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研究成果の概要（和文）：精子形成過程におけるH3tの取り込み位置の挙動変化をChIL-seqにより評価した。精
祖細胞におけるH3tの局在を可視化したところ、H3t がドメインを形成し、その周囲にH3.1/2が局在している例
が多数見受けられた。また、体細胞型ヒストンH3.1/2は減数分裂以前から精子細胞のゲノムに取り込まれていた
ことから、H3tは体細胞型ヒストンH3.1/2と置換されることで、減数分裂期に機能していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We used ChIL-seq to evaluate the behavioral changes in the location of H3t 
incorporation into genome during spermatogenesis. Visualization of H3t localization in 
spermatogonial cells revealed that H3t formed a domain and H3.1/2 localized around it in many cases.
 The somatic histone H3.1/2 was incorporated into the genome before meiosis, suggesting that H3t 
functions during meiosis by replacing somatic histone H3.1/2.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： クロマチン　ヒストン置換　H3t　精子形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに精巣特異的に発現するヒストンバリアントの同定とその機能解析が行われてきたが、その多くがプロ
タミン置換などの精子形成過程の後期に関与していることが報告されている。一方で、ヒストン修飾酵素の研究
により、減数分裂期に必須の酵素などが同定されている。本研究成果は精子形成の初期に機能しうるヒストンバ
リアントが作るクロマチン構造の存在が明らかとなった。これまでのヒストン修飾酵素などの知見と相俟って、
生殖細胞形成におけるクロマチン動態の全容解明の一助となった。

※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 

生殖細胞におけるゲノム DNA は、個体が遺伝形質を次世代に伝える分子基盤である。生殖細胞

である精子の形成では、精祖細胞が減数分裂を経て、ヒストンがプロタミンに置換されクロマチ

ンが凝縮することが必須である。近年、プロタミン置換の前段階として、TH2A、TH2B などの生

殖細胞特異的ヒストンバリアントが発現し、ゲノム DNA に取り込まれ体細胞型ヒストンが置換

される必要があることが明らかとなっている（Govin et al., Trends Biochem Sci, 2005）。申

請者らは、2015 年に、マウス及びヒトゲノム上に存在する未知ヒストン遺伝子を網羅的に多数

同定し、うち精巣特異的な発現するヒストンバリアントを発見した(Epigenetics Chromatin, 

2015)。そこで、その一つである H3t の解析を詳細に行った。結果、H3t が、精子形成後期のプ

ロタミン置換に関わるヒストンバリアントとは異なり、減数分裂以前に発現し精子形成の極め

て初期の段階から必須であることを明らかにした(Cell Reports, 2017)。これらの知見は精子

形成過程では、従来知られているプロタミン置換の促進とは異なる各分化段階で何らかの固有

の機能を持つタイプのヒストンが存在していることを意味している。 

 

２．研究の目的 

本研究では、精子形成過程において発現するヒストンのうち、プロタミン置換の促進とは異な

る機能を有する H3t およびその他未知のヒストンバリアントの機能を解明する。これまでのヒ

ストンの機能解析は、ヒストン修飾酵素やクロマチンリモデリング酵素が作用するエフェクタ

ーとしての理解が進められてきたが、転写、減数分裂におけるヒストン自体の機能については未

だ不明な点が多い。そこで本研究では、独自の微量クロマチン解析技術により精巣内に存在する

各分化段階の細胞を用いて解析を行う。従って組織内での各精子形成段階におけるヒストン置

換と、転写、減数分裂そして、凝縮を対応させながらクロマチン構造変化を追跡していく。これ

により精子形成過程の H3t へのヒストン置換現象にはじまり、それにより引き起こされるクロ

マチン構造変化そしてその機能について包括的かつ体系的な知見が得られることが期待できる。

最終的には、クロマチン構造によるゲノム上の遺伝情報の継承あるいは除去される「エピゲノム

遺伝」解析の端緒となると考えている。 

 

３．研究の方法 

H3T/t を起点とした精子細胞分化特異的なクロマチン構造のダイナミクスを明らかにする。ま

ず、精子形成過程の最初期に発現する精子特異的ヒストンバリアント H3t の発現制御メカニズ

ムの解明とその機能解明を行う。具体的には、GS 細胞のレチノイン酸誘導前後での H3t 遺伝子

座周囲のクロマチン構造をエピゲノム解析する。これにより H3t の発現に伴うクロマチン構造

変化を明らかにし、発現誘導に必要なエンハンサー配列の同定を試みる。同時に、エンハンサー

活性化マーカーである H3K27ac、H3K4me1 修飾、プロモーター活性化マーカーである H3K27ac、

H3K4me3修飾に対するヒストン修飾解析やATAC-seqによるエピゲノム解析により裏付けを行う。

適時、Chromosome Conformation Capture (3C 法)による高次構造制御についても解析を行う。

次に、精子形成過程における H3t の取り込み位置の挙動変化を ChIL-seq により評価する。cell 

sorter を用いて精子形成の各分化段階の細胞を分画し(Gaysinskaya et al., Cytometry, 2014)、

well plate に分取した後、ChIL-seq により H3t のゲノム上での取り込み位置を解析する。同時

に、ヒストン修飾の ChIL-seq も行い H3t の取り込み位置の特徴付けを行う。並行して組織切片

を使った ChIL-seq を進めることで裏付けを行う。その後の分化における各段階で発現・機能す



る既知、未知ヒストンバリアントについても同様に、発現機序の解明とそれぞれヒストンバリア

ントにより構成されるクロマチン構造の機能解析を進める。 

 

４．研究成果 

精子形成過程の最初期に発現する精子特異的ヒストンバリアント H3t の発現制御メカニズム

の解明とその機能解明を行うにあたって、GS 細胞における H3t の発現プロファイルを詳細に取

得した。その結果、GS 細胞では、レチノイン酸誘導前から H3t の発現が確認された。したがっ

て、当初予定した GS 細胞での解析の代替として、若齢マウスでの解析を進めることにした。そ

こで、精子形成過程における H3t の取り込み位置の挙動変化を ChIL-seq により評価した。cell 

sorter を用いて精子形成の各分化段階の細胞を分画し（Gaysinskaya et al., Cytometry, 2014）、

well plate に分取した後、ChIL-seq を行った。次世代シークエンスにより得られたリードのう

ち、マウスゲノムにマッピングされたリード数を H3t と体細胞型ヒストン H3.1/2 で比較したと

ころ、減数分裂前の精祖細胞で H3t のリード数が H3.1/2 と比べ高いことが明らかとなった。ま

た、精祖細胞における H3t の局在を可視化したところ、H3t がドメインを形成し、その周囲に

H3.1/2 が局在している例が多数見受けられた。また、体細胞型ヒストン H3.1/2 は減数分裂以前

から精子細胞のゲノムに取り込まれていることが知られている。これらのことから、H3t は体細

胞型ヒストン H3.1/2 と置換されることで、減数分裂期に機能していることが示唆された。この

知見から精子形成において H3t が何らかの特徴的なクロマチン構造を形成することで安定な精

子形成が行われているのではないかと考えた。そこで、さらに詳細に解析するために、精子形成

過程における H3t と関連があると考えられるヒストン修飾に対する ChIL-seq を行うための方法

論の確立を目指した。特に単一細胞解析を念頭においたプロトコルの開発を進め、H3K4me3, 

H3K27ac, H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3, H3K4me1 の 1 細胞 ChIL-seq の可視化に成功した。こ

れまでの報告通りに、エンハンサーマーカーである H3K27ac と H3K4me1 のゲノム領域の相関性

が確認できた。また、関連する ChIL 法の詳細なプロトコルを発表した。一方で、組織中から単

離された細胞は、化学的、物理的刺激により細胞状態が変化していることも考えられる。そのた

め、組織中でエピゲノム解析が可能な技術開発も進めた。薄切切片に最適化した ChIL-seq プロ

トコルを開発し、組織切片上でのエピゲノム解析技術を発表した。今後は、これら技術をもとに

H3t の精子形成におけるクロマチンダイナミクスを 1細胞レベルで解析を進めていく。 

 

 
図 精巣組織切片からのエピゲノム解析の例。（A）精巣組織切片に
最適化した ChIL反応における ChIL-probeの染色像。（B）精巣に
おける RNA polymerase IIの ChIL-seqデータの可視化。精巣で発
現するMeig1遺伝子に RNA polymerase IIの集積が確認できる。 
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