
 

 

 

 

 

戦略的創造研究推進事業 ＣＲＥＳＴ 

研究領域「人工多能性幹細胞（iPS細胞）作製・  

制御等の医療基盤技術」 

研究課題「胚細胞ヒストンによるリプログラミング  

機構」 

 

 

研究終了報告書 
 

 

 

 

 

 

 

研究期間 平成２０年６月～平成２６年３月 

 

研究代表者：石井 俊輔  

（（独）理化学研究所石井分子遺伝学

研究室、上席研究員） 



 

 - １ - 

§１．研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

 卵子への核移植によるクローン個体の作製は、卵子には全能性細胞を作製できる特異的なリプ

ログラミング因子が存在することを示唆している。しかし卵子特異的なリプログラミング因子について

は不明な点が多い。一方、山中因子による iPS 細胞の作製は、ES 細胞で発現の高い転写因子を

発現させて、ES 細胞の遺伝子発現ネットワークを樹立する方法である。iPS 細胞は ES 細胞に比べ

質的に多様であり、良質な iPS 細胞を選ぶためには高いコストと長い時間を要する。従って、卵子

特異的なリプログラミング因子を用いて、全能性細胞を経て iPS 細胞を作製できれば、この問題を

克服できる可能性がある。私達は卵子に多く存在する２つのヒストンバリアントに注目して、以下の

研究を行った。 

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 

２種類の胚細胞ヒストン (H2aa と H2ba)と、ヒストンシャペロンであるリン酸化型ヌクレオプラスミ

ン（P-Npm）を、山中 4因子 (Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc)と一緒にMEFsで発現させると、山中 4

因子だけを発現させた場合に比べ、より早期に、かつ 20倍の高い効率で iPS細胞が作製できる

ことを明らかにした。さらに、胚細胞ヒストンと P-NpmをOct3/4とKlf4と一緒に発現させるだけで、

高い効率で iPS 細胞を作製することができた。また胚細胞ヒストンのノックアウトマウスを解析し、

卵子に多量に存在する胚細胞ヒストンは、初期胚の発生に関与する、いわゆる「maternal effect」

（母性効果）因子であることを明らかにした。この結果は、これまでに同定された母性効果因子も、

胚細胞ヒストンと同様に、リプログラミングを促進する能力を有する可能性を示唆している。以上

の結果は、卵子特異的なリプログラミング因子の理解に貢献し、核移植によるリプログラミングを

特定の因子で実現するための重要な知見である。 

また一連の母性効果因子を発現するレトロウイルスベクターを作製し、山中 4 因子と共に

Nanog-GFP MEFsに感染させ、iPS細胞の作製効率を検討した。その結果、４つの因子が、胚細

胞ヒストンと同程度のリプログラミング促進能力を有し、３つが、胚細胞ヒストンより少し弱いリプロ

グラミング促進能力を有することが示された。また、これらの因子を組み合わせてMEFsで発現さ

せると、ICM linage で発現する Nanog と、trophectoderm lineageで発現する Cdx2 の両方が発

現し、blastomere のような totipotent 細胞が出現する可能性が示唆された。 

２）ヒト胚細胞ヒストンによるヒト体細胞のリプログラミング 

胚細胞ヒストンやヌクレオプラスミンのアミノ酸配列は、ヒトとマウスの間で大きく異なることから、

核移植を真似たリプログラミングには種特異性が存在する可能性がある。そこで上記のマウス細

胞の場合と同様に、ヒト細胞の場合でも、胚細胞ヒストンが山中４因子による iPS細胞作製を促進

するかどうかを検討し、ヒト胚細胞ヒストンも山中因子によるリプログラミング促進能力を有すること

が示された。 

３）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 

胚細胞ヒストンの作用メカニズムを明らかにするため、胚細胞ヒストンを含むヌクレオソームの

結晶構造を決定し、体細胞型ヒストンに比べ、不安定な構造を持つ事を明らかにした。この結果

は、胚細胞ヒストンが open クロマチン構造を形成することを示唆している。またリプログラミング

過程で胚細胞ヒストンが結合する領域をChIP-seqにより決定し、胚細胞ヒストンが X染色体に多

く局在することを見いだした。この結果は、理研の小倉グループによる「体細胞移植によるリプロ

グラミングがXist変異により促進される」（Science 2010）という最近の結果と一致しているが、その

メカニズムは今後の興味深い問題である。 

４）胚細胞ヒストンの生理機能の解析 

２種類の胚細胞ヒストンの変異マウスを解析し、卵子の胚細胞ヒストンは初期発生に関与する

こと、すなわち胚細胞ヒストンは母性効果因子であることを明らかにした。また変異マウスは精子

形成異常を呈し、spermatocytoでのmeiosis II、および spermiogenesisでのヒストンからTansition 

proteins (TNPs)への置換不全を示すことを明らかにした。このように胚細胞ヒストンは初期胚や

精細胞形成時の生体内でのゲノムリプログラミングに関与することが示された。 
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（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．胚細胞ヒストンによる新たなリプログラミング機構 

概要： 

卵子に多量に存在する胚細胞ヒストンが、初期胚の発生に関与する、いわゆる「maternal 

effect」（母性効果）因子であることを明らかに、かつし山中因子によるリプログラミングを促進する

ことを明らかにした。 胚細胞ヒストンはオープンクロマチン構造を形成し、リプログラミング過程で

X 染色体に多く局在することを見いだした。この結果は、胚細胞ヒストンを用いたリプログラミング

機構が核移植に似ていることを示唆しており、リプログラミングの新たなメカニズムの理解に繋が

るものである。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．胚細胞ヒストンによるリプログラミングの促進 

概要：  

２種類の胚細胞ヒストンと、ヒストンシャペロンであるリン酸化型ヌクレオプラスミ

ンを、山中 4 因子と一緒に MEFs で発現させると、より早期に、かつ 27 倍の高い効率で

iPS細胞が作製できた。さらに、胚細胞ヒストンと P-Npmを Oct3/4と Klf4と一緒に発現

させるだけで、iPS細胞を作製できた。このように、この方法はリプログラミング効率が

低い細胞から iPS細胞を作成する場合に有用である。 
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§２．研究実施体制 
 

（１）研究チームの体制について 

①「石井」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

石井 俊輔 (独)理化学研究所石井

分子遺伝学研究室 

上席研究員 H20.6～ 

品川 敏恵 同上 専任研究員 H20.6～ 

野村 照明 同上 先任研究員 H20.6～H24.3 

高木 豪 同上 先任研究員 H20.6～H23.3 

李 霞 同上 国際特別研究員 H21.4～H22.3 

吉田 圭介 同上 特別研究員 H22.4～H25.3 

塚本 大輔 同上 特別研究員 H21.4～H25.3 

李 棟 同上 特別研究員 H22.4～ 

王 強 同上 特別研究員 H25.4～ 

鄭 祉殷 同上 特別研究員 H21.4～H22.3 

石井 知恵 同上 協力技術員 H20.6～H22.9 

飯島 由子 同上 協力技術員 H20.6～ 

丸山 裕子 同上 ﾃｸﾆｶﾙｽﾀｯﾌ H20.6～ 

吉波 香織 同上 ﾃｸﾆｶﾙｽﾀｯﾌ H20.6～ 

竹村 めぐみ 同上 ﾃｸﾆｶﾙｽﾀｯﾌ H20.6～ 

長崎 会美 同上 実験補助パート

タイマー 

H20.6～ 

牛木 亜季 同上 実験補助パート

タイマー 

H22.4～H22.12 

田畑 考統 同上 筑波大学連携大

学院生 D4 

H20.6～H21.3 

江郷 彩子 同上 筑波大学連携大

学院生 D4 

H20.6～H22.3 

中井 大助 同上 筑波大学連携大

学院生 M2 

H20.6～H22.3 

堂元 沙織 同上 筑波大学連携大

学院生 M2 

H20.6～H22.3 

都丸 千夏 同上 筑波大学連携大

学院生 M1 

H21.4～H23.3 

 

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分子機構 

・胚細胞ヒストンと多分化能との関連→胚細胞ヒストンの生理機能の解析 

・胚細胞ヒストンによるリプログラミング誘導の効率化 

・ヒトへの応用 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

以下のグループとの共同研究を実施した。 

小倉淳郎グループ（理研・筑波）：核移植によるリプログラミング 

白鬚克彦グループ（東大・分生研）：ChIP-seq 解析 

Thirumananseri Kumarevelグループ（理研・播磨）：結晶構造解析 
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§３．研究実施内容及び成果  
 

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 

i）胚細胞ヒストンは、卵子、精巣、受精卵に多量に存在し、内部細胞塊への分化と共に減少する。 

２種類の胚細胞ヒストンH2aaとH2baの発現レベルをmRNAレベル、タンパク質レベルで解析し

た。これらの胚細胞ヒストンは卵子と精巣だけでなく、受精卵でも非常に高いレベルで存在し、８細

胞期までに徐々に低下する（図１）。胚細胞ヒストンは、内部細胞塊やES細胞でも、低いながらも有

意に存在しており、その存在量が分化と共に低下し、体細胞ではほとんど検出できない。このよう

に胚細胞ヒストンの発現は、細胞の全能性、多分化能と関連しているように見える。 

 

 
図１．胚細胞ヒストンの発現。抗体染色（左）と qRT-PCR（右）により調べた。 

 

ii）胚細胞ヒストンは、山中４因子による iPS細胞の作製効率を顕著に促進する。 

２種類の胚細胞ヒストン (H2aa と H2ba)と、卵子に存在するヒストンシャペロンであるリン酸化型ヌ

クレオプラスミン（P-Npm2）を、山中 4因子 (Oct3/4, Sox-2, Klf-4, c-Myc) と一緒にMEFsで発現

させると、山中 4 因子だけを発現させた場合に比べ、より早期に、かつ 20 倍の高い効率で iPS 細

胞が作製できた（図２）。また胚細胞ヒストン欠損細胞では、山中因子による iPS 細胞作成効率が、

約 1/5に低下していた。 

 

 
図２．Nanog-GFP MEFs に、山中４因子（KOSM）、胚細胞ヒストン、リン酸

化型ヌクレオプラスミン（P-Npm）発現ベクターを導入して、GFP+細胞コロ

ニー形成の時間経過（左）と産生細胞数（右）を調べた。 

 

iii) 胚細胞ヒストン、P-Npm2、Klf4、Oct3/4の組み合わせで、iPS細胞を作製できる。 

胚細胞ヒストンと山中４因子との様々な組み合わせを検討した結果、Klf4とOct3/4だけでは iPS

細胞は作製できないが、この２つの因子に胚細胞ヒストンとリン酸化型ヌクレオプラスミン（P-Npm2）

とを加えると、高い効率で iPS細胞を作製できた（図３左）。この iPS細胞はES細胞と同様の遺伝子

発現パターンを持つ事、Oct3/4、Nanog 遺伝子などのメチル化も顕著に低下していることを確認し

た。また、この iPS細胞を用いてキメラマウスを作製し、この iPS細胞が生殖細胞系列を含む種々の

細胞組織に分化できる能力を持つことを確認した（図３右）。 
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図３．Nanog-GFP MEFs に、Klf4、Oct3/4、胚細胞ヒストン、リン酸化ヌクレオプラスミン

（P-Npm）発現ベクターを導入して、GFP+細胞の形成の効率を調べた（左）。また得られた

iPS 細胞を用いてキメラマウスを作製し、生殖細胞に分化する能力を持つことを確認した

（右）。 

 

２）ヒト胚細胞ヒストンによるヒト体細胞のリプログラミング 

 胚細胞ヒストンやヌクレオプラスミンのアミノ酸配列は、ヒトとマウスの間で大きく異なることから、核

移植を真似たリプログラミングには種特異性が存在する可能性がある。そこで上記のマウス細胞の

場合と同様に、ヒト細胞の場合でも、胚細胞ヒストンが山中４因子による iPS 細胞作製を促進するか

どうかを検討し、ヒト胚細胞ヒストンも山中因子によるリプログラミング促進能力を有することが示され

た。 

 

３）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 

 胚細胞ヒストンと体細胞ヒストンとに、異なるアフィニティーで結合する因子を同定し、いくつかの

因子がリプログラミングを促進することを見出した。また、胚細胞ヒストンの作用メカニズムを明らか

にするため、胚細胞ヒストンを含むヌクレオソームの結晶構造を決定し、体細胞型ヒストンに比べ、

不安定な構造を持つ事を明らかにした。この結果は、胚細胞ヒストンが open クロマチン構造を形

成することを示唆している。またリプログラミング過程で胚細胞ヒストンが結合する領域を ChIP-seq

により決定し、胚細胞ヒストンが X 染色体に多く局在することを見いだした。この結果は、理研の小

倉グループによる「体細胞移植によるリプログラミングが Xist変異により促進される」（Science 2010）

という最近の結果と一致しているが、そのメカニズムは今後の興味深い問題である。 

 

４）胚細胞ヒストンの生理機能の解析 

２種類の胚細胞ヒストン遺伝子を欠損する雌マウスは一見正常である。しかし、この雌マウスの卵

子から生じた受精卵は Balstocyst までの初期発生過程が正常に進まないことが示された（図４）。

そして単偽発生を含むいくつかの実験から、胚細胞ヒストンは、受精卵における雄核のクロマチン

構造変化に重要な役割を果たすことが示された。このように卵子の胚細胞ヒストンは初期発生に重

要な役割を果たすことが明らかとなった。 

 

 
図４．ノックアウトマウス（左）、野生型（右）の雌マウスと、野生型雄マウスを

交配後、出現する1-cellからBlastocystまでの数を、時間を追って調べた。 
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さらに変異マウスの卵子やそれから生じた受精卵では、核小体が形成されていなかった。同様の

表現型はヌクレオプラスミンの変異マウスでも報告されており（Burns et al, Science, 2003）、また卵

子の核小体が初期発生に必須であることも報告されている（Ogushi et al, Science, 2008）。 

  また２種類の胚細胞ヒストン遺伝子を欠損する雄マウスは不妊であった。精巣では、ほと

んど成熟精子が検出されず、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、そこで分化を停止していた（図５）。pachytene 細胞では、synapse の形

成不全が観察され、さらに spermiogenesis の段階では、ヒストンの Tansition proteins 

(TNPs) への置換が正常に行われていなかった。このように胚細胞ヒストンは初期胚や精細胞形

成時の生体内でのゲノムリプログラミングに関与することが示された。 

 

 
 

図５．精子形成過程と、胚細胞ヒストン欠損マウスで見られる異常。 
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発表内容は以下の通り。 

アミノ酸配列が通常のヒストンと異なる「異型ヒストン」を iPS 細胞（人工多能性幹細胞）の作

製に用いると、核移植に似たメカニズムを介して、iPS細胞の作製効率が約 20倍上昇すること

を明らかにした。 

朝日、産経、日経各紙報道 

 

 

§５．最後に 
 

胚細胞ヒストン欠損細胞では、山中因子による iPS 細胞作成効率が著しく低下すること、また胚

細胞ヒストンがリプログラミング過程で X 染色体上に多く局在することから、未知のリプログラミング

機構の理解に繋がると考えている。また、この研究から、他の「母性効果因子」も重要なリプログラミ

ング因子候補であることが分かってきたことは、特筆すべきことだろうと考えている。 
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