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研究成果の概要（和文）：多くの真核生物は、配偶子を形成する過程で減数分裂を行い、遺伝的多様性を得る。
精巣に特異的に発現するヒストンであるH3tは精子形成過程に必須であり、H3tを欠損すると無精子症になる
（Ueda他, Cell Reports, 2017）。本研究では、H3tの染色体での機能を明らかにすることを目的として行い、
翻訳後修飾されたH3.1/H3.2よりも、H3tにより強く結合する分子を同定することに成功した(Cheng他, eLife, 
2020)。また、不妊治療を行う胚培養士らと、精子頭部をリアルタイムで計測しつつ顕微授精を行うことの重要
性を論じた総説を発表した（Itoi他,Zygote, 2021）。

研究成果の概要（英文）：Many eukaryotes including humans, undergo meiosis during the process of 
gametogenesis and acquire genetic diversity. We have previously shown that testis-specific histone 
variant H3t is essential for spermatogenesis, and loss of H3t gene results in azoospermia (Ueda et 
al., Cell Reports, 2017). In this study, we aimed to clarify the function of H3t in higher-order 
chromosomal structure and succeeded in identifying molecules that bind more strongly to 
post-translationally modified H3t than that of canonical histone H3.1/H3.2 (Cheng et al., eLife, 
2020). Moreover, together with embryologists working at infertility clinics, we have published a 
review article, discussing the importance of performing ICSI with real-time measurement of sperm 
head morphologies (Itoi et al., Zygote, 2021).

研究分野： 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
翻訳後修飾されたH3tにより強く結合する分子を同定できたことは、エピジェネティクスの階層性を理解する上
で意義は大きい。一方で、抗H3t抗体では詳細な解析が技術的に困難であることも同時に明らかとなった。ま
た、バリアント同士のアミノ酸配列が非常に似通っているため、質量分析でも区別できないことも判明した。こ
れらの諸問題を解決するため、我々は新規モデルマウスの開発を行った。期間内に開発したマウスの結果を発表
することはできなかったが、次に繋がる成果になったものと考えている。今後はこのマウスを用いて、精巣を用
いたH3tの生化学的解析を行い、H3tの機能の本質に迫っていけるものと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
私たちヒトを含む多くの真核生物は、精子や卵子などの配偶子を形成する過程で減数分裂を

行い、遺伝的多様性を獲得する。過去十数年の研究から、エピジェネティクス制御に関わる因子
の多くが精子形成過程に重要な役割を果たすことが明らかとなってきた。とりわけ、ヒストン H3
の翻訳後修飾を行う酵素の多くは、精子形成過程の途中、特に減数分裂の中期以降で重要な役割
を担っていることがマウスを用いた逆遺伝学的解析から明らかとなっている。このような中、研
究代表者らは精巣に特異的に発現するヒストン H3バリアントである H3t が精子形成過程に必須
であること明らかとした（Ueda, et al., Cell Reports, 2017）。すなわち、H3t 遺伝子を欠損
すると無精子症となり、さらに正常な精子形成過程では H3.1/H3.2 が DNA 複製依存的に H3t に
置き換わっていることを明らかにした。この結果から、当初はヒストン H3 の翻訳後修飾を行う
酵素の基質は H3.1/H3.2 だと考えられていたが、精子形成過程においては H3t がこれら酵素の
基質である可能性が考えられる。このことはすなわち、どのような翻訳後修飾を受けるかはヒス
トンバリアントが既定している可能性を示唆しており、エピジェネティクスの階層性を理解す
る上で今後重要なコンセプトになってくるものと考えられる。本研究課題は、「H3t がどのよう
なメカニズムでゲノム中に取り込まれ、ゲノム中でどのような分子と相互作用することで染色
体の高次構造や機能を制御しているのか？」を明らかにすることを目的としており、得られた知
見を最終的には臨床医との共同研究を通じて男性不妊症の診断法や治療法の開発に繋げること
を目標として開始した。 
 
２．研究の目的 
過去十数年の研究から、エピジェネティクス及びクロマチン制御に関わる因子の多くが精子

形成過程に重要な役割を果たすことが明らかとなってきた（Sasaki & Matsui, Nat. Rev. Genet., 
2008）。とりわけ、ヒストン H3 の翻訳後修飾を行う酵素の多くは、精子形成過程の途中、特に減
数分裂の中期以降で重要な役割を担っていることがノックアウトマウスを用いた逆遺伝学的解
析から明らかとなっている。 
研究代表者らはマウスの精巣に特異的に発現する新規のヒストン H3 バリアントである「H3t

（tは testis を意味する）」を発見し、この遺伝子が精子形成過程に必須であることを、ノック
アウトマウスを用いた解析から明らかとした（Ueda, et al., Cell Reports, 2017）。即ち、H3t
遺伝子を欠損すると精巣が著しく縮小し、精子が全く形成されない無精子症を呈して、不妊とな
ることを発見した。この結果は、様々なエピジェネティックな修飾を受けるヒストン H3 バリア
ントそのものが細胞分化を決定付けていることを示している。 
先述したようにヒストン H3 の翻訳後修飾を行う酵素を欠失すると減数分裂の中期以降で精子

形成が止まるが、これに対して H3t 遺伝子を欠損したマウスでは、その異常が精子形成過程の極
めて早い時期（分化型精原細胞の出現時期）に生じていること、さらに正常な精子形成過程では
canonical な H3 が DNA 複製依存的に H3t に置き換わっていることが明らかとなった。この結果
から、当初はヒストン H3 修飾酵素の基質はカノニカルな H3 である H3.1/H3.2 だと考えられて
いたが、精子形成過程においては H3t がこれら酵素の基質である可能性が考えられる。このこと
はすなわち、どのような翻訳後修飾を受けるかはヒストンバリアントが既定している可能性を
示唆しており、エピジェネティクスの階層性を理解する上で今後重要なコンセプトになってく
るものと考えられる。本研究では、H3t がどのような分子メカニズムで精子形成過程の進行を可
能にしているのかを解明することを最終目的としている。とりわけ、H3t がゲノム上のどこに分
布し、染色体の高次構造や機能をどのように制御しているのかを解明することを目的としてい
る。また、H3t はヒトにも存在することから、本研究を通じてヒトの男性不妊症の原因解明にも
貢献したいものと考えている。 
 
３．研究の方法 
① 精子幹細胞の分化誘導実験系を用いたヒストン H3バリアントの ChIP-Seq 解析 
これまでの解析結果から、DNA の複製依存的にヌクレオソームに取り込まれるカノニカルなヒ

ストン H3バリアントである H3.1/H3.2 が、分化型の精原細胞が分裂する過程で H3t に置き換わ
っていることを明らかにしている。このことをさらに詳しく調べるために、分化誘導前後の精子
幹細胞を用いてヒストン H3 バリアント（H3.1、H3.3、H3t）の ChIP-Seq 解析を行った。 
 

② H3t に特異的なヒストン・コードの解明 
ここ最近の研究から、ヒストンバリアントが特定の翻訳後修飾を受けることが示唆されてい

る。Toronto 大学の Jinrong Min 博士と基礎生物学研究所の中山潤一博士との共同研究によっ
て、翻訳後修飾された H3.1/H3.2 よりも H3t により強く結合する分子を同定し、これらの分子が
精子形成過程でどのような機能を有し、遺伝子発現制御や染色体の高次構造に関わっているか
の解析を行った。 
 

③ 顕微授精においてヒト精子の頭部を計測することの重要性を論じた総説の執筆 
胚培養士の糸井史陽博士（当時、小牧市民病院）、産婦人科医の宮本敏伸博士（当時、旭川医



大）、岐阜大学の日巻武裕博士らとの共同研究によって、過去に発表された生殖補助医療に関す
る文献の知見などをまとめて、顕微授精においてヒト精子の頭部を計測することの重要性を論
じた総説の執筆を行った。 
 

④ ラットの体外受精の条件検討に関する研究 
体外受精は、生殖工学の分野で広く使われている確立された技術である。しかし、ラットでは

体外受精の成功は難しく、また再現性も低いという問題があった。ラットでのゲノム編集実験を
行うことを見据えて、ラットの IVF の条件検討を行い、最適化するための研究を行った。 
 
４．研究成果 
① 精子幹細胞の分化誘導実験系を用いたヒストン H3バリアントの ChIP-Seq 解析 

各ヒストンバリアントが染色体上のどこに局在するのかを明らかにした（未発表）。しかし、
H3t に対するモノクローナル抗体では、一部の翻訳後修飾の入った H3t のゲノム上での分布を見
落としている（特定の翻訳後修飾の入った H3t を抗 H3t 抗体が認識できない）可能性があるた
め、より確実なデータを得るために、H3t にタグの付いたノックインマウスを作製することとし
た（後述）。 
 

② H3t に特異的なヒストン・コードの解明 
Toronto 大学の Jinrong Min 博士ら、基礎生

物学研究所の中山潤一博士ら、旭川医大の小山
恭平博士らとの国際共同研究によって、エピジ
ェネティクスと精子形成に関連した論文を発
表した（Cheng, et al., eLife, 2020）。すな
わち、翻訳後修飾されたヒストン H3.1/H3.2 よ
りも、精巣特異的なヒストン H3t により強く結
合する分子を同定し、これらの分子が精子形成
過程でどのような機能を有し、遺伝子発現制御
や染色体の高次構造に関わっているかを明ら
かにするための研究を行った。この共同研究か
ら、ポリコームタンパク質であるPHF1と PHF19
は Tudor ドメインを介して、カノニカルなヒス
トン H3である H3.1/H3.2 よりも、H3t の 27 番
目のリジン残基のメチル化修飾に対してより
結合能が高く、H3K27me よりも H3t.K27me に対
して高い結合能を有することを構造学的に解
明した（図 1）。特に、PHF1 分子については、
精子形成過程の減数分裂期に発現し、パキテン
期、ディプロテン期と円形精子細胞において、
H3t と共局在していることが明らかとなった
（図 2）。 
さらに、H3t を過剰発現させた HEK293T

細胞から調製したヒストンを用いて、GST
プルダウンアッセイを行い、両者の相互作
用を検討したところ、PHF1 の Tudor ドメイ
ンは、ヒストン H3 および H3t をプルダウ
ンできることが明らかとなった。アミノ酸
配 列 が 非 常 に 似 通 っ て い る 関 係 で
H3.1/H3.2とH3tの区別はできなかったが、
H3 の種類に関係なく、インプットとプル
ダウン試料の K27 と K36 の修飾状態を
比較したところ、PHF1 の Tudor ドメインタ
ンパク質でプルダウンした場合には
H3K27me2/3 ペプチドが強く濃縮されるこ
とを見出した（図 3）。一方、H3K36me3 ペプ
チドは、プルダウンサンプルで顕著な濃縮
は認められなかった（図 3）。したがって、
PHF1 の Tudor ドメインは in vitro および
in vivoでメチル化されたH3tK27に結合す
ることができることが示唆された。しか
し、その生体内での結合の意義については
まだ答えられていないことから、今後の課
題であると考えている。 
なお、本実験では H3t に対するモノクロ

 
図 1．PHF1 の Tudor ドメインと H3K36me3、
H3tK27me3 の相互作用の等温滴定カロリメトリ
ー測定の結果。さらに、H3tK27me3 にも結合して
いた。PHF1 の Tudor ドメインの H3tK27me3 に対
する結合能は、H3K36me3 に対するよりも 2 倍ほ
ど弱く、カノニカルな H3K27me3 と比べると 5倍
ほど強いことが明らかとなった。（Cheng, et 
al., eLife, 2020 より引用） 

 
図 2．H3t（緑）および PHF1（赤）に対する抗体によ
る精巣切片の免疫染色画像。図では、ステージ IX-X
の精細管を示し、各パネルにパキテン期の核の拡大画
像を示している。精巣切片の免疫染色から、PHF1 が
H3t と、減数分裂期（パキテンとディプロテン期）と
円形精子細胞において共局在していることが明らか
となった。スケールバーは 100μm を表し、拡大画像
においては 10μm を表している。（Cheng, et al., 
eLife, 2020 より引用） 



ーナル抗体を用いたが、抗 H3t 抗体を用いた解析では、抗原部位付近（H3t のみに存在する 24
番目のバリン残基を認識）に翻訳後修飾を受けた H3t を認識できていないのではないか、という
疑問がどうしても付きまとってしまう。また、ヒストンバリアント同士のアミノ酸配列が非常に
似通っているため、抗体以外の方法で区別できないことも以前から問題となっており、ヒストン
バリアント研究の障壁となっていた。 

そこで、これらの問題を解決するため
に、本研究課題の最終年度の 2021 年度
に、中山潤一博士と共に、精巣特異的ヒ
ストンバリアント H3t にタグを付けた
ノックインマウスの開発を「学術研究支
援基盤形成・先端モデル動物支援プラッ
トフォーム」の支援を受けて行った。 
候補となるマウスを選別し、ノックイ

ンの確認とともに、H3t の発現を検討し
たところ、実際にタグ付き H3t を発現し
ているマウスを得ることに成功した。さ
らに、タグを付けた H3t は精巣で発現
し、細胞核に局在することから、H3t の
機能を保持していると考えられる。今後
は、ノックインマウスをライン化して、
ライン化したマウスの精巣からタグ付
き H3t を精製して、H3t の翻訳後修飾な
どを質量分析によって解析することを
予定している。また、タグに対する抗体
を用いて H3t の ChIP-Seq 解析を将来的
に行うことも予定している。 
 
③ 顕微授精においてヒト精子の頭部を計測することの重要性を論じた総説の執筆 

研究代表者は、先行研究において、アスペクト比の高い精子または精子頭部の短径が短い精子
の受精率が高いことを明らかにした（Nishikawa, et al., J. Assist. Reprod. Genet., 2018）。
ヒトの精子頭部の形状はマウスに比べて多様であることが知られている（図 3）。この理由とし
て、マウスにおいては精原細胞中のヒストンの大部分がプロタミンに置き換わることが知られ
ているが、ヒトの精子においては 15％ほどのヒストンが精子に残ると言われている（Hammoud, 
et al.,  Nature, 2009）。このことから、
ヒストンの残量がヒト精子の頭部の多様性
に影響していることが推察される。さらに、
精子頭部の形状が顕微授精を行う際の指標
になり得ることを示唆していることから、
不妊治療への応用が今後期待される。本総
説では、近年の各国の不妊治療の状況やヒ
ト精子を計測する数々の試みを概説しつ
つ、術者（主に胚培養士）が不妊症患者から
採取した配偶子を用いて顕微授精を行う
際、モニターに映し出された精子の頭部を
リアルタイムで計測することの重要性を提
唱した。即ち、今までは術者が様々な指標
（精子の運動性や精子頭部の形状など）を
基に、主観的に顕微授精に用いる精子を選
択していたが（図 4）(Kruger et al., 
Fertil. Steril., 1988)、リアルタイムに
精子を計測することで、より正常な精子（受
精し、胚発生するもの）を選択できる可能性
があることを本総説では提唱した。不妊症
患者から採取される配偶子は概して少ない
ことから、このようなことが臨床現場で可
能となれば、治療件数の少ないクリニック
に所属する術者や、経験の浅い術者であっ
ても、より正常な精子を選択できる可能性
があり、不妊治療成績の向上に繋がること
が期待されるからである。将来的には、モニ
ターに映し出された画像を基に、正常な精
子を人工知能が選択（認識）してくれるかも
しれないが、まずは、画像データと治療効果を結びつけたようなレトロスペクティブな研究が行

 
図 3．PHF1 の Tudor ドメインを用いたプルダウンアッセ
イの結果。各フラクションのメチル化リジン残基のスペ
クトルカウントを表示している。（Cheng, et al., 
eLife, 2020 より引用） 

 
図 4．ヒト精子の分類。Kruger の厳密な基準
(Kruger et al., Fertil. Steril., 1988)と WHO
の基準(World Health Organization, 2010)に基
づいて、ヒトの精子の正常型と異常型を示した模
式図。（Itoi, et al., Zygote, 2021 より引用） 



われていないため、このような研究を行う必要性があることも併せて提案した。 
 
④ ラットの体外受精の条件検討に関する研究 

先述したように、ラットの体外受精は再現
性を得るのが難しいとされていたが、研究代
表者は旭川医大の船越洋博士らとの共同研
究によって、ラット体外受精の再現性を得る
ための条件について、これまで研究した内容
をまとめて論文として報告した（Hino, et 
al., Theriogenology, 2020）。ラット体外受
精技術については 1970 年代から報告されて
きたが、安定して高い体外受精率を得ること
は難しく、技術の普及は遅れていた。船越洋
博士らは以前、Wistar ラットの体外受精を
成功させるための重要な課題として、卵子採
取期間を 3つのステップ（安楽死させた動物
からの卵管採取、卵管膨大部からの卵子採取、
受精までの卵子プレインキュベーション）に
分け、それぞれに適した時間を特定し、受精
率への影響を検討していた（Hino, et al., 
J. Exp. Anim. Technol., 2018）。今回、過
排卵の Wistar ラットの卵管採取と卵管から
の卵子採取の時間を同じにすることで、他の
ラット系統でも 90%以上の高い再現性で受精
率が得られることを明らかにした（図 5）。本

研究では、過排卵処理を施した雌ラットの採卵工程にかける時間と安楽死処分の方法が体外受
精率に影響を及ぼすことを明らかとし、ラット体外受精の再現性を高める方法を確立した。今後
は、この方法で作製したラットの体外受精胚を用いて、エレクトロポレーション法によってゲノ
ム編集ラットも作製することも予定している。 
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