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研究成果の概要（和文）：我々は以前JMJD3を雄生殖細胞特異的に欠損させ、幹細胞脱分化を含む繁殖能力の抗
老化現象を見出した。そこで、精子幹細胞におけるJMJD3制御ネットワークを解析し、精子幹細胞老化メカニズ
ムを理解することを目的とした。精子幹細胞RNA-seq主成分分析の結果、老齢JMJD3欠損精子幹細胞の若返りが示
唆され、特に加齢による脂質・脂肪酸代謝の機能低下がJMJD3欠損により抑制されることを見出した。またUTXは
幹細胞制御には関与せず、一方、関連因子として同定したCDYL2が精子幹細胞制御に関わることを見出した。今
後、幹細胞老化・若返りの責任因子、経路を特定し、効率的幹細胞制御法の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：We have previously found an anti-aging phenomenon in fertility, including 
stem cell dedifferentiation, by specific deletion of JMJD3 in male germ cells. Therefore, we aimed 
to analyze the JMJD3 regulatory network in spermatogonial stem cells (SSCs) to understand the 
mechanism of aging of SSCs. The principal component analysis of SSC RNA-seq suggested that aged 
JMJD3-deficient SSCs are rejuvenated, and in particular age-related functional decline in lipid and 
fatty acid metabolism is suppressed by the lack of JMJD3. In addition, UTX is not involved in SSC 
regulation, while CDYL2, which was identified as a related factor, is involved in SSC regulation. In
 the future, we are going to identify the factors and pathways responsible for stem cell aging and 
rejuvenation and to develop efficient methods to expand SSCs.

研究分野： 幹細胞生物学、生殖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではJMJD3を欠損させると精子幹細胞を若返らせることができるという成果が得られた。本成果は逆説的
にはJMJD3が幹細胞老化に重要な役割を持つことを示唆する。また、本研究から派生して、JMJD3を欠損させると
神経幹細胞の脱分化が亢進することも見出した。JMJD3を欠損させるとiPS細胞作製効率も向上することから、
JMJD3と脱分化の深い関連性が想定される。JMJD3制御ネットワークを人為的に操作することで培養下の幹細胞を
効率的に増幅することも可能であるばかりでなく、様々な幹細胞における高効率幹細胞培養法の開発が可能とな
り、再生医療や家畜増産など広範な応用が期待できる。

※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 

精子形成は精子幹細胞を起源とした幹細胞システムで成り立っており、精子は成体のほぼ
一生にわたって継続的に生産される。精子形成の最終的な目的・能力は受精および妊孕性（繁殖
能力）にあるが、加齢に伴ってその繁殖能力には衰えが現れる。精子形成の老化を幹細胞の観点
で捉えると、幹細胞の自己複製と分化細胞供給のバランスが崩れ、自己複製能の低下、分化異常
が起こり、射出精子の減少、妊孕性の低下として現れると考えられる。 

精子形成過程では特徴的な細胞間架橋構造により細胞分裂後も全ての生殖細胞が連結し
た状態で増殖・分化して行くため、静止幹細胞の分裂は理論上、対称分裂が基本である、幹細胞
の供給源としては幹細胞の自己複製の他に、細胞間架橋断片化による連結分化細胞からの逆転
供給があり、それらのバランスにより全体的な幹細胞集団が維持される（図 1）。その制御メカ
ニズムにはまだ不明な部分が多いが、老化によって制御機構並びにバランスが破綻すると考え
られる。 

我々はヒストン H3 リジン 27（H3K27）脱メチル化酵素 JMJD3 の生殖細胞特異的ノ
ックアウトマウスを作製し、通常交配後一年で繁殖能力に衰えが現れる雄マウスが、交配後 1 年
を経過しても繁殖機能が低下せず、長期間にわたって良好な繁殖能力を示すことを見出した（図
2）。この結果は明確な精子形成の抗老化現象であるばかりでなく、JMJD3 の標的であるメチ
ル化 H3K27 の制御が幹細胞老化に重要な枠割を持つことを示唆する。また、我々は JMJD3
欠損精子幹細胞では野生型精子幹細胞で発現のない別の H3K27 脱メチル化酵素 UTX が異所
的に発現することを見出しており（図 3）、幹細胞抗老化に関わるエピゲノムは二つの H3K27
脱メチル化酵素が絡んだ複雑なものである可能性を認識している。 
 
 
 
２．研究の目的 

本研究の最終的な目標は幹細胞の老化現象を分子的に理解し、抗老化および若返りの可能
性を探ることである。その一部として、本計画では、精子幹細胞をモデルとして老化現象に関わ
るエピゲノム制御ネットワークを解明すること、特に加齢に伴うエピゲノム変化と細胞内変化
に注目して解析し、両者の関連性を明らかにすることを目的とする。本計画で得られる成果を基
盤として、将来的にエピゲノム制御や細胞内シグナル制御等による幹細胞抗老化・若返りの可能
性を探ることができる。 
 
 
 
３．研究の方法 

精子幹細胞における JMJD3 および UTX 発現の異なる以下の 4 種類のマウスモデルを
準備した。 

1. 野生型マウス（WT：JMJD3+/UTX-） 
  精子幹細胞において JMJD3 陽性、UTX 陰性であり、繁殖機能の老化が起こる 
2. 生殖細胞特異的 JMJD3 欠損マウス（JMJD3 cKO：JMJD3-/UTX+） 
  JMJD3 flox マウスと Stra8-Cre マウスを交配させたもので、生後の雄生殖細胞特

異的に JMJD3 欠損が誘導される。精子幹細胞では UTX 陽性であり、繁殖機能の老化
が起こらない（抗老化現象が現れる）。 

3. 生殖細胞特異的 JMJD3/UTX 二重欠損マウス（WcKO：JMJD3-/UTX-） 
  JMJD3 と UTX の二重 flox マウスと Stra8-Cre マウスを交配させたもの。生後の

雄生殖細胞で JMJD3・UTX の二重欠損が起こる。繁殖機能は不明。 
4. 生殖細胞特異的 UTX 発現誘導マウス（UTX-On：JMJD3+/UTX+） 
  NANOS2 エンハンサー制御下で rtTA を発現し、TRE-UTX を組み込まれたトラン

スジェニックマウス。ドキシサイクリン添加で未分化精原細胞に UTX 発現を誘導でき
る。繁殖機能については不明。 

 
これらの遺伝子改変マウスを用いた以下の実験を計画した。 
① 繁殖機能抗老化現象と JMJD3/UTX 発現との関連性 
JMJD3 欠損／UTX 発現状態で繁殖機能の抗老化が見られたが、WcKO マウスおよび

UTX-On マウスについて、繁殖能力を調べ、JMDJ3 欠損と UTX 発現のどちらかあるいは両
方が抗老化に必要か調べた。 

② 老化に関わるエピゲノム修飾の同定 
老齢および若齢の精子幹細胞におけるエピゲノム修飾プロファイルを解析し、加齢に伴っ

て変化するエピゲノム修飾領域の同定を試みた。具体的には、精子幹細胞が濃縮される CD9 陽
性：c-KIT 陰性の未分化精原細胞画分を FACS により回収し、ChIP-seq を行い、エピゲノム



プロファイルを得た。妊孕性の低下が現れるのは交配開始後 1 年を経過したあたりなので、若
齢精子幹細胞は 10〜12 週齢（3 ヶ月齢）マウスから、老齢精子幹細胞は 15 ヶ月齢マウスか
ら回収した。今回解析したエピゲノム修飾は JMJD3 および UTX の標的であるトリメチル化
H3K27（H3K27me3）および H3K27me3 との高い関連性が報告されている遺伝子活性化
型エピゲノム修飾 H3K4me3 の 2 種類とした。 

上記 4 種類の遺伝子改変マウスから得られたエピゲノムプロファイルを比較解析し、
JMJD3 あるいは UTX が制御するエピゲノム修飾領域の同定を試みた。また、①の繁殖能力の
結果も踏まえて、真に老化／抗老化に関連するエピゲノム修飾の同定を試みた。 

③ 老化に関わる細胞内経路の同定 
上記②と同様に回収した若齢および老齢精子幹細胞を用いた RNA-seq を行い、老化に

伴う遺伝子発現の変動を解析した。ここでは、4 種類の遺伝子改変マウスから得られる遺伝子プ
ロファイルの比較解析と②で得られた老化／抗老化に関連するエピゲノム修飾領域との比較解
析を試みた。得られた結果を qPCR、ChIP-PCR、免疫染色等で確認し、真に老化／抗老化に関
わるエピゲノム制御領域および細胞内制御機構を検証した 

 
事前に老化／抗老化に関連する細胞内制御機構としてミトコンドリア制御およびエネル

ギー代謝経路に注目していた。これらの経路は老齢精子幹細胞で抑制され、JMJD3 欠損により
活性化される経路である。JMJD3 欠損は遺伝子発現の抑制を導くことから、これらの経路は
UTX 発現によって活性化された可能性が考えられた。UTX の発現だけでも抗老化が現れるの
か、あるいは JMJD3 欠損が抗老化に必要なのか、両遺伝子によってエピジェネティック制御
されるどのような経路が老化と密接に関わっているのか、など様々な点に着目して解析・考察を
行った。 
 
４．研究成果 
（1）UTX-On マウスにおける UTX の発現誘導レベル 
 精子幹細胞に強制的に UTX を発現させるために、Tet-On により UTX の発現を誘導
するマウスを作製した。PCR により rtTA および UTX 下流に連結した発現マーカーである
mCherry の導入が確認できた。しかし、ドキシサイクリン含有飼料を与えても発現マーカーの
mCherry の発現は確認できず、UTX の免疫染色でもシグナルが確認できなかったことから、
UTX の誘導発現ができていないことが示唆された。培養細胞を用いた in vitro での発現誘導は
確認できたため、in vivo で発現誘導できなかった原因は不明であるが、UTX-On の実験系の
継続は断念した。 
 
（2）UTX-On 及び JMJD3／UTX 二重欠損マウスの繁殖能力 
 UTX-On 及び JMJD3／UTX 二重欠損マウスの繁殖能力を調べるための準備をして
いたが、上記（1）の理由により、UTX-On の繁殖能力の調査は断念した。また、新型コロナウ
イルスの流行により、制限ができてしまっただけでなく、特に本研究計画では 1 年半以上のモ
ニタリングを必要とするため、実施を断念した。 
 
（3）JMJD3 cKO CD9 陽性精子幹細胞画分の RNA-seq 
 以前、実施した RNA-seq の結果にばらつきが大きかったため、再度 RNA-seq を実
施した。今回は若齢野生型、老齢野生型、老齢 JMJD3 cKO について CD9 陽性：CD49f 陽
性：SSC low：c-KIT 陰性の細胞画分を回収し、RNA-seq を行った。主成分分析の結果、若
齢野生型と老齢野生型は明確に異なるグループに分配された。さらに、老齢 JMJD3 cKO は若
齢野生型と老齢野生型の間に位置し、JMJD3 欠損により精子幹細胞が若返ったことが示唆さ
れた。また、加齢とともに発現が減少し、JMJD3 欠損により発現現象が抑制される JMJD3 の
下流候補遺伝子として CDYL2 が同定された（論文投稿準備中）。GSEA 解析の結果エネルギー
代謝経路を含む、代謝制御遺伝子ならびにオートファジー関連遺伝子の発現変動も見られてお
り、我々が肝臓を対象に行った制御機構との関連性が見られた。 
 
（4）CDYL2 の発現および精巣内局在 
 上記（3）で同定した CDYL2 の発現を調べたところ、広範な組織に発現するが、小
脳、精巣、卵巣で強い発現が確認された。免疫染色により精巣内での CDYL2 発現部位を調べ
たところ、SOX9 陽性セルトリ細胞と PLZF 陽性未分化精原細胞に特異的な局在が見られた。
その特異的な精巣内発現から、CDYL2 が精子形成に何らかの役割を果たすことが示唆された。
JMJD3 を欠損させると精子幹細胞が若返るだけでなく、CDYL2 発現が増加する事から
CDYL2 と幹細胞若返りに関連性が示唆される。 
 
（5）CDYL2 欠損マウスの作製と精子形成における表現型解析 
 CDYL2 の機能を明らかにするため、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集により
CDYL2 欠損マウスを作製した。CDYL2 欠損マウスは出生し、野生型およびヘテロに比べて矮
小化が見られたが、繁殖能力を保持していた。精巣内で精子形成はほぼ正常に行われているが、
精細管ホールマウント染色により精原細胞コロニーを観察すると、通常見られる鎖状のコロニ



ーとは異なり、塊状のコロニーが形成されていた。フローサイトメトリー解析により精子幹細
胞・精原細胞の性状を調べたところ、CD9 陽性：CD49f 陽性：SSC low の精原細胞の割合が
有意に減少していたが、CD9 陽性：CD49f 陽性：SSC low 中の c-KIT 陰性精子幹細胞画分
が有意に増加していた。CD9 陽性：CD49f 陽性：SSC low 精原細胞画分を回収し、RNA-seq
による発現遺伝子解析を行ったところ、精子幹細胞発現遺伝子の発現ならびに精子幹細胞制御
に関わる mTOR 経路の発現が増加しており、精子幹細胞の増加が裏付けられた。これらの結果
は CDYL2 を欠損させると精子幹細胞の分化が抑制されたことを示唆しており、様々な幹細胞
で老化幹細胞は維持されるものの、分化が抑制されることを考慮すると、幹細胞老化と CDYL2
の関連性が示唆された（論文投稿準備中）。繁殖能力を調べたところ、通常よりも早く繁殖能力
が低下することが示されており老化との関連性が強く示唆される。また、発現遺伝子解析の結果
からは E2F ターゲット遺伝子の発現が増加しており、精細管ホールマウントで見られた特徴的
コロニーの表現型を考慮すると、精子幹細胞の分化が抑制されているというよりも、精子幹細胞
の対称性分裂が促進されている可能性も示唆された。 
 
（6）JMJD3 の下流候補因子 PHF20 の発現解析および欠損マウス作製 
 先行研究により、iPS 細胞のリプログラミング過程で JMJD3 の下流因子として
PHF20 が報告されている事から、PHF20 の精巣内発現を調べた。その結果、PHF20 は精巣
内で PLZF 陽性未分化精原細胞に発現しており、精子幹細胞制御に関与する可能性が示唆され
た。PHF20 の精子幹細胞制御における役割りを解明する為、PHF20 欠損マウスの作製を試み
た。PHF20 欠損マウスは出生直後に致死となることが判明したため、PHF20 floxed マウス
を作製し、Stra8-Cre と交配し、生殖細胞特異的 PHF20 欠損マウスを作製した。現在その表
現型を解析している。 
 
（7）ChIP-seq による JMJD3 制御ネットワークの解析 
 若齢野生型、老齢野生型、若齢 JMJD3 cKO、若齢 WcKO の精原細胞画分を回収し、
H3K27me3 および H3K4me3 の ChIP-seq を実施した。しかし、解析に用いた細胞数が少
な過ぎたせいか、明確なピークがほとんど見られなかった。現在得られたデータを詳細に解析し
ているところである。今後、さらに高感度な方法である CUT&RUN や CUT&Tag などにより、
より高感度な解析をする必要がある。 
 
 以上、RNA-seq 解析により、精子幹細胞における JMJD3 制御ネットワークの一端
が明らかにされつつある。特に CDYL2 欠損マウスで見られる表現型は老化幹細胞の表現型を
示唆しており、興味深い。今後、別の JMJD3 制御候補因子である PHF20 欠損マウスの解析、
ならびにエピゲノム解析の結果を統合的に解析し、精子幹細胞の老化制御機構を明らかにした
い。なお、本報告の研究成果は論文投稿準備中であるため、図等の掲載はしない。 
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