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緒言

前章までの研究から、E2の 刺激 の有無に よって生 じる休 眠胚 と活性化胚では、

胚 の総 転 写 活 性 が 大 き く変化 す るだ けで な く、 各 々 の遺 伝 子 の発 現 パ ター ン も

大 き く変 化 す る こ とが 明 らか とな った 。 実 際 、 着 床 期 の胚 盤 胞 で は 、 卵巣 か ら

のE2の 刺 激 に よ っ て発 現 の 上 昇 す る遺伝 子 が 、 他 に も数 多 く報 告 され て い る

(Basak et al.2002;Dardik et al.1992;Mohamed et al.2004;Paria et al.1999;Raab et

al.1996;Smith et al.l997; Wang et al.2003;Zhao et al.2000)。 また 、 近 年 のDNA

マ イ ク ロア レイ を用 い た解 析 で も休 眠 胚 とE2を 投 与 し活 性 化 させ た胚 の 間 で幅

広 い 種 類 の 遺伝 子 の発 現 パ ター ンが変 化 す る こ とが報 告 され た(Hamatani et al.

2004b)。 しか し、 こ の よ うな遺 伝 子発 現 の 変 化 を 引 き起 こす 制 御 機 構 は 明 らか

に な って い ない 。 そ こで 本 章 で は 、着 床 期 胚 の 遺伝 子発 現 制 御 機構 にお け るE2

の役 割 を示 す た め、E2の 刺 激 の有 無 に よっ て生 じる着床 期 胚 の休 眠 化 と活 性 化

にお い て 、 遺伝 子 の発 現 パ ター ンや 転 写 量 の 変 化 を生 み 出す エ ピジ ェ ネ テ ィ ッ

ク な制御 機 構 を明 らか にす る こ とを試 み た 。

ヒス トン修飾 は遺伝子発現を制御す る主要なメカニズムである。クロマチン

を構 成 す る コア ヒス トンN末 端 のLysine残 基 は アセ チル 化 あ るい は メチル 化 さ

れ る こ と に よ っ て 遺 伝 子 発 現 の 活 性 化 あ る い は抑 制 に 関 与す る(Latham and

Schultz2001; Li2002; van Steensel2005)。 ピス トンH3お よびH4のN末 端 に は

ア セ チ ル 化 され るLysine残 基 が 多数 存 在 す る。 これ らの残 基 はそ れ ぞ れ アセ チ

ル 化 され るパ タ ー ンや 遺 伝 子 発 現 へ の 関 与 が 異 な る(Kurdistani et al.2004;

Lachner et al.2003;Pokholok et al.2005)。 ヒス トンH3で ア セ チ ル化 され る こ とが

知 られ て い る4カ 所 のLysine残 基 の うち、N末 端 か ら9番 目のLysine残 基(K9)

とK18は 異 な る ヒス トンア セ チ ラー ゼ(HAT)に よっ てア セ チル 化 され(Grant
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et al. 1999; Lachner et al. 2003; Stemer and Berger 2000)、 ゲ ノ ム 上 の 異 な る領 域 に

修 飾 が 付 加 され る こ とが 報 告 され て い る(Daujat et al. 2002)。 ア セ チ ル 化 され た

K9とK18は ど ち ら も 遺 伝 子 の 活 性 化 と 関 係 す る が(Kurdistani et al.2004;

Pokholok et al.2005)、 そ れ ぞ れ 独 立 して 遺 伝 子 の 活 性 化 へ 関 与 して い る こ とが 示

唆 され て い る(Daujat et al. 2002)。 一 方 、 ピス トンH4で ア セ チ ル 化 され る4カ

所 のLysine残 基 の うち 、K5お よ びK12は い くつ も の 共 通 のHATに よ っ て ア セ

チ ル 化 され(Kimura and Hodkoshi 1998;Makowski et al. 2001;Smith et al.1998)、

染 色 体 上 の 同 じ領 域 に 局 在 が 見 られ(Worrad et al. 1995)、 共 同 してTAFII250を

リク ル ー トす る こ とで 遺 伝 子 発 現 を制 御 して い る こ とが 報 告 され て い る(Huang

et al.2005)。

Lysine残 基 のメチル化 もまた遺伝 子発 現の制御において重要な役割を担 って

い る。 メチ ル 化 は修 飾 を受 け る残 基 に よ り全 く逆 の 二 つ の機 能 を果 た す 。 す な

わ ち ヒス トンH3K4の メ チ ル 化 は 転 写 の 活 性 化 に関 わ るの に対 し、 ヒス トン

H3K9やH3K27の メチ ル 化 は転 写 の抑 制 に働 くの で あ る。さ らに、ヒス トンH3K9

で は 三 種類 の メ チル 化 状 態 、 す な わ ちモ ノ メチル 化 、 ジ メチ ル 化 、 トリメチ ル

化 の機 能 もま たそ れ ぞ れ 異 な って い る と考 え られ てい る(Arney and Fisher 2004;

Lachner et al.2003)。 モ ノ メチ ル 化 の機 能 は未 だ よ くわ か って い な い。 ジ メチ ル

化 は哺 乳 類 に見 られ る不 活性 化 され たX染 色体 上 な ど、条 件 的 ヘ テ ロク ロマ チ

ンや ユー ク ロマ チ ン 内の 不 活性 な領 域 に局 在 す る(Rice et al.2003;Rougeulle et al.

2004;Tachibana et al.2005)。G9aやSETDB1な ど、幾 つ か の ピス トンH3K9特 異

的 ヒス トン メチ ル 転 移 酵 素(HMTase)は ユ ー ク ロマ チ ン上 に局在 し遺 伝 子 の抑

制 に 関与 す る(Ogawa et al.2002;Schultz et al.2002;Tachibana et al.2002)。 これ に

対 し、 ヒス トンH3K9の トリメチ ル化 修 飾 は構 成 的 ヘ テ ロ ク ロマ チ ン とい わ れ

る ゲ ノ ムの 凝 集 度 が高 い領 域 の形 成 に 関 与す る(Arney and Fisher 2004)。Suv39h
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は ヒス トンH3K9の トリメチ ル 化 を触 媒 す るHMTaseで 、セ ン トロ メア周 辺 の ヘ

テ ロ ク ロマ チ ン内 に あ るサ テ ライ トリヒ ー ト領 域 のDnmt3b依 存 的 なDNAメ チ

ル 化 に も関 与す る(Adenot et al. 1997;Lehnertz et al.2003;Peters et al.2003;Schotta

et al.2004)。 現在 報 告 され て い る唯 一 の ヒス トン脱 メ チル 化 酵 素 で あ るLSD1は 、

ヒス トンH3K9の モ ノ メチ ル 化 お よび ジ メ チル 化 修 飾 は脱 メチル 化 で き るが 、

トリメチ ル 化 は脱 メチ ル 化 で きな い(Metzger et al.2005)。 この よ うに、 ヒス ト

ンH3K9の 異 な った メチ ル化 状態 は 、そ れ ぞ れ に特 異 的 なHMTaseあ るい は脱 メ

チ ル 化 酵 素 に よ っ て 、不 活 性な ク ロマ チ ン の 中 で も別 の種 類 の ドメ イ ン上 に修

飾 が な され る よ うで あ る(Rice et al.2003)。

遺 伝 子 発 現 の 制御 に関 わ るエヒ ジ ェ ネ テ ィ ック な修 飾 と して、 ヒス トンが 関

わ る別 の タイ プ の修 飾 が存 在 す る。 ヒス トンH3 (H3.1)の 変 異 体 で あ る ヒス ト

ンH3.3はDNA複 製 非 依存 的 に転 写活 性 の高 い領 域 に組 み 込 まれ る(Ahmad and

Henikoff2002b; Janicki et al.2004)。 した が っ て、 ヒス トンH3 .3に よ るH3.1の 置

換 は 、そ れ まで にす で に修 飾 され て存 在 した ピス トンH3.1を 除去 す る こ とで遺

伝 子 発 現 を調 節 して い る可 能性 が あ る。

胚盤胞期になると胚を構成す る細胞は性質の異なる二種類の細胞、すなわち

内部細胞塊(ICM)と 栄養膜細胞(TE)へ と分化 を開始す る。ICMは 将来胚体

へ と分化 し、TEは 胎子側胎盤へ と分化す る。胚盤胞の時期か らICMとTEは 遺

伝子発 現のパ ター ンには相違 が生 じ始めてお り、このことからICMやTEの 転

写活性 を制御す るエヒ ジェネ ティック修飾にも相違が生 じていると予測 される。

実際、幾つかの ヒス トン修飾はICMとTEと で検 出 され た レベル が異 な り

(Morgan et al.2005)、 幾つ かのクロマチ ン再構成遺伝子の発現 も、ICMあ るい

はTE由 来のES細 胞 、TS細 胞でそれぞれ異 なる ことが報告 されている(Tanaka

et al.2002)。 これ らのクロマチ ン再構成遺伝子は休眠胚 と活性化胚 とで発現が異
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な る とい う報 告 もあ る(Hamatani et al.2004b)。 した が っ て 、休 眠 胚 と活 性 化 胚

でICMとTEと で は遺 伝 子 発 現 の制 御 が 異 な る こ ともあ り得 る。

この よ うに ヒス トン修飾 は、遺伝 子の転写活 性 と密接 に関連 してお り

(Kurdistani et al.2004; Pokholok et al.2005)、 しか も修 飾 を 受 け る 残 基 や 修 飾 の

レベルによって遺伝子発現への関与の程度や関与する遺伝子の数や種類 も様々

に異なってお り、その機能 も異なっていることが予測 されている。そこで本章

では、休眠胚 と活性化胚に於ける様々なヒス トン修飾のパターンを調べ、これ

らのヒス トン修飾の うちいずれの修飾が、着床期の胚の休眠化やE2投 与時 の胚

の活性化 にお け る遺伝 子発現の変化に関与 しているのか、明 らかにす ることを

試みた。本研究では、様 々なヒス トン修飾の中でも比較的解析が進んでいるヒ

ス トンH3K9の アセチル化 お よびメチル化、 ヒス トンH3K18の アセ チル化、 ヒ

ス トンH4の アセチル化 とH3.3の 置換 について、交配後4.0日 目の胚、お よび

休 眠胚 と活性化胚 における修飾を免疫染色により検出 した。
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材料と方法

(1)胚 の採 取

胚の採取 は、第二章 と同様 に行った。交配後4.0日 目の正常発生胚 と、交配後

9.5日 目の休眠胚、お よびE2投 与後16時 間の交配後9 .5日 目活性 化胚 を、WM

を用い た子宮貫流 によ り採 取 した。

(2)免 疫染色

採 取 した 胚 は 洗 浄 後 、3.7%PFA/PBSで 一 晩4℃ に て 固 定 した 。 固 定 した 胚 は

0.3%BSA/PBSで 洗 浄 後 、0.5%TritonX-100で 室 温15分 間 処 理 し、 細 胞 膜 を 可 溶

化 した 。 そ の 後0.3%BSA/PBSで 洗 浄 し、一 次 抗 体 を含 む0.3%BSA/PBS中 に胚 を

移 し、4℃ で 一 晩 反 応 させ た 。 一 次 抗 体 と して 、 抗 ア セ チ ル 化H3K9抗 体(Cell

Signaling Technology, Beverly, MA, Cat. No.9671)、 抗 ア セ チ ル 化H3K18抗 体

(Abcam, Cambridge, MACat. No.ab1191)、 抗 ア セ チ ル 化H4K5抗 体(Upstate

Biotechnology, Lake Placid, NY, Cat. No.06-759)、 抗 ア セ チ ル 化H4K12抗 体

(Upstate Biotechnology, Cat. No.06-761k)、 抗 ジ メ チ ル 化H3K9抗 体(Upstate

Biotechnology, Cat. No.07-212)、 抗 ト リメ チ ル 化H3K9抗 体(Abcam, Cat. No.

ab8898)、 抗 ヒス トンH3.3抗 体(Abcam, Cat. No.ab4263)を 用 い た 。 抗 トリ

メ チ ル 化H3K9抗 体 は0.3%BSA/PBSに て100倍 希 釈 して 用 い 、 そ の 他 の 一 次 抗 体

は50倍 希 釈 して 用 い た 。0.3%BSA/PBSで 洗 浄 後 、 胚 に 結 合 した 一 次 抗 体 はFITC

標 識 の 二 次 抗 体(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)に よ り標 識 した 。

0.5mg/ml propidium iodideと50μg/ml RNaseAを 含 むPBSで37℃ 、30分 間 処 理 して

DNAを 染 色 後 、0.3%BSA/PBSで 洗 浄 し、25%、50%、75%VectaShield (Vector

Laboratodes, Inc., Burlingame, CA)/PBSに5分 間 ず つ な じま せ て 胚 の 形 状 を 維 持 し、
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VectaShieldに 封 入 した 。 蛍 光 はCarl Zeiss LSM 510共 焦 点 レー ザ ー ス キ ャ ン 顕 微

鏡 で 検 出 した 。
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結果

(1)ヒ ス トンH3K9の アセ チル 化

成 体 の 体 細胞 を用 い た これ ま での 研 究 で は 、 ヒス トンH3K9の ア セ チル 化 修

飾 は 遺 伝 子 を 多 く コー ドして い る領 域 の 、 特 に制 御 領 域 で高 い レベ ル で検 出 さ

れ て お り(Roh et al.2005)、 多 くの遺 伝 子 の 転 写 活性 化 に 関与 す る こ とが報 告 さ

れ て い る(Kurdistani et al.2004;Martin et al.2004)。 しか し本研 究 で は この修 飾 レ

ベ ル は 、胚 の総 転 写 活 性 の変 化 に対 して 相 関 した変 化 を示 さなか った(図3-1)。

ICMとTEを 比 べ た場 合 、交 配 後4.0日 目の 胚 、休 眠胚 、活性 化 胚 の いず れ も修

飾 の レベ ル は常 にICMよ りTEで 高 か った 。核 内 で の局 在 を よ り詳 細 に観 察 し

た と ころ、 ヒス トンH3K9の アセ チル 化 シ グナ ル はPIの 染 ま りの 弱 い 、 ユー ク

ロマ チ ン と考 え られ る空 間 に斑 状 に分 布 してい た(図3-2)。

(2)ピ ス トンH3K18の ア セ チル 化

ヒス トンH3Kl8の アセチル化修飾 は、 ヒス トンH3、H4の アセチル化 サイ ト

の 中 で も と りわ け転写活性 との高い相関が報告 されている(Kurdistani et al.

2004)。 しか し今 回は、 ヒス トンH3K9の アセチル化修飾 と同様 に転写活性 との

相関は認められなかった。 ピス トンH3K18の アセチル化 シグナルはいずれ の胚

のICMで も高 く検 出 され た(図3-3)。 興 味深 い ことに、休 眠胚や活性化胚での

シグナルはICMの 中で も原始 内胚葉では低 く胚盤葉上層になる細胞で高かった。

このような結果か ら、ヒス トンH3K18の アセ チル化修飾 は、胚盤胞 においては

細胞の多能性の維持に関わる遺伝子の発現に関与 してお り、従 って分化の進ん

でいない多能性の高い細胞で修飾量が高 く、分化が進行す るにつれて低下 した

可能性が示唆された。核内では、活性化胚のTEはPIの 染 ま りの弱い、ユー ク
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ロマチンと考えられる空間に斑状のシグナルが見 られ、その他の胚ではPIで 強

く染 まった部分の周囲 を取 り巻 く形のシグナルが検出された(図3-4)。

(3)ヒ ス トンH4K5とH4K12の アセ チ ル化

ヒス トンH4K5とH4Kl2は どち らもHat1、 Esa1、 そ してTip60等 の酵 素 に よ

って ア セ チ ル 化 され(Kimura and Horikoshi 1998;Makowski et al.2001;Parthun et

al.1996;Smith et al.1998)、 そ の アセ チル 化 修 飾 は遺伝 子 の活 性 化 と相 関 して い

る。ヒス トンH4の アセ チル 化 は まずK16か ら開始 され 、次 にK8とK12が アセ

チ ル 化 され て 最 後 にK5が アセ チ ル化 され る傾 向 が あ る(ONeill and Turner 1995;

Thorne et al.1990;Turner and Fellows 1989)。 従 ってK5の アセ チ ル化 は ヒス トン

H4が 高 アセ チル 化 状 態 に あ る こ とを示 して い る と考 え られ る。そ こで まず 、K5

の アセ チ ル 化 修 飾 の検 出 を試 み た。 しか し残 念 な こ とに、 抗 アセ チル 化H4K5

抗 体 が胚 の免 疫 染 色 に適 当で な く明 瞭 な 画 像 が 得 られ な か っ た。 この た め 次 に

ヒス トンH4K12の ア セ チ ル化 修 飾 の検 出 を試 み た 。

ヒス トンH4K12の アセチル化 レベル はいずれの種類の胚でもほとん ど変化が

見 られず、転写活性 との相関は検出されなかった(図3-5)。 シグナル のパ ター

ン も三種類 の胚間で同様であ り、いずれの胚もTEの シグナルの方がICMよ り

高か った。核 内では核小体以外の核内全体に斑状のシグナルが散在 していた(図

3-6)。

(4)ヒ ス トンH3K9の ジ メチル 化 と トリメチ ル 化

ヒス トンH3K9の ジ メチル 化 と トリメチ ル 化 修 飾 は、 共 にHP1や ポ リコー ム

複 合 体 な どのヘ テ ロク ロマ チ ン構 成 に関 わ る因 子 を リクル ー トす る こ とで 、 遺

伝 子発 現 を抑 制 す る こ とが知 られ てい る(Czermin et al.2002;Kondo et al.2004;
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Kuzmichev et al. 2002; Lachner et al. 2003; Lund and van Lohuizen 2004; van Steensel

2005)。

ヒス トンH3K9ジ メ チル 化 修 飾 の シ グナル は 、いず れ の胚 で もTEで は低 く検

出 され た(図3-7)。ICMで は休 眠 胚 の み で 高 い シ グ ナル が検 出 され た。 核 内 で

は 、活性 化 胚 のTEで のみ 、ユー ク ロマ チ ン と考 え られ る領 域 に斑 状 の シ グナ ル

が検 出 され た(図3-8)。 そ の他 の部 位 や 胚 で は、 ほ とん どの シ グナ ル がPIで 強

く染 ま るヘ テ ロク ロマ チ ン と考 え られ る領 域 に 局在 して お り、 これ らの核 で は

ピス トンH3K9の ジ メチ ル 化 が ヘ テ ロ ク ロマ チ ンの形 成 に関 与 して い る もの と

推 察 され た。

ヒス トンH3K9ト リメチ ル 化修 飾 の シ グ ナル は 、ICMで は いず れ の胚 の 核 で

も常 に低 か っ た(図3-9)。TEで は活性 化胚 で の み核 に 明確 な シ グナル が検 出 さ

れ 、 そ の ほか の 胚 で は シ グナ ル は 低 か っ た。 核 内 で は 、 ヘ テ ロ ク ロマ チ ン と思

われ るDNAが 凝 集 した塊 状 の 部 分 に強 い シ グナ ル が検 出 され 、 ヒス トンH3K9

の トリメチ ル 化 修 飾 は 、 ジ メチル 化 修 飾 と共 にヘ テ ロ ク ロマ チ ン領 域 で 遺 伝 子

の 不 活 化 に関 与 して い る こ とが示 唆 され た(図3-10)。

(5)ヒ ス トンH3.3

ピス トンH3.3はDNA複 製 非 依 存 的 にヌ ク レオ ソー ム内 に組 み込 まれ 、 細胞

周 期 を 通 して転 写活 性 の 高 い領 域 に蓄 積 す る(Ahmad and Henikoff 2002b; Mito et

al. 2005; Schwartz and Ahmad 2005)。

ヒス トンH3.3の シ グナ ル レベ ル は 、三 種類 の 胚 間 で の総 転 写 活 性 の 相違 と よ

く相 関 して い た。 す な わ ち、 ヒス トンH3.3の シ グ ナル は交 配 後4.0日 目胚 と活

性 化 胚 で 高 く、休 眠 胚 で は低 く検 出 され た(図3-11)。 この よ うな結 果 は 、 ヒス

トンH3.3が 胚 盤 胞 に お け るE2依 存 的 な転 写 活 性の制 御 にお い て何 らか の 関 与 を
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して い る こ とを示 唆 してい る。核 内 で は 、核 小 体 に ヒス トンH3.3の 強 い シ グナ

ルが局在 し、ユークロマチン領域には比較的低いシグナルが分布 していた(図

3-12)。 核 小体へのシグナル の局在 は交配後4.0日 目の胚 と活性化胚 において顕

著で あ り、休眠胚では核小体のシグナルの低下が著 しかった。
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考察

本章では、着床期の胚の休眠化および活性化における遺伝子発現の変化に対

して関連 しうる様々なエ ピジェネテ ィックな修飾の変化 を調べ、この うち幾つ

かの修飾が胚の総転写活性の変化に対応 した変化を示す ことを明 らかにした。

結果の概要を表3-1に 示す。本研究で は、調べ た複数 のヒス トン修飾の うちヒス

トンH3.3とH3K9の ジメチル化修飾 だけが総転写活性の変化に相関または逆相

関した変化を示 した(図3-7、11)。 この結果 は、 この二つの修飾 が、着床期胚

の休眠化 あるいは活性化時における広範な遺伝子発現の変化に関 して重要な役

割を担っていることを示唆す るものである。

ヒス トンH3.3が 転写活性の盛んな領域 に組 み込 まれていることを示 した報告

は 数 多 い(Ahmad and Henikoff 2002b;Janickietal.2004;McKittrick et al.2004;Mito

et al.2005;Schwartz and Ahmad 2005)。 本研究でもこれらの報告と一致する結果

を得 た。 す な わ ち総 転 写活 性 の低 い 休 眠 胚 で は ピス トンH3.3の レベ ル は低 く、

総 転 写活 性 の 高 い交 配 後4日 目胚や 活 性 化 胚 で は ヒス トンH3.3の レベ ル も高 か

った。 ま た、 ピス トンH3.3の 検 出量 の 変 化 は 、核 小 体 にお い て 特 に顕 著 で あ っ

た。 ヒス トンH3.3の 強 い シ グナ ル は活性 の 高 い胚 の核 小 体 で の み観 察 され 、休

眠胚 の核 小 体 で は観 察 され なか った。ヒス トンH3.3は 、rRNAを コー ドしたrDNA

の活 性 の 高 い領 域 に組 み 込 まれ て い る とい う報 告 が あ る(Ahmad and Henikoff

2002a;Ahmad and Henikoff 2002b)。 した が っ て 、活 性 化 胚 に於 い て核 小 体 で ヒス

トンH3.3の 組 み込 み が増 加 した こ とは 、ヒス トンH3.3がrRNAの 合 成 を盛 ん に

し、 しい て は翻 訳 効 率 の 上昇 を促 して い る こ とを示 唆 す る もの で あ る。 実 際 、

休 眠 胚 が 活 性 化 した 時 に は タ ン パ ク 質 合 成 も 急 上 昇 す る とい う報 告 も あ る

(Nieder et al.1987)。 ま た酵 母 で は 、rDNA領 域 の 不活 性 化 メ カニ ズ ム のー つ と
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して 、Sir2の 関 与 が報 告 され てい る。Sirは 低 ア セ チル 化 状 態 の ピス トンH3や

H4と 相 互 作 用 し、SIR複 合 体 を作 って ク ロマ チ ン上 に広 が り遺 伝 子 をサ イ レン

シ ングす る(Moazed 2001)。 この こ とか ら、 マ ウス着 床 期 胚 で は、 胚 の活 性 化

時 に ヒス トンH3(H3.1)に 代 わ っ てH3.3が ヌ ク レオ ソー ム 内 に組 み 込 まれ る こ

とに よ り、rDNA領 域 の ク ロマ チ ン上 か らSIR複 合 体 を除去 し、rDNAの 転 写 を

活 性 化 させ て い る可 能 性 も考 え られ る。

この ようにピス トンH3.3置 換 の促進 は、活 性の高い胚 に於いて様々な遺伝子

の転写活性を高めるだけでな く、活性化 した胚に残存するmRNAの 翻訳効率 を

上 げ ることで迅速 な細胞活 性の回復を可能にしていることが示唆された。 しか

し、この ようなピス トンH3.3置 換量の変化がE2か らの シグナル に よって引き起

こ され るメカニズムは明 らかではない。

これに対 し、ICMに おける ヒス トンH3K9ジ メチル化修飾 量の変化 は休 眠胚

で高 く、活性化胚で減少 してお り、この変化はヒス トンH3K9ジ メチル化修飾

が、ICMで 発現す る着床 期の胚発 生進行 に必須な遺伝子の発現を休眠中には 一

時的に抑制 し、胚の活性化時に発現 させ る機構 として貢献 していることを示 し

ていると考えられ る。休眠胚 と活性化胚を比較 した場合、発現量が変化す る遺

伝子の中には、TE由 来 のTS細 胞 よ りもICM由 来 のES細 胞で発 現が高い こ と

が報告 され ている遺伝子が数多 く存在 し(Hamatani et al.2004b;Tanaka et al.

2002)、 これ らの遺伝 子は着床期胚 で もTEよ りもICMで 高い発現 を してい ると

予測 され る。 このことか ら、ピス トンH3K9ジ メチル化修飾 は着床期 の胚発生

進行 に関与するこれ らの遺伝子が休眠期に発現す るのを抑制 していることが示

唆 される。

ヒス トン の メチ ル 化 修 飾 は、 これ ま で 安 定 的 な 修 飾 で あ り比 較 的長 期 に渡 っ

て遺 伝 子発 現 を抑 制 制 御 す る と認 識 され て きた(Kondo et al.2004;Lachner et al.
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2003;van Steensel 2005)。 しか し、本 結 果 は ヒス トンH3K9の ジ メ チル 化 修飾 が 、

短 期 間 の うち に容 易 に変 化 し うる事 を示 唆 して い る。本研 究 で は、休 眠胚 のICM

に見 られ た ジ メチ ル 化修 飾 は、母 体 にE2を 投 与 して か らわず か16時 間 の後 の 活

性 化 胚 で は 、 ほ とん ど失 われ る こ とが示 され た。 ま た 、H3K9を 特 異的 に メチ ル

化 す るHMTase活 性 を持 つE2F6.com-1はHP1γ を介 して ター ゲ ッ トプ ロモ ー タ

ー に結 合 し
、G0期 の遺 伝 子 発 現 の抑 制 に関 わ る とい う報 告 も(Ogawa et al.2002)、

ヒス トンH3K9ジ メチ ル 化 修飾 の 柔 軟 な 可逆 性 を支 持 す る。 この様 な迅 速 な修

飾 量 の 変 化 機 構 に は 二 つ の 可 能性 が 考 え られ る。 一 つ は 近 年 報 告 され た 新 規 の

脱 メ チル 化 酵 素LSD1の 関 与 で あ る。LSD1は ヒス トンH3K9の モ ノ メチル 化 お

よび ジ メ チ ル 化 修 飾 を 特 異 的 に脱 メ チ ル 化 す る 能 力 を有 す る(Metzger et al.

2005;Shi et al.2004)。 この酵 素 の 発 現 や活 性 が休 眠胚 の活 性 化 時 には急 増 してい

るのかもしれない。また一つには、K9が メチル化 された ヒス トンH3.1が 、K9

が メチル化 されていない ヒス トンH3.3と 置換 され ることでその領域の脱 メチル

化が進行 していることも考え られ る。実際、活性化 された胚では組み込まれた

ヒス トンH3.3の 量 が増加 していた。

さ らに、活 性 化 胚 のTEで ヘ テ ロ ク ロマ チ ン で な くユ ー ク ロマ チ ン上 に斑 状 の

ヒス トンH3K9ジ メチ ル化 シ グ ナル が検 出 され た こ とは、 この修 飾 が ユ ー ク ロ

マ チ ン上 で 、 ク ロマ チ ンの凝 集 を伴 わ ない 転 写 の 不活 性 化 に 関 与 して い る可 能

性 を示 す もの で あ る。 ピス トンH3K9ジ メ チル 化 修 飾 と共 に、 そ の メチ ル 化 酵

素 で あ るG9aや ジ メチル 化 修 飾 に結 合 す るHP1γ もユー ク ロマ チ ンに局 在 す る と

い う報 告 は これ を支 持 す る(Arney and Fisher 2004;Jones et al.2000;Ogawa et al.

2002;Tachibana et al.2005)。

す な わ ち 、ピス トンH3K9ジ メチ ル 化 修 飾 はG9aやE2F6.com-1に よっ て付加

され 、HP1γ を リクル ー トす る こ とで 、条 件 的 ヘ テ ロ ク ロマチ ンや ユ ー ク ロマ チ
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ン内に ある特定 の領域 の遺伝 子発 現 を一時的に抑制する機能を果たすもの と考

えられる。休眠胚のようにG0期 にあ る細胞 では、ヒス トンH3K9ジ メチル化修

飾 は一時的 に不要 にな った遺伝子の発現を抑え、G1期 への回復時 に再び抑制 を

解除す る柔軟な発現抑制 メカニズムとして働いていると考えられる。

これ まで の 報 告 で は 、 ヒス トンH3K9やK18の アセ チ ル化 修 飾 は転 写 活性 と

強 い 相 関 が あ り(Kurdistani et al. 2004; Pokholok et al. 2005)、 また ヒス トンH3K9

メチ ル 化 修飾 は転 写活 性 の抑 制 に 関 わ っ てい る こ とが示 され てい る(Kondo et al.

2004; Lachner et al. 2003; van Steensel 2005)。 しか し、本 研 究 の結 果 で は、調 べ た

す べ て の アセ チル 化 修 飾 と ヒス トンH3K9の トリメチル 化 修 飾 につ い て は総 転

写活 性 の 変化 との 明 らか な相 関 が認 め られ な か っ た(表3-1)。 この結 果 よ り、

ヒス トンの アセ チ ル 化 修 飾 や メチ ル 化 修 飾 に よ って 転 写 活 性 が制 御 され る遺 伝

子 の うち で 、 この 時期 に遺 伝 子 領 域 の修 飾 量 が 変 化 して 発 現 量 が変 化 した遺 伝

子 は 、 そ の一 部 だ け だ った と考 え られ る。 実 際 、 休 眠 胚 と活 性 化 胚 を比 較 した

場 合 、発 現 量 が大 幅 に変 化 す る遺伝 子数 は約2万 の 遺伝 子 中 で約200遺 伝 子 と

限 られ てお り(Hamatani et al. 2004b)、 そ れ以 前 の胚 発 生 にお い て 一 回 の卵 割 の

前 後 で変 化 す る遺 伝 子 数 と比 べ る と、それ は顕 著 に少 ない(Hamatani et al. 2004a)。

ヒス トンH4K12の ア セ チ ル化 修 飾 は 、転 写活 性 との相 関 を示 した報 告 も存在

す るが(Durrin et al. 1991; Schubeler et al. 2004)、 本 研 究 で は ヒス トンH4K12の

アセ チ ル化 修 飾 は胚 の 総 転 写活 性 との 相 関 を示 さな か っ た。 この結 果 は 、 ヒス

トンH4K12の ア セ チル 化 修 飾 量 は転 写 活 性 との相 関 が 低 い とい う、酵母 に お け

る広 範 な 遺 伝 子 の 解 析 結 果 と一 致 す る(Kurdistani et al. 2004; Pokholok et al.

2005)。 この結 果 は ピス トンH4の アセ チル 化 修飾 が 、着 床 期 の胚 に於 い て は転

写 を活 性 化 させ る修飾 と して で は な く、 む しろ遺 伝 子 の発 現 パ ター ン を次 世代

に遺 伝 させ る 「メモ リー マ ー ク」 と して働 い て い る可 能性 を示 して い る(Turner

70



Chapter 3

1998; Smith et al. 2002)。

ピス トンH3K9の トリメチル化修飾 は、細胞の分化に関与 している可能性が

あ る。 ピス トンH3K9の トリメチ ル 化修 飾 はHP1α やHP1β 、 そ の他 の複 合 体 構

成因子 とヘテロクロマチンを形成 し、遺伝子発現の抑制制御に関与す るといわ

れ て い る(Lachner et al. 2003; Schotta et al. 2004)。 しか し、 本 結 果 で は 、 総 転 写

活性の低い休眠胚でシグナルが低く、総転写活性の高い活性化胚のTEで 高いシ

グナル が検 出 され た(図3-9、 表3-1)。 これ は 、未 分化 の胚 で シ グナル が低 く、

分化の進行 したTEで トリメチル化修飾 が上昇 した と見ることもできる。また、

同 じTE由 来のTS細 胞で も、採取 した胚 の発生段階に依存 して、TSか ら発現す

る遺 伝 子 の プ ロフ ァイ ル は異 な って お り(Tanaka et al. 2002)、TEは 発 生 の進 行

に伴い徐々に多能性 を失ってゆくことが示唆されている。これ らの報告は、ヒ

ス トンH3K9の トリメチル化修飾が分化に よって不要になった遺伝子を安定的

に、場合によっては半永久的に不活性化する機構 として機能している可能性を

示唆す るものである。

以上のように、着床期胚の休眠化や活性化において、複数のヒス トン修飾 は

それぞれに異なった修飾パターンを示 し、中でもH3K9の ジメチル化修飾 とH3.3

の置換は、胚の休眠化や活性化に伴 う転写活性の変化に関連 して修飾 レベルが

変化することが示 された。休眠胚のICMで 検 出 され たH3K9の ジメチル化修飾

の変化 は、 この修飾が特にICMに おいて、着床期胚 の発生進行に関わる遺伝子

の発 現 を抑 制 して い る こ とを示 唆 して お り、ピス トンH3.3の 核 小 体 へ の局 在 は、

このヒス トンがrRNA合 成を促進す ることで、活性化胚 における翻訳効率を増

加 させていることを示唆す るものである。そ してこれ らの修飾は、着床期胚に

おいて もE2の 刺激 に よってその修飾 レベル を変化 させ、遺伝子発現を制御 して

いるもの と考えられる。
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図3-1 交 配後4.0日 目胚 、休 眠 胚 、活 性 化 胚 にお け るア セ チル 化 ヒス トンH3

Lysine9 (AcH3K9)の 検 出

抗AcH3K9特 異的抗 体を用いて免疫染 色を行い、FITC標 識二次抗体を用いて検

出 した 。DNA染 色 に はpropidium iodidcを 用 い た 。実 験 は 独 立 して3度 行 い 同 様

の 結果 を 得 た。 白棒 線 は20μmを 示 す 。
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図3-2 交 配 後4.0日 目胚 、 休 眠 胚 、 活 性 化胚 に お け るAcH3K9の 検 出

そ れ ぞ れ の胚 のICMま た はTEの 細 胞 を 拡 大 して示 す。 白棒 線 は5μmを 示 す 。
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図3-3 交 配 後4.0日 目胚 、 休 眠 胚 、 活 性 化 胚 に お け る ア セ チ ル 化 ヒ ス トンH3

Lysine18 (AcH3K18)の 検 出

抗AcH3K18特 異的 抗 体 を用 い て 免疫 染 色 を行 い 、FITC標 識 二次 抗 体 を 用 い て

検 出 した。DNA染 色 に はpropidium iodideを 用 い た。実 験 は独 立 して3度 行 い 同

様 の結 果 を 得 た 。 矢 印 は原 始 内胚 葉 の細 胞 、 矢頭 は 胚 盤 葉 上層 に な る細 胞 を 示

す。 白棒線 は20μmを 示 す。
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図3-4交 配 後4.0日 目胚 、 休 眠 胚 、 活 性 化胚 にお け るAcH3K18の 検 出

そ れ ぞ れ の 胚 のICMま たはTEの 細 胞 を拡 大 して示 す。 白棒線 は5μmを 示 す 。
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図3-5交 配 後4.0日 目胚 、休 眠 胚 、活性 化 胚 にお け るア セ チル 化ヒ ス トンH4

Lysine12(AcH4K12)の 検 出

抗AcH4K12特 異的 抗 体 を用 い て免 疫 染 色 を行 い 、FITC標 識 二次 抗 体 を 用い て

検 出 した。DNA染 色 に はpropidium iodideを 用 い た。実験 は独 立 して3度 行 い 同

様 の 結 果 を得 た。 白棒線 は20μmを 示す 。
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図3-6交 配 後4.0日 目胚 、休 眠胚 、活 性 化胚 にお け るAcH4K12の 検 出

それ ぞれ の 胚 のICMま たはTEの 細 胞 を拡 大 して 示 す。 白棒 線 は5μmを 示 す 。
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図3-7交 配 後4.0日 目胚 、休 眠 胚 、活 性 化 胚 にお け る ジメ チル 化 ヒス トンH3

Lysine9(diMeH3K9)の 検 出

抗diMeH3K9特 異 的 抗 体 を用 い て 免疫 染 色 を行 い 、FITC標 識 二次 抗 体 を 用 いて

検 出 した。DNA染 色 に はpropidium iodideを 用 い た 。実験は独立 して3度 行い 同

様 の 結 果 を 得 た 。白棒線は 20μm を示す。
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Chanter 3

図3-8交 配 後4.0日 目胚 、休 眠胚 、 活性 化 胚 にお け るdiMeH3K9の 検 出

それ ぞれ の胚 のICMま たはTEの 細 胞 を拡 大 して示す 。 白棒線 は5μmを 示 す 。
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図3-9交 配 後4.0日 目胚 、休 眠 胚 、 活性 化 胚 に お け る トリメチ ル 化 ヒス トン

H3 Lysine9(triMeH3K9)の 検 出

抗triMeH3K9特 異的抗 体 を用 い て 免疫 染 色 を行 い 、FITC標 識 二 次抗 体 を用 い て

検 出 した。DNA染 色 に はpropidium iodideを 用 い た 。実 験 は 独 立 して3度 行 い 同

様 の 結 果 を得 た。 白棒 線 は20μmを 示す 。
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図3-10交 配 後4.0日 目胚 、休 眠 胚 、活 性 化 胚 に お け るtriMeH3K9の 検 出

それ ぞれ の胚 のICMま た はTEの 細 胞 を拡 大 して 示 す 。 白棒 線 は5μmを 示 す。
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図3-11交 配後4.0日 目胚 、休 眠胚 、活 性 化 胚 にお け る ヒス トンH3.3の 検 出

抗H3.3特 異 的 抗 体 を 用 い ぐ免疫 染 色 を行 い、FITC標 識 二次抗 体 を用 い て検 出 し

た。DNA染 色 に はpropidium iodideを 用 いた。実験 は 独 立 して3度 行 い 同様 の 結

果 を 得 た。 白棒 線 は20μmを 示 す。
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図3-12交 配 後4.0日 目胚 、休 眠 胚 、 活性 化 胚 にお け るH3.3の 検 出

そ れ ぞれ の 胚 のICMま た はTEの 細 胞 を拡 大 して示 す。白棒 線 は5μmを 示 す。
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表3-1 ヒス トン修 飾 の レベ ル

*
,ICMは 内部 細胞 塊 、TEは 栄養 外 胚 葉 を示す 。

**,ヒ ス トン修飾は、転 写活性への関与の種類に基づいて分類 した。

***
,各 々 の ヒス トン修 飾 につ い て検 出 され た シ グナル レベ ル を、 高 い場

合 に は 「高 」 、 低 い場 合 に は 「低 」 で示 した。
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