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研究成果の概要（和文）：マウス精原細胞の培養株であるGC-1細胞にKdm5aベクターを導入し、Kdm5aによる遺伝
子発現変化をマイクロアレイで網羅的に検索した。さらに、その遺伝子発現データをIPAソフトウェアを用いて
解析し、Kdm5a強制発現により活性の変化を認めるパスウェイを検索した。IPA解析により、活性化を認めたパス
ウェイ”Actin Cytoskeleton Signaling”に含まれるRetは、Gfrα1とともに精子幹細胞に存在し、GDNFのリガ
ンドとして自己複製に必須であることから、Kdm5aはRetの発現を制御し、GDNFシグナルを介して精子形成障害に
関与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Mouse spermatogonial GC-1 cells were transfected with Kdm5a expression 
vectors. We performed a microarray analysis to clarify the underlying regulatory mechanisms of Kdm5a
 overexpression. Moreover, we identified the pathways that were altered by Kdm5a expressions using 
the IPA (Ingenuity Pathways Analysis) software. The IPA showed a Kdm5a-activated pathway of the “
Actin Cytoskeleton Signaling,” which included Ret. Because RET receptors colocalize with Gfra1 in 
the spermatogonial stem cells and Gdnf- signaling via the RET-tyrosine-kinase/Gfra1 receptor complex
 is required for spermatogonial stem cell self-renewal, it is suggested that Kdm5a regulates the 
differentiation from gonocytes to spermatogonia via activation of the “Actin Cytoskeleton 
Signaling” pathway.

研究分野： 小児泌尿器科学

キーワード： 造精機能障害　ヒストン修飾　エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、造精機能障害モデルである停留精巣ラットで発現亢進するKdm5a遺伝子が高発現することによって、
精子形成に関連する遺伝子群の発現異常が生じることが明らかとなった。男性不妊症における造精機能障害の原
因は明らかでないため、造精機能障害を回復する根本的な治療法は存在しないが、この精子形成に関連する遺伝
子群に対する治療薬の開発により、今後の男性不妊症に対する新規治療薬の開発が期待される。

※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 
停留精巣は出生男児の約 4-8%にみられ、約 40%に造精機能障害がみられる。ヒト停留精巣患者

の組織学的解析から、停留精巣では未分化精細胞から精子幹細胞への分化能が低下しているこ
とを私たちが世界で初めて発見した。 
さらに私たちは妊娠母体ラットへ抗アンドロゲン剤を投与することにより作製した停留精

巣ラットを造精機能障害モデルとして確立した。このラット停留精巣で発現亢進する遺伝子を
マイクロアレイで検索し、ヒストン修飾酵素 Kdm5a を同定した。Kdm5a はヒストン H3K4 の脱メ
チル化酵素であり、クロマチン構造をダイナミックに変化し、エピジェネティックに遺伝子発
現を制御する。私たちは生後 9日目のラット停留精巣で Kdm5a が発現亢進し、H3K4 が脱メチル
化されていることを報告した。 
近年、幹細胞の分化制御遺伝子のプロモーター領域に幹細胞特異的なヒストン修飾がおこる

ことが明らかとなり、この修飾が幹細胞の多能性維持に重要な役割を果たすことが示された。し
かし、精子幹細胞分化におけるヒストン修飾の機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Kdm5a のエピジェネティックな作用が、どのように造精機能障害に関わっている

のかを明らかにするため、Kdm5a の機能解析を行い、造精機能障害のメカニズムを解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Kdm5a強制発現系におけるマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析 

マウス精原細胞の培養株であるGC-1細胞にKdm5aベクターを導入し、Kdm5a強制発現系を確
立した。Kdm5aによる遺伝子発現変化を網羅的に検索するため、①Gfpのみを強制発現させ
たベクター、②Kdm5a-Gfpを強制発現させたベクターをそれぞれGC-1細胞へトランスフェ
クションし、それぞれの遺伝子発現変化をマイクロアレイを用いて解析した。 

(2) IPAによるCanonicalパスウェイ解析 
上記1)で得た遺伝子発現データをIPAソフトウェアを用いて解析し、Kdm5a強制発現により
活性の変化を認めるパスウェイを検索した。 

 
４．研究成果 
(1) Kdm5aの強制発現下において、2倍以上の発現亢進を認めた1394遺伝子、0.5倍以下の発現低

下を認めた1216遺伝子を同定した（表1,2）。発現亢進した遺伝子のうち、エピゲノムに関
与する遺伝子を探索し、DNAメチル化に関与するTet1 (tet methylcytosine dioxygenase 
1) や、ヒストン修飾に関与するScml2 (Scm polycomb group protein like 2)に着目した。 
 

(2) IPAソフトウェアを用いたCanonicalパスウェイ解析で、”Protein Kinase A Signaling”
のパスウェイが活性化されていた。このパスウェイには精子幹細胞の自己複製に重要であ
るRet遺伝子が含まれていた。また、”Actin Cytoskeleton Signaling”や”Ga12/13 
Signaling”などのパスウェイが不活性化されていたが、これらのパスウェイは精子形成に
関連していなかった（次項の図1）。 

 
（表 1）発現亢進した遺伝子 

 



  （表 2）発現低下した遺伝子 

 

  （図 1）Canonical パスウェイ解析 
赤色の棒グラフは活性化されたパスウェイを、青色の棒グラフは不活性化されたパス

ウェイを示す。Ratio は、パスウェイに含まれる遺伝子に対するマイクロアレイデータに
含まれる遺伝子の割合を示す。 

 
マイクロアレイ解析で同定した Tet1 遺伝子は、Nanog 遺伝子のコアプロモーターに結合する

ことが分かっている。Nanog 遺伝子は精子幹細胞の多能性保持に必須であることから、Tet1 は
Nanog 遺伝子コアプロモーターに結合し、DNA 低メチル化状態を維持することで自己複製能を保
持していることが推察された。 
Scml2 遺伝子は、精子形成期のエピゲノム形成を制御するタンパクとして同定された。SCML2

は Polycomb 抑制複合体 1によるヒストン H2A の Lys119 のユビキチン化を促進することにより、
未分化精細胞から精原細胞までの遺伝子発現を抑制する。一方で、減数分裂期の性染色体におい
ては、SCML2 はヒストン H2A の Lys119 のユビキチン化を抑制することにより、エピジェネティ
ックな遺伝子発現を制御することが明らかにされている。私たちの研究より、Kdm5a の強制発現
で Scml2 が促進されたことから、初期精子形成過程において、Kdm5a によってヒストン H3K4 脱
メチル化が Scml2 の発現を誘導し、Scml2 が H2A のユビキチン化の抑制を介して精細胞分化に関
する遺伝子発現制御を行うことが推察された。 
IPA 解析により、活性化を認めたパスウェイ”Actin Cytoskeleton Signaling”に含まれる

Ret は、Gfrα1 とともに精子幹細胞に存在し、GDNF のリガンドとして自己複製に必須である。
そのため、Kdm5a は Ret の発現を制御し、GDNF シグナルを介して精子形成障害に関与する可能性
がある。 
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