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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、若齢の父親マウス由来の仔マウスと比較して、高齢の父親マウス由
来の仔マウスでは音声コミュニケーションの異常を見出した。その分子病態基盤を解明するために、精子に発現
する非コードRNAに注目した研究計画を立案したが、うまく共同研究を実施できなかった。一方で、精子DNAの全
ゲノム標的メチローム解析および胎児脳の網羅的遺伝子発現解析より、神経分化抑制因子REST/NRSFを共通した
分子として同定することに成功した。これらの結果より、神経分化抑制因子REST/NRSFは高齢の父親から生まれ
た子供における精神・発達障害の分子神経病理を理解する上で重要な鍵分子となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we found abnormal vocal communication during early 
postnatal in pup derived from aged father, compared to that derived from young father in C57BL/6J 
mice. To uncover the underlying molecular mechanisms, we planned research focusing on non-coding RNA
 in sperm, but could not be successfully implemented collaboration. In contrast, whole-genome target
 methylome analyses using sperm DNA and comprehensive gene expression analysis using developing 
forebrain identified enrichment of REST/NRSF (neuron-restrictive silencer factor) target genes. 
Taken together, REST/NRSF is suggested to be a key molecule in understanding the molecular 
neuropathology of mental and developmental disorders in children born to aged fathers.

研究分野： 神経行動学

キーワード： 父加齢　発達障害　精子　DNAメチローム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの発見は、父親の高齢化が子どもの精神疾患や発達障害のリスクを増大させるメカニズムとして、精子の
加齢が、これまでの無秩序な複製エラーだけではなく、神経分化制御因子REST/NRSFを介した生物学的基盤によ
り制御されていることを示唆するものである。このことはすなわち、将来的にREST/NRSFを分子標的として、加
齢精子の予防法および治療法、診断方法の開発につながる可能性が期待できる。

※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 

これまでの疫学研究より、父親の高齢化はその子供において様々な精神・発達障害のリ

スクを増大させることが報告されている。申請者らを含めていくつかの研究グループが、

高齢の雄マウスの精子において DNA 低メチル化領域の存在を見出しているが、成体後の

仔マウス脳の遺伝子発現との関連性が見出せていない。また一般的に、精子の DNA メチ

ル化は受精後に能動的に消去されることから、精子の DNA 低メチル化がそのまま次世代

のゲノムに継承されて表現系に影響する訳ではないと考えられており、現在までにその分

子病態基盤は明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究課題では、父親の高齢化による精子の DNA メチル化異常（1 次要因）に起

因した非コード RNA の発現変化（2 次要因）が受精後の表現系に影響する可能性について

検証することを目的とする。 

また、上記した仔マウスの個別の遺伝子発現解析では成体脳を使用していたが、本研究

課題では胎児脳の網羅的遺伝子発現解析を実施することにより、加齢精子の DNA メチロ

ーム解析との関連性について検証することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 若齢（3 ヶ月齢）および高齢（12 ヶ月齢以上）の C57BL6J 雄マウスの精巣上体尾部

より採取した精子より抽出・精製した非コード RNA の網羅的遺伝子発現解析を実施す

る。また、若齢（3 ヶ月齢）の C57BL6/J 雄マウスの精子および若齢（3 ヶ月齢）の

C57BL6/J 雌マウスの卵子から体外受精により受精卵を作成する。高齢（12 ヶ月齢以

上）の C57BL6J 雄マウスの精巣上体尾部より採取した精子より、非コード RNA を抽

出・精製し、上記した受精卵の細胞質にマイクロインジェクションする。偽妊娠した

ICR 雌マウスへ卵管移植して、妊娠・出産させる。生後 6 日目に体重測定して、母子分

離に伴う超音波発声を測定する。その後、大脳皮質形成について組織解析を実施する。 

(2) 若齢（3 ヶ月齢）および高齢（12 ヶ月齢以上）の C57BL6J 雄マウスの精巣上体尾部

より採取した精子からゲノム DNA を抽出・精製し、DNA メチローム解析を実施する。

また、若齢（3 ヶ月齢）および高齢（12 ヶ月齢以上）の C57BL6J 雄マウスと若齢（3

ヶ月齢）の C57BL6/J 雌マウスを交配し、胎齢 11.5 日齢および 14.5 日齢の雄マウス脳

を用いて網羅的遺伝子発現解析を実施する。RNA-seq 解析を実施し、生命情報科学解析

手法を用いてそれらの共通項を探索する。 

 

４．研究成果 

(1) 若齢（3 ヶ月齢）および高齢（12 ヶ月齢以上）の C57BL6J 雄マウスの精巣上体尾部

より採取した精子より、非コード RNA を抽出・精製した。受精卵へのマイクロインジ

ェクションについては共同研究先で実施する予定であったが、新型コロナウィルスの蔓

延による県外行動制限等のために日程調整がうまくいかずに、結局、実施することが出

来なかった。 



(2) 若齢（3 ヶ月齢）および高齢（12 ヶ月齢以上）の C57BL6J 雄マウスの精子の DNA メ

チローム解析を実施し、16 ヶ所の DNA 高メチル化領域および 96 ヶ所の DNA 低メチル

化領域を同定した。さらに、これらの領域のモチーフ解析より、DNA 低メチル化領域に

おいて神経分化抑制因子 REST/NRSF の結合サイトが高頻度に検出された（19/96）一

方で、DNA 高メチル化領域では REST/NRSF の結合サイトは検出されなかった

（0/16）。また、若齢（3 ヶ月齢）および高齢（12 ヶ月齢以上）の C57BL6J 雄マウス

由来の胎児マウス脳の RNA-seq 解析では、胎齢 11.5 日齢および胎齢 14.5 日齢におい

て、有意に発現増加／減少する遺伝子は同定できなかった。そのため、Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA)を実施した。興味深いことに、高齢（12 ヶ月齢以上）の

C57BL6J 雄マウス由来の胎児マウス脳において発現増加する遺伝子群の中に神経分化抑

制因子 REST/NRSF の標的分子が高頻度に検出されることを見出した。関連して、初期

神経新生遺伝子群の発現低下と後期神経新生遺伝子群の発現増加が確認された。このよ

うな変化は胎齢 11.5 日齢では観察されなかった。以上より、父親の高齢化によるこども

の発達障害には、神経分化抑制因子 REST/NRSF が精子および胎児脳の共通した分子病

態基盤である可能性があることを提唱した[1]。 
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