異的 リン カー
ヒ ス トン の 機能解析，3） ヒ ト
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図 1　カ エ ル で 明 らか と な っ て い る リ ン カーヒ ス トン の

　機能

Hlfoo の 解析につ い て検討 を加えた．

　　　　　　　　　 方　 法

　 1．Suppression　Subtractive　Hybridization（SSH ）法

による卵子特異的 リ ン カーヒ ス トン Hlfooの 発見

　1）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 卵巣特異的遺伝子 ラ イ ブ ラ リ ィ
ーを作

成 した
9）IO〕．

　2）得 られた cDNA 断片を シークエ ン ス し， デ ータ

ベ ース 上 で既知の遺伝子に類似性に つ い て 検索 し，新

規遺伝子 Hlfoo を同定した．さらに Nomhem ・Blot法

に よる組織別 mRNA 発現 ，
　 in　situ 　Hybridization法に

よる卵巣組織内発現を検討した．

　3）RACE （Rapid　Ampl 直 cation 　of 　cDNA 　Ends ）法 に

より全長 cDNA を求め ， 得 られた ア ミ ノ 酸 シー
クエ ン

ス を元 にポリ ク ロ ーナ ル 抗体を作 成 し， Hlfoo 蛋白の

卵巣組織内発現 ， 卵子 ・受精卵内発現を検討した．

　4）卵子 ・初期胚よ りmRNA および蛋白を抽出 し，

RT −PCR 法 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法で Hlfoo

mRNA お よ び 蛋白 の 受精前後 で の 変化 を定量 した．

　 2．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 発現変化

　1）M 　ll期卵 子 をサ イ トカ ラ シ ン B お よび ノ コ ダ

ゾール を添加 した M2 培地 内 で ，
マ イ ク ロ マ ニ ュ ピ ュ

レ
ー

タ
ー

を用 い て 除核 し， 囲卵腔 に留置 した 3T3 細胞

を不活化 セ ン ダイウ イ ル ス を用 い て 融合させた．融合

後，ス F ロ ン チ ウ ム を使用 し，活性化させ，発生 を促

し，体細 胞核移植過程にお ける 田 fooの 体細胞核 で の

発現変化 を検討 し た
m
．

　2）体細胞型リ ン カーヒ ス トン Hlc に EGFP を結合

日産婦誌56巻10号

させ た EGFP −Hlcを恒常発現 させ た 3T3細胞を M 　ll

期卵子 に 融合させ
， 体細胞核上 に存在して い る体細 胞

型 リ ン カーヒ ス トン の核移植後の動態を検討 した．

　3．EGFP 結合Hlfoo 蛋白の 染色体へ の 動的結合 の

検討

　 EGFP −Hlfoe，
　 EGFP −Hlc融合 ベ ク タ ーを作成 し，

各々 の恒常発現 3T3 細胞を作成し た．共焦点レーザ ー

顕微鏡 LSM 　510 を用 い て ，
カバ ー

グラス ボ トム デ ィ ッ

シ ュ 上 に培養 した 3T3 細胞内の EGFP −Hlfoo，
　 EGFP −

Hlc 蛋白の 染色体結合動態に つ い て Fluorescence　re −

covery 　after　photobleaching （FRAP ）法を用い て検討 し

た．

　4．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

Hlfoo蛋 白を MPF （cdc2 ／cyclin 　B 複合体）の セ リ ン／

ス レ オ ニ ン リ ン 酸化酵素活性中心で あ る活性型cdc2

に よっ て ， リ ン酸化され るかどうか検討した．

　 5．ヒ トHlfoo の 全長 cDNA の ク ロ ーニ ン グ

　1）当院倫理 委員会 の 承認の 下，十分な説明 と同意

の うえで 得 られ た体外受精後48 時間未分割卵を用

い
， dired　nested 　RT−PCR 法に より，

ヒ トHlfoo　cDNA

の ク ロ ーニ ン グ を行っ た
12）．

　2）得 られた cDNA シーク エ ン ス を元に，　 RT−PCR

を施行 し，
ヒ トHlfoo の 組織別発現 を検討した．

　3） ヒ トHlfoo の ア ミノ 酸 シーク エ ン ス を元 に ポ リ

ク ロ
ー

ナ ル抗体を作成 し，未分割卵子を免疫抗体法に

より染色 した，

　　　　　　　　　 成　 績

　 LSSH 法に よ る卵子特異的リ ン カーヒ ス トン Hl

foo の 発見

　SSH に よ り得 ら れ た卵巣特異的新規遺伝子ライ ブ

ラ リィーの 中から， 卵子特異的 リ ン カー
ヒ ス トン が発

見され，Hlfoo と名付けた．　Northem　Blot法 に よる組

織別の mRNA 発現 の 検討で は
10）

，
　 Hlfoo　mRNA は卵

巣特異的に発現 して い た．また ， in　situ 　Hybridization

法に よ り卵巣紐織内 で の 発現を検討する と， Hlfoo

mRNA は ，

一
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，

　RACE 法 に よ り得 られた全長 cDNA は ，
　 cDNA レベ

ル で は既知 の シー
クエ ン ス にホ モ ロ ジー

はなか っ た

もの の
，

ア ミ ノ 酸配列 で は カ エ ル と ウ ニ の 卵子特異的

リ ン カーヒ ス トン とホ モ ロ ジーを有し て い た．一
般 に
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リ ン カーヒ ス トン は，N 末端 ドメ イ ン，球状 ドメ イ ン，

C 末端 ドメ イ ン の 3 つ の ドメ イ ン 構造 を有 して い る

とさ れ る が ， 特に DNA に 結合す る と考 え られ て い る

球状 ドメ イン の 部分で 高い ホ モ ロ ジーを有 して い た．

また
，

3
’
側非翻訳領域 は poly　A　tai1を有し，成熟卵子

で の 蛋 白翻訳に必要 とされ る卵子型の Cytoplasmic

polyadenylation　element を有して い た．さ らに， 接合

子 遺 伝 子 発 現 後 の RNA 分 解 に 必 要 と さ れ る

Deadenylation　element を有 し て お り，　 Hlfoo 　mRNA

は ， 卵子成熟か ら受精直後まで発現 して い る こ とが推

察された．

　ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗体 を使用 し， 卵巣組織に お ける

Hlfoo 蛋白の 発現を免疫組織化学法に よ っ て 検討し

た結果，in　situ 　HybridiZation法の 結果に
一

致 して，成

熟した卵子核に陽性シ グナ ル が検出された． さらに，

螢光抗体法 に よ り卵了∴ 初期胚 におけ る Hlfoo 蛋 白

の発現を検討した とこ ろ，GV 期卵お よび M 皿期卵子

の 卵 子核に陽性であ り，受精直後 2次極体放出時の精

子核，雌性 ・雄性前核に発現 を認めたが ， 2細胞期の 核

で は そ の発現が減弱し ， 4 細胞期に は極体を除き消失

した．RT −PCR 法お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法に よ っ

て ， Hlfoo　mRNA お よび蛋自は MH 期卵子お よ び 1 細

胞期に強い 発現を認めたが ， 2細胞期以降急速 に消失

した （図 2，3）．

　今ま で に報告 され て い る カ エ ル の 卵子特異的リ ン

カーヒ ス ト ン と今回 の マ ウ ス の Hlfo  の 発現変化に

つ い て比較検討した．図 4 に示したよ うに，カ エ ル に

お い ては受精後 ， 約 4，000 の 細胞か らなる中期胞胚変

移期まで 30分に 1回の 分裂を繰 り返 した後 ， 接合子

の 遺伝子発現 が開始する．カエ ル に おける卵子特異的

リ ン カ
ーヒ ス トン は ，

こ の 中期胞胚変移期 まで発現 し

て お り，その 後 ， 急速 に 消失 し体細胞型 リ ン カーヒ ス

トンが交代で発現する．一．’
方，マ ウ ス にお い て は，接

合子 の 遺伝子は ，1 細胞期か ら 2 細胞期に か けて発現

を開始する とい わ れ て い る．Hlfoo は，卵子か ら 1細

胞期の核 まで 強 い 発現 を認め ， そ の 後 ， 急速に消失し

た．諸家 の 報告 に よ る と ， 2細胞期以降 に体細胞型 リ ン

カーヒ ス トン が発現するとされて お り，
カ エ ル とマ ウ

ス に お い て その 時期は異な る もの の
， 接合子の 遺伝子

発現が開始 する時期 に 致 して ， 卵子特異的 リ ン カー

ヒ ス ト ン が消失 し ， 体細胞型 リ ン カーヒ ス トン が発現

開始する こ とが明 らかにな っ た．

　 Hlfoo の 発現を図 5 に まとめる，Hlfoo は ， 卵子形成

GV 　 MIt　 1　 2　 4　 8 細胞

Hlfoo

β
一actln

RT（一）

（1 レ
ー

ンあたり15 個の卵子または接合子使用）

図 2Hlfoo 　mRNA の 卵 子
・
初 期 胚 で の 発 現（RT −PCR

　法， 文献 10よ り引用）

　　　　　GV 　 MII　 1　　 2　　 4
（kD ）韈 騨 糶 ≡馨驪 顎 嬲 …  攤

・照
靆
鰯…

髪繋 饕讐欝照

　 』 謹 璽 鞍 鑞 攀爨 擺轗 蝋 讐 靆難
1
嬲 輝 購 …

70

：：覊黼攤 攤ll蝦 H1   ・・

21

図 3Hlfoo 蛋白の 卵子
・
初期胚で の 発現 （ウ エ ス タ ン ブ

　ロ ッ ト法，文献 10より引用）

カエ ル

　 受精

　 ▼

卵　　桑実胚　胞胚　原腸胚　 …
　 　 　 　 　 　 　 ▲
　 　 　 　 個BT・配偶于遣伝子発 現開始）

卵子 型Hl（B4）一一一一一一一一■レ

体細胞型Hi 一

　 　 　 　 　 　 　 　 　 受纃

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ▼

　　 　　　　　　囎子 1細胞 2細胞 4細胞 …

マ ウス 　 　 、，aA ．。。謠嬲 開。）

　　　Hlfoe　　
− ■■■■■レ

　　　体 細胞型 Hl　　　　
■■■ ■■■ → レ

図 4　初期発生に おける リ ン カーヒ ス トン の 発現比 較

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．

　2．体細胞核移植時の卵子特異的 リ ン カーヒ ス トン

の 発現変化 の 検討
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図 6　ヒ ト Hlfoo 蛋白の シーク エ ン ス と他種の 卵子特異

　的 リ ン カ
ー

ヒ ス ト ン の ホ モ ロ ジ
ーDNA に結 合す る 球

　状 ドメ イ ン に お い て 強い ホ モ ロ ジーを認 め た （文 献 12

　よ り引用 〉．

　 除核卵子に体細胞核を移植する と，体細胞核移植 10

分後に は，移植 し た体細胞核に卵子特異的 リ ン カー
ヒ

ス トン Hlfoo が取り込 まれ ，
ス トロ ン チ ウ ム による活

性化後の 前核期 に も Hlfoo は 陽性 で あ っ た
］D．し か

しなが ら，正常初期胚の発生 と同様に 2 細胞期以 降急

速 に核で の 染色性が低下 した．また，EGFP −Hlc 発現 し

た 3T3細 胞を卵子に 融合させた実験で は，体細胞型リ

ン カ ーヒ ス トン は 融合後数時間 で体細胞核上 か ら消

失する こ とが確認された．以上 の 結果よ り体細胞核移

植時 にも体細 胞型 リ ン カーヒ ス ト ン か ら卵子型 リ ン

カー
ヒ ス トン へ の 置換 が 速 や か に行わ れ る こ と が 明

らか とな っ た．

　3．EGFP 結合 Hlfoo 蛋 白の 染色体へ の 動的結合の

検討

　FRAP に よ る 解析 で
，
50％ 回復時 問は ，

　EGFP −Hlfoo

　　　図 7 卵子特異的 リ ン カーヒ ス トン の 役割

精子核 で は プ ロ タ ミ ン に よ り，体細胞核で は体細胞型 リ

ン カ
ー

ヒ ス トン に よ り折 りた た まれ た 状態で DNA が 収

納 され て い る．この 精子核 は受精時に，体細胞核 は核移植

時に卵子細胞質内に 入り，卵子細胞質内に 多量に存在す

る卵子特異的 リ ン カーヒ ス トン Hlfoo が，そ れ ぞれ プ ロ

タ ミ ン．体細胞型 リン カー
ヒ ス トン を置換し， ク ロ マ チ ン

構造を柔軟に する．

で の 平均 21，6 秒に対し，EGFP −Hlc で は平均 29．4 秒と

有意に延長して い た
m ．また ， 染色体上を移動して い

る 可動性分で 比較す る と， EGFP −Hlfoo の平均 91．7％

に対 し EGFP −Hlc は平均 85，0％ で あっ た．したが っ

て，卵子特異的 リ ン カーヒ ス トン Hlfoo は ， 体細胞型

リ ン カー
ヒ ス トン に 比べ

， 動的成分が多く，きわ 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 明らか に な っ た．

　4．Hlfoo蛋 白の 機能調節機構 の 検討

　 大腸菌 で 作成 された リコ ン ビナ ン トHlfoo 蛋白は，

MPF の 活性中心 で ある活性型 cdc2 に よ っ て リ ン 酸化

された．

　 5．ヒ トHlfoo の cDNA の ク ロ ーニ ン グ

　単 一卵 子 を用 い た direct　nested 　RT −PCR 　i去に よ

り，
ヒ トHlfoo の cDNA が ク ロ ーニ ン グ され た．得ら

れ た cDNA シ
ー

ク エ ン ス を元 に RT −PCR を施行し
，

ヒ

トにお い て も Hlfooは卵子特異的に 発現 し て い る こ

とを確認 した．ヒ ト Hlfoo とマ ウ ス ，カ エ ル，ウ ニ 等

の 他 の 卵 子特 異的 リ ン カーヒ ス トン と比較する と，

DNA に 結 合す る と考え られ て い る球状 ドメ イ ン の ア

ミ ノ 酸配列が極 め て よ 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（図 6）．ま

た，ア ミ ノ酸配列を元 に 作成 されたポリク ロ ーナ ル 抗

体に よ り，卵子核お よび極体が染色 され ，
マ ウ ス Hl
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fooと同様な局在を示すこ とが明らか に なっ た．

　　　　　　　　　　 結　 　論

　卵巣特異的 cDNA 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，卵子形成期の卵子核か ら受精後

配偶了 の 遺伝子発現が開始する まで の配偶子核 に 局

在して い る こ とが確認 された． 体細胞核移植時に も，

速 や か に体細胞型 リ ン カ ーヒ ス トン か ら卵 子型 リ ン

カーヒ ス トン へ の置換が起こ っ た．また，卵子特異的

リ ン カ ーヒ ス トン は ， 体細胞型 に比 べ 緩やか に DNA

に結合 して い た．したが っ て 卵子特異 的リ ン カー
ヒ ス

トン Hlfoo は，ク ロ マ チ ン構造を柔軟に する こ と に

よ っ て ， 卵子の 核成熟
・
初期胚発 生 を誘導して い る も

の と考え られた （図 7）．
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Abstract

  The linker histones constitute  the major  proteins bound 1inker DNA,  the  DNA  bridging nucleosome  core

particles. The composition  of  the lmker histone fraction is tissue- and  species-specific,  as well  as

developmentally-regulated. As  such,  linker histones play a critical role  in the higher-order packaging of
chromatin  and  thus inevitably in an  impressive array  of regulatory  functions. Recently, we  have uncovered
a  marnrnalian  oocyte-specific  linker histone H1foe in the couise  of  a differential screening  project. Elucida-
tion of  the fu11-length sequence  of  this novel  1,2 kb cDNA  led to the identification of  a  912 bp open  reading

frarne, The latter encoded  a  novel  34 kl])a linker histone protein cornprised  of304  arnino  acid.  Amino  acid

BLAST  analysis  revealed  Hlfoo  to display the highest sequence  homology to the oocyte-specMc  B4 histone
of  the frog, the respective  central  globular(putative DNA  binding)domains displaying 54%  identity. Sub-

stantial  homology to the cs-Hl  protetu of  the sea  urchin  oocyte  was  alse apparent,  Northern  blot analysis

documented  Hlfoo ti'anscripts te be uniquely  expressed  in whole  ovarian  material  but not  in any  of  twelve

non-ovarian  tissues tested. in situ hybridization studies  placed  the H1foo mRNA  exclusively  in oocytes  at

or  beyond the primaiy-secondarsr fo1licle stage.  Hlfoo protein localized to the intact germinal vesicle  (GV)
of  preovulatory  oocytes,  to the condensed  chromosomes  of  ovulated  oocytes  arTested  at  metaphase  (M) ll ,

and  to the first polar body, The pronuclei were  both  positive in 1-cell stage,  Nuclear staining,  however,  was

reduced  in 2-ceU embryos  and  no  longer detectable at  the 4cell stage  of  embryonic  development. These
findings indicate oocyte-specific  linker histones may  play some  roles  on  genome-wide reprogramining  in

vertebrate  eggs.  The  most  distinctive feature of  oocyte-spechic  1inker histones is the specific  timing of  their
expression  during embryonic  development, in Xenopus nuclear  transfer, somatic  linker histones in the do-

nor  nucleus  are  replaced  with oocyte-specific  linker histone B4, leading to the involvement  of  oocyte-

specMc  linker histones in nuclear  reprogramming.  We  then tried to determine  whether  the replacement  of

somatic  linker histones with  Hlfoo  occuis  during the process of  mouse  nuclear  transfer. Hlfoo was  de-
tected in the donor  nucleus  soon  after  transplaiitatioR. Thereafter, H1foo was  restricted  to the ehromatin  in

up  to two-cell stage  embryes.  After fusion of  an  oocyte  with a  cell expressing  GFP  (green fluorescent prQ-

tein)-tagged somatic  1inker histone Hlc, immediate release  of  Hlc in the donor nucleus  was  observed.  ln
addition,  we  found that Hlfoo is more  mobUe  than Hlc  in living cells using  fluorescenee recovery  after

photobleaching  (FRAP) . The  greater mobility  of  H1foo may  contribute  to its rapid  replacement  and  the less

stability  of  an  embryonic  chromatin  strueture.  These results  suggest  that rapid  replacement  of Hlc  with  H1

fbo may  play a  significant  role  in nuclear  remodeling.Finaily,  we  identMed  human  Hlfoo using  direct RT-

nested  PCR  of  a single  human  oocyte,

  Taken together, we  conclude  that the replacement  of oocyte  specific  linker histones in the doner or
sperm  nucleus  leads to the less stable  assembly  of  ehromatin,  and  thus it might contribute  to the assembly

of  embryonic  chromatin  structures  that are  more  easily  replicatect and  transcribed when  zygotic  gene acti-
vation  occurs,


