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研究成果の概要（和文）：　本研究ではDNAメチル化が精子形成細胞の核小体に与える影響を解析した。その結
果、rRNA転写が抑制されている円形精子細胞では核小体のDNAが強くメチル化されていることが明らかになっ
た。さらにDNAメチル化抑制剤 5-aza-2‘-deoxycytidine (5-azadC)を投与したマウスでは、精母細胞の核小体
nucleolin 陽性スポットが増加する傾向にあった。以上の結果は、精子形成細胞では分化に伴って核小体DNAは
メチル化されrRNAの転写が抑制されることを示唆している。

研究成果の概要（英文）： The nucleoli of spermatocytes are very unique and partially maintained 
during prophase of meiosis, while that of round spermatid is conspicuous but without rRNA 
localization.  For better understanding of structure and function of the nucleoli, we conducted 
molecular histochemical analyses of the expression of rRNA in normal and DNA methylation inhibitor, 
5-aza-2’-deoxycytidine (5-azadC) treated adult mouse testes.  As a result, the transcription 
activity of rRNA in the nucleoli of round spermatids was suppressed because of high level of 
methylation of rDNA, in consistent with no nucleolin spots.  The decrease in the level of DNA 
methylation by 5-azadC increased the number of nucleoli as well as nucleolin spots in spermatocytes.
  These results indicate that the states of spermatogenic cell nucleoli are regulated epigenetically
 by DNA methylation level of rDNA, which is progressively increased during mouse spermatogenesis.

研究分野： 解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　核小体は核膜周囲と連なるヘテロクロマチンに囲まれ、クロマチン凝集の起点として、また染色体領域を決め
る核内極性の基軸として働く可能性が指摘されているが、その形成過程の詳細は不明である。本研究では精子形
成過程における核小体の不活化がDNAメチル化によって誘導されることを明らかにした。人為的rRNA 転写制御
は、核小体形成過程の解明や、がん悪性度の指標となる核小体数の増加機序の解明に寄与すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
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、その過程は減数分裂を経て最終的に精子核に至る規則的なヘテロ
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。我々は、CCGG 配列等の DNA メ
チル化レベルを検討する HELMET 法(Koji et al(2008) Histochem Cell Biol, 130:917)を用い
て、精子形成細胞の分化段階依存的な変化と共にアポトーシス細胞での顕著な脱メチル化を世
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 のメチル化及びアセ
チ ル 化 に 関 し て も 分 化 段 階 で 大 き く 変 化 し (Song et al(2011) Acta Histochem 
Cytochem,44:183)、それらの人為操作で精子形成細胞アポトーシスが生じることも見い出した
(Dai etal(2015) Histochem Cell Biol, 143:209; Song et al(2016) Toxicol, 361-362:62)。
即ち、エピゲノム調節の異常により生殖細胞死が誘導されることが明らかとなった。一方、核小
体はリボソームの組み立て工場のみならず c-myc や mdm2 が局在するなどその多機能性が注目さ
れており、特に核小体ストレス即ち機能不全により構成タンパクの核小体からの遊離が生じ、ア
ポトーシス誘導機構を担う p53 等のユビキチン化を起こすなどその発現を制御する。また精母
細胞の減数分裂前期には長期間核小体が維持されるが、rRNA の動態に関し 18S rRNA よりも 28S 
rRNAが圧倒的に多いなど間期核小体との差異も認められている。マウス核小体は11, 12, 15 ,16, 
18, 19 番染色体末端にある rDNA クラスターの集合体であり、核膜周囲と連なるヘテロクロマチ
ンに囲まれ、クロマチン凝集の起点として、また染色体領域を決める核内極性の基軸として働く
可能性が指摘されている。減数分裂時には、マウスでは X染色体にリンクした Pgk-1 から 17 番
染色体の Pgk-2 に発現が切り替えられる。この染色体間で同時的に起こる転写転換には何らか
の空間的な接点が予想され、クロマチン局所でのエピゲノム因子によるヘテロクロマチン化制
御機構の関与が示唆される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、正常成熟マウス精巣に於いて、精子形成細胞の核小体に於ける rDNA クラスター

や rRNA の局在、DNA のメチル化状態、nucleolin の発現を電顕的・分子解剖学に解析する。ま
た、エピゲノム調節の破綻モデルとして、DNAメチル化を抑制する5-azadC投与マウスを作製し、
DNA メチル化抑制が誘導する精子形成細胞核小体の変化を解析する。さらに、精子形成細胞での
分化過程に於ける Pgk-1、Pgk-2 遺伝子位置の変化を分子組織細胞化学的に解析し、減数分裂過
程での Pgk-1 から-2 発現切替が、異なるクロマチン間の近接に関与する可能性を解析する。以
上により、「エピゲノム調節の破綻が核小体の形態的異常及び機能不全を引き起こし、高頻度に
起こる精母細胞死の引き金となっているのではないか」という仮説の基礎的データを得ること
が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
 試料として、8-10 週齢 ICR マウスの正常マウス精巣、または、リン酸緩衝液（PBS）または 5-
azadC (0.25 mg/kg/日)を 24 時間毎に 10日間腹腔内投与し、11日目に安楽死させたマウス精
巣を 4％パラホルムアルデヒド/PBS で一晩、室温で浸漬固定して調整したパラフィンブロック
を用いた。一部は電子顕微鏡用試料として親水性の LR-White 樹脂に包埋した。蛍光免疫組織化
学については、5 m 厚のパラフィン薄切標本を親水化し、1% ウシ血清アルブミン/PBS でブロ

ッキングした後、抗 5’-メチル化シトシン抗体 (5-mC、
Cell signaling、1:100)または抗 5’-ハイドロキシメチ
ル化シトシン抗体（5-hmC、Cell Signaling、1:100）で
一晩、室温でインキュベートした。二次抗体として Alexa 
fluor 488 または 546 標識抗体を用いて蛍光免疫組織化
学を行った。DAPI で核染色後、蛍光シグナルを超解像顕
微鏡 (Elyra, Zeiss)を用いて解析した。免疫組織化学
については、horseraddish peroxidase 標識二次抗体を

用い、3,3'-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) /H2O2/Ni/Co で発色した。In situ ハ
イブリダイゼーションについては、プローブとして、図 1に示すように、18S rRNA、28S rRNA、
Spacer part の配列に加え、pre-rRNA として、スプライス領域と 18S rRNA 領域にまたがる配列
を標的とし、チミン二量体或いはジゴキシゲニンで標識したオリゴ DNA を用いた。マウス精巣パ
ラフィン切片を親水化し、塩酸（0.2 規定、室温、20分）及びプロティナーK（25 g/ml、37℃、
15 分）で処理、パラホルムアルデヒド/PBS で後固定（室温、5分）し、グリシン（2 mg/ml）を
用いて中和後、ホルムアミド (40 %) /saline sodium citrate (SSC, 4X) 溶液中で、室温でプ
レハイブリダイゼーションした。ハイブリダイゼーション溶液は Tris/HCl (0.01 M), NaCl (0.6 



M), EDTA (1 mM), Denhardt’s 溶液 (1x), 酵母 rRNA (250 mg/ml), サケ精子 DNA (125 
g/ml ), 硫酸デキストラン (10 %), ホルムアミド(40 %)を用い、プローブ濃度はプローブ 2 
g/ml とし、37℃で一晩インキュベートした。洗浄後、蛍光標識二次抗体を反応させ、DAPI で核
染色したのちに超解像顕微鏡（Eryla, Zeiss）で観察した。電顕 in situ hybridization につい
ては、超薄切片作製後、定法に従って前処理したが、形態保持のためにホルムアミドの代わりに
ヌクレオチド混液を用いて雑種形成させた後、10 nm 及び 15 nm の金コロイド標識抗体用いて視
覚化した。In situ PCR については、マウス精巣パラフィン切片を前処理後、28S rDNA、mPgk-1
及び mPgk-2 プライマーを用いた In situ PCR で digoxigenin または biotin を取り込ませた後
（OmniSlide, HYBAID）、蛍光標識抗 biotin 抗体、digoxigenin 抗体を反応させ、DAPI で核染
色を行った後に超解像顕微鏡（Eryla, Zeiss）で観察した。 
 
４．研究成果 

rRNA 転写に関与する Nucleolin の免疫染色を用いて精子形成
細胞に於ける陽性スポットを指標に観察したところ、精祖細胞の
核小体は概ね 2、精母細胞では 4-6 個が核内に散在したが、円形
精子細胞に於いては、核中心部の DAPI 強染部位は nucleolin 陰
性であった（図 2）。5-mC 免疫染色では、精祖細胞や精母細胞核は
弱陽性であったが、円形精子細胞では DAPI 陽性部位と一致して
強陽性部位が観察された（図 2）。対照として、精巣内のセルトリ
細胞核小体の satellite domain を観察した。セルトリ細胞は分
裂能を有しない体細胞であり、かつ DNA は 5-ヒドロキシメチル化
シトシンが優位な細胞である。その核小体は、rRNA 転写が活発な
central domain が 1 つ、その両脇に転写が抑制された satellite 

domain が 2 つ存在する。セルトリ細胞の satellite domain は円形精子細胞の核小体同様、
nucleolin 陰性、5-mC 強陽性を示した(図 2)。すなわち rRNA の転写が抑制されている円形精子
細胞の核小体やセルトリ細胞の satellite domain の DNA は強くメチル化されていることが明ら
かになった。 
そこで、DNA メチル化が核小体の形成や rRNA の転写活性に与える影響を解析するため、DNA メ

チル化抑制剤 5-azadC をマウス腹腔内に投与し、抗 nucleolin 抗体及び抗 5mC 抗体を用いて免
疫染色を行い、超解像顕微鏡にて観察した。以前我々は 5-azadC 投与が精祖細胞並びに精母細胞
のアポトーシスを誘導することを報告したが、5-azadC 投与
マウスでは、精母細胞に於いて nucleolin スポット数が増
加する傾向にあった（図 3）。しかしながら、精祖細胞や円
形精子細胞核小体の大きさや数に変化はみられなかった。 
以上の結果は、人為的 DNA メチル化減少が精母細胞の核小

体形成と rRNA 転写を促進することを示した。 
 次に、セルトリ細胞の
satellite domain の機能を検討するため、pre-rRNA、18S rRNA、
28S rRNA の局在を in situ ハイブリダイゼーションを用いて同定
し、電顕並びに超解像顕微鏡観察を行った。その結果、central 
domain (図 4、実線)のみならず satellite domain （図 4、破線）
にも rRNA の局在が認められた。すなわち、satellite domain に
rDNA クラスターは局在するものの rRNA 転写は抑制されること、
そして central domain で転写され、スプライスされた rRNA が
satellite domain へ移行することが示された。 

 また、5-azadC 投与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 Pgk-1 と 17 番染色体の Pgk-2 遺伝子局
在パターンについても in situ PCR 法で検討したが、クラスターを形
成する rDNA (図 5)と異なり、single locus 検出に於いてはバックグラ
ウンドを完全には排除できず、今後はより配列認識性の高い Crispr シ
ステム等の導入を検討する必要がある。 
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