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Ahもtonc hctcrOdimcr dcJgnatcd cmbり onic histonc d(112B― H4),whiCh COntains an 8‐ (Tglutamyl)lysinc cross― link bc●vccn

thc 9th glutarninc rcsiduc of histonc H2B and thc 5th lysinc rcsiduc of histonc H4 is fomcd during starflsh(И sた″777α ′ι
`rlJ7プ

レ″α)

cmb,ogcncsis  I:llmunoblot analysis of nuclcar prcparations using a monoclonal antibOdy against cmbwonic histonc d(H2B― H4)ぉ a

probc showcd that cmb,onic histonc d(H2B‐ H4)bcginS tO appcar in thc midblastula stagc whcn thc ratc of ccll prolifcration dccrcascs,and

its arnount  gradually incrcascs up to thc mid‐ gastrula stagc   Thc activity of nuclcar transglutaminasc bcgins to bc cxprcsscd at thc

midblastula stagc and incrcぉ cs thercattet which parallcls thc incrcttc in histonc cmbyonic d(H2B‐ H4)Thc sequcncc of thc

transglutaminasc has bccn dctcrmincd and contains nuclcar localization signals 、vhich arc not found in arninO acid scqucnccs of thc othcr

kno、vn trnaslutarninascs   Thc mcthyl cstcr of altaccnoic acid, an anti‐transglutaminasc substancc fl・ om thc bactcrium EIIP′ ″′ι′〃J″″2

αノ″rα

``“
″7 inhibitcd not only thc cnzymatic activity of nuclcar transglutaminasc but also progrcssion of cmbryoniC dCvclopmcnt to arrcst at

thc carly gastrula stagc    Thcsc rcsults implicatc that thc transglutaminasc prcscnt spcciflcaHy in thc nuclcus catalyzcs histonc dirncrization

which is csscntial for pЮ grcssion ofstarflsh cmbyonic dcvclopmcnt

研究 目的

真核生物の細胞内では DNAは タンパク質 と結合 し、クロマチンを形成する。 クロマチン構成 タンパク質の化学変化によつて

クロマチンの高次構造が変化する。 クロマチンの高次構造変化が クロマチンの機能に変化をもた らし、細胞増殖、細胞分化を

制御すると考えられる。

後生動物 (多細胞動物)では どの動物種で も成体のかたちは多彩だが、初期胚の時期には種に固有の形態の特徴が見られ

ない。胚発生の後期になると胚のかたちはめざましく変化 し、種に特有の体のパ ターンが現れ、次第にそれを展開させてゆ

く。成体のなかで無限増殖できる細胞は生殖細胞の他にはない。卵 と精子が受精 し、細胞数を増や してゆく初期発生の間に、

胚のどこか定め られた場所で細胞の分化の方向が決定 され、無限増殖型か ら有限増殖型へ と変化する。個体のなかで卵 と精

子だけが 40億年近い生命の歴史を宿す超時空的存在であ り続けることができる。受精卵が卵害1を繰 り返 し、分化 した形質

を賦与 された体細胞になるまでは未分化である。生物種の特徴が希薄で始原生命の色濃い未分化な胚細胞が種に特有の分子

を含有する分化 した体細胞へ と変換する過程において、棘皮動物イ トマキヒ トデ (4sterina pecti121fera)で はこの種属特

有のクロマチン修飾、すなわちヒス トンニ量化が生ずる。 ヒス トンニ量化は トランスグル タミナーゼによる架橋反応が生細

胞内で生 じ得ることを示 した初めての事例であ り、これまで他の生物種属で ヒス トンニ量化反応を実証 した例はない。 ヒス

トンニ量体は、その構造か ら推測すると、染色体複製を妨げ、細胞分裂の停止 をもた らす、畢党、個体の死を具現する分子

であると考えられる。

本研究は,中期胞胚期におけるヒス トン架橋二量化が中期原腸胚期における発生停止の原因 となるかどうかを実証するこ

とを主な目的 として研究を進めた。

研究経過

1.精子クロマチンにおけるヒス トンニ量化

多細胞動物の精子は卵に進入するために染色体はコンパク トに凝縮 している。精子が染色体を高度に凝縮するしくみはさま

ざまであるが、イ トマキヒトデ精子の染色体では、102か ら 135ア ミノ酸残基から成る小さなタンパク質であるヒス トン H2A、



H2B、 H3、 H4が 2分子ずつ、合計 8分子会合して生じたヒス トン8量体コアに 145塩基対の DNAが 2回巻き付いてヌクレオソ

ームを形成する。ヒス トン Hlはコアヒス トンより大きく、約 220ア ミノ酸残基から成る。ヒス トン Hl分子中央の球状部がヌ

クレオソームの特定の部位に結合すると、伸びた腕が隣のヌクレオソームのコアヒス トンの別の部位と接触 して、ヌクレオソ

ーム同士をつなぎ合わせ、規則的な繰 り返 し構造を形成する。その結果、ヌクレオソームを密に並べ、クロマチン繊維が生じ

る。

われわれはコアヒス トン画分に通常のコアヒス トンの 2倍程度の大きさの分子量をもつタンパク質群を見いだした。その一

つ、p28の構造解析を行ったところ、ヒス トン H2Bの 9番 目の Gln残 基とヒス トン H4の 5番 目、あるいは 12番 目の Lys残基

がε―(Y Glu)Lys架橋を形成 し、二量体化していることが明らかになった。そこで、この分子をヒス トン d(H2B H4)と 再命名 し

た。このようなヒス トンニ量体分子は他の生物では報告されておらず、この架橋はヒス トン分子における新 しい修飾様式であ

ると言える。

精子が卵と融合する前に先体反応が行われる必要がある。精子先体反応は,先体反応誘起物質を含む卵のジェリー層に精子

が接触することにより精子原形質1莫のイオン透過性が変化し、細胞内のpHと Ca2+濃度が上昇することによつて誘導される。

天野ら(1992)は イ トマキヒトデの成熟卵で精子を処理 し、SDSポ リアクリルアミドゲル電気泳動を行つたところ、先体反応

を起こした精子のヒス トン Hlと H2Bが減少し、見かけの分子量 28キ ロダル トン付近のバン ドが増加することを報告した。ま

たカルシウムイオノホア A23187で処理 し、細胞内への Ca2・ の流入を促した場合も同様の結果が得られた。

先体反応に随伴 してヒス トンニ量化反応が充進する可能性を検討するために、天野ら(1992)の 方法に従つて精子懸濁液に卵

ジェリーを加え、20℃ で 60分間反応させた。精子を集め、SDSポ リアクリルアミドグル電気泳動を行つた。CBB染 色では、

ヒス トン Hlと コアヒス トンの減少が見られ、見かけの分子量 28キ ロダル トン付近のバン ドが増加 した。一次抗体に抗ヒス ト

ン d(H2B H4)モ ノクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解析では、見かけの分子量 28キ ロダル トン付近のバン ドが反応

し、ヒス トン d(H2B H4)の 増加が認められた。また、精子懸濁ffrに Ca2+が 最終濃度 50 mMに なるように加え、さらに、A23187

を最終濃度が 1.25 μMになるように加え、20℃ で 60分間反応させた後、精子を集めた。これを SDS―ポリアクリルアミドゲル

電気泳動を行い、CBB染色と一次抗体に抗ヒス トン d(H2B H4)モ ノクローナル抗体を用いたウエスタンブロット解析を行つた。

その結果、卵ジェリー画分を用いた場合と同様にヒス トン d← 12B H4)の 増加が確認された。このように、精子核内の Ca2+濃 度

を上昇させることでヒス トン d(H2B― H4)が 増加 したことから、ヒス トン d(H2B― H4)は Ca2+依存的に増加 したことが示唆された。

2.ト ランスグルタミナーゼ活性阻害剤によるヒス トンニ量化阻害を介 した発生停止

ヒス トン d(H2B H4)は 卵、受精卵、桑実胚、初期胞胚には存在せず、中期胞胚期から出現 し、その後、含有量が増加する。

成体では卵巣を除くすべての組織に存在するが、精巣ならびに精子に最も存在量が多いことが認められた。

われわれはヒス トン脱アセチル化酵素阻害剤 トリコスタチン Aの存在下でイ トマキヒトデ受精卵を飼育すると、胚は正常に

発生し、原腸胚期に至るが、中胚葉分化が阻害され、発生は中期原腸胚期で停止することを見いだした。 トリコスタチン Aが

作用する時期は胞胚期中後期の短時間に限られてお り、受精からこれより前まで処理 して洗い去っても、この時期より後から

処理を始めても発生の停止は起こらない。 トリコスタチン Aは l ng/mlの低濃度で発生を原腸胚期前期で停止させるが、これ

より1万倍高い濃度で処理 しても発生停止の時期は変わらない。それ故、作用は高度に選択的である。 ヒス トン脱アセチル化

酵素阻害によつてヒス トン H4の N末端領域のリジン残基の ←アミノ基がアセチル化されるが、これは中期胞胚期より前から

生じる事象である。したがって、中期胞胚期にはヒス トンH4のアセチル化によって阻害される生体反応の存在が示唆された。

われわれは、中期胞胚期に合成され、かつ、 トリコスタチン A処理で消失するタンパク質を追求するために、SDS―ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動を行つた。CBB染色では、見かけの分子量 28キ ロダル トン付近のバン ドがこのような変化を示すことが

認められた。一次抗体に抗精子ヒス トン d(H2B H4)モ ノクローナル抗体を用いたウエスタンブロット解析においては、見かけ

の分子量 28キ ロダル トン付近のバン ドが反応 し、ヒス トン d(H2B― H4)の増加とトリコスタチン A処理での消失が認められた。

この抗精子ヒス トン d(H2B H4)モ ノクローナル抗体に反応する2つ の 28キ ログル トンタンパク質は、ヒス トン H4と 2つの胚

ヒス トン H2Bサブタイプ p15と p16のいずれかとの二量体であった。ヒス トン H4と p15の 二量体の構造を決定したところ、

図 1に 示すとお り、卜(卜Glu)Lys架橋を有していた。この架橋は トランスグルタミナーゼによって形成されると考えられる。 二 1

トランスグルタミナーゼは、ペプチ ド鎖内にある Gln残基のγ―カルボキシアミド基をアシル供与体とし、1級アミンやペプチ ′‐



ド鎖内の Lys残基のε―アミノ基を受容体とするアシル基転移反応を Ca2+依存的に触媒する酵素である。

ヒス トン H4の N末端領域のリジン 残基の ε―アミノ基がアセチル化されると、この基が トランスグルタミナーゼのアミノ

基供与体として機能できず、ヒス トン d(H2B― H4)形成が阻害され, これによつて発生停止がもたらされると考えられる。 ヒス

トン d(H2B H4)の 合成基質がクロマチンに存在するヒス トン・アセチル トランスフェラーゼによつて奪われる事象は、ヒス ト

ン分子間架橋反応の場がクロマチンであることを示唆する。予想 どお り、イ トマキヒトデ胚には細胞核に特異的に存在する ト

ランスグルタミナーゼが見いだされた。その cDNA配列から導かれた予想アミノ酸配列 (図 2)には核移行シグナルが存在した。

この核型 トランスグルタミナーゼは核内に局在 し、その発現と酵素活性は中期胞胚期から現れはじめ、中期原腸胚で最大とな /
ることが明らかになった。この変化は二量化ヒス トンの存在量と呼応 している。さらに、核型 トランスグルタミナーゼが原腸 ι

胚クロマチン画分に強固に会合することが認められた。これらの結果から、核型 トランスグルタミナーゼが核内でヒス トンを

基質として三量体の形成を触媒することが示唆された。核型 トランスグルタミナーゼが二量化ヒス トン形成を触媒することを

証明するために、細胞膜を通過 し、核型 トランスグルタミナーゼを特異的に阻害する物質を胚に与えて発生させ、この胚にお

ける二量化ヒス トン生成の有無を明らかにすることを目的として実験を行つた。

荻田ら(2001)に よって放線菌 EtteniciIAm alυ tacemか ら トランスグルタミナーゼ活性を阻害する物質としてアルタセ

ン酸 Bが単離され、構造決定された。これは トランスグルタミナーゼの活性中心 CySの チオール基と共有結合を形成すること

で酵素を失活させ、阻害すると推測されている。

アルタセン酸 Bおよび末端カルボキシル基をメチルエステル化したメチルエステル体の核型 トランスグルタミナーゼの酵素

活性への影響を検証した。活性測定はジメチルカゼインヘの [3H]プ トレッシンの取 り込み量を測定することにより行つた。そ

の結果、アルタセン酸 Bと メチルエステル体のいずれ も核型 トランスグルタミナーゼの酵素活性阻害効果を示 した。メチルエ

ステル体は 3 7 ng/mlで 酵素活性を 50%阻害 した。なお,細胞質型 トランスグルタミナーゼであるモルモット肝 トランスグル

タミナーゼに対する ICmは 0.023 μg/mlと 報告されているので、ほぼ同程度の阻害効果を示すことが判明した。

次に、アルタセン酸 Bと メチルエステル体をイ トマキヒトデ胚に与え、発生阻害活性を検定した。受精後 8時間経過 した胞

胚を、さまざまな濃度範囲で処理 し、受精後 24時間経過 したあと、胚の形態を観察した。アルタセン酸 B処理胚はどの濃度で

も、間充織細胞の分化が認められる中期原腸胚に達 していた。したがって本化合物は胚発生に影響を及ぼさないことが確定し

た。メチルエステル体は 06～ 2.5 μg/mlの 濃度範囲では初期原腸胚期で発生が停止 した。アルタセン酸 Bは 1莫透過性をもたな

いために胚に作用しなかったが,メ チルエステル体は胚細胞内に入 り, トランスグルタミナーゼ酵素活性を阻害することによ

つて胚発生、とくに胚葉分イヒの過程を阻害したものと考えられる。

さらに、発生停止胚でのヒス トン d(H2B H4)形 成の有無を検証するために、0.6ま たは 1.25 μg/mlと なるようにアルタセ

ン酸 Bメ チルエステルを海水中に溶解 し、この中に胞胚を加え、20℃ で培養 した。受精後 24時間経過 した胚を回収 し、クロ

マチンを単離 した後、SDSポ リアクリルアミドゲル電気泳動し、抗 ヒス トン d(H2B H4)モ ノクローナル抗体を用いてイムノブ

ロット解析 した。その結果、いずれの濃度で処理 した胚でもヒス トン d(H2B→ И)のバン ドが消失していた。 このとき胚は初期

原腸胚期で遊泳を続けていたので、胚の細胞機能は正常であると思われる。

ヒス トンデアセチラーゼ選択的阻害斉Jト リコスタチン A処理による発生停止胚において、核型 トランスグルタミナーゼが影

響を受けている可能性を検証するために トリコスタチン A処理胚からクロマチンを単離 し、SDSポ リアクリルアミド電気泳動

した後,抗 ヒス トン d(H2B H4)モ ノクローナル抗体とアセチル化ヒス トン H4抗体を用いてイムノブロット解析を行つた。その

結果、 トリコスタチン A処理胚においてヒス トン H4は強くアセチル化を受けており、ヒス トン d(H2B H4)のバン ドは正常胚に

比べ弱くなっていた。以上のことから、 トリコスタチン A処理は核型 トランスグルタミナーゼの発現に影響せず、ヒス トン H4

を高アセチル化し、ヒス トンニ量化を妨げると結論された。次に、 トリコスタチン Aの トランスグルタミナーゼ活性への影響

を検討 した。ダンシルカダベリンのジメチルカゼインヘの取り込みによる酵素活性沢1定法を用いて、0.01～ 10 μg/ml トリコス

タチン A存在下での核型 トランスグルタミナーゼの酵素活性を測定 した。その結果、いずれの濃度でも阻害活性は見られなか

つた。これ らの結果から、 トリコスタチン Aは ヒス トン d(H2B H4)形 成を阻害 したが、これは トリコスタチン Aが核型 トラン

スグルタミナーゼの酵素活性を阻害することによつてもたらされたのではなく、ヒス トンデアセチラーゼの阻害によつてヒス

トン H4の Lys残基の トアミノ基が高度にアセチル化され、その結果、ヒス トン H4が トランスグルタミナーゼの基質となるこ

とができず、二量体形成が阻害されたと結論された。



考察

本研究で、卵ジェリーまたはカルシウムイオノホア A23187で 、精子先体反応を誘導するとヒス トン d(H2B― H4)が増加するこ

とが認められた。精子細胞内への Ca2+の 流入でヒス トン d(H2B― H4)が増加 したことから、精子に トランスグルタミナーゼ活性

の存在が示唆された。そこで トランスグルタミナーゼの阻害剤であるアルタセン酸 Bメ チルエステルを用いて、先体反応を誘

導 した精子におけるヒス トン d(H2B H4)の 増加が阻害されるかどうかを検討 した。その結果、阻害剤の濃度依存的にヒス トン

d(H2B― H4)の 増加が阻害されたことから、ヒス トン d(H2B― H4)形成に トランスグルタミナーゼが関与することが示唆された。実

際に精子に トランスグルタミナーゼが存在するかどうか調べるために、イ トマキヒトデ胚の核から同定されている トランスグ

ルタミナーゼを特異的に認識する抗体を用いてウエスタンブロット解析を行い、精子核においても胚核の移動度と同じ位置に

核型 トランスグルタミナーゼ特異抗体に反応するバン ドが確認された。

以上の結果を総合すると,精子が

'pジ

ェリーに接触 し、先体反応を起こすと、精子核内の Ca2+濃 度が上昇 し、精子核内の ト

ランスグルタミナーゼが活性化され、ヒス トン d(112B―H4)が増加すると結論される。

精子は一倍体ゲノムを,胚発生の母体となる卵の中に導入する役害」をもつ。 したがって、精子は卵に辿 りつけるように遊泳

能力をもち、サイズが小さく、染色体はコンパク トに凝縮 している。多様な生物種の精子がさまざまな方法で細胞核を高度に

凝縮させているが、イ トマキヒトデの精子では, ヒス トンニ量化によつてクロマチンをコンパク トにまとめあげていると推定

さオヨンる。

精子が卵に侵入すると精子ヒス トンは除かれ,ゲ ノムは卵ゲノムと合体し,ク ロマチン・ リモデ リングが進行する。受精後

の盛んな卵害1で細胞数が増加する。DNA複 製を伴 う細胞分裂が繰 り返され、細胞数が 256と なつた時点で個々の害1球が隣接す

る害1球 と連結 し、中空のボール、すなわち胞胚となる。胞胚形成では核、 細月包質、 細胞月莫がそれぞれ勝手にふるまうことが

許されなくなり、それらは相互に依存 し合い、一個の細胞としての統一性が生ずると考えられる。また、これと歩調を合わせ

て、胚細胞が他から分離されて独立に分裂する能力を失い、個体としての全体性が生じ、個体としての最初の形態形成を始め

ることになる。

胞胚期に入ると少数の細胞の細胞周期にGl期 が出現 し、それまでの卵割の同調性が崩れてゆく。その後、次第にGl期 に

ある細胞数が多くなり、転写速度は漸増する。受精後 10時間頃になると胚は胞胚期中期に達する。それまでの核は大きく、

核小体が存在 しないが、この時期を過ぎると核はコンパク トになり、核小体が出現する。胞胚期中期では細胞増殖速度の激減

にともなつて細胞分化が始まる。核に核型 トランスグルタミナーゼが出現 し、ヒス トンニ量体の形成が開始する。 ヒス トンニ

量体形成がクロマチンをコンパク トにする役割を果たし、これが細胞増殖阻害と細胞分fヒ の基盤を形成すると考えられる。
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図の説明

Fig l Thc structurc ofcmbyonic histonc d(H2B‐ H4) Thc alninO acid rcdducs arc cxprcsscd in singlc‐ lcttcr codc

Fig 2 Thc putat� c amino acid scqucncc(singlC‐ lcttcr codc)ofcmbヮ Onic nuclear transglutaminasc dcduccd針 om thc cDNA scqucncc Thc

undcrlincd arnino acid scqucnccs arc putativc nuclcar translocation signals、 vhich arc not found in amino acid scqucnccs ofthc othcr kno、 vn

transglutalninascs
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