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受精卵は、分化全能性を獲得することにより、全ての細胞ヘ分化し、個体を形成する。

分化全お目性の獲得は、有性生殖を行う全ての生物に必須であり、この獲得機構に関する研究は、

生命現象を明らかにするだけでなく、生殖補助医療、家畜動物の繁殖、ipS 細胞等の多能性幹

細胞の作出効率を改善させることによる再生医療ヘの貢献などが期待される。これまでの脛発

生過程の研究では、酸化ストレスによる細胞の損傷を防ぐための抗酸化機構についてよく調ベ

られてきた。また、受精卵が分化全能性を獲得し、正常に個体ヘ発生するためには、受精卵の

ネ剛包内の制御機構が母性から1丕陛ヘと移行する現象(maternal・to・zygotictransition: MZT)が

必要とされ、それに先立って生じるエピジェネティックリプログラミングの研究も進められて

いる。しかしながら、受精直後から MZT までの詳細な分子機構は十分に明らかになっておら

ず、新たな知見を得る必要がある。そこで、まず、受精直後の酸化ストレスの制御機構と、エ

ピジェネティックリプログラミングに着目した。

活性酸素種(reactiveoxy曾enspecies:ROS)は細胞内のシグナル伝達や細胞周期の制御に

関与する(Ray etal.,2012; Reczek etal.,2015; Tiwari etal.,2016)。一方で、過剰な ROS は

タンパク質、脂質、核酸を酸化させ、アポトーシス等を引き起こす物質であり、発生能を獲得

するためには、卵子や脛におけるROSを適切に調整する抗酸化機構が重要である(GU6rinetal.,

2001, Takahashietal.,2012)。卵子では、 ROS のレベルがぢ拶N後から卵管内で一定に保たれ

ているのに対し、受精直後には、 ROS のレベノレが上昇することが明ら力斗こなっている(Nasr・

Esfahanietal.,1996; Lopesetal.,201の。しかしながら、受精直後の MZT の抗酸化機構まで

はよく知られていない。そこで、第2章では、マウス受精卵における抗酸化機構を明らかにす

るために、受精卵で高発現する抗酸化酵素を探索した。20佃年、野老美紀子博士の博士論文に

おける研究では、二次元電気泳動およびMS解析によって、マウスmetaphaseⅡ(Mn)期卵母

細胞及び受精卵から発生過程の時期におけるタンパク質が同定され、それらのタンパク質の発

現動態が網羅的に調ベられている。この中の受精卵におけるタンパク質のりストを用いて、高

発現する抗酸化酵素として、 peroxiredoxinl(PRDXD及びPRDX2 を明らかにした。これらを

含む PRDX のグループ(PRDXI・4)は主に特異的な還元サイクルで機能を維持し、細胞の様々

な場所で、 ROSのひとつである H202を消去する機能を果たしていることがよく知られている

(Neumannetal.,2009)。そこで、 PRDXが機能している場所を明らかにするために、 H202消

去によって生じる、過酸化された PRDX に対する抗体を用い、免疫染色を行った。その結果、

文内 ク、↑ の
ヒニι

- 8 -



過酸化型PRDXは受精直後に形成した雄性前核及び雌性前核に認められ、前核内のH202消去

に関与していることが示唆された。一方、卵丘細胞の核内では、過酸化型PRDXが核内にほと

んど認められず、細胞質で主に検出されたことから、受精卵の核内における H20.消去機構は

特徴的であることが示唆された。次に、 PRDXの前核内でH202を消去する生物学的意義を調

べた。受精卵の前核内で生じる現象として、エピジェネティックリプログラミングのひとっで

ある雄性ゲノムの脱メチル化が挙げられる。そこで、 H202消去と DNA脱メチル化との関係を

明らかにするために、まず、過剰な H202で処理した受精卵の前核において、過酸化型PRDX

レベルが上昇していることを確認した。さらに、 H202処理した受精卵の雄性前核では、エピジ

エネティックリプログラミング時に生じる 5・ヒドロキシメチルシトシン(5hmc)の生成が有意

に抑制されることが明らかになった。以上のことから、受精卵において内在性のPRDXは前核

内の抗酸化機構に関与し、MZTの時期のエピジェネティックリプログラミングの現象にも関与

していることが示唆された。

MZT時には、 DNAのメチル化やヒストンのメチル化及びアセチル化修飾などのエピゲ

ノムがダイナミックに変化し、 1丕性ゲノムの活性化(zy套oticgenomeactivation:ZGA)によって

mRNAの車云写が行われる(schier,2007;okadaandYama牙Uchi,2017)。 ZGA には、 1細胞期後

期の雄性前核で生じる minorzGA と 2細胞期で生じる majorzGAが存在し、 majorzGAに

関してはこれまでによく研究されてきた仏okietal.,1997; okadaandYam鴫Uchi,2017)。近

年、受精後の雄性ゲノムに蓄積される H3K4のメチル化がminorzGAの開始や初期脛発生に

必要であることが示され、ヒストンのメチノレ化修飾と minorzGA の関係性が認められてぃる

(Aoshimaeta/.,2015)。しかしながら、 minorzGA時の詳細な分子機構は不明である。他の知

見では、 B細胞を用いた Chlp・seq による研究で、 H3K4me3 と新規の修飾である H3R2対称

性ジメチル化修飾(H3R2me2S)がゲノム全体の転写開始点付近で共局在することが明らかにさ

れている(Yuan eιal.,2012)。受精卵においても、 minorzGA開力部寺期から H3K4me3 のシグ

ナルが雄性前核で認められることが示されている(Dahletal.,2016)。そこで第3章では、受精

直後のエピジェネティックリプログラミングと minorzGAの詳細な知見を得るために、まず、

H3R2me2Sに着目し、その局在時期と機能を検討した。免疫染色により、 H3R2me2Sのシグナ

ルは受精後3時間の早期から前核期の間、雌雄両ゲノムで認められた。次に、 H3R2me2Sの機

能を調ベるために、受精卵に多く存在しているH33 とその変異体であるH33R2AをmRNA

のインジェクションにより卵子に過剰発現させ、受精卵の雄性前核におけるE3R2me2Sを阻害

した。その結果、 H33R2A を発現させた受精卵の H3R2me2S のシグナノレは minorzGAの時

期である受精後 10時間で、 H3.3発現区と比較して有意に低下し、 2細胞期から4細胞期ヘの

発生も有意に低下した。さらに、 H3.3R2Aを発現させた受精卵では、 mRNA合成期にBruTP
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の取り込みが抑制され、 RNAポリメラーゼΠ(P01Π)による mRNA伸長反応の指標である P01

nser2Pのシグナルも野生型と比較して有意に低下したことから、転写が阻害されていること

が明らかになった。さらに、 H3R2 の対称性ジメチル化に関わる PRMT5及びPRMT7 の阻害

剤(DS・437)を用いた実験でもまた、転写が阻害されていた。一方で、 H3K4me3 のシグナルは

H3.3R2Aの発現やDS・437処理によっても変化が認められなかった。以上のことから、受精卵

における minorzGA の開始には、 H3R2me2S が必要であることが示唆され、 H3K4me3 と

H3R2me2Sが独立した機構でメチル化されている可盲自性が示唆された。

次に、第4章では、 H3R2me2Sが関与する minorzGAの詳細な機能を明ら力斗こするた

めに、卵巣タンパク質抽出液及びH3R2me2S・HAまたはH3R2A・HAペプチドを用いた共免疫

沈降法及びLC瓜IS/MS解析を用いてH3R2me2Sと相互作用するタンパク質を探索した。その

結果、 H3R2me2S・HAペプチドを用いた実験区において 16 種類の特異的なタンパク質が同定

された。また、データベース及び既報のプロテオーム角早析の論文から、これらの 16種類のタン

パク質の内、14種類がタンパク質または転写産物として受精卵に存在していることが明らかに

なった。これら14種類のタンパク質をG0解析に供試し、タンパク質の機能ごとにアノテーシ

ヨンを行った結果、22 %が核内で機能し、転写活性やmRNAのプロセシングに関与するタン

パク質であることが明らかになった。以上の結果をまとめると、 H3R2me2Sは転写活性に関与

するだけでなく、 mRNAのプロセシングに関わるタンパク質を仲介して転写後調節にも関与し

ている可官目性が示唆された。

本研究では、マウス初期脛における内在性の抗酸化酵素PRDXが核のH202消去に関与

し、エピジェネティックリプログラミングのひとつである雄性ゲノムの脱メチル化にも関与し

てぃることを示唆した。また、受精卵のH3R2me2Sがりプログラミング後に生じる minorzGA

の転写機構に関与していることを示唆した。これらの研究成果は、全お断生獲得に必要なMZTの

理解に繋がるととが期待される。
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噛乳動物において、受精卵が分化全6目性を獲得する現象は、その発生にとって必須の

事象である。特に、受精直後に起こる母性から1石性ヘ移行時期(maternal・to・zygotic

transition:MZT)には、生殖細胞として終末分化した細胞である卵と精子が分化全能性を持

つ細胞である受精卵に変換されるエピジェネティックリプログラミング(エピジェネティッ

ク情報〔遺伝子の発現を言己億するための情幸&〕のりプログラミング〔書き換え〕)の分子機

構が正確に機能する必要がある。これまで、 MZT におけるエピジェネティックリプログラ

ミングの分子機構にっいて、多くの研究報告がされているものの、完全な理解までには至っ

ていない。そこで、本研究では、以下に示す3つの観点から、詳細な分子機構の解明を図っ

た。

第2章では、受精卵で高発現する抗酸化酵素を探索し、抗酸化酵素のエピジェネティックリ

プログラミンへの関与にっいて検言寸した。過剰な活性酸素種(reactiveoxy牙enspecies:ROS)

は酸化ストレスとなり、タンパク質、脂質、核酸を酸化させ、アポトーシス等を引き起こす

ため、発生能を獲得するためには、卵子や脛におけるROSを適切に調整する抗酸化機構が

重要と考えられている(GU6r血etal.,2001,Takahashietal.,2012)。受精直後には、 ROS の

レベノレが卵子と比較して上昇することが明らかになっているが(Nasr・Esfahanietal.,1996;

Lopesetal.,2010)、受精直後のMZTの抗酸化機構までは明らかになってぃない。そこで、

マウス受精卵における抗酸化機構を明らかにするために、受精卵で高発現する抗酸化酵素を

探索した。著者らの研究室では、二次元電気泳動およびプロテオミック解析で、マウス

metaphase n (Mn)期卵母細胞及び受精卵から発生過程の時期におけるタンパク質を同定

し、それらのタンパク質の発現動態を網羅的に調ベている但チ老、博士論文、2009年)。著者

は、その中から、 peroxiredoxinl(PRDXD及び PRDX2 を高発現する抗酸化酵素として発

見した。これらを含むPRDXのグループ(PRDXI-4)は主に特異的な還元サイクルで機能を

維持し、細胞の様々な場所で、 H20.を消去する機能を持っことが知られてぃる(Neumann

etal.,2009)。そこで、 PRDXが抗酸化に関わっている場所を明らかにするために、免疫染

色を行った。その結果、過酸化型PRDXは受精卵の前核に局在し、 H202消去に関与してぃ

ることを示唆した。一方、卵丘ネ剛包の核内では過酸化型PRDXはほとんど認められず、受

精卵の核内のH202消去機構は特徴的であることを示唆した。受精卵の前核内で生じる特徴

的な現象として、 DNA脱メチル化が知られている。そこで、 H202消去と DNA脱メチル化

との関係を明らかにするために、まず、 H202で処理した受精卵の前核で、過酸化型PRDX

文
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レベルが上昇していることを確認した。さらに、 H202処理した受精卵の雄性前核では、 5・

メチルシトシン(5mc)が減少した後の、 5・ヒドロキシメチルシトシン(5hmc)が生成される

過程が抑制されることを明らかにした。以上のことから、受精卵における内在性の PRDX

が前核内の抗酸化機構に関与し、 MZT の時期のエピジェネティックリプログラミングの現

象にも関与していることを示唆した。

第 3 章では、 H3R2me2S の minor1丕性ゲノムの活性化(zygotiC 套enome activation:

ZGA)への関与について検言寸した。 MZTの時期では、 DNA及びヒストン修飾などがダイナ

ミックに変化し、 ZGA によって mRNA の車云写が行われる(schier,2007; okada and

Yama曾Uchi,2017)。マウスのZGAには、 1細胞期後期で生じる minorzGA と 2ホ醐包期で

生じる major zGA が存在している(Aokietal.,1997; okadaandYama今Uchi,2017)。さら

に近年では、 minorzGA と雄性ゲノムに蓄積されるΠ3K4のメチル化の関係性が報告され

ている(Aoshima etal.,2015; Dahlet紅.,2016)。 B ネ醐包では、 H3K4me3 と H3R2me2S が

ゲノム全体の転写開始点付近に存在することが示されている(Yuanetal.,2012)。しかしな

がら、 minorzGA時の詳細な分子機構は未だ不明である。そこで、受精直後のminorzGA

の詳細な知見を得るために、 H3R2me2S に着目し、その局在時期と機能を検討した。免疫

染色により、 H3R2me2S のシグナルは受精直後から雌雄両前核に存在していることを明ら

かにした。雄性の H3K4me3 は minorzGA の時期に認められるため、今回の結果は、

亘3R2me2S が比較的早しⅧ寺期からゲノムに存在しているととを示唆している。次に、

H3R2me2S の機能を調ベるために、受精卵に H33 (野生型)と H33R2A(変異体)を発現さ

せ、受精卵の玄佑性前核における H3R2me2Sを阻害した。その結果、変異体を発現させた受

精卵のH3R2me2SのシグナルはminorzGAの時期である受精後 10時間の脛で、野生型と

比較して有意に低下し、2細胞期から4細胞期ヘの発生も阻害されることを明らかにした。

また、変異体を発現させた受精卵の雄性前核では、 mRNA合成期にBruTP の取り込みや

転写伸長反応の指標である P01Π Ser2P のシグナルも野生型と比較して有意に低下し、転

写力那且害されていることを認めた。さらに、 H3R2me2S の阻害剤(DS・437)を用いた実験で

もまた、転写が阻害されることを明らかにした。一方で、雄性前核のH3K4me3のシグナル

は変異体の発現やDS・437処理によっても減少しなかった。以上のことから、H3R2me2Sは

H3K4me3 と独立した機構でメチル化され、 minorzGA に関与する新規のヒストン修飾で

あることを初めて明らかにした。

12 -



次に、第4章では、 H3R2me2Sが関与する minorzGAの詳細な機能を明らかにする

ために、卵巣タンパク質抽出液及びH3R2me2S・HA または H3R2A・HAペプチドを用いた

共免疫沈降法及びLC爪ISNS 解析で H3R2me2Sと相互作用するタンパク質を探索した。

その結果、16種類のタンパク質を同定し、14種類が受精卵でタンパク質はまたは転写産物

として存在していることをデータベースや論文等で確認した。これらのタンパク質を機能ご

とに分類すると、核内においては、転写やmRNAプロセシングに関与するタンパク質が最

も多いことから、受精卵でもH3R2me2Sが転写活性だけでなく、転写後調節にも関与して

いる可育目性を示唆した。

以上のように、本論文では、まずマウス初期脛における内在性の抗酸化酵素PRDXが

核の H202消去に関与し、 DNA脱メチル化過程にも関与していることを示唆した。次に、

受精卵の H3R2me2S が minorzGA の車云写機構に関与していることを明らかにした。これ

らの研究成果は、受精卵の全能性獲得に必要なエピジェネティックリプログラミングの分子

機構の深い理解に繋がる重要かっ新しい知見であることから、博士(工学)論文として価値

あるものと認める。
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