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胚細胞ヒストンによるリプログラミング機構 

 

 

§１．研究実施の概要  

卵子への体細胞の核移植によって正常な個体が発生することから、卵子の細胞質は特殊なリプ

ログラミング因子を含むことが示唆されているが、その実体は不明である。私達は、卵子に多量に

存在する２種類のヒストンバリアント（胚細胞ヒストンと呼ぶ）について、これまでに以下の結果を得

ている。１）胚細胞ヒストンは、卵子および精巣に多量に存在し、また受精卵から内部細胞塊まで

の初期胚にも存在し、その存在量は分化と共に減少する。２）胚細胞ヒストンは、ES細胞にも低い

ながら有意に発現し、ES細胞の分化と共に、その発現がほとんど無くなる。３）線維芽細胞にこれ

らの胚細胞ヒストンを発現させると、ES細胞特異的遺伝子の発現が誘導される。これらの結果は、

胚細胞ヒストンが体細胞のリプログラミングを誘導することを示唆している。本年度は、胚細胞ヒスト

ンによる体細胞のリプログラミングを、特に山中４因子 (Oct3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc）と組み合わ

せることによって検討した。また、胚細胞ヒストンによるリプログラミングの分子メカニズムを明らかに

するため、胚細胞ヒストンと通常の体細胞ヒストンとに異なるアフィニティで結合する因子を同定し

解析した。さらに、胚細胞ヒストンの生理機能を明らかにするため、変異マウスを作製し、その表現

系について解析した。今後、胚細胞ヒストンによるリプログラミングの分子メカニズムと、その生理機

能を明らかにする予定である。 

 

 

§２．研究実施体制  

（１）「石井」グループ 

① 研究分担グループ長：石井 俊輔（独立行政法人理化学研究所、主任研究員） 

② 研究項目 

・胚細胞ヒストンによるリプログラミング誘導の効率化 

・胚細胞ヒストンによるリプログラミング誘導の分子機構 

・胚細胞ヒストンの生理機能の解析 
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§３．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

１）胚細胞ヒストンによるリプログラミング誘導の効率化 

 私達は、Nanog 遺伝子プロモーター下流に EGFP遺伝子を挿入した PAC クローンのトランス

ジェニックマウス（京大・山中教授より供与）から調製したMEFsに、胚細胞ヒストンとヒストンシャペ

ロンを一過的に発現させると、EGFPを発現し、ES細胞様の形態を示す細胞コロニーが出現する

ことをすでに観察している。そして、種々の発現ベクターを用いた実験から、胚細胞ヒストンによるリ

プログラミングには、発現レベルが高いことと共に、ヒストンがヌクレオソームに導入される効率が重

要であることが示唆された。さらに、変異ヒストンヒストンシャペロンの利用と、発現ベクターの導入

後の細胞培養条件の工夫の２つの条件によって、リプログラミング効率がさらに上昇する事を見出

した。そして、胚細胞ヒストンは山中４因子 (Oct3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc）によるリプログラミング

を顕著に亢進することが示された。 

 

２）胚細胞ヒストンによるリプログラミング誘導の分子機構 

 胚細胞ヒストンが体細胞のリプログラミングを誘導する分子メカニズムを明らかにするため、胚細

胞ヒストンと通常の体細胞ヒストンに異なるアフィニティで結合する因子の同定を試みた。まず、His

タグの付いた胚細胞ヒストン(H2aa, H2ba)と体細胞ヒストン (H2A, H2B)を大腸菌で発現させ、

精製後、ニッケル-Sepharose に結合させ、アフィニティ樹脂を作製した。これに HeLa 細胞の抽

出液を混合し、洗浄後、結合因子を分離し、SDS-PAGE で解析した。そして胚細胞ヒストンと通常

の体細胞ヒストンに異なるアフィニティで結合するタンパク質バンドを同定し、それを質量分析によ

って解析した。また胚細胞ヒストンは、精巣の生殖細胞等で発現が高いことから、マウス精巣抽出

液を調製し、同様の解析を行った。胚細胞ヒストンに、より高いアフィニティで結合する因子、又逆

に弱いアフィニティで結合する因子が複数同定された。これらの因子の機能から、胚細胞ヒストン

は固いクロマチン構造を緩める作用があるのではないかと推定された。 

 

３）胚細胞ヒストンの生理機能の解析 

 胚細胞ヒストンの生理機能を理解することは、胚細胞ヒストンによるリプログラミングを理解するた

めに有用である。そのため２種類の胚細胞ヒストン (H2aa, H2ba) を共に欠損する変異マウスを

作製し、BALB/c マウスに５回バッククロスを行い、遺伝的バックグラウンドを揃えたマウスを得て、

その表現系を解析した。ホモ変異雄マウスでは、ほとんど成熟精子が検出されず、精巣の重量も

顕著に低下していた。精巣の切片を観察した所、多くの変成 pachytene 細胞が観察され、また

spermatid の数はかなり少なく、また観察されたほとんどの spermatid は変成していた。これらの

結果から変異マウスでは多くの pachytene 細胞が分化異常を呈し、spermatid に分化した一部

の細胞も、そこで分化を停止すると考えられた。 

 さらに詳細な分子メカニズムを明らかにするため、SCP1抗体と SCP3抗体を用いた免疫染色実
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験を行った所、多くのクロモソームで両者の共局在が観察されず、synapsis の形成不全が観察さ

れた。さらに spermiogenesisの段階でも、ヒストンのTansition proteins (TNPs) への置換が正

常に行われていないことが示唆された。上記のヒストン結合因子の解析から、胚細胞ヒストンはヘ

テロクロマチンなどの固いクロマチン構造を弛緩させることが示唆されているので、胚細胞ヒストン

はこのクロマチン弛緩作用により、synapsis 形成や TNPs への置換に重要な役割を果たすと推

定された。 
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