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研究成果の概要（和文）：精子形成過程では全DNAのメチル化レベルは変化しないが、CCGG配列のメチル化は分
化に従って増大した。5-azadC投与によるDNAの低メチル化は精祖細胞のアポトーシスを誘導する事が判明した。
一方ヒストンH3のアセチル化も分化により変化するが、HDAC阻害剤バルプロ酸やSAHAを投与した所、精子細胞死
を誘導するフェニルブチル酸と異なり精祖細胞死が誘導され薬剤による差意が認められた。更に、Dnmt1をノッ
クダウンするとDNAメチル化の低下と精母細胞で染色体分布異常が見出された。PGK1とPGK2遺伝子間の距離をin 
situ PCR法で検討したが、切片での解析ではデータの安定性に難が認められた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we found a gradual increase of CCGG methylation till 
step 11-12 spermatids in normal mouse spermatogenesis unlike the case of 5-methylcytosine (5MC). To 
mimic the level of DNA methylation, we injected 5-azadC into mice and found that hypomethylation 
leads to induce spermatogonial apoptosis.  Since acetylation pattern of histone H3 was known to 
change depending upon differentiation stage of germ cells, we examined the effect of HDAC inhibitors
 such as valproic acid and SAHA on spermatogenesis.  Unlike Na phenylbutylate, spermatogonial 
apoptosis was induced, indicating the different mechanisms among drugs.  When Dnmt1 was knock-downed
 by shRNA vector transfection, the expression of 5MC was markedly decreased, accompanying 
abnormalities in chromosomal distribution in pachytene spermatocytes.  However, the analysis of the 
distance between PGK1 and PGK2 genes by in situ PCR was not successful in tissue sections, 
indicating a better use of isolated germ cells.

研究分野： 分子解剖学
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１． 研究開始当初の背景 
種の保存に必須な「生命の若返り」、則ち

受精に向けた生命プログラムの初期化を理
解する上で、生殖細胞特有な増殖・分化・死
過程の制御機構の解明が必要と思われる。哺
乳類精子形成過程に於いては、生殖幹細胞で
ある精祖細胞から精母細胞、そして精子細胞
へと連続的に増殖・分化するが、成熟精巣で
は精子換算で約 25-75%の生殖細胞がアポト
ーシスにより恒常的に消失しており、この頻
回なアポトーシスが遺伝子組み換えを伴う
生命プログラムの初期化の失敗を反映して
いるものと考えられる。これまで我々は、人
為誘導された生殖細胞死ではFas/Fas ligand
系を介するが、最終的には正常精巣でのアポ
トーシス同様ミトコンドリアへ細胞死誘導
シグナルは集約されることを明らかにし、国
内外の他施設での精子形成障害研究の方向
性の確立に貢献した。しかし、生殖細胞死誘
導をミトコンドリアに発動させる「引き金」
が未だに明白ではない。 
一方、精子形成過程は最終的に精子核に至

る規則的なクロマチンの凝集、則ちヘテロク
ロマチン化の過程であり、エピゲノム因子の
関与が予想される。しかし、具体的に DNA の
メチル化やヒストン修飾がどの様に精子形
成細胞の分化過程に関与しているかは明ら
かではなかった。最近我々は、細胞単位で DNA
の塩基配列特異的なメチル化部位を視覚化
する新たな方法論、HELMET 法を独自に開発し 
(Koji 他 (2008) Histochem Cell Biol 130:917)、
CCGG配列等に関するDNAメチル化レベルの分
化段階依存的な変化を見出し、これまでの知
見 (Oakes 他 (2007) Dev Biol 307:368）の
矛盾点を明らかにしつつあり、アポトーシス
細胞での顕著な脱メチル化も世界で初めて
報告した。更に、転写調節と密接な関係が知
られるヒストン H3 のメチル化、アセチル化、
リン酸化に関しても分化段階で大きく変化し 
(Song 他 (2011) Acta Histochem Cytochem 
44:183)、その人為操作で精子細胞アポトーシ
スが生じることも見出した (Dai 他 (2014) 
Histochem Cell Biol 143:209)。しかし、ゲ
ノムワイドなエピジェネティック因子の変
動が精子形成過程に与える影響の全分化段
階を見渡した網羅的な検討は皆無で、数十年
前に作られた先入観が跋扈する世界となり、
生殖細胞の全分化能獲得の機構解析にも弊
害となっている。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、正常新生仔及び成熟マウス精

巣に於いて、DNA メチル化酵素のノックダウ
ンや DNA メチル化阻害剤 5-aza-2'- 
deoxycytidine (5-azadC) の腹腔内投与を行
い、全分化段階の精子形成細胞の形態学的異
常を検討する。また、ヒストン H3 の K9、K18
及び K23 残基のアセチル化に注目し、阻害実
験としてヒストンアセチル基転移酵素(HAT)
の shRNA によるノックダウンを行い、促進実

験としてはヒストン脱アセチル化酵素
(HDAC)の阻害剤である Na フェニルブチル酸
(NaPB)、SAHA 及び valproic acid を腹腔内投
与し、上記と同様の検討を行う。クロマチン
分布と遺伝子発現調節機能の指標としては、
パキテン期の精母細胞の形態学的観察と共
に、必要に応じてクロマチン凝集に関与する
HP1α局在を免疫組織化学的に検討する。ま
た糖新生系の酵素であり、それぞれ X染色体
と 17 番染色体に存在し減数分裂時に発現が
徐々に切り替わるホスホグリセリン酸キナ
ーゼアイソザイム PGK-1 と PGK-2 の遺伝子位
置を上記実験系で比較検討する。これらによ
り、エピゲノム変異に反応する分化段階を同
定し、その際の遺伝子局在や転写制御異常の
有無を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
マウス新生仔及び正常成熟精巣に於いて、

DNAメチル化レベルとヒストンH3のアセチル
化及びメチル化に関する修飾状態をHELME法
や免疫組織化学法を用いて検討し、精子形成
過程での分化段階特異的なエピゲノム変化
を確認する。HELMET 法では、パラフィン切片
に於いて、主として CCGG 配列に注目しイソ
シゾマーである Hpa II と Msp I を用いて
(Koji 他 (2008) Histochem Cell Biol 130: 
917)行い、非メチル化 CCGG 配列とメチル化
された CmetCGG 配列との蛍光二重染色を行う。
シグナルは、共焦点レーザー顕微鏡 (LSM) 
にて細胞単位で定量的に解析する。ヒストン
修飾に関してはその Lys4 及び Lys27 のメチ
ル化と Lys9、Lys18、Lys23 のアセチル化に
ついて、特異抗体を用いて酵素並びに蛍光免
疫組織化学的に染色し、各分化段階の精子形
成細胞毎に染色強度と核内シグナル分布を
解析する。クロマチンの分布パターンを検討
するためには、DAPI 染色を基本とするが、必
要に応じてクロマチン凝集に関与する HP1α
の免疫染色を行う。特定の染色体間の位置関
係の変化を明らかにするため、示標としてＸ
染色体に存在する PGK1 と 17番染色体に乗っ
ている PGK2 の遺伝子局在を in situ PCR に
より検討する(Yamamoto-Fukuda他 (2010) Am 
J Pathol 176:2602)。減数分裂時には、Y 染
色体しか持たない精子細胞が形成されるこ
とに伴う切り替えとして、PGK1 から PGK2 へ
の発現切り替えが生じる。続いて、in vivo
で DNA メチル化阻害剤や HDAC 阻害剤の投与
及びDNAメチル基転移酵素遺伝子やヒストン
アセチル基転移酵素遺伝子に対するshRNAベ
クターの電気穿孔法を用いた遺伝子導入に
よるノックダウンを行い、生殖細胞形成異常
の誘発を検討すると共に、PGK1 及び PGK2 遺
伝子の局在などを超解像顕微鏡を用いて精
査し、エピゲノムの遺伝子間発現調節機構へ
の影響を明らかにする。 
 
４． 研究成果 
精子形成過程でのエピゲノムの役割を明



らかにする上でDNAのメチル化とヒストン蛋
白の修飾状況並びにその変異による影響を
調べる必要がある。本研究では、まず正常精
巣での DNA メチル化を検討したところ、免疫
組織化学による 5-メチルシトシン(5MC)発現
は殆ど変化がなかったが、HELMET 法による
CCGG 配列のメチル化レベルは分化の進行に
従って増大し、ステップ 11-12 で突然減少に
転じ精子では最低となることが判明した。ま
たアポトーシス細胞では CCGG 並びに GATCG
配列のメチル化レベルが激減した。そこで
DNA メチル化レベルを低下させる 5-azadC 投
与モデルで検討したところ、DNA の低メチル
化は精祖細胞のアポトーシス誘導を引き起
こすことが判明した。一方、精母細胞では
5-azadC と Dnmt1 の複合体形成が生じ、様々
な異常が引き起こされた。更に Dnmt1 をノッ
クダウンすると 5MC の低下と共に、パキテン
期精母細胞での染色体分布異常が誘起され
ることが判明した。 
次にアセチル化ヒストン H3 の発現が精子

細胞分化段階特異的に変化するので、HDAC 阻
害剤バルプロ酸投与の効果を調べたところ、
H3K9ac を増大させ精子細胞死を誘導する Na
フェニルブチル酸と異なり、精祖細胞死を引
き起こした。SAHA も精祖細胞死を生じたが、
この場合は酸化ストレスによるものであっ
た。一方、HAT のノックダウン実験では、SRC-1、
GCN5 及び ELP-3 のうち SRC-1 のみで H3K9ac
の消失と後期精子細胞死が生じることが確
認された。 
更に、エピゲノム変異マウスモデルでクロ

マチンの分布パターンの変化を検討するた
め、Ｘ染色体の PGK1 と 17 番染色体の PGK2
遺伝子存在パターンを in situ PCR 法で検討
したが、切片での解析ではデータの安定性に
難が認められ、今後単離生殖細胞の解析の必
要性がある。 
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