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a甫乳類における体*朋包核移植(somaticceH nucleartransfer: SCNT)技術が確立されてから.20

年が経過した。しかしながら、SCNT脛の発生率は依然として低く、またクローン産子にみられる様々

な異常も改善されていない。細胞核内構造は、ゲノム機能発現の制御基盤となっていることが明らか

となってきたが、噛乳動物の初期発生過程では体細胞核とは大きく異なり、ゲノム全体のエピジェネ

ティックな修飾に大きく影響していると考えられる。したがって、SCNTでは分化状態下の遺伝子発

現情報をりプログラムさせる過程で、遺伝子情報の収納や発現を司るクロマチンレベルの制御機構が

大きく関与してぃると考えた。そこで本研究は、生存に必須だが初期脛で発現がみられず、 SCNTで

ドナー細胞から持ち込まれることが予想されるヒストン H2A.Z に着目し、 SCNT1丕の発生段階にお

ける局在と動態について解析した。また、SCNT脛の発生能力を改善するヒストン脱アセチル化酵素

阻害剤(HDACD の作用に着目し、主なHDAciがSCNT矮でのヒストンH2A.Zの動態と発生に及

ぼす影響にっいて検言寸した。さらに、 HDAciによるヒストン H2A.Z の除去機構について解析した。

そして、ヒストン H2A.Z が主要な構成要素となっているぺりセントロメア領域は体糸醐包と初期脛で

構造が大きく異なり、ぺりセントロメア近傍には母性因子やZGA 関連遺伝子が数多くコードされて

いることに着目し、受精卵とSCNT歴について3D・FISH法による染色体構造の解析を行なった。

第2章では、 SCNT卵子に持ち込まれるヒストンH2A.Z に着目し、1VF脛とSCNT脛におけるヒ

ストン H2Aバリアントの局在について解析した。さらに、 TSA 処理が SCNT脛におけるヒストン

H2Aバリアントの動態に及ぼす影響と TSA によるヒストン H2AZ のクロマチンからの除去機構に

ついて検討した。ヒストンH2AZは、1VF脛では前核期から4細胞期において局在はみられなかっ

た。一方、ドナー体細胞となる卵丘細胞にはヒストンH2A.Zが存在し、核移植後SCN'1'脛ではヒス

トン夏2A.Z が局在してぃることが明らかとなった。このことから、ドナー細胞から持ち込まれるヒ

ストンH2A.ZがSCNT脛に残存し、核移植後のクロマチンリモデリングに影響を及ぽしている可能

性が示された。そこで、SCNT卵子にTSA処理を施したところ、SCNT脛でみられたヒストンH2AZ

はSCNT後 1細胞期から4細胞期において選択的に除去されることが初めて明らかとなった。他の

ヒストン H2A バリアントについて検証した結果、ヒストン H2A については、 1VF 1丕、 SCNT j丕、

TSA添加の有無に関わらず、細胞核内に局在し、顕著な差は認められなかった。ヒストンH2A.Xに

ついては、1VF脛、 SCNI'脛ともに細胞核内に局在したが、 TSA処理により SCHT1丕の 2細胞期で

のシグナルが強くなる傾向がみられた。次に、 TSA 以外の HDAci である Oxam且a峨n、

Suberoylanilide bydroxamic acid (SAIW、バルプロ酸(VPA)を用いて同様の解析をした結果、

OxamaatinはTSA と同様のパターンを示し、SA11Aでは 1~2細胞期でヒストンH2A.Z の消失がみ

られたが、 4%朋包期からヒストンH2A.Zが出現した。一方、 VPAでは 1細胞期でのヒストンH2A.Z
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の局在がみられ、 2~4細胞期で消失したが、桑実期に達しても内在性ヒストンH2A.Zの発現誘導が

遅延してぃる可能性があり、 HDAciに対するヒストン亘2A.Z の応答の違いが示唆された。そこで、

異なる HDAciによるSCNT肱の発生能の改善効果について検討した。 HDAci未処理区では、 2細

胞期で発生を停止する脛が多かった。 TSA、 oxamaatin、 SA11A処理区では、 4細胞期ヘ発生する1丕

が多くみられたが、 VPA処理区では、2細胞期と桑実期で発生を停止する脛が他のHDAci処理区と

比較してやや多かった。これらの結果より、マウス SCNTにおける TSA処理の効果として、ヒスト

ン H2A.Z をクロマチンから選択的に除去する作用があることが初めて明らかにされた。さらに、ヒ

ストン H2A.Z の局在と発生能にはクロマチンリモデリングと遺伝子発現制御を介した因果関係があ

リ、受精卵と同様の発現動態を取ることがSCNT脛の発生能の改善につながる可能性が示唆された。

第3章では、 HDAciによる SCN'1'後のヒストンH2A.Z の除去機構を明らかにすることを目的と

して、ヒストンH2A.Z のりモデリングに関わる TiP60 ならびにANP32E の局在と、ヒストンH3K56

のアセチル化ならびにヒストンH2A.Zのアセチル化の動態について解析した。その結果、ヒストン

H2A.Z のりモデリングを担う主要因子である TiP60 と ANP32E は、 1VF脛、 SCNT脛、 TSA処理

SCNT脛いずれにおいても初期卵割の間、細胞核に局在し、顕著な差は認められなかった。また、ヒ

ストンH2AZが残留してぃるTSA未処理SCNT脛では、ヒストンH2A.Zのアセチル化がみられな

いことが示された。さらに、アセチル化ヒストン亘3K56 は、 1VF脛、 SCNT脛ともに 1~4細胞期

で細胞核内に局在してぃたものの、 TSA未処理SCNT脛では1細胞期核においてシグナルが弱い傾

向がみられた。これらの結果より、 TSAはヒストンH3K56 のアセチル化を介してH2A.Zのアセチ

ル化とクロマチンからの除去に関わっている可能性が示された。

第4章では、細胞核内高次構造がゲノム機能発現の制御基盤となっており、体細胞と初期脛では大

きく異なることに着目した。特に、ぺりセントロメア領域は体細胞ではヒストン H2A.Z が主要なヒ

ストン H2Aバリアントであり、凝集してクロモセンターを形成することにより発現抑制されている

が、受精後はヒストンΠ2A.Z を含まずクロマチン構造が緩んで発現を示すこと、ぺりセントロメア

近傍に発生関連遺伝子が数多くコードされていることから、細胞核内の空間配置を可視化する

3D・F鵄H 法を用いて、初期脛および SCNT 脛におけるぺりセントロメア領域、 ZGA 関連遺伝子座

(zsca刀4)、 7 番染色体テリトリー(CT7)の時空間情報に関する解析を行った。本研究では、初期

脛の3D・FISHに適した簡便なチャンバー装置(EASI・F玲Hchamber)を考案し、標的遺伝子座、ペ

リセントロメア領域、染色体テリトリー(CT)の同時視覚化に初めて成功した。ぺりセントロメア

領域の細胞核内配置については、線維芽細胞ではクロモセンターを形成し細胞核内で斑状に散在して

いた。それに対し、受精後1細胞期および2細胞期では、ぺりセントロメア領域は核小体様構造(NLB)

を取り囲むように分布していたが、4細胞期になるとクロモセンター様の構造に再編成された。一方、

TSA未処理SCNT脛では、ぺりセントロメア領域は凝集したまま NLB を取り囲むように分布してい
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るものや細胞核内に斑状に散在しているものがあり、1VF脛とは大きく異なっていた。 CT7にっいて

は、初期脛のCT7はES細胞や線維芽細胞に比して大きく、膨化して不定形を示し、 NLB を取り囲

んでいた。それに対して、 TSA未処理SCNT脛では、膨化したCT7が核膜直下で肩平に伸展するよ

うな形状を示しIVF脛とは大きく異なっていた。さらに、 TSA処理により CT7 は核膜寄りに伸展す

るものの、やや膨化し厚みのある形状を示した。 ZS微n4遺伝子座の配置については、線維芽細胞で

はZsca刀4はCT7内部に位置していたが、1~4細胞期1丕ではZsca刀4はCT7表面にみられた。また、

ES細胞でも Zscaむ4はCT7表面に位置していた。一方、初期脛で転写活性のないRP23・240D19領

域はZscaむ4とは逆の配置を示した。それに対して、 TSA未処理SCN↑屡では、 zscaむ4はCT7表面

で核膜寄りに位置し、 RP23・240D19 は CT7 から細胞核内部に向かって抜け出ていたが、 TSA 処理

により Zsca刀4の配置は変わらないもののRP23・240D19が核膜近傍ヘ配置がシフトした。1~4細胞

期脛とES細胞、線維芽細胞を用いてCT7の容積を計測した結果、初期脛のCT7はES細胞や線維

芽細胞と比して著しく膨大していることが示された。また、 TSA 処理の有無にかかわらず、 SCNT

脛では IVF 脛と比ベ、 CT7 の容積が小さいことが明らかとなった。これらの結果より、受精後、ペ

リセントロメア近傍領域やCT の形態的・構造的変化、 ZSC即4遺伝子座の CT7 内での移動が 1~4

細胞期で起きており、体細胞とは大きく異なっていることが明らかとなった。また、 SCNT 脛では

CT7 の細胞核内での配置、形状、容積が IVF脛とは大きく異なることから、ゲノム機能発現に影響

している可能性が示された。さらに、 TSA処理はSCN'T脛の細胞核高炊構造について著しい影響は

認めないものの、 CTの構造の修正に働く可能性が示された。

以上、本研究結果から、受精直後の初期卵割期では存在しないヒストンH2A.ZがSCNT脛ではド

ナー体細胞核から持ち込まれること、 nDAci(TSA)は選択的にヒストンH2A.Z を除去することが初

めて明らかにされた。さらに、ヒストン H2A.Z 除去の応答性は HDAciにより異なっており、ヒス

トンH2AZの局在パターンが SCNT脛の発生と相関を示すことから、ヒストンH2A.ZがSCN'1'脛

の発生に障害をもたらす一因となっている可能性が示された。したがって、ヒストン日2A.ZはSCNT

脛の発生能力の評価指標として利用できることが考えられる。 HDAci処理によるヒストンH2A.Zの

除去については、ヒストンアセチル化を介したクロマチンリモデリングが働いていると考えられる。

また、本研究では、 3D・FISH解析により、体細胞と初期脛、初期杯とSCNT脛で、染色体構造や遺

伝子座の空間配置が著しく異なることを初めて明らかにした。 Maternaltozygotictransition(MZT)

における細胞核ダイナミクスの解析は、発生プログラムにおけるゲノム機能発現のしくみや SCNT

におけるりプログラミングの構造基盤を解き明かす有用な情報をもたらすことが期待される。受精に

おけるヒストンH2A.Zの除去は、 ZGAに必要なクロマチンドメイン構造や染色体高次構造ヘの変換

の鍵を握ると考えられ、その分子機序の解明は、受精・発生のみならず、体細胞核移植やipS細胞研

究における人為的りプログラミング技術の開発にも繋がるものである。
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クローンヒツジつ011y"(wilmut et al.,1997)による噛乳動物の体細胞核移植(somatic
CeⅡnucleartransfer: SCNT)技術が確立されて20年が経過した今なお、SCNT脛の発生
率は依然として低く、またクローン産子にみられる様々な異常も改善されていない。分化した体
細胞核が可逆的に全能性を再獲得するりプログラミング機構は、クローン技術や生殖生物学や
発生生物学など基礎生物学のみならず、人工多能性幹細胞(ipS 細胞)(Takahashiand
Yam印aka,2006)を利用した再生医療分野や生殖補助医療分野にも大きく寄与するものであ
リ、そのメカニズムの解明が期待される。りプログラミングを司るエピジェネティック制御の分子機
構については、DNAメチノレ化修飾やヒストン修飾、ヒストン置換、non・codingRNAなど階層的
な知見による統合的理解が進んでいる。そして近年、ゲノム機能発現の制御基盤として重要な
役割を果たす細胞核内構造は、噛乳動物の初期発生過程では体細胞核とは大きく異なり
(Aguirre・Lavin etal.,2012)、ゲノム全体のエピジェネティック制御に大きく影響していること
が明らかとなりつつある。本論文では、SCNTのりプログラム過程で、細胞核内構造の制御機構
が大きく関与しているとの着想に基づき、生存に必須だが初期脛で発現がみられず、SCNT で
ドナー細胞から持ち込まれるヒストン H2A.Z に着目し、その動態と発生初期のゲノム機能発現
に関わる構造基盤に及ぽす影響について、従前にはない切り口による解析を試みている。

第2章では、1VF脛とSCNT脛におけるヒストンH2Aバリアントの局在について蛍光免疫細
胞化学的に解析している。さらに、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤(nDACD処理が SCNT

脛の発生能を改善する(磁Sh喰amietal.,2006)ことに着目し、ヒストンアセチル化を介したヒ
ストン置換の観点から、ヒストン H2A バリアントの動態に及ぼす影響について検討している。そ
の結果、ヒストンH2A.Zは、既報(Nashuneιal.,2010)通りIVF脛では前核期から4細胞期
において局在はみられない一方で、ドナー体ネ醐包にはヒストン H2A.Z が存在し、核移植後も
SCNT脛ではヒストンH2A.Zが細胞核内に局在していることを認めている。そして、SCNT卵子
にHDAciであるTSA処理を施したところ、ヒストンH2A.ZはSCNT後1~4細胞期において
選択的に除去されることを明らかにしている。さらに、標的とする亘DAC サブクラスの異なる
HDAciを用いて同様の解析を行った結果、HDAciによってSCNT後のヒストンH2AZの除
去パターンが異なること、また、1細胞期ではヒストンH2A.Zが残留し2細胞期以降消失するが、
桑実期に達しても内在性ヒストンH2A.Zの発現遅延を示したバルプロ酸(VPA)処理区では、2
細胞期と桑実期で発生を停止する脛の割合が他のHDAci処理区と比較して高い傾向を認め
ている。on0ら(2010)はWA処理SCNT脛では着床後の発生が著しく低下することを報告し

ており、本結果はヒストン H2A.Z の局在が脛性ゲノムの活性化(ZGA)や morula・blastocyst
transition に影響を与えている可能性を提示するものである。本章では、ヒストン H2A.Z が
SCNT脛のクロマチン構造に影響を及ぽし、りプログラミングに干渉している可能性を示すととも
に、TSA 処理にはヒストン H2A.Z をクロマチンから選択的に除去する作用があることを初めて
明らかにしており、従前にはないきわめて興味深い知見を提示している。さらに、ヒストンH2A.Z
の局在を指標に、受精卵と同様の発現動態を取ることが SCNT歴の発生能の改善につながる
可育断生についても提示するなど、クローン研究に新たな評価軸を提供する成果といえる。

第3章では、HDAciによるSCNT後のヒストンH2A.Zの除去機構を探ることを目的として、
ヒストンH2A.Zのりモデリングに関わる分子ならびにヒストン修飾について蛍光免疫細胞化学的

に解析している。その結果、ヒストンH2A.Zのりモデリングを担う主要因子であるTiP60と
ANP32Eは、1VF脛、SCNT脛、TSA処理SCNT脛いずれにおいても初期卵割の間、細胞

核に局在していること、ただしANP32Eについては、MΠ期卵子のSpindleに集積しているこ
とから、除核操作により大幅に減少している可能性を認めている。そして、アセチル化ヒストン
H3K56は、1VF脛、SCNT脛ともに1~4細胞期で細胞核内に局在していたものの、TSA未

言△ 文 査 の
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処理SCNT脛では1細胞期核においてシグナルが弱い傾向がみられ、さらにTSA未処理
SCNT脛では、ヒストンH2A.Zのアセチル化もみられないことを認めている。これらの結果は、
排卵卵子にはヒストンH2A.Zのりモデリングを担う分子が蓄積されているが、SCNT脛ではヒス
トンリモデリング分子の減少やヒストンH3K56のアセチル化の低下、ヒストンH2A.Zの非アセチ
ル化などの要因によりヒストンH2A.Zの除去機構が働かず、HDAciはヒストンH2AZの除去
機構の活性化をもたらしている可能性を示しており、りプログラミングをもたらすクロマチンリモデ
リングの分子機構について興味深い知見を提示している。

第4章では、ヒストンH2A.Zが体ネ剛包ではぺりセントロメア領域の主要なヒストンH2Aバリア
ントである(probstand Nmouzni,2011)ことに着目している。ぺりセントロメア領域は、体細胞
では凝集してクロモセンターを形成し発現抑制されているが、受精後はヒストン亘2A.Zを持たず
クロマチン構造力誹爰んで発現を示し(probst eι al.,2010)、また、ぺりセントロメア近傍には発
生関連遺伝子が数多くコードされている。そこで、細胞核内の空間配置を可視化する
3D'FISH 法を駆使して、初期脛と培養体細胞でぺりセントロメア領域、ZGA 関連遺伝子座
(zscaむ4)(Falco eta/',2007)、 zscaむ4をコードする 7 番染色体の染色体テリトリー(CT7)の
時空間情報に関する解析を行っている。その結果、ぺりセントロメア領域の細胞核内配置にっ
いては、線維芽細胞ではクロモセンターを形成し細胞核内で斑状に散在するのに対し、受精後
1~2 細胞期では核小体様構造(NLB)を取り囲むように分布し、4 細胞期になるとクロモセンタ
一様の構造に再編成されること、そしてTSA未処理SCNT脛1細胞期では、ぺりセントロメア
領域は体細胞に類似した配置パターンを示すことを明らかにしている。CT7 については、初期
脛ではES細胞や線維芽細胞に比して大きく、膨化して不定形を示し、NLBを取り囲んでいる
が、SCNT 脛では核膜直下で肩平に伸展するような形状を示し、著しく異なることを明らかにし
ている。また、TSA処理によるCT7の形状の著しい変化は認められなかった。zscan4遺伝子
座については、線維芽細胞ではZscan4はCT7内部に位置していたが、1~4細胞期脛やES
細胞ではCT7表面に配置していること、一方、初期脛で転写活性のないRP23・240D19領域
はZscan4とは逆の配置を示すことを明らかにしている。さらに、SCNT脛では、zscan4はCT7
表面にあり核膜寄りに位置し、TSA処理を施しても配置は変わらないことを認めている。最後に、
CT7の容積の計測を行い、初期脛のCT7はES細胞や線維芽細胞と比して著しく膨大してぃ
ること、また、TSA処理の有無にかかわらず、SCNT脛ではIVF脛と比ベ、CT7の容積が小さ
いことを明らかにしている。これらの結果は、受精後、ぺりセントロメア近傍領域やCTの形態的・
構造的変化、zsmn4遺伝子座のCT7内での移動が1~4細胞期で起きており、体細胞とは大
きく異なっていることを初めて見出したものであり、生殖生物学、発生生物学の新たな知見とな
るものである。さらに、SCNr 脛において、ぺりセントロメア領域のクロモセンター化、CT7 の細
胞核内での配置、形状、容積の IVF明丕との大きな相違、zscan4遺伝子座の核膜近傍ヘの配
置など、総じて細胞核内構造が受精卵とは著しく異なっており、ゲノム機能発現に大きく影響し
うることを明確に示唆する重要な知見を提示している。また、本研究において考案したチャンバ

一装置(EASI'FIS夏 Chamber;旦mbry0 △nchoring for 旦Patia11nformation)は、簡便で
再現性の高い初期脛3D・F玲H解析を可能とし、当該研究領域ヘ大きく貢献tる成果である。

以上のように、本論文は、SCNTにおいて体細胞より持ち込まれるヒストンH2A.Zが、HDAC
阻害剤により選択的に除去されることを初めて明らかにするとともに、HDAci に応答したヒスト
ンH2A.Zの局在パターンとSCNT脛の発生能との相関など、ゲノム機能発現の構造的基盤を
成すクロマチンの動態がSCNT脛の発生に及ぽす影響について重要な知見を提示している。
さらに、初期脛3D・F鵄H解析用チャンバーを考案し、体細胞と初期屡、初期脛とSCNT矮で、
染色体構造や ZGA 関連遺伝子座の空間配置が著しく異なることを初めて明らかにするなど、
受精・発生における細胞核ダイナミクス研究に大きく貢献する論文ともなっている。このように、
本論文は、発生プログラムにおけるゲノム機能発現のしくみや SCNT におけるりプログラミング
の構造基盤の解明に寄与する内容であり、博士(工学)論文として価値のあるものと認める。
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