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要旨 

哺乳類ではその生活環の中で様々な発生イベントが起きることが知られている。受

精後の着床前発生期では全能性を獲得した後、最初の分化が起き、着床後発生期では

様々な器官の形成や生殖細胞の分化などが起きる。生後では性成熟などが起き、生殖

が可能となり次世代に自身の遺伝情報を受け継がせることができるようになる。この

ような発生イベントはその時期や場所における適切な遺伝子発現により支持されて

いる。遺伝子発現制御機構の一つとしてクロマチン構造の変化がある。さらにクロマ

チンの構成因子であるコアヒストンにはアミノ酸配列が異なるヒストン変異体が複

数存在し、いくつかのヒストン変異体は他のヒストン変異体と置換することによって

クロマチン構造に変化をもたらすことが知られている。コアヒストンの 1 つである

H2A 変異体の中では、TH2A と H2A.X のマウス発生における役割やクロマチン構造

に対する機能はこれまで十分には明らかにされていない。そこで本研究では、TH2A

欠損マウスと H2A.X 欠損マウスを用いて、マウス発生への寄与について明らかにす

ることとした。 

その結果、まず TH2A 欠損により雌マウスの生殖能力が低下することが分かった。

しかし、TH2A欠損による卵形成や子宮機能の異常は見られなかった。そして卵由来

の母性 TH2A を欠損した１細胞期胚においてエピジェネティック修飾である DNA の

メチル化レベルや H3K27me3 レベルの減少が見られたが、着床前発生の異常は見られ

なかった。影響が見られたこれらエピジェネティック修飾はインプリンティングを含

む遺伝子発現制御に関与し、また着床以前でこれらエピジェネティック修飾に影響が

あると着床後の発生不良が起こることが報告されていることから、TH2A 欠損による雌の

生殖能力の低下は着床以前の DNAのメチル化と H3K27me3の異常による着床後の発

生不良が原因であると考えられた。一方で、H2A.Xの欠損は着床後発生期で致死を起
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こし、また体重の減少や眼球の形成異常も起きることが明らかになった。H2A.X欠損

によるこれら表現型の有無は、遺伝背景に依存して変化することが明らかになり、遺

伝背景によってマウス発生へのH2A.Xの寄与の強度は異なることが示された。また、

母性 H2A.X欠損胚は、胚盤胞期胚まで発生したことから、母性 H2A.Xは着床前発生

に関与していないことが示唆された。着床前初期胚である１細胞期胚では TH2A と

H2A.Xは核に多く局在しており、着床前発生期において互いに機能を補償し合ってい

る可能性が考えられた。母性 TH2A と母性 H2A.X の両方を欠損した結果、発生不良

が起きることが明らかとなった。 

発生不良が起きた原因を明らかにするため、１細胞期胚における他のヒストン変異

体の核局在量、クロマチン構造の緩みと遺伝子発現への影響を解析した。母性 TH2A

欠損や母性 H2A.X 欠損胚では見られなかったが、両欠損胚において H3 変異体

H3.1/H3.2と H3.3の核局在量が減少しており、総ヌクレオソーム数が減少しているこ

とが示唆された。クロマチン構造の緩みの解析では母性 H2A.X のみがクロマチン構

造を緩める機能を持つことが明らかとなった。さらに、遺伝子発現解析では母性 TH2A

が遺伝子間領域からの転写の促進に関与していることが示された。しかし、クロマチ

ン構造の緩みと遺伝子発現の解析では両欠損胚特異的な影響は見当たらなかった。こ

れらの結果から TH2A は少なくとも遺伝子間からの転写の促進に、一方で H2A.X は

緩いクロマチン構造の形成に関与しそれぞれ異なる作用を持つことが示されたこと

から１細胞期胚において TH2A と H2A.X は必ずしも互いに機能を補償し合っている

わけではないことが示唆された。また、母性 TH2A/H2A.X欠損による発生不良は、総

ヌクレオソーム数の減少や母性 TH2A または母性 H2A.X の欠損によるそれぞれの影

響が両欠損胚おいて重なった結果によって生じたものと考えられた。本研究において、

TH2Aと H2A.Xは様々な発生のプロセスに寄与していることが明らかとなった。 
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総合緒言 

哺乳類ではその生活環の中で様々な発生イベントが起きることが知られている。受

精後の着床前発生期では全能性を獲得した後、最初の分化が起き、着床後発生期では

様々な器官の形成や生殖細胞の分化などが起きる。また生後では性成熟により、生殖

が可能となり次世代に自身の遺伝情報を受け継がせることができるようになる。この

ような発生イベントはその時期や場所における適切な遺伝子発現により制御されて

いる（Fig. GI1, Wang et al., 2006, Saitou et al., 2012, Sasaki et al.,2008）。 

 遺伝子発現を制御する機構の一つとしてクロマチン構造の変化がある。一般的に緩

いクロマチン構造が形成されるとその領域にある遺伝子発現は活性化され、一方で締

まったクロマチン構造の形成は遺伝子発現を抑制することが知られている（Boyle et 

al., 2008、Lee et al., 1993）。 

 クロマチンはヌクレオソームを最小単位として DNA と 4 種類の 2 量体コアヒスト

ンの八量体から構成されている。ヒストン H4 を除くすべてのコアヒストンにアミノ

酸配列が異なるヒストン変異体があり、各ヒストン変異体によってゲノム上の局在の

様式の違い、翻訳後修飾の種類と部位の違い、さらに各ヒストン変異体に特異的なド

メインがあることから、それぞれが異なった性質、機能を持つことが明らかになって

いる（Hake et al., 2006a, Hake et al., 2006b, Biterge et al., 2014, Bannister et al., 2011）。ま

た、いくつかのヒストン変異体は他のヒストン変異体と置換することでクロマチン構

造に変化をもたらすことが明らかになっている（Jin and Felsenfeld, 2007, Lin et al., 2013, 

Shinagawa et al., 2014, Funaya et al., 2018）。 

コアヒストンの中でもヒストン H2A には多くのヒストン変異体が存在し、一部の H2A

変異体でマウス発生やクロマチン構造への寄与が報告されている。哺乳類のヒストンH2Aに

は、H2Aを含む TH2A、H2A.X、H2A.Z、macroH2Aなどの H2A変異体が存在し（Fig. GI2, 
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Huh et al., 1991, Kamakaka and Biggins, 2005, Pusarla and Bhargava, 2005）、それぞれ発生

に重要な役割を果たしていることが示されている。例えば、H2A.Z は着床前発生期の胚盤

胞期に起こる透明帯からの初期胚の脱出や着床後の胚発生に関与し、H2A.Z ヘテロ変異

マウス間から H2A.Z ホモ変異マウスを獲得する事ができないことが明らかになっている

（Faast et al., 2001）。さらに、H2A.Z は H3 変異体との組合せにより、クロマチン構造への機

能的性質を変えることが明らかになっている（Jin and Felsenfeld, 2007）。macroH2A の欠損

は胎児期の発生率の低下を引き起こさないが、胎児の体サイズが減少し、生後の一部の

macroH2A欠損マウスは致死することや生殖能力が低下することが知られている（Pehrson et 

al., 2014）。さらに、macroH2Aはクロマチン構造を締める機能を持ち、これにより遺伝子発現

を抑制している（Abbott et al.,2004, Douet et al., 2017）。しかし、TH2A と H2A.Xについては

マウス発生において不明瞭な部分が多く、その役割が詳細には明らかになっていない。

TH2Aに関連する過去の研究において、TH2A と H2B変異体である TH2Bの両欠損、また

は過剰発現の解析により TH2A と TH2Bは着床前発生や体細胞における緩いクロマチン構

造の形成や雄マウスの妊性に関与していることが報告されている（Shinagawa et al., 2014, 

Shinagawa et al., 2015）。また、TH2A/TH2B両欠損マウスでは雄不妊になるが、TH2B単独

欠損マウスではそれが起きないことが報告されており（Montellier et al., 2013）、TH2Aが雄の

妊性に関与していることが考えられる。しかし TH2A のみを欠損したマウスはこれまで作製さ

れておらず、TH2A 単体にそれらの役割があるかどうかについては明らかになっていない。

また、H2A.X の過去の研究では、マウスにおける H2A.X の欠損はマウスの体サイズの減少

や雄マウスにおいて生殖細胞の減数分裂の停止による不妊を引き起こすことが報告されて

いる（Celeste et al.,2002）。一方、雌マウスの妊性については産子数が減少するというだけの

記述はあるが実際に産子数が少ないことを示すデータは記載されていない（Celeste et 

al.,2002）。また、他の発生時期における H2A.X の詳細な解析はなされていない。また、in 
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vitroによる解析で H2A.Xは、クロマチン構造を緩める機能を持つことが明らかになっている

が（Li et al., 2010）、生体内で実際にどのように機能しているかについては明らかになってい

ない。 

マウスの発生において着床前発生は重要な発生イベントの一つである。受精後に 1 細胞

期胚は全能性を獲得し、その後、分化能を失いながら多能性を獲得していく。胚盤胞期に

は、受精後初めての分化が起き胎児に発生する inner cell mass と胎盤への発生する

trophoblastの 2つの細胞系譜に分化する（Niwa, 2007, Strumpf et al., 2005, Adjaye et al., 

2005）。この着床前発生期では、リプログラミングと呼ばれる現象が起きることが知られており、

大規模な遺伝子発現、エピジェネティック修飾、クロマチン構造の緩みの変化が起きること

が知られている（Ooga et al., 2016, Abe et al., 2015, Yamamoto et al., 2016, Yamamoto et al., 

2017, Saitou et al., 2012, Li, 2002）。 

受精前後を含め着床前発生期における遺伝子発現パターンの変化については、多くの

報告がある。成長期卵と呼ばれる初期の卵は配偶子として未成熟であり、受精能と発生能

の獲得に向けて細胞の体積を増加させながら成長していく。成長期卵では、減数分裂の進

行と受精後の初期胚発生に必要な卵特異的遺伝子の転写が行われている（Wu et al., 2017, 

Miyano et al., 2007）。卵成長を終えた卵は成長卵と呼ばれ、成長卵では転写活性が完全に

停止していることが明らかになっており(Bouniol-Baly et al., 1999)、ここまでに卵中に蓄積さ

れた RNA や蛋白質が母性因子としてその後の減数分裂の進行と初期胚発生の制御に関

与している（Wu et al., 2017）。成長卵は次に卵成熟過程に入り、第 2 減数分裂中期に達し

た卵は受精能を獲得し、精子と接合することで 1 細胞期胚となって胚ゲノムから初めての転

写が起きる(Aoki et al., 1997)。1細胞期胚では他の細胞では見られない遺伝子発現パター

ンが見られ、90％以上の遺伝子領域から転写が起きており、さらにレトロトランスポゾンを含

む遺伝子間領域からの転写が起きている。しかし、卵と 2 細胞期以降の初期胚では発現し
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ている遺伝子数は 80％以下になり、遺伝子間領域からの転写が著しく減少する（Abe et al., 

2015, Yamamoto et al., 2016, Yamamoto et al., 2017）。その後、4細胞期胚以降では多能性

の獲得や受精後の最初の分化に必要な遺伝子の発現が起き、様々な発生イベントが引き

起こされている。 

着床前初期胚における様々なエピジェネティック修飾の変化の中で最も知られている一

つは DNA のメチル化レベルの変化である。一般的に DNA のメチル化は遺伝子発現を抑

制する作用を持つ。着床前発生期では DNA の複製後にグローバルな新規の DNA メチル

化が行われないため、1 細胞期胚から胚盤胞期胚にかけて DNA 複製依存的に DNA メチ

ル化レベルが減少する受動的 DNA 脱メチル化を起きる。しかし、1 細胞期胚において雄性

ゲノムは能動的なDNA脱メチル化を受け、雌性ゲノムより早期にDNAメチル化レベルが急

激に低下するため、1 細胞期胚では前核間で非対称的な DNA メチル化状態となる（Santos 

et al., 2002）。 

着床前発生期におけるクロマチン構造の緩みの変化では、1 細胞期において最も緩いク

ロマチン構造が形成されており、発生の進行と共に締まったクロマチン構造になることが知ら

れており、このクロマチン構造の緩みの変化は着床前発生に重要であると考えられている

(Ooga et al., 2016)。着床前発生期のクロマチン構造の緩みには、リンカーヒストン H1の変異

体である H1FOO が 1 細胞期の緩いクロマチン構造に関与することが明らかになっているが

Funaya et al., 2018）、コアヒストンの関与は明らかになっていない。一方、上で述べたように、

H2A変異体である TH2AとH2A.Xは緩いクロマチン構造の形成に関与することが示唆され

ている（Li et al., 2010; Shinagawa et al., 2014）。さらに TH2A と H2A.Xは 1細胞期胚に多く

核局在していることが分かっているが（Shinagawa et al., 2014; Nashun et al., 2010）、これらの

着床前におけるクロマチン構造の形成や発生への役割は明らかになっていない。 

従って、本研究ではマウス発生における TH2A と H2A.X の役割について明らかにするこ



General introduction 

 

 

7 

ととした。そのために、TH2A または H2A.X を欠損させ、そのマウス発生への影響を幅広く

解析した。さらに、マウス発生の中でも特に重要な役割を果たしていることが予想される着床

前発生期において TH2A と H2A.Xの役割について詳細な解析を行った。 
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Fig. GI１. マウス発生の概略図 
哺乳類ではその生活環の中で様々な発生イベントが起きることが知られている。受精後の着床前発生
期では全能性を獲得した後、最初の分化が起き、着床後発生期では様々な器官の形成や生殖細胞の
分化などが起きる。また生後では性成熟により、生殖が可能となり次世代に自身の遺伝情報を受け継
がせることができるようになる。このような発生イベントはその時期や場所における適切な遺伝子発現に
より制御されている。 
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Fig. GI2. 各 H2A 変異体の機能と欠損時の発生における影響  
表は H2A変異体である TH2A、H2A.X、H2A.Z、macroH2A のクロマチン構造への機能とそれぞれを欠損
したマウスにおける発生への影響をまとめたものである。 
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緒言 

TH2Aはラットにおいて精巣特異的に発現する H2A変異体として発見されたが、（Huh et 

al., 1991）、その後、他の動物種（マウス、ヒト）にも存在していることが明らかとなった。さらに

TH2A は精巣だけでなく卵でも高く発現しており、母性因子として受精後の着床前初期胚に

も引き継がれていることが示された（Shinagawa et al., 2014）。 

体細胞で広く発現している H2A は、マウスゲノム上に多くの遺伝子があるのに対し、

TH2Aは13番染色体に1つのみ存在する（Hist1h2aa; Mouse Genome Informatics）。TH2A

は H2A と同様に DNA 複製依存的な遺伝子発現調節領域を持ち、培養細胞では DNA 複

製依存的に発現することが明らかになっており、さらに、TH2A mRNAの 3’非翻訳領域には

DNA複製依存的に RNAを安定化する配列をもつことが知られている。（Huh et al., 1991）。

蛋白質構造では、TH2Aの C-terminal domainは H2A と比較して明瞭に異なることが知られ

ている（Hada et al., 2017a）。さらに、ヌクレオソームの中で TH2A と他のヒストンまたは DNA

との間で形成される水素結合の数はH2Aと比較して少なく、TH2Aを含むクロマチンは緩ん

だ構造を形成していると考えられているが（Shinagawa et al., 2014）、着床前初期胚において

TH2Aが緩いクロマチン構造に関与するのかを明確にした研究はなされていない。 

過去の研究で TH2A と Th2a のすぐ上流にある H2B 変異体のである TH2B を両方欠損

したマウスが作出されており、TH2A/TH2B 両欠損は、雄マウスの不妊を引き起こすことが報

告されている（Shinagawa et al., 2014）。この雄マウスの不妊は、TH2A/TH2Bが欠損したこと

により雄性生殖細胞が第一減数分裂の時点で停止していることが原因である事が明らかに

なっている（Shinagawa et al., 2015）。ところが、TH2Bを単独で欠損した雄マウスでは、不妊

にならない（Montellier et al., 2013）。したがって、雄の生殖能力には、TH2Bではなく TH2A

のみが関与しているか、あるいは TH2A と TH2Bの両方が必要とされるかのいずれかと考え

られる。そこで、このいずれかを明らかにするためには TH2A を単独で欠損した際の雄の生
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殖能力への影響を調べる必要があるものと考えられる。また、卵由来の母性 TH2A/TH2B を

両方欠損した着床前初期胚では、その発生が遅延または停止することが明らかになってい

るが（Shinagawa et al., 2014）、これについても TH2A単独での着床前発生への役割につい

ては調べられていない。 

TH2A の C-terminal domain には他の H2A 変異体にはない、TH2A 特異的なアミノ酸配

列が存在し、その箇所に翻訳後修飾が施されることが知られている。TH2A の C-terminal 

domain にある N 末から 127 番目のスレオニンはリン酸化（pTH2A）されることが報告されて

おり、pTH2Aは雌雄生殖細胞の減数分裂中におけるセントロメアや 1細胞期胚の有糸分裂

中におけるペリセントロメアヘテロクロマチンと呼ばれるクロマチン構造が凝集したゲノム領

域に局在することが明らかになっている（Hada et al., 2017a, Hada et al., 2017b）。また、精母

細胞では pTH2Aは H3変異体である H3.3 と共にゲノム上で転写開始点周辺に局在してお

り、特に発生に関連する遺伝子上に多く局在していることが示されている（Hada et al., 

2017b）。これらの研究から pTH2A は配偶子形成や着床前発生に関与することが予想され

ていたが、TH2A の 127 番目のスレオニンに変異の入ったマウスでは、pTH2A の欠乏によ

る雌雄の妊性への影響が観察されなかった。 

これまでに、TH2Aに関する多数の研究が行われてきたが、どの研究においてもTH2Aが

マウスの発生に寄与していることが明らかにされていない。そこで、この章では TH2Aを欠損

したマウスを用いてマウス発生における TH2Aの役割を明らかにすることとした。
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結果 

TH2A変異マウスの作製 

 マウス発生への TH2Aの役割を明らかにするため、Th2a変異マウスを CRISPR/Cas9系を

用いて作製した。TH2Aは N-terminal tail、Globular domain と C-terminal tailの３つのドメイ

ンを持つが、その中で Globular domain をコードするゲノム上に１１塩基対の欠損を持つ

Th2a変異マウスを得た（Fig. 1-1A、B）。このマウスの Th2aは、フレームシフト変異によりタン

パク質に翻訳された時に TH2A の Globular domain 以降の構造を持たず、クロマチン構造

に取り込まれないことが予想された。Th2a ホモ変異マウスにおける TH2A 蛋白質の欠損を

確認するため、TH2A が高発現していることが知られている成長卵に対して、C-terminal 

domainを認識する抗 TH2A抗体（Shinagawa et al., 2014）による免疫染色を行った。その結

果、野生型と Th2aヘテロ変異型の卵では TH2Aを検出することはできたが、Th2aホモ変異

型卵では検出できなかった（Fig. 1-1C）。この実験により、変異した Th2a を両アレルで持つ

マウスでは、TH2A 蛋白質が欠損していることが確認された。以降、TH2A 蛋白質を欠損す

る Th2aホモ変異マウスを TH2A欠損マウスと呼ぶこととする。 

 

TH2A欠損によるマウス発生への影響 

 マウス発生における TH2Aの役割を明らかにするため雌雄の Th2aヘテロ変異マウスの間

において交配を行い、それらから得られた仔の遺伝型の出現比率について解析した。その

結果、その仔の遺伝型比は予想される比率（＋/＋:＋/－:－/－＝1：2：1）と有意な差はなか

った（Table. 1-1）。次に、TH2A 欠損による体サイズへの影響を明らかにするため、生後 21

日目の各遺伝型のマウスの体重を測定した。その結果、TH2A を欠損しても体重への影響

はないことが分かった（Fig. 1-1D）。これらの結果から次世代の仔において TH2A を欠損し

ても初期胚発生やその後の成長に関与していないことが明らかになった。 
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TH2A欠損による生殖能力への影響 

 次に TH2A欠損による生殖能力への影響を調べるため、雌雄の TH2A 欠損変異マウスを

用いて Th2a ヘテロ変異マウスと交配実験を行い、得られる仔の数について解析した。その

結果、TH2A 欠損雄マウスから得られた仔の数はコントロールと比して有意な差はなかった

が、TH2A欠損雌マウスでは得られる仔の数が減少することが分かった（Fig. 1-2）。この実験

で、雌マウスから得られる仔の数が減少した原因として次の 2つの可能性が考えられる。1つ

は、母側の TH2A とその胎仔の TH2A の両方が欠損したことにより発生不良が起きたという

可能性と、もう 1 つは、胎仔の TH2A の欠損は関係なく母側の TH2A が欠損したことで、母

側の何かの異常により発生不良が引き起こされた可能性である。これら 2つの可能性を検証

するため、TH2A 欠損雌マウスと Th2a ヘテロ変異マウス間から得られた仔の遺伝型比を明

らかにした。もし、胎仔における TH2A 欠損が発生不良に関わっているのであれば、予想さ

れる比率（＋/－:－/－＝1：1）よりも－/－型の比率が低くなるものと考えられた。しかし、実際

には、その比率は（＋/－:－/－＝1：1）と有意な差はなかった（Table. 1-2）。したがって、

TH2A 欠損マウスの産子数の減少は胎仔側の欠損が原因ではなく、母側のみの TH2A の

欠損が起因していることが示された。 

 

TH2A欠損による卵形成への影響 

上記の結果から TH2A は雌の生殖能力に関与していることが示唆されたが、雌の生殖能

力低下の原因として、卵形成、胎児の発生を支持する子宮機能の異常、卵由来の母性

TH2A が欠損したことによる着床前の発生不良が考えられた。そこで、これらの可能性につ

いて検討していくことにした。 

まず、TH2A 欠損による卵形成への影響について明らかにすることにした。卵形成への影

響による卵の欠乏は卵巣の重量を減少させることがあることが知られていることから（Yin, et 
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al., 2017, Yeung et al.,2017）、TH2A欠損による卵巣の重量への影響について解析した。そ

の結果、TH2A 欠損雌マウスから摘出した卵巣の重量はコントロールと比較して有意な差は

なかった（Fig. 1-3A）。次に卵巣の HE染色による切片像（Fig. 1-3B）を用いて卵巣に含まれ

る卵胞数や発達した卵胞である胞状卵胞の数をカウントし、TH2A 欠損による卵巣数と胞状

卵胞数への影響について解析した。その結果、TH2A 欠損マウス由来の卵巣に含まれる卵

胞数と胞状卵胞数はコントロールと比較して有意な差はなく、TH2A 欠損による影響は見ら

れなかった(Fig. 1-3C, D)。これらの結果から、TH2A を欠損した雌マウスでは正常に卵が作

られていることが分かった。 

 TH2A 欠損雌マウスの卵巣中では正常に卵は作られていたが、作られた卵において卵の

質に異常が起きている可能性が考えられた。卵は始原生殖細胞から分化し、減数分裂を進

行させながら成長期卵、成長卵、そして受精が可能な成熟卵となる（Ikami et al., 2017）。成

長卵には 2 種類の卵が存在しており、それらは核内の DNA の局在様式から定義されてい

る。核内において DNAが核小体周辺に凝集している卵を surrounded nucleolus (SN)卵と呼

び、核内で DNAが一様に散在している卵を non-surrounded nucleolus (NSN)卵と呼ばれて

いる（Zuccotti et al., 1998, Fig. 1-4A）。これら 2種類の卵はそれぞれ性質が異なり、SN卵は

成熟能および発生能を持つが、NSN 卵は成熟能が著しく低く、また成熟卵まで達しても受

精後、2細胞期で停止し発生能も低いことが明らかになっている（Zuccotti et al., 1998, Inoue 

et al., 2007, Liu et al., 2002）。そこで、次に、TH2A欠損が及ぼす卵の質への影響について

明らかにするため、TH2A 欠損マウス由来の成長卵に含まれる SN 卵の数について解析し

た。その結果、TH2A 欠損卵における SN 卵の数はコントロールと比較して有意な差はなか

った（Fig. 1-4A）。次に TH2A 欠損による卵成熟への影響を明らかにするため、排卵された

卵における極体放出率を解析した。その結果、TH2A欠損卵の極体放出率はコントロールと

比較して有意な差はなく（Fig. 1-4B）、TH2Aの欠損は卵成熟に影響しないことが明らかにな
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った。次に TH2A 欠損による受精への影響を明らかにするため、採取した成熟卵を用いて

体外受精させ、前核の有無で受精の判定を行った。その結果、TH2A 欠損卵の受精率はコ

ントロールと比較して有意な差はなかった（Fig. 1-4C）。これらの結果から、TH2Aの欠損によ

り卵形成の異常が起きてないことが示され、TH2A 欠損雌マウスの産子数の減少は卵形成

の異常が原因でないことが分かった。 

 

TH2A欠損による子宮機能への影響 

着床前発生期を終えた胚は透明帯から脱出し、子宮に着床する。その後、胎盤形成が起

き、着床した胚と子宮との間では様々なやり取りが行われ、胚は正常に発生していく（Lim et 

al., 2010）。このことは、母体が胎児の発生に及ぼす影響を考えるとき、子宮の機能がその大

きな要素となることを示している。そこで、TH2A 欠損による子宮機能への影響を明らかにす

るため、TH2A を欠損した偽妊娠マウスに対し、野生型の 2細胞期胚を胚移植した。胚移植

後 18 日目に子宮に着床している胎児の数について調べた。その結果、TH2A 欠損雌マウ

スに着床した胎児の数はコントロールと比較して有意な差はなかった（Fig. 1-5）。この結果か

ら TH2Aの欠損は子宮機能へ影響を及ばさないことが示された。 

 

母性 TH2A欠損による着床前発生への影響 

着床前初期胚は卵由来の mRNAや蛋白質などの母性因子と受精後に発現してくる胚性

因子より発生制御されていることが知られている（Lu et al., 2017, Jukam et al., 2017）。TH2A

は卵や 1細胞期胚で高発現しており、着床前発生の進行に伴い発現量が減少することが明

らかになっている（Shinagawa et al., 2015）が、着床前発生期において発現している TH2Aが

母性または胚性由来なのかについては明らかになっていない。そこで初めに、TH2A 欠損

卵と野生型の精子を体外受精して得られた着床前初期胚における TH2A の発現について
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抗 TH2A抗体を用いた免疫染色により解析した。その結果、野生型胚では TH2Aは 1細胞

期胚、2細胞期胚で強く検出され、4細胞期胚以降に TH2Aのシグナルは減少した。一方、

TH2A 欠損卵由来の胚では着床前発生期を通して TH2A のシグナルは検出されなかった

（Fig. 1-6）。このことから着床前発生期において発現している TH2A のほとんどは卵から由

来する母性因子であることが示唆された。次に、母性 TH2A による着床前発生への影響を

明らかにするため、野生型あるいは TH2A 欠損卵と野生型精子を用いて体外受精を行い、

得られた着床前初期胚の発生について観察した。その結果、母性 TH2A 欠損胚の発生率

は、野生型胚と比較して有意な差はなく、胚盤胞期胚まで発生し（Fig.1-7）、着床前の発生

不良が TH2A欠損雌マウスの生殖能力の低下の原因ではないことが示された。 

 

母性 TH2A欠損によるエピジェネティック修飾への影響 

ここまでの解析で、雌マウスにおける TH2Aの欠損は、卵形成、子宮機能に影響与えず、

また、母性 TH2Aの欠損も着床前発生には影響を与えないことが分かった。これらの結果か

ら、TH2A 欠損雌マウスにおける生殖能力の低下は、着床後の発生不良が原因と考えられ

た。 

過去の研究では、ゲノムインプリンティングの異常と着床後の発生不良が関連するような

報告がされている（Khosla et al., 2001, Branco et al., 2016, Kaneda et al., 2004, , Inoue et al., 

2018, Matoba et al., 2018, Inoue et al., 2020）。インプリンティングは生殖細胞形成過程で確

立され、さらに受精後の着床前発生期ではインプリンティングの維持機構が働いていること

が明らかになっている（Saitou et al., 2012, Hirasawa et al., 2008, Takahashi et al., 2015, 

Nakamura et al., 2007）。インプリンティング遺伝子の発現は DNAのメチル化や H3K27me3

（ヒストン H3の 27番目のリジン残基のトリメチル化）のエピジェネティック修飾によって制御さ

れていることが明らかになっている（Inoue et al., 2017, Kobayashi et al., 2012）。また、DNA メ
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チル化は非インプリンティング遺伝子の発現制御にも関与しており、これら遺伝子の DNA メ

チル化レベルが着床以前に減少すると、着床後で発現が増加し胎盤形成の不良による胚

の発生不良が起きることが明らかになっている（Branco et al., 2016）。これらエピジェネティッ

ク修飾の制御にはヒストン変異体が関与していることが報告されている（Shinagawa et al., 

2014, Hake et al., 2006b）。 

これらのことから 1 細胞期胚において高発現している TH2A はエピジェネティック修飾に

関与していることが考えられ、母性 TH2A の欠損により、インプリンティングを含む遺伝子発

現制御に関与するエピジェネティック修飾に影響し、着床後の発生不良を引き起こしている

可能性が考えられた。そこで初めに母性 TH2A欠損 1細胞期胚においてインプリンティング

や遺伝子発現の抑制に関与することが明らかになっているエピジェネティック修飾の一つで

ある DNAのメチル化（5mC）レベルについて抗体を用いて免疫染色により解析した。その結

果、母性 TH2A 欠損胚において DNA のメチル化のシグナルは 1 細胞期胚の雌雄前核に

おいて減少していた（Fig. 1-8A）。しかし、DNA のメチル化のシグナルの減少は DNA 複製

の不良による DNA 量の減少によって引き起こされた可能性が考えられた。そこで、母性

TH2A 欠損胚対し DAPI 染色し DNA 量を定量した結果、野生型胚と比較して母性 TH2A

欠損胚の DNA 量に有意な差はなかった（Fig. 1-8B）。これらの結果から母性 TH2A 欠損 1

細胞期胚では DNAのメチル化レベルが減少していることが示された。さらに、1細胞期時に

DNA の脱メチル化の阻害に関与する H3K9me2 の局在レベルについても解析したところ、

母性 TH2A欠損 1細胞期胚において DNAのメチル化と同様に H3K9me2レベルも雌雄前

核において減少していた（Fig. 1-8C）。 

次に、インプリンティングに関与するもう一つのエピジェネティック修飾である H3K27me3

の局在レベルについて免疫染色により解析した。H3K27me3 レベルは、母性 TH2A が欠損

することで雌性前核において減少した（Fig. 1-9A）。次に H3K27me3 と互いに修飾を促進す
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ることが分かっているH2AK119ub（ヒストンH2Aの 119番目のリジン残基のユビキチン化）に

ついても解析した。 その結果、H3K27me3 レベルへの影響と同様に、母性 TH2A を欠損し

た 1細胞期胚では雌性前核において H2AK119ub レベルが減少していた（Fig. 1-9B）。 

母性TH2A欠損 1細胞期胚では、遺伝子発現抑制やインプリンティングに関与するDNA

のメチル化と H3K27me3 レベルが減少しており、それぞれに関連する H3K9me2 と

H2AK119ub レベルにも影響があった。これらの結果から、母性 TH2A 欠損は様々なエピジ

ェネティック修飾に影響を与えることが分かり、エピジェネティック修飾の機能の一部であるイ

ンプリンティングや着床後発生期で抑制されている遺伝子の活性に影響を及ぼしていること

が示唆された。



Discussion 

 

 

20 

考察 

TH2A は着床前発生期、生殖細胞形成期で高く発現していることや、TH2A 特異的な翻

訳後修飾が付加されていることが知られている（Shinagawa et al., 2014、 Hada et al., 2017a, 

Hada et al., 2017b）。また、TH2A と TH2Bの両方を欠損されたマウスを用いた研究では、雄

マウスにおける減数分裂停止による不妊や母性 TH2A/母性 TH2B 欠損による着床前の発

生遅延および停止が引き起きることが明らかになっている（Shinagawa et al., 2014）。これらの

報告からマウス発生において TH2A は何かしらの機能を果たしていると考えられてきたが、

これまでに発生におけるTH2Aのみの寄与については明かされてこなかった。本研究では、

マウス発生における TH2A の役割を明らかにするため、TH2A 欠損マウスを用いて発生へ

の影響を解析した。その結果、個体における TH2Aの欠損はその発生や成長に影響を与え

ることはなかったが、雌の生殖能力の低下を引き起こすことが明らかになった。しかし、雄の

生殖能力への影響は見られなかった。これらの解析により、TH2A は雌の生殖能力を支える

要素に関与していることが示唆された。 

 

マウス発生における TH2Aの寄与について 

Th2a ヘテロ変異マウスの間の交配実験の解析により、TH2A の欠損はマウスの出生率に

影響を与えなかったことから、個体における TH2A欠損は胚発生に影響を与えないことが分

かった（Table 1-1）。加えて、生後 21 日目では TH2A を欠損しても体重に変化はなく、成長

にも影響を与えなかった（Fig. 1-1D）。また、母性 TH2A を欠損した着床前初期胚では発生

後期になっても胚性 TH2A が検出されないことが明らかになり（Fig. 1-6）、さらに体細胞や

ES 細胞では Th2a mRNA の発現がないことが報告されていること（Shinagawa et al., 2014）

から、生殖細胞を除く体を構成する多くの細胞では TH2A の発現がないため個体における

TH2A欠損は胚発生と成長に影響を与えなかったと考えられる。 
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雌の生殖能力における TH2Aの寄与 

TH2A の欠損は胚発生や成長に影響を与えなかったが、TH2A 欠損マウスを用いた交配

実験を行った結果、TH2A 欠損雄マウスでは生殖能力への影響は見られなかったが、

TH2A欠損雌マウスでは生殖能力が低下することが分かった（Fig. 1-2）。 

この雌マウスの生殖能力の低下は、卵形成あるいは子宮機能などが原因となっていること

が考えられたが、それらにTH2A欠損による影響は観察されなかった（Fig. 1-3,4,5）。さらに、

母性の TH2A の欠損による着床前発生にも異常は見られなかった（Fig. 1-7）。したがって、

母性の TH2A が欠損したことにより着床後の発生不良が起き、それが産子数の減少に繋が

っていることが示唆された。 

過去の研究では着床以前におけるエピジェネティック修飾である DNA メチル化と

H3K27me3 への影響と着床後の発生不良が関連する報告がある（Khosla et al., 2001, 

Kaneda et al., 2004, , Inoue et al., 2018, Matoba et al., 2018, Inoue et al., 2020, Branco et al., 

2016）。また、DNA メチル化やH3K27me3はインプリンティングを含む遺伝子発現制御に関

与することが知られている（Inoue et al., 2017, Kobayashi et al., 2012）。DNAをメチル化する

遺伝子としてDNA methyltransferases (DNMTs)が知られている。生殖細胞特異的にDnmt3a

を欠損した雌マウスと野生型雄マウスに由来する仔では、母型ゲノムにおけるインプリンティ

ング遺伝子の DNA メチル化レベルが減少し、胎生 9.5 日目にすでに発生不良が起き、胎

生 11.5日目にはすべての胎児が致死することが明らかになっている（Kaneda et al., 2004）。

また、母性 Dnmt3a と母性 Dnmt3b はインプリンティングだけではなく、非インプリンティング

遺伝子の発現制御にも関与しており、これら非インプリンティング遺伝子の DNA メチル化レ

ベルが着床以前に減少すると、着床後で発現が増加し胎盤形成の不良による胚の発生不

良が起きることも明らかになっている（Branco et al., 2016）。 

一方で H3K27のトリメチル化には polycomb repressive complex 2（PRC2）のサブユニット
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である Eedなどが関与している（Kruijsbergen et al., 2015）。卵特異的に Eedを欠損した卵で

はゲノムワイドに H3K27me3 レベルが減少し、さらに受精後では着床前発生期の 1 細胞期

から 8 細胞期にかけて H3K27me3 レベルが減少する。特に、母型ゲノムにおいて

H3K27me3 によるインプリンティング遺伝子の H3K27me3 レベルが低下し、桑実胚期にお

いてそれらインプリンティング遺伝子の発現が増加することが明らかにされている。卵特異的

に Eedを欠損した卵由来の胚では、ゲノムワイドに H3K27me3レベルが減少したのにもかか

わらず着床前での発生不良は起きず、着床後発生期の胎生 6.5日目より発生不良が起きて

いることや、胎盤の発達不良が明らかになっている（Inoue et al., 2018）。 

さらに、インプリンティングは生殖細胞形成過程で確立されるが、受精後の着床前発生期

ではインプリンティングの維持機構が働いていることが明らかになっている（Saitou et al., 

2012, Hirasawa et al., 2008, Takahashi et al., 2015, Nakamura et al., 2007）。例えば、着床前

発生期ではゲノムワイドな DNA の脱メチル化が起きるが、DNA 脱メチル化を保護する

PGC7（Nakamura et al., 2007）や DNA メチル化酵素 DNMT1 （Hirasawa et al., 2008）などに

より一部のインプリティングが維持し続けられていることが分かっている。 

これらのことから、母性 TH2Aの欠損はDNAのメチル化やH3K27me3への影響を与え、

インプリンティング遺伝子などを含む遺伝子発現の異常を引き起こし、その結果、着床後発

生に影響を及ぼしたことが考えられる。実際、母性 TH2A欠損 1細胞期胚においてDNAの

メチル化レベルは雌雄前核において減少しており、さらに H3K27me3 レベルは雌性前核で

減少していた（Fig. 1-8,9）。また、母性 TH2A 欠損 1 細胞期胚の雌性ゲノムにおいて DNA

メチル化と H3K27me3レベルが減少していることが示されたが、卵においても TH2Aは高発

現していることが知られていることから（Shinagawa et al., 2014）、TH2Aを欠損した卵ですで

にDNAメチル化とH3K27me3レベルが減少している可能性もある。また、今後、母性TH2A

を欠損したことによる着床後でのインプリンティング遺伝子などの発現異常について解析す
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ることが重要と考えられる。 

 

1細胞期の能動的 DNA脱メチル化制御機構における TH2Aの役割 

1細胞期胚では、雄性前核において能動的 DNA脱メチル化が働くことが知られており、1

細胞期の後期には雌性前核では高メチル化状態が保たれたまま、雄性前核では低メチル

化状態という前核間で非対称的な DNA メチル化状態となる（Santos et al., 2002）。能動的

DNA 脱メチル化には TET3 が重要な因子として機能している（Wossidlo et al., 2011, Gu et 

al., 2011）。TET3 は雄性ゲノムに対して機能し急激な DNA 脱メチル化を引き起こすが、雌

性ゲノムでは TET3 の機能を阻害する機構が働いている。雌性ゲノムに多く局在する

H3K9me2 によって母性因子として知られている PGC7 がゲノム上に誘引され、TET3 のゲノ

ムへの作用を防いでいることが知られている（Nakamura et al., 2007, Nakamura et al., 2012）。

母性 TH2A 欠損 1 細胞期胚では、雌雄前核において DNA メチル化レベルが減少し、さら

に、H3K9me2 レベルも減少していることが分かった（Fig. 1-8）。このことから、1 細胞期胚に

おいて TH2AはH3K9のジメチル化の制御に関与し、これを介して過剰な DNAの脱メチル

化を防いでいるものと考えられる。



Figures and Tables 

 

 

24 

 
 

 
 
Fig. 1-1. TH2A 変異マウスの作製と TH2A 欠損による成長への影響 
A) Th2a変異マウスの histh2aa（Th2a）の遺伝情報。ヒストンの Globular domain上に 11塩基対の欠損
を持つ変異マウスを得た。赤字の塩基配列は制限酵素 TasⅠの認識配列を示す。 
B) RFLPによる genotyping。 欠損領域を挟むように設計されたプライマーを用いて PCRを行い。制限
酵素 TasⅠにより処理し電気泳動をして、得られたバンドパターンで遺伝型を判定した。 
C) Th2aホモ変異卵における蛋白質レベルでの TH2Aの局在の確認。野生型卵(＋/＋) 、 Th2aヘテロ
変異卵(＋/－) 、 Th2aホモ変異卵(－/－)を用いて、抗 TH2A 抗体を用いて免疫染色を行った。DNA
は DAPIにより染色した。スケールバーは 20μm を示す。 
D) Th2a変異マウスの体重。生後 21日齢の各遺伝型マウスを用いて体重を測定した。各遺伝型間の体
重の有意差は Student’s t-testにより検出した。エラーバーは S.E.を示す。 （＋/＋：n=30 , ＋/－： 
n=41, －/－： n=36）
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Fig. 1-2. TH2A 欠損による生殖機能への影響 
TH2A欠損による生殖機能への影響。各遺伝型間において 14回以上の交配を行い、産子数を測定し
た。 ＊は有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。エラーバーは S.E.を示す。
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Fig. 1-3. TH2A 欠損による卵巣発達のへの影響 
性成熟が完了した 6週齢の TH2A ヘテロ変異マウス（＋/－）および TH2A 欠損マウス（－/－）から摘出
した卵巣を用いて解析をした。 
A) TH2A欠損による卵巣の重量への影響。エラーバーは S.E.を示す。各遺伝型間の卵巣重量の差は
Student’s t-testにより検出した。 （＋./－： ｎ = 12, －/－： n = 16） 
B) TH2A欠損マウスの卵巣の切片像。卵巣切片を HE染色した。下図は、上図の一部を拡大した図で
ある。上図と下図のスケールバーはそれぞれ 300μm、150μm を示す。矢印は胞状卵胞を示す。 
C) TH2A欠損による卵胞数への影響。HE染色した切片像を用いて単位面積当たりの卵胞数を定量し
た。エラーバーは S.E.を示す。各遺伝型間の卵胞数の差は Student’s t-testにより検出した。 （n = 10） 
D) TH2A欠損による卵胞発達への影響。HE染色した卵巣の切片像において、全卵胞の中での胞状卵
胞数の割合を調べた。エラーバーは S.E.を示す。各遺伝型間の胞状卵胞数の差は Student’s t-testに
より検出した。 （n = 10）. 
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Fig. 1-4. TH2A 欠損による卵形成への影響 
A)TH2A欠損による SN卵と NSN卵の存在率への影響。性成熟した TH2A ヘテロ変異（＋/－）および
TH2A欠損（－/－）雌マウスの卵巣から成長卵を採取し、DAPI染色で核内の DNA の局在を調べて SN
卵と NSN卵を判別した。4個体以上のマウスを用いて解析した（＋/－卵: n=138、－/－ 卵: n=108）。ス
ケールバーは 30 μm を示す。各遺伝型間の比率の差はχ2 testにより検出した。 
B)TH2A欠損による極体放出率への影響。卵成熟させた卵を DAPI 染色して DNAを観察して極体を放
出した卵をカウントした。3個体以上のマウスを用いて解析した（ ＋/－卵: n=133、－/－ 卵: n=94）。矢
印は極体を示す。スケールバーは 20 μm を示す。各遺伝型間の極体放出率の差はχ2 testにより検
出した。 
C)TH2A欠損による受精率への影響。各遺伝型マウスから採取した成熟卵を用いて体外受精し、受精
率を調べた。3個体以上のマウスを用いて解析した（ ＋/＋卵: n=163、 －/－ 卵: n=92）。各遺伝型間
の受精率の差はχ2 testにより検出した。
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Fig. 1-5. 母性 TH2A 欠損による子宮機能への影響 
野生型胚を 20個を TH2Aヘテロ変異（＋/－）および TH2A欠損（－/－）の偽妊娠マウスに胚移植した。
移植後 18 日後に子宮に着床している胎児数をカウントした。各遺伝型間の胎児数の差は Student’s t-
testにより検出した（ ＋/－：n=8, －/－ : n=9）。
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Fig. 1-6. 着床前発生期における母性 TH2A の発現 
母性 TH2A 欠損胚における TH2A の発現。野生型胚（WT）と母性 TH2A 欠損胚（TH2A KO）において免
疫染色により TH2Aの検出を行った。母性 TH2A欠損胚は、Th2a(-/-)の雌マウスから得られた卵と野生
型の雄から得られた精子で体外受精を行って得た。DNA は DAPI により染色した。1 細胞期胚は雌性前
核（Female）と雄性前核（Male）と分けて表す。スケールバーは 20 μm を示す。
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Fig. 1-7. 母性 TH2A 欠損による着床前発生への影響 
母性 TH2A 欠損胚の発生率。体外受精により得た野生型胚（WT：n=145）、母性 TH2A 欠損胚（TH2A：

n=108）の発生を観察した。媒性後 11、24、48、72、96 時間でそれぞれ 1 細胞期(1-cell)、2 細胞期(2-

cell)、4 細胞期(4-cell)、桑実期(Morula)、胚盤胞期(Blasto.)の初期胚の個数をカウントした。独立した実

験を 4回行った。hpiは媒性後時間を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05；χ
2
 test）。
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Fig. 1-8. 母性 TH2A 欠損による DNA メチル化レベルへの影響 
A)野生型（WT）、母性 TH2A 欠損（TH2A KO）1細胞期胚を用いて DNA メチル化を免疫染色法により検
出し、シグナルを定量した。 
B)野生型、母性 TH2A欠損 1細胞期胚を固定し、DNA を DAPIで染色してシグナルを定量した。 
C)野生型、母性 TH2A欠損（TH2A KO）1細胞期胚を用いて H3K9me2を免疫染色法により検出し、シグ
ナルを定量した。 
A)、B)、C) 右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核（Male）におけるそれぞれのシグナル強度を定量し
たものである。独立した実験を 3回行い、各実験で 8個以上の胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。
＊は有意差があることを示す（P ＜0.05； Student’s t-test）。Scale bar は 20 μm を示す。



Figures and Tables 

 

 

32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-9. 母性 TH2A 欠損による H3K27me3レベルへの影響 
野生型（WT）と TH2A 欠損（TH2A KO）1細胞期胚において、A) H3K27me3, B) H2AK119ub, を免疫染色
法により検出した。DNAは DAPIにより染色した。右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核（Male）にお
けるそれぞれのシグナル強度を定量したものである。独立した実験を 3回行い、各実験で 8個以上の
胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05； Student’s t-test）。
Scale bar は 20 μmを示す。
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マウス発生における H2A.Xの役割 
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緒言 

H2A.X は DNA 修復機構に関与する重要な因子として知られており、H2A 変異体の中

で、H2A.X 特異的な SQ モチーフを C-terminal に持つ。SQ モチーフはヒトやマウスなどの

哺乳類だけでなく、アフリカツメガエル、ショウジョウバエ、酵母やシロイヌナズナなど幅広い

生物種で保存されている（Chambers et al.. 2007, Baldi et al., 2013, Friesner et al., 2005）。し

かし、ショウジョウバエ、酵母には、H2A.Xはなく、ショウジョウバエではH2A.V、酵母はH2A

に SQモチーフが保存されており、DNA修復因子として機能している。哺乳類では DNAダ

メージが起きると H2A.X の SQ モチーフのセリンがリン酸化（γ-H2A.X）され、DNA ダメージ

が起きたゲノム領域に γ-H2A.X が集積する。γ-H2A.X は DNA 修復因子をゲノム上に誘導

し、DNA修復を促進する（Turinetto et al., 2015）。γ-H2A.Xは、DNA修復因子の誘導だけ

でなく、クロマチン構造にも作用することが報告されている。γ-H2A.X はH2Aと比較してヌク

レオソームの形成を不安定化させ、さらにリンカーヒストンH1のクロマチンへの結合を弱める

（Li et al., 2010）。これにより、DNA ダメージ領域に緩いクロマチン構造が形成され、より

DNA修復因子の誘導を容易にさせていると考えられている（Turinetto et al., 2015）。 

H2A.Xは DNA修復機構の制御だけでなく、他にも様々な機能を持っていることが知られ

ている（Celeste et al..,2002, Chadwick et al., 2005, Banáth et al., 2009）。遺伝子発現制御に

おいて H2A.Xは正にも負にも機能することが報告されている。H2A.Xは γ-H2A.Xなどの修

飾なしにヌクレオソームの不安定化を引き起こすこと、また、締まったクロマチン構造に関与

する H3K9me3 の局在領域やテロメアなど締まったクロマチン構造を形成しているゲノム領

域には H2A.Xの局在量が少ないこと、さらには転写活性が高いゲノム領域に多くの H2A.X

が局在することが明らかなっており、H2A.Xは緩いクロマチン構造と遺伝子発現の正の制御

に関与するものと考えられている（Li et al., 2010, Seo et al., 2014）。一方で、H2A.Xは遺伝

子発現の抑制にも関与していることが明らかになっている（Wu et al., 2014, Eleuteri et al., 
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2018）。ES 細胞や iPS 細胞などの多能性幹細胞において H2A.X は分化に関与する転写

因子の結合配列に局在することで、その転写因子のゲノムへのアクセスを阻害し、一部の分

化関連遺伝子の発現を抑制している（Wu et al., 2014）。また、リボソーム DNAのプロモータ

ー上に H2A.Xが局在すると、遺伝子の不活性化に関与するヒストン修飾に関連する酵素群

が集積し、リボソーム RNA の発現が抑制されることも明らかになっている（Eleuteri et al., 

2018）。この時、H2A.X がクロマチンに取り込まれることによって、締まったクロマチン構造が

形成されると考えられている。このように、H2A.X は緩いクロマチン構造にも締まったクロマ

チン構造にも、また、正と負の遺伝子発現制御にも関与していると考えられている。 

哺乳類の細胞において H2A.X は全ヌクレオソームの中で 1~10％を占めているといわれ

ている。過去の研究で H2A.X を欠損したマウスが作製されており、H2A.X を欠損による表

現型がいくつか報告されている（Celeste et al.,2002）。この研究では、H2A.Xヘテロ変異マウ

ス間から得られる仔の遺伝型の比率はメンデルの法則に従っており、胚における H2A.X 欠

損は胚発生に影響しないことが示唆されている。しかし、H2A.X の欠損は生後の成長に影

響があり、マウスの体重が減少する。さらに、H2A.X 欠損雄マウスは生殖細胞の減数分裂の

停止により不妊を引き起こすことが報告されているが、H2A.X 欠損による雌マウスの生殖能

力への影響は明らかになっていない。また、着床前発生期において、H2A.X は 1 細胞期胚

に多く核局在し、発生後期にそれが減少することが明らかにされており（Nashun et al.., 

2010）、発生初期には母性 H2A.X が多く発現していることが考えられるが、母性 H2A.X の

着床前発生への関与については不明である。 

以上のように H2A.Xの発生への関与は、一部が明らかにされているが未だ十分に解明さ

れていない。この章では、H2A.X 欠損マウスを新たに作製し、マウス発生への H2A.X の役

割を明らかにすることとした。
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結果 

H2A.X変異マウスの作製 

 マウス発生への H2A.X の役割を明らかにするため、H2a.x 変異マウスを CRISPR/Cas9 系

を用いて作製することにした。その結果 H2A.X の Globular domain をコードするゲノム上に

38塩基対の欠損を持つ H2a.x変異マウスが得られた（Fig. 2-1A, B）。H2a.x変異マウスはフ

レームシフト変異により H2A.X の Globular domain 以降の蛋白質構造を持たず、変異

H2A.X はクロマチン構造に取り込まれないことが示唆された。H2a.x ホモ変異マウスにおけ

る核内の H2A.Xの欠損を確認するため、野生型、H2a.xヘテロ変異型と H2a.xホモ変異型

マウスで H2A.X が高発現している成長卵を用いて抗 H2A.X 抗体による免疫染色により

H2A.X の検出を行った。その結果、野生型と H2a.x ヘテロ変異型卵では H2A.X 蛋白質の

シグナルを検出することはできたが、H2a.x ホモ変異型卵では検出できなかった（Fig. 2-1C）。 

この実験により、この変異した H2a.x を両アレルに持つ個体において H2A.X蛋白質が欠損

することが確かめられた。以降より、H2A.X 蛋白質を欠損する H2a.x ホモ変異マウスを

H2A.X欠損マウスと呼ぶこととした。 

 

H2A.X欠損によるマウス発生への影響 

H2A.X 欠損よる発生への影響を明らかにするため、雌雄の H2a.x ヘテロ変異マウス間の

交配を行い、生後 0 日目（P0）に得られた仔の遺伝型比について解析した。その結果、

H2A.X欠損マウスの出生率は 12.6％であり、発生に影響がしない正常マウスの交配の場合

の期待値である 25％に比べて有意に減少していた（Table 2-1）。さらにH2A.X欠損マウスの

体重は野生型マウスと比較して有意に低下していた（Fig. 2-2A）。また、得られた H2A.X 欠

損マウスの一部（16.7%）で眼球を持たない個体が確認された（Fig. 2-2B, C）。次に、生後 0

日目で観察された表現型について、マウスの成長過程で変化するかどうかを明らかにする
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ため、生後 21 日目の各遺伝型マウスにおいて遺伝型比、体重と眼球の状態について解析

した。その結果、生後 21日後、H2A.X欠損マウスでも生後 0日目と同様の表現型が観察さ

れた（Fig. 2-2D-F）。生後 21 日後の遺伝型比は生後 0 日目のものと比較して、減少傾向は

あったが有意な差は検出されなかった（Table 2-1）。さらに、眼球の異常については、生後

21 日目で異常な眼球を持つマウスの数（65.2%）が顕著に多く観察された（Fig. 2-2E, F）。こ

れらの結果から、H2A.X 欠損により胚の発生不良や着床後・生後の眼球の形成・発達異常

が引き起こされることが示された。しかし、過去のH2A.X欠損マウスを用いた研究（Celeste et 

al.,2002）では、H2A.X 欠損によって出生数に影響はないことが示されおり、また、眼球の異

常についても報告がなく本研究の結果と一致しなかった。 

なお、H2A.X 欠損マウスの出生率の減少や多くのマウスで眼球の形成・発達異常が起き

たことで、H2A.X欠損による生殖能力への影響を解析することはできなかった。 

 

H2A.X欠損による着床前発生への影響 

 H2A.X 欠損マウスの出生率の減少は、受精後の胚ゲノムから発現するはずだった胚性

H2A.X の欠損による胚の発生不良が起因している可能性が考えられた。しかし、その発生

不良が着床前と着床後の発生のどちらかで起きているかは不明である。そこで、胚性

H2A.X 欠損による着床前発生への影響を明らかにするため、H2a.x ヘテロ変異体の雌雄マ

ウスから採取した卵と精子を用いて体外受精を行い、胚盤胞期胚における遺伝型比を解析

した。その結果、胚盤胞期における H2A.X 欠損胚の遺伝型比は、予想される比率（＋/＋:

＋/－:－/－＝1：2：1）と有意な差はなかった（Table 2-2）。これに加えて、H2a.x ヘテロ変異

体間の体外受精により得られた胚盤胞期胚におけるH2A.Xの発現を、免疫染色により蛋白

質レベルで解析した。その結果、H2a.xヘテロ変異体間由来の胚盤胞期胚においてH2A.X

蛋白質のシグナルが検出されなかった割合が 25％（44 個中 11 体）であることが確認された
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（Fig. 2-3）。これらの結果から、H2A.X 欠損した着床前初期胚は正常に胚盤胞期胚まで発

生しており、着床前の発生不良は起きないことが示され、H2A.X 欠損マウスの出生率の減

少は着床後の発生不良によるものであることが示唆された。 

 

遺伝背景に依存する H2A.X欠損による表現型の変化 

 上記の解析により H2A.X の欠損は発生不良を引き起こすことが明らかになった。しかし、

興味深いことにこの表現型は遺伝背景に依存することが分かった。上記までの解析に用い

られていた H2a.x変異マウスは、BDF1の卵と ICRの精子から得た交雑種の胚を元にファウ

ンダー(F0)マウスを得て作製され、その後、C57BL/6J（B6J）マウスとの 6 度の戻し交配を行

って純系統（B6J）の遺伝背景に近づけたものであった。この戻し交配の過程でその都度、

H2a.x ヘテロ変異マウス間の交配実験を行い、それらから得られた仔の遺伝型比について

解析したところ、戻し交配 1－3 度目においてすでに H2A.X 欠損マウスの出生率に減少傾

向は見られたが、各回において有意な差は検出されなかった。しかし、戻し交配 4度目以降

では、H2A.X 欠損マウスの出生率の減少がより顕著になり、有意差が検出された（Table 2-

3）。さらに、有意差が出始めた前後の戻し交配 3 度目と 4 度目の遺伝型比に間において、

有意な差が認められた（P<0.05）。これらの結果から、H2a.x 変異マウスの遺伝背景が交雑

種から B6J に置き換わることによって、H2A.X 欠損による表現型が顕著になったと考えられ

た。次に、最終の戻し交配を終えた B6J 遺伝背景を持つ H2a.x 変異雌マウスと野生型

DBA/2 雄を交配することで BDF1 遺伝背景を持つ H2a.x 変異マウスを作製し、これらを用

いて同様の交配実験を行った。その結果、BDF1 遺伝背景に戻すことで H2A.X 欠損マウス

の出生率が回復することが明らかとなった（Table 2-3）。 

 さらに、B6J 遺伝背景の H2A.X 欠損マウスで見られた体重の低下と眼球の異常について

BDF1 遺伝背景でも見られるかどうか解析した。その結果、B6J 遺伝背景と同様に BDF1 遺
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伝背景でも H2A.X 欠損による体重の減少は観察された（Fig. 2-4A）が、眼の形態的な異常

についてはほとんど観察されなくなった（Fig. 2-4B）。 

以上の結果から、H2A.Xは着床後の発生、成長や眼の発生または発達に関与しているこ

とが示されたが、それら表現型は遺伝背景に依存して変化することが明らかになった。 

 

母性 H2A.X欠損による着床前発生への影響 

 着床前発生期の 1細胞期胚において、H2A.Xは多く核局在しており、発生後期に核局

在量が減少することが知られている（Nashun et al., 2010）。1細胞期胚では卵由来の母性因

子などが機能していることが知られており、H2A.X も母性因子して着床前発生期に寄与し、

また H2A.X欠損は雌の生殖能力の低下を引き起こすことが予想された。実際、過去の研究

では、H2A.X欠損雌マウスの産子数が減少するという記述がある（Celeste et al.,2002）。本研

究で作製された H2A.X 欠損マウスでは、出生率が減少することと眼球の異常などが起き交

配実験による生殖能力への影響を解析することができなかった（Fig. 2-2、Table 2-1）が、

H2A.X 欠損マウスに対し過排卵処理をすることで H2A.X 欠損卵を獲得することができた。

そこで、この卵を用いて母性 H2A.X を欠損した際の着床前発生への影響について解析す

ることとした。 

初めに、着床前発生期において母性H2A.Xの発現について確かめるため、H2A.X欠損

卵と野生型精子を用いて獲得した着床前初期胚で免疫染色により H2A.X の検出を行った。

その結果、母性 H2A.X欠損胚では 1細胞期において H2A.Xが検出されなかったが、2細

胞期以降に検出された（Fig. 2-5）。この結果から、1細胞期胚で発現している H2A.Xは、ほ

とんどが母性因子であることが示され、母性 H2A.Xが着床前発生期に関与することがより強

く示唆された。 

次に、母性 H2A.X 欠損による着床前発生への影響を明らかにするため上記と同様に母
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性 H2A.X 欠損胚を獲得し、その発生について解析した。その結果、母性 H2A.X 欠損胚の

発生率は、コントロールである野生型胚と比較して有意な差はなく、胚盤胞期胚まで発生し

た（Fig. 2-6）。これらの結果から 1細胞期胚において母性 H2A.Xが多く発現しているにも関

わらず、着床前発生に寄与していないことが示唆された。



Discussion 

 

 

43 

考察 

H2A.X は DNA 修復機構の重要な因子として知られよく研究されているが、マウス発生に

おける寄与については一部しか明らかになっていない。（Celeste et al.,2002）。H2A.X 欠損

マウスを用いた研究では、胚における H2A.X 欠損は胚発生に影響しないことが示唆されて

いるが、マウスの体重が減少し生後の成長に影響があることが明らかになっている。さらに、

H2A.X 欠損雄マウスにおいて生殖細胞の形成不良により不妊を引き起こすことが報告され

ているが、H2A.X 欠損による雌マウスの生殖能力への影響は明らかになっていない。また、

着床前発生期において、H2A.X は 1 細胞期胚に多く核局在していることが明らかになって

おり（Nashun et al., 2010）、発生初期には母性 H2A.X が多く発現していることが考えられる

が、母性 H2A.X の着床前発生期への関与については明らかになっていない。本研究では、

マウス発生における H2A.Xの役割を明らかにするため、H2A.X欠損マウスを用いて発生へ

の影響を解析した。その結果、過去の H2A.X 欠損マウスを用いた研究の結果（Celeste et 

al.,2002）と一部が一致せず、これまでに報告がなかった H2A.X欠損による表現型が観察さ

れた。さらに、H2A.X 欠損による表現型はマウスの遺伝背景に依存して変化することが示さ

れた。また、本研究では、H2A.X 欠損による雌の生殖能力への影響は、性成熟した H2A.X

欠損マウスの獲得が困難で解析することはできなかった。しかし、過排卵処理することで未

成熟のマウスから H2A.X を欠損した卵が回収することができ、母性 H2A.X 欠損による着床

前発生へ影響は解析できたが、雌マウスにおける H2A.X の欠損は少なくとも着床前の発生

には影響しないことが示された。 

 

マウス発生における胚性 H2A.Xの寄与 

本研究において、B6J遺伝背景のH2a.xヘテロ変異マウスの間から得られるH2A.X欠損

マウスの出生数や出生直後の体重が減少することが示され、出産より以前で発生不良が起
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きていることが示唆された。次に、胚発生期のどの時期に発生不良が起きているかを明らか

にするため、H2a.x ヘテロ変異型の卵と精子から得た着床前初期胚の発生について解析し

た。その結果、H2a.xホモ変異型胚は正常に胚盤胞期まで発生することが分かった（Table 2-

2, Fig. 2-3）。これらの結果から、H2A.X欠損による発生不良は着床後に起きていることが考

えられた。培養細胞を用いた実験では、H2A.X を欠損すると、増殖の不良やゲノムの不安

定化が引き起こされることが明らかになっている（Celeste et al., 2002）。また、H2A.X 欠損マ

ウスでは免疫機能の低下が起きる。このことから細胞の増殖不良やゲノムの不安定化が、

H2A.X欠損による着床後以降の発生に影響したと考えられる。 

 

着床前発生への H2A.Xの寄与 

ES細胞においてH2A.Xは分化関連転写因子のゲノム結合領域に局在し、これら転写因

子のゲノムへの結合を阻害することで多能性を維持に関与していることが明らかになってい

る（Wu et al., 2014）。しかし、実際に着床前発生に H2A.Xが関与するかどうかは明らかにな

っていない。着床前発生期において、H2A.Xは他の H2A変異体に比べて比較的多く発現

していることが示唆されている（Nashun et al., 2010）。そして本研究において、母性 H2A.X と

胚性 H2A.Xが 2細胞期より次第に置き変わっていることが示され（Fig. 2-5）、母性または胚

性の H2A.X はどちらも着床前の発生に関与することが考えられた。しかし、母性 H2A.X ま

たは胚性 H2A.X 欠損による着床前発生への影響を調べた結果、どちらの条件においても

着床前の発生不良が起きないことが示された。母性 H2A.X欠損胚では胚性の H2A.Xの存

在が、また、胚性 H2A.X 欠損胚では母性の H2A.X の存在がそれぞれ補償したため、発生

不良が観察されなかったことが考えられる。したがって、母性と胚性の H2A.X を両方欠損し

た胚では、多能性の喪失や発生不良が起きる可能性も考えられる。 
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眼球発生・発達における H2A.Xの寄与 

本研究では、生後直後の H2A.X欠損マウスの一部において眼球を持たない個体が観察

され、さらに生後 21日目のマウスではより顕著に眼球の異常が観察された（Fig 2-2）。この表

現型は過去の研究（Celeste et al.,2002）では報告がなく、また H2A.X と眼球の発生・発達の

関連を直接結びつけるような研究はない。キイロショウジョウバエの眼の形成に関与する遺

伝子として eyes absent (eya)がある（Bonini et al.,1998）。マウスでは、キイロショウジョウバエ

eyaのオルソログとして Eya1、Eya2、Eya3, Eya4が存在することが明らかになっている（Xu et 

al., 1997, Borsani et al., 1999）。マウスでは眼球の形成が起きる胎児期にそれぞれの Eya遺

伝子は眼球だけでなく様々な組織で発現していることが知られており、それぞれの Eya遺伝

子を欠損したマウスでは眼球形成の異常が起きないことが明らかになっている（Xu et al., 

1999, Söker et al., 2008, Depreux et al., 2008, Grifone et al., 2007）。これは、一つの Eya遺

伝子が欠損しても他の Eya 遺伝子が機能を補償しているために、眼球形成の異常が表現

型として表れていないと考えられる。または Eya 遺伝子は転写因子としての機能を持つこと

が知られている（Jemc and Rebay et al., 2007）。さらに、リン酸化された EYA は H2A.X と相

互作用することが明らかになっている（Cook et al., 2009）。これらの事から、H2A.X欠損によ

る眼球の欠損は、H2A.X が欠如したことによって眼球形成に関わる細胞では EYA のゲノム

へのアクセスができなくなったことにより引き起こされたということが考えられる。また、眼球の

形成後に見られた、眼球の発達異常は細胞の増殖不良やゲノムの不安定化が原因ではな

いかと思われる。 

 

マウス遺伝背景に依存する H2A.X欠損の表現型 

本研究で解析に用いられたH2A.X変異マウスは、BDF1の卵と ICRの精子から得た胚を元

に作出され、その後、6 度の戻し交配により次第に B6J の遺伝背景に置き換えられた。そし
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て、戻し交配の過程の中で H2A.X欠損マウスの出生数が減少することが分かった（Table 2-

3）。さらに、B6J 遺伝背景 H2A.X 変異マウスを DBA2 マウスと交配させることにより遺伝背

景を BDF1遺伝背景に変えたところ、H2A.X欠損マウスの出生数が回復し遺伝型の分配は

メンデルの法則に従う結果になった。また、B6J 遺伝背景において H2A.X の欠損は、出生

数の減少だけではなく、体重の減少、眼球の異常を引き起こすことが示されたが、BDF1 遺

伝背景 H2A.X 欠損マウスでは、B6J 遺伝背景と同様に体重の減少は見られたが、眼球の

異常についての表現型はほとんど見られなくなった（Fig. 2-4）。このように遺伝背景が異なる

マウスにおいてH2A.Xの欠損の影響が異なった原因は様々な可能性が考えられる。B6Jは

純系統種で父型および母型アレルはホモ接合であり、一方で BDF1 は交雑種であるためヘ

テロ接合となっている。そのため、BDF1マウスでは、B6JマウスにはないH2A.Xの欠損によ

る影響を補填できるような遺伝子が存在するという可能性、また、過剰な発現が発生に悪影

響を及ぼすような遺伝子が存在し H2A.X 欠損によりそれら遺伝子の発現が促進され、さら

に B6J と BDF1 ではアレルのホモとヘテロ接合性の違いから発現量に差が生じ表現型の違

いが生じたという可能性などが考えられる。 

過去の研究（Celeste et al.,2002）では H2A.X の欠損によりマウスの体重の減少は観察さ

れるが、出生数に影響がないことが示され、また眼球の異常は報告がない。これらの結果は、

本研究の結果の B6J 遺伝背景 H2A.X 欠損における出生数と眼球の異常の点で異なって

いたが、BDF1 では過去の研究結果と一致した。また、Celeste らによって作製された H2A.X

欠損マウスの遺伝背景については論文中やデータベース（Mouse Genome Informatics）に

明記されてなく、本研究の結果を踏まえておそらく Celeste らによって作製された H2A.X 欠

損マウスの遺伝背景は B6J とは異なる遺伝背景であったため、表現型が一致しなかったと

考えられる。
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Fig. 2-1. H2A.X 欠損マウスの作製 
A) CRISPR/Cas9系による H2a.x 変異マウスの作製。H2A.X の Globular domain上に 38 塩基対の欠
損を持つ変異マウスを得た。 
B) PCRによる遺伝型解析。欠損領域を挟むように設計されたプライマーを用いて PCRを行い。得られ
た PCR産物を電気泳動をして、得られたバンドパターンで遺伝型を判定した。 
C) H2a.x ホモ変異卵における蛋白質レベルでの H2A.Xの局在の確認。野生型卵(＋/＋)、 H2a.x ヘテ
ロ変異卵（＋/－）、 H2a.xホモ変異卵（－/－）について、抗 H2A.X抗体を用いて免疫染色より H2A.X
の検出を行った。DNA は DAPIにより染色した。スケールバーは 20μmを示す。
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Fig. 2-2. H2A.X 欠損の表現型 
A, B, C）出産直後の表現型。D,E,F)生後 21日目の表現型。 
A) H2A.X 欠損による体重への影響。野生型（＋/＋）：n=23、 H2a.x ヘテロ変異マウス（＋/－）：n=44, 
H2A.X 欠損マウス（－/－）：n=11。 ＊は有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。エラー
バーは S.E.を示す。 
B) 野生型（WT）と H2A.X 欠損（H2A.X KO）マウスの写真。上図は下図の点線で囲まれた部分を拡大し
た図である。上図と下図のスケールバーはそれぞれ 0.5 cm、1 cm を示す。 
C) H2A.X欠損による眼の発生への影響。H2A.X欠損マウスで眼をない個体をカウントした（＋/＋: n=15、 
＋/－: n=36、 －/－: n=12）。各遺伝型間の眼の欠損個体の存在率の差は Fisher's exact testにより検
出した。 
D) H2A.X欠損による体重への影響。（＋/＋: n=25、 ＋/－: n=44、 －/－: n=28）。 ＊は有意差がある
ことを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。エラーバーは S.E.を示す。 
E)  WT と H2A.X 欠損（H2A.X KO）マウスの頭部写真。下図は頭部表皮を除去した眼球周辺の撮影図
である。上図、下図のスケールバーはそれぞれ 1 cm、0.25 cm を示す。 
F) H2A.X 欠損による眼の発生への影響。H2A.X 欠損マウスで眼に異常がある個体をカウントした（＋/
＋: n=26、 ＋/－: n=34、 －/－: n=23）。 ＊は有意差があることを示す（P ＜0.05； Fisher's exact test）。
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Fig. 2-3. 胚性 H2A.X 欠損による着床前発生への影響 
H2a.xヘテロ変異体間由来の胚盤胞期胚におけるH2A.Xの検出。 H2a.xヘテロ変異体間由来の胚盤胞
期において免疫染色により H2A.X の検出を行った。DNA は DAPI により染色した。スケールバーは 40 
μm を示す。右グラフは、H2A.X を検出ができた胚（Positive）とそうでない胚（Negative）の比率を示して
いる。
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Fig. 2-4. 遺伝背景の違いによる H2A 欠損マウスの表現型の変化 

A,B) 野生型マウスは＋/＋、 H2a.x ヘテロ変異マウスは＋/－、 H2A.X 欠損マウスは－/－で示す。 
C57BL/6J(B6J) 遺伝背景またはBDF1遺伝背景を持つ各遺伝型マウスを用いて解析および比較した。 
A)異なる遺伝背景を持つマウスにおける H2A.X欠損の体重への影響。左グラフは B6J遺伝背景におけ
る表現型、右グラフは BDF1 遺伝背景における表現型を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05；
Student’s t-test）。エラーバーは S.E.を示す。B6J 遺伝背景（ ＋/＋: n=25、 ＋/－: n=44、 －/－: 
n=28 ）。BDF1遺伝背景（＋/＋: n=28、 ＋/－: n=33、 －/－: n=20）。 
B)異なる遺伝背景における H2A.X 欠損による眼の発達への影響。 各遺伝型マウスで正常な眼を持つ
個体をカウントした。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05； Fisher's exact test）。 B6J遺伝背景（ ＋
/＋: n=26、 ＋/－: n=34、 －/－: n=23 ）。BDF1遺伝背景（＋/＋: n=29、 ＋/－: n=40、 －/－: n=20）。 
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Fig. 2-5. 着床前発生期における胚性 H2A.X の発現 
H2A.X 欠損卵由来の着床前初期胚における H2A.X の発現。野生型胚（WT）と H2A.X 欠損卵由来胚
（H2A.X KO）において免疫染色により H2A.Xの検出を行った。DNAは DAPIにより染色した。1細胞期胚
は雌性前核（Female）と雄性前核（Male）と分けて表す。スケールバーは 40 μmを示す。
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Fig. 2-6：母性 H2A.X 欠損による着床前発生への影響 
母性 H2A.X 欠損胚の発生率。体外受精により得た野生型胚（WT：n=145）、母性 H2A.X 欠損胚（H2A.X 

KO：n=88）の発生を観察した。媒性後 11、24、48、72、96時間でそれぞれ 1細胞期(1-cell)、2細胞期(2-

cell)、4 細胞期(4-cell)、桑実期(Morula)、胚盤胞期(Blasto.)の初期胚の個数をカウントした。独立した実

験を 4回行った。hpiは媒性後時間を示す。野生型胚と母性 H2A.X欠損胚に発生率の差はχ
2
 testによ

り検出したが、いずれの発生時期においても有意差は見られなかった。
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第３章 

 

母性 TH2A/母性 H2A.X両欠損による 

着床前発生への影響
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序論 

マウスの発生において重要な発生イベントの一つである着床前の発生では、様々な変化

起きることが知られている。その中でも分化能の変化は代表的である。終末分化を終えた生

殖細胞である卵と精子は、接合することで受精卵（1 細胞期胚）が生じ、全ての細胞へ分化

することができる全能性を獲得する。その後、桑実胚期までに分化能を失い多能性となる。

胚盤胞期には初めての明確な分化が起き、胎児に発生する inner cell mass と胎盤への発生

する trophoblastの 2つの細胞系譜に分化する（Niwa, 2007, Strumpf et al., 2005, Adjaye et 

al., 2005）。 

このような分化能の変化が起きる着床前発生期において、クロマチン構造の緩みが劇的

に変化することが知られている。1 細胞期胚は最も緩いクロマチン構造を持つが、発生の進

行に伴い締まったクロマチン構造を形成し、このクロマチン構造の緩みの変化は着床前発

生に重要であると考えられている(Ooga et al., 2016)。過去の研究で、リンカーヒストンの H1

変異体である H1FOO が 1 細胞期の緩いクロマチン構造に関与していることが明らかにされ

ている（Funaya et al., 2018）。 

そして、H2A 変異体では、in vitro の実験でクロマチン構造への機能が研究されている

（Shinagawa et al., 2014, Li et al., 2010, Jin and Felsenfeld, 2007, Abbott et al.,2004, Douet et 

al., 2017）が、着床前発生期においてどのような役割を果たしているかは明らかになっていな

い。第 1章と 2章の緒言で記したように H2A変異体の中でも TH2A と H2A.Xはクロマチン

構造を緩める機能を持つことが考えられ、1 細胞期胚に多く核局在していることから

（Shinagawa et al., 2014, Nashun et al., 2010、Li et al., 2010）、それぞれが着床前発生に関

与していることが考えられた。しかし、第１章と第２章において母性 TH2Aまたは母性 H2A.X

の欠損による着床前発生への影響について解析した結果、それぞれ単独で欠損しても発

生に影響は見られなかった。それぞれを欠損しても着床前発生に影響を与えなかったこと、
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そして両者共に緩いクロマチン構造の形成に関与することと 1細胞期胚で多く核局在してい

ることを踏まえ、着床前初期胚において TH2A と H2A.X は互いに機能を補助し合っている

可能性が考えられた。そこで、TH2A と H2A.Xを両方欠損したマウスを作製し、母性 TH2A/

母性 H2A.X 両欠損による着床前発生への影響を明らかにすることとした。また、これまでに

明らかになっていなかった着床前発生における TH2A と H2A.Xのクロマチン構造への関与

についても明らかにした。
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結果 

着床前発生期における H2A変異体の RNAレベルの発現量 

RNA-sequencing解析のデータ（Abe et al., 2015）を用いて卵および着床前初期胚の H2A

変異体のmRNAレベルを解析した結果、各ステージにおける各H2A変異体の発現比は卵

から受精後の着床前発生期にかけて大きく変動していた（Fig. 3-1）。卵や発生初期では

Th2a、次にH2a.xの発現量が多いが、発生後期には H2aやMacroh2aの発現が高くなって

いる。H2a.z の各ステージの発現量は比較的低いが発生後期にかけて増加していた。また、

蛋白質レベルでも、TH2A と H2A.X は卵や発生初期に多く核局在しており、H2A、

macroH2A、H2A.Zは発生期後期で多く核局在することが明らかになっている（Shinagawa et 

al.,2014, Nashun et al., 2010）。これらのことから、TH2A と H2A.Xは着床前の発生初期にお

いて重要な機能を果たしていることが予想された。 

 

母性 TH2A と母性 H2A.X両欠損による着床前発生への影響 

母性 TH2A と母性 H2A.X（母性 TH2A/H2A.X）を両方欠損したことによる着床前発生へ

の影響を明らかにするため、母性 TH2A/H2A.X両方を欠損した卵と野生型の精子を用いて

体外受精を行い、その後の発生について解析した。その結果、母性 H2A.X または母性

TH2Aを欠損しても着床前の発生に影響を与えなかったが、母性 TH2A/H2A.X欠損胚は 2

細胞期より発生の遅延あるいは停止が起き、胚盤胞期には著しく発生率が低下することが

分かった（Fig. 3-2）。このように 2 細胞期への発生に影響が出ていることから、母性

TH2A/H2A.X欠損胚は 1細胞期ですでに異常が生じていることが示唆された。 

 

母性 TH2A と母性 H2A.X欠損によるクロマチンの組成への影響 

母性 TH2A/H2A.X欠損が発生異常を引き起こす原因を明らかにするため、まず、各欠損
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胚における他のヒストン変異体の核局在を調べた。細胞では様々なヒストン変異体が同時に

発現しており、それぞれが互いに置換することでその細胞種に適したクロマチン構造が形成

され、また遺伝子発現が制御されている。全ヌクレオソーム中における各ヒストン変異体が占

める量には、それぞれのヒストン変異体の発現比が関わっているものと考えられる。このこと

から、TH2A や H2A.X、またはその両方が欠損した時、それらの細胞のクロマチンの組成は

変化していることが予想された。そこで、TH2A と H2A.Xが多く核局在する 1細胞期胚にお

いて母性 TH2A欠損、母性 H2A.X欠損、母性 TH2A/H2A.X欠損によるクロマチン組成へ

の影響について解析した。 

まず初めに各母性 H2A変異体を欠損した際に他の H2A変異体（TH2A or H2A.X、H2A、

macroH2A、H2A.Z）のクロマチンへの局在量に変化を与えるのかどうかについて、免疫染

色法により明らかにした。母性 TH2A 欠損胚では、雌雄前核において H2A.X と H2A の核

局在量の増加が見られ、mcroH2A、H2A.Z は雌性前核でのみ増加していた（Fig. 3-3）。母

性 H2A.X 欠損胚では雌性前核において TH2A の核局在量が増加し、雄性前核では

H2A.Z が増加していたが、H2A と macroH2A の局在量には影響はなかった（Fig. 3-4）。母

性 TH2A/H2A.X欠損胚では、雌雄前核において H2Aの核局在量が減少し、macroH2A と

H2A.Z は増加した（Fig. 3-5）。これらの結果から、各母性 H2A 変異体欠損胚では、TH2A

や H2A.X、またその両方に代わって、いくつかの他の H2A 変異体がクロマチンに取り込ま

れていることが示された。 

次に、各母性 H2A 変異体を欠損した際に他種類のヒストンである H3 変異体（H3.1/H3.2

と H3.3）のクロマチンへの局在量に変化を与えるのかどうかについて調べた。その結果、母

性 TH2Aを欠損してもH3変異体であるH3.1/H3.2とH3.3の核局在量は変化なかった（Fig. 

3-6）。母性 H2A.X 欠損胚では、H3.1/H3.2 の核局在量が雌性前核においてのみ増加した

（Fig. 3-7）。しかし、H3.3 は雌雄前核の両方においてに変化は見られなかった。さらに、母
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性 TH2A/H2A.X欠損胚では雌雄前核において H3.1/H3.2および H3.3の核局在量が減少

していることが分かった（Fig. 3-8）。この結果から、母性 TH2A または母性 H2A.X を欠損し

ても H3 変異体の核局在量は減ることはないが、両方の H2A 変異体を欠損すると減少する

ことが示された。そして、母性 TH2A/H2A.X欠損胚では、H3変異体の核局在量の減少して

いたことから、ヌクレオソーム数が減少していることが示唆された。このヌクレオソーム数が減

少する原因として、母性 TH2A/H2A.X欠損胚では DNA複製の遅延または停止が起き、総

DNA量が減少していることが考えられた。そこで、母性 TH2A/H2A.X欠損 1細胞期胚の後

期において DAPI 染色された DNA のシグナルを用いて雌雄前核における DNA 量を定量

した。その結果、母性 TH2A/H2A.X欠損 1細胞期胚のDNA量は、野生型、母性 TH2A欠

損、母性 H2A.X 欠損した胚と比較して有意な差は検出されなかった（Fig. 3-9）。この結果、

母性 TH2A/H2A.X 欠損胚では DNA 複製は正常に行われており、DNA 量当たりの総ヌク

レオソーム数が減少していることが示唆された。母性 TH2A/H2A.X 欠損胚に特異的な表現

型として総ヌクレオソーム数の減少が見られ、これが母性 TH2A/H2A.X 欠損胚の発生不良

を引き起こした可能性が考えられる。 

 

母性 TH2A と母性 H2A.X欠損によるクロマチン構造の緩みへの影響 

 1細胞期胚において TH2A、H2A.X またはその両方が欠損したことにより、クロマチンにお

けるそれぞれのヒストン変異体の含有率に影響があったことからクロマチン構造の緩みに影

響がある事が予想された。細胞内のクロマチン構造の緩みを定量する一つの解析方法とし

て FRAP法がある。FRAP法の解析では蛍光蛋白質とヒストンの融合蛋白質の蛍光を褪色さ

せた一定時間後の蛍光の回復率をヒストンの交換速度として mobile fraction という値で示し、

mobile fraction の値が高いと緩いクロマチン構造が形成されていると考えられている（Ooga 

et al., 2016, Gaspar-Maia et al., 2011）。そこで、各母性 H2A変異体欠損によるクロマチン構
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造の緩みへの影響を明らかにするため、EGFP-H2B を用いた FRAP 法による解析を行った。

その結果、雌性前核では各母性 H2A 変異体を欠損しても mobile fraction に影響はなかっ

た。雄性前核では母性 TH2A欠損胚において mobile fractionの影響は見られなかったが、

母性H2A.Xと母性TH2A/H2A.X欠損胚においてmobile fractionの値が減少していた（Fig. 

3-10A）。しかし、母性 H2A.X と母性 TH2A/H2A.X欠損胚の間においては有意な差は認め

られなかった。この結果から、母性 H2A.X と母性 TH2A/H2A.X 欠損胚の雄性前核では締

まったクロマチン構造が形成されることが示唆された。 

さらに、ゲノムワイドなクロマチン構造の緩みの指標の一つとして核の大きさがあり、緩いク

ロマチン構造が形成されると核の大きさが増大することが知られている（Jachowicz et al., 

2017, Wang et al., 2018, Douet et al., 2017）。そこで、各母性 H2A変異体欠損胚における核

の大きさについて調べた。その結果、雌性前核では母性 TH2A 欠損胚、母性 H2A.X 欠損

胚、母性 TH2A/H2A.X 欠損胚のいずれにおいても核の大きさに変化はなかった。そして、

雄性前核では母性H2A.Xと母性 TH2A/H2A.X欠損胚において核の大きさが減少した（Fig. 

3-10B）。この解析においても母性 H2A.X と母性 TH2A/H2A.X欠損胚の雄性前核では、締

まったクロマチン構造が形成されることが示唆され、FRAP法による解析結果と一致した。 

これらの結果から、1細胞期胚において TH2Aはクロマチン構造の緩みに関与しないが、

H2A.X はクロマチン構造を緩める機能を持つことが示された。また、母性 TH2A と母性

H2A.X の両方を欠損したことによって、よりクロマチン構造の緩みに影響を与えることはなか

った。従って、母性 TH2A/H2A.X 欠損による発生不良は、クロマチン構造の緩みへの影響

のみが起因していないことが示唆された。 

 

母性 TH2A と母性 H2A.X欠損による 1細胞期胚の転写への影響 

各母性 H2A変異体欠損による 1細胞期胚における転写への影響を明らかにするため、1
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細胞期から発現することが知られている遺伝子の発現量を RT-PCR で解析した。さらに、1

細胞期胚では遺伝子領域からの発現だけでなく、レトロトランスポゾンである MuERV-L や遺

伝子間領域からの転写が起きることが知られており（Abe et al., 2015, Kigami et al., 2003）、

それらについても解析した。その結果、各母性 H2A 変異体欠損胚において 1 細胞期胚で

発現が開始する Nid2、Mfsd7c、Dux とレトロトランスポゾンの MuERV-L の発現量は野生型

胚と比較して有意な差はなかった。遺伝子間領域からの転写量は母性 TH2A欠損胚と母性

TH2A/H2A.X 欠損胚において減少していた (Fig. 3-11)。しかし、母性 TH2A と母性

TH2A/H2A.X 欠損胚の遺伝子間領域からの転写量の間には有意な差は認められなかった。

これらの結果から、母性 TH2A は少なくとも 1 細胞期胚で特異的な遺伝子間領域の転写に

関与していることが示された。また、母性 TH2A 欠損による転写への影響が観察されたが、

母性 TH2A/H2A.X欠損による特異的な影響は見られなかったことから、母性 TH2A/H2A.X

欠損による発生不良は、遺伝子間領域からの転写への影響のみが起因していないことが示

唆された。
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考察 

TH2Aと H2A.Xはクロマチン構造を緩める機能を持つと考えられている（Shinagawa et al., 

2014, Li et al., 2010）。また、第 1章と 2章で着床前発生期において TH2A と H2A.Xは特

に 1細胞期で多く核局在しており、さらに、1細胞期胚で発現している TH2A と H2A.Xのほ

とんどが母性因子であることが示された（Fig. 1-6, Fig. 2-5）。このことから母性の TH2A と

H2A.X は着床前発生とこの時期の緩いクロマチン構造の形成に関与していることが考えら

れた。しかし、第 1章と第 2章で明らかになったように母性 TH2Aまたは母性 H2A.Xを単独

で欠損しても着床前発生には影響しない（Fig. 1-7, Fig. 2-6）。これらを踏まえ、着床前発生

期において母性 TH2A と母性 H2A.Xは互いに機能を補償し合っていることが予想され、そ

のためそれぞれを単独で欠損しても着床前発生に影響してないと考えられた。そこで、本章

では、母性 TH2A と母性 H2A.X を両方欠損した時の着床前発生への影響を解析した。そ

の結果、母性 TH2A/母性 H2A.X両欠損により発生不良が起こることが示された（Fig. 3-2）。 

 

母性 TH2A/母性 H2A.X両欠損による発生不良の原因 

母性 TH2Aと母性H2A.Xを両欠損した時の着床前発生への影響を解析したところ、それ

ぞれ単独の欠損では発生不良を引き起こさなかったが、母性 TH2A/H2A.X 両欠損胚では

2 細胞期より発生不良が起きることが明らかになった（Fig. 3-2）。この発生不良の原因を明ら

かにするため、母性 TH2A、母性 H2A.X、またはその両方を欠損した時、1 細胞期でどのよ

うな変化が起きているのかについて解析した。その結果、母性 TH2A/母性H2A.X欠損胚で

は、総ヌクレオソーム数が減少している可能性が示された（Fig. 3-8）。さらに、クロマチン構造

の緩みと遺伝子発現への影響の解析では、母性 TH2Aが欠損してもクロマチン構造の緩み

への影響は観察されなかったが、遺伝子間領域からの転写が抑制された。一方で、母性

H2A.X が欠損すると締まったクロマチン構造が形成されたが、遺伝子発現の変化を検出す
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ることはできなかった（Fig. 3-10,11）。さらに、クロマチン構造の緩みと遺伝子発現への影響

において、母性 TH2A と母性 H2A.X両欠損胚に特異的な異常は観察されなかった。 

以上の結果より、TH2A は遺伝子間領域の転写に、H2A.X はクロマチン構造の緩みに関

与し、それぞれ異なる作用を持つことが示されたことから、1 細胞期胚において TH2A と

H2A.X は必ずしも互いに機能を補償しているわけではないことが示唆された。また、母性

TH2A と母性 H2A.X の両方が欠損することにより、1 細胞期胚において総ヌクレオソーム数

が減少することが示された。これらのことから母性 TH2A/H2A.X欠損胚の発生不良は、母性

TH2A 欠損によるクロマチン構造の緩みの変化を伴わない転写への影響と母性 H2A.X 欠

損によるクロマチン構造の緩みへの影響が重なったこと、もしくは総ヌクレオソーム数が減少

したことが引き起こされたものと考えられた。 

 

着床前初期胚における TH2A と H2A.Xの機能 

過去の研究で TH2A と H2B 変異体である TH2B を過剰発現させた培養細胞では、緩い

クロマチン構造が形成されることや、ヌクレオソーム内において TH2A とヒストン H3、H4、そ

して DNAの間で形成される水素結合の数が H2A と比較して少ないことから、TH2Aは緩い

クロマチン構造の形成に関与していることが示唆されている（Shinagawa et al., 2014）。そして、

緩いクロマチン構造を持つ 1細胞期の核には TH2Aは多く局在している（Shinagawa et al., 

2014）。これらの事から TH2A は 1 細胞期胚の緩いクロマチン構造の形成に関与しているこ

とが考えられた。本研究で、FRAP法を用いて TH2Aを欠損した 1細胞期胚におけるグロー

バルなクロマチン構造の緩みについて解析した結果、TH2A 欠損ではクロマチン構造の緩

みに影響は見られなかった（Fig. 3-10）。しかし、遺伝子発現の解析では TH2A を欠損した

胚では遺伝子間領域からの転写が抑制されていたことから、まず、TH2A は局所的なクロマ

チン構造の緩みに関与していることが考えられた。さらに、FRAP 法はクロマチン内でのヒス
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トンの交換速度を観察する手法であり、あくまでもクロマチン構造の状態の 1 つの側面を見

ているに過ぎず、FRAP 法では検出できないクロマチン構造の緩みの状態に TH2A は作用

しているかもしれない。今後、塩析法（Hayakawa et al., 2018）、あるいは DNase I sensitivity 

assay（Cho et al., 2002）など他のクロマチン構造の緩みの解析を行う必要がある。また、

TH2A が欠損した時にクロマチン構造の緩みの影響を検出できなかったもう一つ可能性とし

て、TH2Bの存在が関係すると考えられる。TH2A と TH2Bは遺伝子発現制御領域を共有し

ており、同時に発現することが考えられている（Huh et al., 1991, Shinagawa et al., 2014）。そ

して TH2A と TH2B の両方を欠損した時にのみに影響が表れることが過去の研究と本研究

で分かった。例えば、TH2A と TH2B を欠損した時、雄の不妊や着床前の発生不良が引き

起こされることが明らかになっている（Shinagawa et al., 2014, Shinagawa et al., 2015）が、

TH2A（Fig. 1-2, Fig. 1-7）や TH2B（Montellier et al., 2013）をそれぞれ単独で欠損しても雄

の不妊や着床前の発生不良は起きない。これらの事から、TH2A と TH2B は似た性質を持

ち、TH2A と TH2B が発現している細胞では互いに補償できる関係性であると考えられる。

そのため、TH2A が欠損してもグローバルなクロマチン構造の緩みの影響は観察されなかっ

たかもしれない。 

H2A.X については、H2A.X を含むヌクレオソームは不安定化することや、リンカーヒストン

H1 との相互作用が H2A と比較して弱いことから、H2A.X も緩いクロマチン構造の形成にし

ていることが示唆されている（Li et al., 2010）。そして、緩いクロマチン構造を持つ 1 細胞期

の核には H2A.Xは多く局在していること（Nashun et al., 2010）、さらには、クロマチン構造が

緩い状態にあると考えられる転写活性化領域に H2A.Xが多く局在していることが明らかとな

っている（Seo et al., 2014, Yukawa et al., 2014） 。これらの事から H2A.Xは 1細胞期胚の緩

いクロマチン構造の形成に関与していることが考えられたため、H2A.X を欠損した 1細胞期

胚におけるクロマチン構造の緩みについて解析した。その結果、H2A.X 欠損では雄性前核
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で締まったクロマチン構造が形成されることが分かり、1細胞期胚の緩いクロマチン構造には

H2A.Xが関与していることが示された（Fig. 3-10）。 

H2A.Xは 1細胞期胚の両前核にて核局在しているにも関わらず、本研究では H2A.Xは

雄性前核の緩いクロマチン構造の形成に関与していることが示された。1 細胞期胚の雌雄

前核に局在する H2A.X の量は、雌性前核より雄性前核の方が僅かに多く、また、1 細胞期

胚において H2A.X が欠損した時、雄性前核でのみ H2A.Z の局在量が増加したことが明ら

かになった（Fig. 3-4）。H2A.Zは緩いクロマチン構造にも締まったクロマチン構造にも関与し、

または細胞種や遺伝子によって H2A.Z と遺伝子の活性の相関は異なることが知られている

（Jin and Felsenfeld, 2007, Millar, 2013）。また、緩いクロマチン構造が形成されている着床前

の発生初期では H2A.Z の核局在量は低く、締まったクロマチン構造が形成される発生後期

にはその核局在量は増加することが明らかになっており（Nashun et al., 2010, Bošković et al., 

2012）、H2A.Zは着床前発生において締まったクロマチン構造に関与しているのではないか

と考えられる。これらのことから雄性前核で多く局在する H2A.X が欠損し、H2A.Z の局在量

が増加したことが雄性前核の締まったクロマチン構造の形成に繋がったと考えられる。また、

H2A.X 欠損した 1 細胞期胚では締まったクロマチン構造が形成されることが示されたが、

Nid2、Mfsd7c、Dux、MuERV-L の発現量や遺伝子間領域の転写量への影響は検出できな

かった（Fig. 3-11）。しかし、本研究で発現解析した遺伝子数は少なく、真に H2A.X の欠損

が遺伝子発現に影響を与えてないのかは不明である。また、TH2A の欠損は遺伝子間領域

からの転写に影響を与えることしか分からなかった。今後の研究で、TH2A または H2A.X欠

損胚における大規模な遺伝子発現解析を行い、着床前初期胚の遺伝子発現に対する

TH2A と H2A.Xの寄与について明らかにしていく必要がある。 
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1細胞期における H2A変異体間の補償性 

細胞では様々なヒストン変異体が同時に発現しており、それぞれが互いに置換することで

その細胞種に適したクロマチン構造が形成されると考えられている。ヒストン変異体間ではヌ

クレオソーム数などのクロマチン構造の状態の維持などの補償性が存在すると思われる。例

えば、数種類の変異体が存在するリンカーヒストン H1 変異体では、どれか 1 つが欠如して

もヌクレオソーム当たりのH1の局在量を維持するように他の H1変異体の局在量が増加しク

ロマチン構造を維持することが報告されており、また H1c、H1d と H1e の 3 つの H1 変異体

が欠損することで初めて胚性致死が引き起こされることが分かっている（Fan et al., 2003）。 

本研究では、TH2A または H2A.X を欠損した 1 細胞期胚における H3 変異体である

H3.1/H3.2とH3.3の核局在量とDNA量の変化を解析し、総ヌクレオソーム数への影響につ

いて解析した。その結果、TH2A 欠損胚で H3 変異体の核局在量と DNA 量に影響はなく

（Fig. 3-6、Fig. 3-9）、総ヌクレオソーム数に影響がないことが示された。一方で H2A.X 欠損

胚では H3.1/H3.2 の局在量が増加することが分かった（Fig. 3-7）。しかし、1 細胞期胚にお

いて H3.1/H3.2の核局在量は非常に少ないこと（Funaya et al., 2017）が言われており、また、

H2A.X 欠損胚における H3.3 の核局在量は微量に減少していること（Fig. 3-7）から H2A.X

欠損胚でも総ヌクレオソーム数はほとんど変化していないと考えられる。 

総ヌクレオソーム数が変化しない TH2Aまたは H2A.Xを欠損した 1細胞期胚における他

の H2A 変異体の核局在量の変化について解析した結果、TH2A 欠損胚では、H2A.X と

H2A、mcroH2A、H2A.Z の核局在量が増加していた（Fig. 3-3）。一方で、H2A.X 欠損胚で

は TH2A と H2A.Zの核局在量が増加していたが、H2A と macroH2Aの局在量には影響は

なかった（Fig. 3-4）。このことから TH2A または H2A.Xが欠損した際に、欠損した H2A変異

体を補完する他の H2A 変異体の種類が異なることが明らかになった。1 細胞期胚で TH2A

または H2A.X の補完する H2A 変異体の種類が異なるのは、TH2A と H2A.X の発現量の
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違いから生み出された可能性が考えられる。RNA-sequencing 解析のデータ（Abe et al., 

2015）を用いて卵および着床前初期胚の H2A変異体の mRNA レベルを解析した結果、卵

や発生初期では Th2a、次に H2a.xの発現量が多いが、発生後期には H2aやMacroh2aの

発現が高くなっている。そして、卵や 1 細胞期胚における Th2a mRNA 量は H2a.x mRNA

量の 3～4 倍程あること（Fig. 3-1）から、蛋白質量でも TH2A の方が多いことが予想される。

そのため TH2A が欠損した時、クロマチンに H2A 変異体が局在できる余白が多く生じ

H2A.X、H2A、macroH2A、H2A.Z とほぼすべての H2A 変異体の局在量が増加し、一方で

H2A.X が欠損した時はクロマチンにおける H2A 変異体が局在できる余白が少なく TH2A

や H2A.Zのみが局在量を増加させたと考えられる。 

TH2A や H2A.X を欠損した時に他の H2A 変異体は核局在量を増加させ、総ヌクレオソ

ーム数を維持させたが、H2A 変異体はそれぞれクロマチン構造や遺伝子発現の制御にお

いて異なる機能を持つことが知られており、TH2A や H2A.X を欠損した時に総ヌクレオソー

ム数が変化しなくても、必ずしもクロマチン構造や遺伝子発現に影響しないとは限らない。

実際に、H2A.X 欠損胚では締まったクロマチン構造が形成され（Fig. 3-10）、TH2A 欠損胚

では遺伝子間領域の転写が抑制された（Fig. 3-11）。1 細胞期胚では総ヌクレオソーム数の

側面では TH2Aや H2A.Xの代わりに他の H2A変異体が補償したが、クロマチン構造の緩

みや遺伝子発現の側面では補償は不十分であったと考えられる。また、TH2A/H2A.X 両欠

損胚では、H3 変異体の局在量が減少し総ヌクレオソーム数が減少したこと（Fig. 3-8）から、

他 H2A変異体の総ヌクレオソーム数の補償性には限界があり、これが発生不良の原因にな

ったことが考えられる。
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Fig. 3-1. 卵および着床前初期胚における H2A 変異体 mRNA レベル 
RNA-sequencing のデータを用いて各 H2A 変異体（Th2a、H2a.x、H2a、Macroh2a、H2a.z）の mRNA レべ

ルの各ステージの発現量を解析した。解析したステージは成長卵（GV oocyte）、1 細胞期胚（1-cell）、2

細胞期胚（2-cell）、4細胞期胚（4-cell）、桑実期胚（morula）、胚盤胞期胚（blastocyst）である。
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Fig. 3-2. TH2A および H2A.X の欠損による着床前発生への影響 
体外受精により得た野生型胚（WT：n=145）、母性 TH2A 欠損胚（TH2A KO：n=108）、母性 H2A.X欠損胚

（H2A.X KO：n=88）、母性 TH2A および H2A.X両欠損胚（Double KO：n=94）の発生を観察した。媒性後

11、24、48、72、96時間でそれぞれ 1細胞期(1-cell)、2細胞期(2-cell)、4細胞期(4-cell)、桑実期

(Morula)、胚盤胞期(Blasto.)に発生した胚の数をカウントした。独立した実験を 3回行い、それらの結果

をまとめた。hpiは媒性後の時間を示す。エラーバーは S.E.を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜

0.05；χ
2
 test）。



Figures and Tables 

72 

 

Fig. 3-3. TH2A 欠損胚における各 H2A 変異体の核局在量への影響 

TH2A 欠損 1 細胞期胚において各 H2A 変異体：A) TH2A, B) H2A.X, C) H2A, D) macroH2A, E) H2A.Z を免疫
染色法により検出した。DNA は DAPIにより染色した。右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核（Male）の
H2A 変異体のシグナルを定量したものである。独立した実験を 3 回行い、各実験で 8 個以上の胚を用いた。
エラーバーは S.E.を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。Scale bar は 20 μm
を示す。
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Fig. 3-4.  H2A.X 欠損胚による各 H2A 変異体の核局在量への影響 

H2A.X欠損 1細胞期胚において各 H2A変異体：A) H2A.X, B) TH2A, C) H2A, D) macroH2A, E) H2A.Z
を免疫染色法により検出した。DNAは DAPIにより染色した。右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核
（Male）の H2A変異体のシグナルを定量したものである。独立した実験を 3回行い、各実験で 8個以上
の胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。
Scale bar は 20 μmを示す。
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Fig. 3-5.  TH2A/H2A.X 両欠損胚による各 H2A 変異体の核局在量への影響 

TH2A/H2A.X 両欠損（Double KO）1細胞期胚において各 H2A 変異体：A) H2A.X, B) TH2A, C) H2A, D) 
macroH2A, E) H2A.Z を免疫染色法により検出した。DNA は DAPI により染色した。右グラフは雌性前核
（Female）と雄性前核（Male）の H2A 変異体のシグナルを定量したものである。独立した実験を 3回行
い、各実験で 8個以上の胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。＊は有意差があることを示す（P ＜
0.05；Student’s t-test）。Scale bar は 20 μm を示す。
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Fig. 3-6. TH2A 欠損胚による各 H3変異体 H3.1/H3.2 の核局在量への影響 
TH2A欠損 1細胞期胚において A) H3.1/H3.2, B) H3.3を免疫染色法により検出した。DNAは DAPIに
より染色した。右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核（Male）の H2A 変異体のシグナルを定量したも
のである。独立した実験を 3回行い、各実験で 8個以上の胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。＊は
有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。Scale bar は 20 μm を示す。
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Fig. 3-7.  H2A.X 欠損胚による各 H3変異体 H3.1/H3.2 の核局在量への影響 
H2A.X欠損 1細胞期胚において A) H3.1/H3.2、 B) H3.3 を免疫染色法により検出した。DNA は DAPI
により染色した。右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核（Male）の H2A変異体のシグナルを定量した
ものである。独立した実験を 3回行い、各実験で 8個以上の胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。＊
は有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。Scale bar は 20 μm を示す。
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Fig. 3-8.  TH2A/H2A.X 両欠損胚による各 H3変異体 H3.1/H3.2 の核局在量への影響 
TH2A/H2A.X 両欠損胚において A) H3.1/H3.2, B) H3.3を免疫染色法により検出した。DNAは DAPIに
より染色した。右グラフは雌性前核（Female）と雄性前核（Male）の H2A 変異体のシグナルを定量したも
のである。独立した実験を 3回行い、各実験で 8個以上の胚を用いた。エラーバーは S.E.を示す。＊は
有意差があることを示す（P ＜0.05；Student’s t-test）。Scale bar は 20 μm を示す。
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Fig, 3-9. TH2A, H2A.X または TH2A/H2A.X 両欠損による 1細胞期胚における DNA 量への影響 
野生型（WT）、母性 TH2A欠損（TH2A KO）、母性 H2A.X欠損（H2A.X）、母性 TH2A/H2A.X 欠損（Double 
KO）胚を固定し、DNA を DAPI で染色して雌性前核（Female）と雄性前核（Male）それぞれでシグナルを
定量した。野生型の雌性前核の値を 1 とした。独立した実験を 5回行い、各実験におけて 8個以上の初
期胚を解析した。各群間の差は Student’s t-testより検出した。エラーバーは S.E.を示す。
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Fig. 3-10. 1細胞期胚における母性 H2A 変異体欠損によるクロマチン構造の緩みへの影響 

A,B) 受精後 11時間後の野生型（WT）、母性 TH2A欠損（TH2A KO）、母性 H2A.X欠損（H2A.X KO）、母
性 TH2A/H2A.X欠損（Double KO）胚を用いて解析した。Femaleは雌性前核、Maleは雄性前核を示す。
各値の差は Tukey–Kramer 法により検出した。異なる文字は有意差があることを示す（P ＜0.05 ）。エラ
ーバーは S.E.を示す。 
A) FRAP法による母性 H2A 変異体欠損胚のクロマチン構造の緩みの解析。各 1細胞期胚のクロマチン
構造の緩みの度合いを、FRAP法における mobile fractionの値で示した。雌性前核の mobile fractionの
値を１とした。独立した実験を 4回行い、核実験におけて 8個以上の初期胚を解析した。 
B) 母性 H2A 変異体欠損による核の大きさへの影響。独立した実験を 6 回行い、各実験におけて 8 個
以上の初期胚を解析した。共焦点顕微鏡で DAPI 染色された核を撮影し、その画像から面積を算出し、
核の大きさとした。野生型の雌性前核の大きさを１とした。
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Fig. 3-11.  TH2A, H2A.X または TH2A/H2A.X 両欠損による 1細胞期胚における転写への影響 
野生型（WT）、母性 TH2A欠損（TH2A KO）、母性 H2A.X欠損（H2A.X）、母性 TH2A/H2A.X 欠損（Double 
KO）胚から RNA を抽出し、RT-PCR により Nid2、Mfsd7c、Dux、MuERV-L、および遺伝子間領域からの
転写（intergenic）の発現について解析した。これらの転写は 1 細胞期胚で発現が増加するもので、ネガ
ティブコントロールとして成熟卵（MⅡ）を設定した。各発現量は外部標準であるウサギ由来のα-globin
の発現量で補正し、WT の値を 1 とした。独立した実験を 5 回行った。野生型胚と各 H2A 変異体欠損胚
の間で検定（Student’s t-test）を行った。＊は有意差があることを示す（P ＜0.05）。エラーバーは S.E.を
示す。
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総合考察 

 本研究ではマウス発生における TH2A と H2A.X の役割について明らかにするため、それ

ぞれの H2A 変異体を欠損したマウスを作製し、それらを用いてマウス発生への影響につい

て解析した。 

まず初めに、個体において TH2A を欠損したことによる影響について解析した結果、

TH2A 欠損では、胚発生には影響がなく TH2A を欠損しても正常に生まれてくることが分か

った。しかし、生後に獲得する生殖機能については TH2A 欠損による雄の生殖機能に影響

はなかったが、雌においては産子数が減少することが明らかになった。さらに、この雌の産

子数の減少は、個体においてTH2Aが欠損したことによる卵形成の異常や子宮機能の低下

などと母側に備わっている機能不良が原因を持つことが考えられた。しかし、TH2A 欠損に

よる卵形成や子宮機能への影響は見られなかった（Fig GD1）。生殖が成立する上で、卵か

ら受け継がれる母性因子は胚発生において重要な役割を果たしていることが明らかになっ

ている（Wu et al, 2017）。次に母性 TH2A 欠損による着床前発生への影響について解析し

たが、着床前の発生不良は観察されなかった。個体における TH2A 欠損による卵形成、子

宮機能、また母性 TH2A 欠損による着床前発生に異常が見られなかったことから、着床後

の発生不良が示唆された。過去の研究では着床以前におけるエピジェネティック修飾であ

るDNAメチル化とH3K27me3への影響と着床後の発生不良が関連する報告がある（Khosla 

et al, 2001, Branco et al, 2016, Kaneda et al, 2004, , Inoue et al, 2018, Matoba et al, 2018, Inoue 

et al, 2020）。そして、母性 TH2A欠損 1細胞期胚では DNA メチル化と H3K27me3 レベル

が減少していることが明らかになり、母性 TH2A の欠損はエピジェネティック修飾に影響し、

着床後の発生不良を引き起こしたことが考えられた（Fig. GD2）。 

マウスにおけるTH2AとTH2Bの両欠損は雄の不妊を引き起こし、母性TH2A/母性TH2B

の欠損は着床前の発生不良を引き起こすことが明らかになっている（Shinagawa et al, 2014, 
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Shinagawa et al., 2015）。そして、TH2Bを単独で欠損したマウスでは雄の妊性に影響を及ば

さず、さらには胚の発生不良も起きず雌の妊性も正常であることが報告されている

（Montellier et al, 2013）。しかしながら、これまでに TH2A を単独で欠損した研究はなく、

TH2Aの妊性や発生における役割は明らかにされていなかった。そこで、本研究では TH2A

を欠損したマウスを作成して解析を行ったところ、雌の妊性がやや低下していたものの、雄

の不妊や着床前の発生に異常は確認されなかった。これらのことから、TH2A と TH2B の両

欠損で見られた妊性や発生の異常は、それぞれ TH2A あるいは TH2B の単独の欠損では

生じず、これら両方を欠損することで初めて引き起こされるものであることが明らかになった。

さらに本研究では母性 TH2A を欠損することで、着床前発生期でエピジェネティック修飾に

影響を与え、着床後の発生不良を引き起こしていることが示唆され、マウス発生に対する

TH2Aの特徴的な役割が本研究で明らかになったと考えられる。 

次に、個体において H2A.X を欠損したことによる影響について解析した結果、B6J 遺伝

背景において H2AX 欠損マウスの出生率が減少していることが分かり、そして着床前で発

生不良が起きていないことから着床後で発生不良が起きていることが示唆された（Fig. GD1）。

さらに、着床後発生期と生後の成長過程において体重の減少と眼球の形成・発達の異常が

観察された。H2A.X は着床後の発生や眼球の形成、また生後の成長にも関与することが明

らかになった。また、BDF1 遺伝背景の H2A.X 欠損マウスでは、体重の減少は観察された

が、B6J 遺伝背景において観察された他の表現型は観察されなかった。これらの事から遺

伝背景によってマウス発生への H2A.Xの寄与の強度は異なることが示唆された。 

過去の研究では、H2A.X 欠損により雄では不妊、雌では産子数が減少することが報告さ

れている（Celeste et al.,2002）が、本研究では、B6J遺伝背景において眼球の異常や成長に

影響があったことでH2A.X欠損マウスの生殖機能への影響を解析することはできなかった。

しかし、体外受精により母性 H2A.X 欠損した時の着床前発生への影響を解析したが、発生
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不良は起きず、H2A.X 欠損マウスの産子数の減少は着床前の発生不良が原因でないと考

えられる（Fig. GD2）。ただ、Celeste らによって作製された H2A.X 欠損マウスは産子数が減

少するともに体サイズの減少が報告されており、この体サイズの減少が産子数の低下に繋が

った可能性がある。B6J遺伝背景のH2A.X欠損マウスでは様々な発生異常が起き、生殖機

能への影響を解析することはできなかったが、BDF1 遺伝背景の H2A.X 欠損マウスではそ

れらの異常は見られなかった。今後、BDF1 遺伝背景の H2A.X 欠損マウスを用いて詳細に

妊性への影響を確かめていくことが有用であると考えられる。 

着床前発生期、特に 1細胞期では TH2A と H2A.Xは多く核局在しており、この時期発現

している TH2A と H2A.X はほとんどが母性因子であることが明らかになった（Fig. 1-6, Fig. 

2-5）。しかし、母性 TH2A と母性 H2A.X をそれぞれ単独で欠損した胚では、着床前の発生

不良は観察されなかった。また、過去の研究で TH2A と H2A.Xはどちらも緩いクロマチン構

造に関与していることが言われていることから、TH2 と H2A.X は着床前発生期では互いに

機能を補償し合っている可能性が考えられた。そこで、母性 TH2A と母性 H2A.X の両方を

欠損した胚で着床前発生への影響を解析した結果、2細胞期より発生不良が起きることが明

らかになった。さらに、母性 TH2A、母性 H2A.X、そしてその両方を欠損した際に、細胞内

で影響があるのかどうかについて解析した結果、母性 TH2A 欠損胚では、グローバルなクロ

マチン構造の緩みへの影響はなかったが、遺伝子間領域からの転写が抑制されていた。一

方で母性H2A,X欠損胚では、締まったクロマチン構造が形成されていたが、遺伝子発現へ

の影響は本研究では検出できなかった。これらの表現型は母性 TH2A/母性 H2A.X両欠損

胚においてより顕著になることはなかった。しかし、母性 TH2A/母性 H2A.X 両欠損胚では

単独の欠損胚で見られた総ヌクレオソームの数が減少することが観察された。これらの結果

から、1 細胞期胚において母性 TH2A はエピジェネティック修飾だけなく、遺伝子発現にも

関与しており、母性H2A.Xはグローバルなクロマチン構造の緩みの形成に関与していること
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が明らかになった。しかし、DNA のメチル化や H3K27me3 は遺伝子の抑制に関与するエピ

ジェネティック修飾であり、またクロマチン構造の緩みは遺伝子発現の制御に関与している

にも関わらず、母性 TH2A欠損胚と母性 H2A.X 欠損胚ではそれぞれの挙動に一致する遺

伝子発現の影響は検出することできなかった。今後、異なるエピジェネティック修飾レベル

への影響や RNA-seq などによる大規模な遺伝子発現の解析が必要であると考えられる。そ

して、母性 TH2A/母性 H2A.X 両欠損による着床前の発生不良は、母性 TH2A 欠損による

クロマチン構造の緩みの変化を伴わない転写への影響と母性 H2A.X 欠損によるクロマチン

構造の緩みへの影響が重なったこと、もしくは総ヌクレオソーム数が減少したことによって引

き起こされたものと考えられる（Fig. GD3）。 

これまでの研究で、マウスにおいて H2A 変異体をそれぞれ単独で欠損された研究は行

われてきたが、本研究のように 2つの H2A変異体を欠損させたのは初めてである。TH2A と

H2A.Xをそれぞれ欠損させた時、雌の生殖能力や着床後発生不良などが観察された。しか

し、母性 TH2A または母性 H2A.Xの欠損は着床前発生には影響を与えず、両方を欠損す

ることで発生不良が起きた。このことから、生殖を成立される上で重要な期間の一つである

着床前発生期において母性 TH2Aや母性 H2A.Xのように 1つの母性 H2A変異体を欠損

することでクロマチン構造の緩みやエピジェネティック修飾などに影響を与えるが、着床前発

生に対してある程度の寛容性が存在すると考えられ、その寛容性は同時期に発現している

他の H2A変異体によって担保されていると思われる。 

最後に、本研究ではマウス発生における TH2AとH2A.Xの様々な寄与が幅広く明らかに

なり、また過去の報告にない新たな知見を得ることができた。本研究はマウス発生における

TH2A と H2A.X の研究のきっかけとなる研究だと考えられる。今後、本研究を元により深く

研究を発展されることで哺乳類の発生の理解を深めることができると考えられる。 
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Fig. GD1. TH2A または H2A.X 欠損マウスにおける表現型 
胚性 TH2A欠損（TH2A KO）または胚性 H2A.X欠損（H2A.X KO）マウスで見られた表現型を表す。赤字
は本研究で明らかになった結果を示す。黒字は過去の研究で明らかになっている表現型である。斜線
は、本研究でも明らかにすることができなかったもしくは明らかになっていない項目を示す。ー は本研究
では影響がなかったことを示す。H2A.Xの項目では B6J と BDF1 と遺伝背景が異なる H2A.X欠損マウ
スにおける表現型を表示している。
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Fig. GD2. 母性 TH2A、母性 H2A.X またはその両方の欠損胚における影響 
母性 TH2A欠損（TH2A KO）、母性 H2A.X欠損（H2A.X KO）または母性 TH2A/母性 H2A.X欠損（Double 
KO）マウスで見られた表現型を表す。斜線は、本研究でも明らかにすることができなかったもしくは明ら
かになっていない項目を示す。ー は本研究では影響がなかったことを示す
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Fig. GD3. 母性 TH2A/母性 H2A.X 両欠損胚による発生不良と原因 
母性 TH2A/母性 H2A.X欠損（Double KO）胚で見られた着床前の発生不良は、母性 TH2A欠損によるク
ロマチン構造の緩みの変化を伴わない転写への影響と母性 H2A.X 欠損によるクロマチン構造の緩みへ
の影響が重なったこと、もしくは総ヌクレオソーム数が減少したことによって引き起こされたものと考えら
れる。
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材料と方法 

実験動物 

B6D2F1 (BDF1)、ICR系統および C57BL/6J(B6J)系統のマウス (Japan SLC, Japan)を使

用した。実験は、「動物の保護及び管理に関する法律」、 「研究機関等における動物実験

等の実施に関する基本指針」および東京大学の定める規程に従い、動物愛護と安全につ

いて細心の配慮をもって行った。 

 

成長卵の採取 

生後 21日齢の雌マウス（SLC Japan Inc., Shizuoka, Japan）に 5 unitsの妊馬血清性腺刺

激ホルモン（PMSG； ASKA pharmaceutical., Tokyo, Japan）を腹腔内注射し PMSG 注射後

48 時間後に、頚椎脱臼法によって屠殺後、卵巣を取り出し KSOM-HEPES 培地 (Lawitts 

and Biggers, 1993) に移した。卵巣内の卵胞を 30 G の注射針を使用して破壊した後、ガラ

スピペットを用いたピペッティングにより卵周囲の卵丘細胞を取り除き、成長卵を採取した。 

 

体外受精および初期胚の採取 

体外受精には、3週齢の BDF1 または B6J雌マウスを使用した。まず、雌マウスに 5 units

の PMSG を腹腔内注射し、PMSG 注射後 48 時間後に 5 units のヒト絨毛性ゴナドトロピン

（hCG; ASKA pharmaceutical., Tokyo, Japan）を腹腔内注射した。hCG注射後 16時間でマウ

スを頸椎脱臼法によって屠殺し、卵管膨大部を摘出し第二減数分裂中期にある成熟卵を

HTF培地（Quinn et al., 1984）中に採卵した。 

精子は ICR または B6J 雄マウスの精巣上体尾部から採取し、受精能を獲得させるため

HTF培地中で 2時間培養した。受精能を獲得した精子を採卵直後の成熟卵を含む HTF培

地に添加することで体外受精を行った。 
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媒精開始 3~6時間後に成熟卵および受精卵を KSOM培地(Lawitts and Bigger, 1993) 

に移し、ガラスピペットを用いて精子および卵丘細胞を除去した。さらに媒精開始 6~8 時間

後に実体顕微鏡下で前核が 2つあるものを受精卵として選別した。  

初期胚は媒精開始後 12 時間で 1 細胞期胚、28 時間で 2 細胞期胚、45 時間で 4 細胞

期胚、72時間で桑実胚、96時間で胚盤胞期胚をそれぞれ採取した。 

以上の培養はすべて 38℃、5% CO2、95％ airの条件下で行った。 

 

single guide RNA用のベクターコンストラクトの作製 

Th2a および H2ax の遺伝子変異マウスを CRISPR/Ca9 システムにより作製するため、変異

誘導に必要な single guide RNA（sgRNA）の配列をコードするベクターコンストラクトの作製を

作製した。Ex taq Hot Start Version（TaKaRa, RR006A）を用いて PCRを行い、プライマーの

ダイマー形成による増幅によって T3 プロモーター‐sgRNA－DraⅠ標的サイトの配列を含む

PCR産物を得た。この PCRで用いたプライマーは以下の通りである。 

TH2A変異用 Forward primer ：5’- GAAATTAACCCTCACTAAAGGTACTCGAGCAC 

CGCTGCCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC -3’ 

TH2A変異用 Forward primer ： 5’-GAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACTACGCA 

CAACGAATGTTTTAG AGCT AGAAATAGC-3’ 

共通 Reverse primer : 5’-TTTAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTG 

ATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAA

AAC-3’ 

次に、増幅された PCR 産物は TOPO™ TA Cloning™ Kit（Cat# 450640, Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA）を用いて TA クローニングにより kit に付属する T3 プロモーターを持

たない空ベクターにライゲーションした。ライゲーション産物と DH5α の大腸菌を用いて形質

転換を行った。その後、目的の塩基配列が入ったベクターを持つ大腸菌コロニーを単離し、

プラスミドを獲得した。目的に塩基配列は、外部委託（Eurofins Scientific., Grand Duchy of 
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Luxembourg）の DNAシークエンスにより確認した。 

 

In vitro transcription（IVT） 

 Th2a と H2a.xの遺伝子変異用 sgRNAは、作製したプラスミドを DraⅠで制限酵素処理を行

った後、CUGA3 in vitro transcription Kit（Cat# 307-15493, NIPPON GENE CO., Tokyo, Japan）

を用いて、同商品のプロトコールに従って合成を行った。 

 Cas9 cRNA は、プラスミド（Fujii et al., 2013）を SphⅠで制限酵素処理を行った後に、

CUGA3 in vitro transcription Kit（Cat# 307-15493, NIPPON GENE CO., Tokyo, Japan）を用

いて、同商品のプロトコールに従って合成を行った。 

 eGFP-H2B cRNA は、以前当研究室で作製された pCRⅡ-TOPO-eGFP-H2B（Ooga et al., 

2016）のプラスミドを用いた。当プラスミドを NotⅠで制限酵素処理を行った後、mMESSAGE 

mMACHINE Sp6 kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて同商品のプロトコールに従ってR合

成を行った。その後、eGFP-H2B cRNAは Poly(A) tailing kit（Thermo Fisher Scientific）を用

いて Poly(A) tailを付加した。 

それぞれ合成された RNAは mMESSAGE mMACHINE Sp6 kitに付属されているリチジ

ウムクロライド沈殿溶液を用いて精製した。精製した RNA は nuclease free water に溶かし、

その後の実験に用いた。 

 

TH2A または H2A.X変異マウスの作製 

TH2A または H2A.X変異マウスは CRISPR/Cas9系によって作成した。BDF1 から採取し

た卵と ICRから採取した精子を用いて受精卵を得た。媒性 5時間後の受精卵に対し TH2A

または H2A.Xを標的にした 10 ng/µl sgRNA と 10 ng/µl Cas9 cRNAを注入した。TH2A と

H2A.X の標的にとなった塩基配列は、それぞれ 5’-GAACTACGCACAACGAAT-3’と 5’-
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TACTCGAGCACCGCTGCC-3’とした。顕微注入された受精卵は 2 細胞期胚まで発生させ

た後、ICRの偽妊娠マウスに胚移植した。その後、自然出産または移植後 19日目に子宮切

断法により胎児を取り出し、顕微注入した初期胚由来のファウンダー（F0）個体を得た。

TH2A または H2A.X 変異マウスは F0 個体と B6J マウスとの交配から得られたマウスから選

抜された。TH2A または H2A.X 変異マウスは B6J マウスを用いて 6 度の戻し交配をし、遺

伝背景を B6J に近づけた。B6J 遺伝背景の TH2A または H2A.X ヘテロ変異雌雄マウスを

交配し、それぞれのホモ変異マウスを獲得し、解析に用いた。 

また、6 度の戻し交配を終えた B6J 遺伝背景を持つ H2A.X 変異雌マウスと DBA/2 雄マ

ウスを交配し、BDF1 遺伝背景をもつ H2A.X 変異マウスを獲得した。BDF1 遺伝背景の

H2A.Xヘテロ変異雌雄マウスを交配し、H2A.Xホモ変異マウスを獲得した。 

 

TH2A または H2A.X変異マウスの検出 

 TH2A 変異マウスの検出するため、抽出したゲノムに対し、欠損ゲノム領域を挟むように設

計したプライマーセット(Forward primer : 5’-TCCGGCATGGCTCAAGTAACC-3’, Reverse 

Primer : 5’-CTGGATGTTGGGCAGGACGC-3’)と GoTaq® Green Master Mix(Cat.# M7121, 

Promega Corporation, WI, USA)を用いて PCRを（95℃ 30秒→67℃ 30秒→72℃ 60秒）

×40 cycle の条件で行った。その後、PCR 産物を制限酵素（TasⅠ：FD1354, Thermo Fisher 

Scientific）によって切断し未処理分画とともに電気泳動を行い、得られたバンドの比較する

ことで遺伝型を決定した。 

 H2A.X 変異マウスの検出では、抽出したゲノムに対し欠損ゲノム領域を挟むように設計し

たプライマーセット(Forward primer : 5’-GCTGCTGCGGAAAGGCC-3’, Reverse Primer : 5’-

TCAGTACTCCTGAGAGGCCTG-3’）と GoTaq® Green Master Mix を用いて PCRを（95℃ 

30 秒→62℃ 30 秒→72℃ 60 秒）×40 cycle の条件で行った。その後、電気泳動を行い、
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得られたバンドの比較することで遺伝型を決定した。 

 

ゲノム抽出 

 1.5 mL tubeに 100 μlの tail lysis buffer(0.05 M Tris-HCl, 0.063% sodium dodecyl sulfate, 

0.02 M NaCl, 0.001 M EDTA)と 1μlの proteinase K(Takara Bio Inc., Shiga, Japan)から成る溶

液を入れ、そこにマウスの尾の一部を切り取って加えて、55℃で 2 時間以上振盪、溶解させ

た。その後、室温で 16000 rpm、10分間遠心し、上清を新しい 1.5 ml tube に 100 μlを移し、

phenol-chloroform-isoamyl alcohol(Nippon gene., Osaka, Japan)を 100 μl加え、十分に攪拌

した。室温で 16000 rpm、10分間遠心し、上層を新たな 1.5 ml tubeに移し、3 M酢酸ナトリ

ウムを 5 μl、100％エタノールを 250 μl加え攪拌し、16000 rpm、10分間で遠心した。遠心後

液層を取り除き、70％エタノールで沈殿を洗浄した。その後、液層を取り除き、沈殿を滅菌

水で溶解し抽出したゲノム DNAの濃度を測定した。 

 

Fluorescence Recover after Photobleaching (FRAP)法 

媒性 3時間後の受精卵に対し 500 ng/μl EGFP-H2B cRNAを顕微注入した。媒性 9時間後

の顕微注入された胚を予め 38℃、5％CO2 条件下で 20 分間インキュベートした KSOM-

HEPES 培地をミネラルオイルでカバーしたガラスボトムディッシュ（CELL view, Cell culture 

Dish, Four Components, gainer bio-one）に移し、予め Microscope incubate system(Tokai 

hit,Co.)でサンプルのステージを 38℃に温めた共焦点レーザー顕微鏡（FV3000、Olympus 

Corporation., Tokyo, Japan）および 64 倍の油浸レンズを用いて、観察および FRAP 解析を

行った。観察時、FV31S-DT（Olympus Corporation.）を使用し、GFP 蛍光褪色領域（ROI ： 

region of interest）、GFP蛍光を褪色させない領域（REF : reference）、GFP蛍光が検出され

ない領域（BG : back ground）を設定した。レーザー488 nm のエキサイテーションは通常時
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0.4%に設定し、蛍光強度は 2000 付近になるように調整した。まず、褪色前に 3 枚の写真を

5 秒おきに撮影し、アルゴンレーザーのエキサイテーションを 3％にして、1 秒間フォトブリー

チを行った。その後、再度 5 秒ごとに 10 枚を撮影した。その後、撮影された写真から ROI、

REF、BG の蛍光強度を（ソフト名）により計測した。ROI から BG の値を減算して、その値を

REF から BG の値を減算したもので除算した。各タイムポイントの値を、退職前の 3 点の平

均値で割った相対値を算出した。その後、退職前の 3 点の平均相対値（=1）と最終点の値

からから褪色直後の値を減算したものをそれぞれ褪色率と回復率とした。Mobile Fractionの

値は回復率の値を褪色率の値で除算して算出した（Subramanian et al., 2013, Bae et al., 

2012, Dieteren et al., 2011）。 

 

RNA- sequencing解析のデータを用いた遺伝子発現解析 

マウスの卵および着床前初期胚の RNA- sequencing解析のデータ（Abe et al., 2015）を用い

て、H2A 変異体（H2a、Th2a、H2a.x、H2a.z、Macroh2a）の RPKM の値をそれぞれ抽出し、

成長卵と 1 細胞期胚から胚盤胞期胚までの各ステージでの発現量をグラフに示した。尚、

H2a や MacroH2a のように複数の遺伝子が属しているものついては、それぞれ合算した

RPKM値をその H2A変異体の発現量とした。 

 

卵および初期胚における免疫染色法 

TH2A、H2A.X、H2A.Z、H2A、macroH2A、H3.1/H3.2、H3.3、H3K9me2、H3K27me3 の

検出では、採取した卵および各ステージの初期胚を固定液（3.7% PFA、0.2% Triton 

X100/PBS）に室温、20 分間浸し、固定および透過処理を同時に行った。1％BSA/PBS で 3

回洗浄後、1％BSA、0.2%Tween/PBS で希釈した一次抗体溶液中に、固定された卵および

初期胚を入れ 4℃、16時間反応させた。一次抗体反応後、1% BSA/PBSで 3回洗浄し、1% 
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BSA、0.2%Tween/PBS で希釈した二次抗体溶液中に、初期胚を入れ室温、１時間反応させ

た。 

H2K119ub の検出では、透明帯を除去した胚を固定液（3.7% PFA/PBS）に室温、15 分間

浸し、その後、1%BSA/PBSで3回洗浄した。固定された胚を 0.2%TritonX100/PBSに室温、

30 分間浸し、透過処理を行った。次に、胚をブロッキング溶液（0.1%Tween、2%BSA/PBS）

に室温、4時間浸しブロッキングをした。ブロッキング溶液で希釈した抗体溶液を用いて

4℃、16時間で 1次抗体反応を行った。一次抗体反応後、ブロッキング溶液で 3回洗浄し、

ブロッキング溶液で希釈した二次抗体溶液中に胚を入れ室温、１時間反応させた。 

5mC の検出では、胚を固定液（3.7% PFA/PBS）に室温、20 分間浸し、その後、1% 

BSA/PBS で 3 回洗浄した。固定された胚を 0.5% TritonX100/PBS に室温、15 分間浸し透

過処理を行い、4 N HCl, 0.02% Triton/ddH2O で 3 回洗浄した。胚を 4 N HCl, 0.02% 

Triton/ddH2Oに室温、15分間浸した。その後、0.1M Tris-HCl, 0.02% Triton/ ddH2Oで洗

浄し、同溶液に胚を室温、15分間浸した。胚を 1% BSA/PBSで 3回洗浄し、同溶液で

希釈した 1次抗体溶液を用いて 1次抗体反応を室温、4時間で行った。一次抗体反応後、

1% BSA/PBSで 3回洗浄し、1% BSAPBSで希釈した二次抗体溶液中に、初期胚を入れ室

温、１時間反応させた。 

それぞれの二次抗体反応後、1％BSA/PBSで 3回洗浄し、4',6-Diamidino-2-phenylindole

（DAPI）入りの退色防止剤（H-1200, Vector Laboratories, CA, USA）中に初期胚を入れ封入

した。作製した標本の蛍光観察は共焦点レーザー顕微鏡（FV3000、Olympus Corporation.）

を用いて行った。 

使用した一次抗体および二次抗体の希釈濃度は以下のとおりである。抗 H2A.X 抗体

（Cat# 20669, Abcam PLC, UK）：500倍希釈、抗 TH2A抗体（Shinagawa et al., 2014）：2000

倍希釈、抗 H3.1/3.2 抗体（Cat# CE-039B, コスモ・バイオ, Tokyo, Japan）：500 倍希釈、抗
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H3.3 抗体（Cat# CE-040B, コスモ・バイオ）：100 倍希釈、抗 H3K9me2 抗体（Cat# ab1220, 

Abcam PLC, UK）：100 倍希釈、抗 H3K27me3 抗体（Cat# 9671S, Sigma-Aldrich, MO, 

USA）：500倍希釈、抗H2AK119ub抗体（Cat# 8240, Cell Signaling Technology, MA, USA）：

500倍希釈、抗 5mC 抗体（Cat# NA81, Sigma-Aldrich）：2000倍希釈、Alexa568標識抗

ラビット IgG 抗体（Cat# A-10042, Thermo Fisher Scientific, MA, USA）：100 倍希釈、

Alexa568標識抗マウス IgG抗体（Cat# A-11004, Thermo Fisher Scientific, MA, USA）：100

倍希釈 Alexa488標識抗ラット IgG抗体（Cat# 4416S, Molecular Probe, Eugene, OR, USA）：

500倍希釈、Alexa488標識抗マウス IgG抗体（Cat# A-11001, Thermo Fisher Scientific）：500

倍希釈。 

 

ヒストン変異体およびエピジェネティック修飾のシグナル強度の定量 

免疫染色によるヒストン変異体およびエピジェネティック修飾のシグナルの強度の定量は

Image Jを用いて、共焦点レーザー顕微鏡で撮影した免疫染色画像の解析を行った。TH2A

の解析では、ヒストン変異体および DNA のメチル化を除くエピジェネティック修飾のシグナ

ル強度の値を DAPI による DNA のシグナル強度の値で除算して相対シグナル強度として

算出した。DNAのメチル化の解析では、DNAのシグナルを得ることができなかったので、他

の免疫染色から得た DNA シグナルの強度が、野生型および変異型胚に間で差がないこと

を確認した上で、DNAのメチル化のシグナル強度を定量した。 

 

1細胞期胚の核の大きさの定量 

核の大きさの解析は Image Jを用いて、共焦点レーザー顕微鏡で撮影した DAPI染色画

像の解析を行った。核の大きさは面積として表した。卵と初期胚の解析では独立した 4 回以

上の実験を行い、各実験で 8 個以上の細胞を解析した。有意差の判定には t 検定を行い、
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p<0.05のものを有意差があると判断した。 

 

卵巣の切片作製 

雌マウスから卵巣を摘出し、4% PFA/PBS を用いて 4℃、16時間で卵巣を固定した。固定

された卵巣は PBS、70% エタノール、80% エタノール、90% エタノール、100% エタノール

を用いてそれぞれ室温、1 時間で振盪し、その後、新しい 100% エタノールを用いて室温、

16 時間で振盪した。次に、卵巣を 100% キシレンに室温、30 分間浸し、この手順を 2 回行

った後、100% キシレンに室温、1 時間間浸しキシレンと置換した。次に卵巣をキシレンとパ

ラフィンを 1:1 で混合した溶液に入れ、30 分間、2 回浸し、その後、100% パラフィンを用い

て 1 時間、3 回でキシレンをパラフィンに置き換えた。その後、卵巣を包埋し、ミクロトーム

（RM2125RT, Leica, Wetzlar, Germany）を用いて厚さ 7 μmで切片を作製した。作製された切

片はガラススライドに貼り付け 40℃、1日で乾燥させた。 

 

HE染色 

卵巣切片をキシレンに室温、10 分間浸し、これを 3 回行った。次に、100% エタノール、

95% エタノール、90% エタノール、80% エタノール、70% エタノールの順でそれぞれ室温、

2 分間で卵巣切片を浸し、その後。滅菌水に 5 分間浸した。次に、ヘマトキシリン溶液を用

いて 3分間染色し後、流水で 10分洗浄した。次に、エオシン溶液に 2分間、卵巣切片を浸

し染色した。染色し終えた卵巣切片を 70% エタノールで 3 回、80% エタノール、90% エタ

ノール、95% エタノールでそれぞれ 1 回、2 分浸した。その後、100% エタノールで 2 回、2

分間浸した。次に、切片をキシレンに 10 分間、3 回浸し、その後、封入剤（192-16301, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）を用いて封入した。卵巣切片は

透過型顕微鏡（BX50, OLYMPUS CORPORATION, Tokyo, Japan）と LAS V4.8（Leica）を用
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いて撮影した。 

 

卵巣中の卵胞と胞状卵胞の数の定量 

卵胞数の解析では、各卵巣の切片内にある卵胞をカウントし、単位面積当たりの卵胞数

を算出した。胞状卵胞数では、卵胞に含まれる胞状卵胞の率として算出した。この解析では、

それぞれ 10 個体ずつの野生型および TH2A 欠損マウスから摘出した卵巣を用いて解析し

た。また、1つの卵巣に対し、13枚以上の切片を用いてその平均値を算出した。 

 

RT-PCR 

① RNA抽出 

サンプリングした胚を 200 μlの ISOGEN（Nippon gene Co.）に入れ、-80℃で凍結した。各

サンプルに外部標準として 1 pg/μlの rabbit globin（Sigma-Aldrich., R1253）を 1 μl加えた。

さらに、50 μlのクロロホルム（Wako chemical Industries.）を加えて、攪拌した。その後、4℃で

5分間静置し、15000 rpmで 15分間、4℃で遠心した。上清 100 μlを別のチューブに移し、

3 M酢酸ナトリウム 5 μl、ethatinmete(Nippon gene Co.)を 1 μl加えて、よく攪拌した。さらに、

120 μl のイソプロパノール（Wako chemical Industries.）を加えて、よく攪拌した。その後、

15000 rpm で 15 分間、4℃で遠心した。遠心後、沈殿物に触れないように上清を除去した。

70%エタノールを 1 ml 加えて、沈殿を洗浄し、15000 rpm で 5 分間、4℃で遠心した。遠心

後、上清を除去し、さらに 5分間風乾させた。乾燥後、RNase free waterを加えて 55℃で 10

分間インキュベートし、RNAを溶解した。その後、RQ1 RNase-Free DNase（Promega Co.）を

用いて RNA溶液中の DNAを分解した。RNA溶液に 200 μlの ISOGENを加えて、再度上

記の手順で RNAを抽出した。乾燥後、9 μlの RNase free waterを加えて 55℃で 10分間イ

ンキュベートし、RNAを溶解した。 
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② 逆転写反応 

PrimeScript RT-PCR Kit（TaKaRa, RR014A）を用いて逆転写反応を行った。 random 

primerを用いるメーカー指定のプロトコールに従い、cDNAを得た。逆転写反応はサーマル

サイクラー（Bio-Rad Laboratories Inc., C1000）を用いた。反応液は凍結された後、ddH2Oで

2倍に希釈した。 

③ PCR 

得られた cDNAをテンプレートとし、Ex taq Hot Start Version（TaKaRa, RR006A）を用いて

PCRを行った。cDNA 1 μl、EX Taq（5 U/μl）0.25 μl、10×Ex Taq Buffer 2.5 μl、dNTP Mixture 

2 μl、10 μM Primer 各 1.25 μlを加え、ddH2Oで全量 25 μlにした。溶液を混同し、サーマ

ルサイクラー（Bio-Rad Laboratories Inc., C1000）を用いて増幅した。PCR で用いたプライマ

ーと PCR条件は以下の通りである。 

 

Rabbit globin 

Forward ; 5’- GTGGGACAGGAGCTTGAAAT -3’ 

Reverse : 5’- GCAGCCACGGTGGCGAGTAT-3’ 

（95℃ 30秒→58℃ 60秒→72℃ 60秒）×28 cycle 

 

Nid2 

Forward ; 5’- CACCGAGGACAGTTTCCATT-3’ 

Reverse : 5’- CCAGTTACCAGGTGCTGGAT -3’ 

（95℃ 30秒→59℃ 60秒→72℃ 60秒）×38 cycle 

 

Mfsd7c 

Forward ; 5’- GTCCTTGCTTGGTCTCTTGC-3’ 

Reverse : 5’- CTTCCTCTCGTGACCCTCAG-3’ 

（95℃ 30秒→59℃ 60秒→72℃ 60秒）×38 cycle 

 

Dux 

Forward ; 5’- '-GCCCTGCTATCAACTTTCAAGAAG-3’ 
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Reverse : 5’- AGGCTTGCCCTAGGATCCTGAG -3’ 

（95℃ 30秒→57℃ 60秒→72℃ 60秒）×36 cycle 

 

MuERV-L 

Forward ; 5’- TTCTCAAGGCCCACCAATAGT-3’ 

Reverse : 5’- GACACCTTTTTTAACTATGCGAGCT-3’ 

（95℃ 30秒→59℃ 60秒→72℃ 60秒）×38 cycle 

 

Intergenic 

Forward ; 5’- GCATTGTCCCTTGATTCAGC-3’ 

Reverse : 5’- CCAAGCAAGGCTTTGTGAA-3’ 

（95℃ 30秒→59℃ 60秒→72℃ 60秒）×38 cycle 

PCR産物を2%アガロースゲルにアプライし、エチジウムブロマイドを含むTAE buffer内で

電気泳動した後、紫外線照射によりバンドを確認した。
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