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研究成果の概要（和文）：精子形成期において、生殖細胞が分化し減数分裂期へ移行する際には、体細胞型の遺
伝子発現プロファイルから生殖細胞特有の遺伝子発現プロファイルへと切り替わる。本研究では、マウス精子形
成期をモデルに、生殖細胞特異的なエピゲノム変化及びクロマチン構造変化の解明を目的とした。クロマチンの
開閉状態は、減数分裂期の前後においてプロモーター領域よりも遺伝子間領域で大きく変化しており、エンハン
サーの活性化状態が変化していることが示唆された。活性化エンハンサーをゲノムワイドに解析した結果、生殖
細胞特異的なスーパーエンハンサーを同定し、さらに、生殖細胞特異的転写因子A-MYBが、その形成に機能する
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Due to bursts in the expression of thousands of germline-specific genes, the
 testis has the most diverse and complex transcriptome of all organs. Much of this unique gene 
expression takes place when mitotic germ cells differentiate to enter into meiotic prophase. Here, 
analyzing the male germline of mice, we demonstrate that the genome-wide reorganization of super 
enhancers (SEs) drives bursts of germline gene expression after the mitosis-to-meiosis transition. 
At the mitosis-to-meiosis transition, mitotic SEs resolve while meiotic SEs are established. Meiotic
 SEs are associated with the activation of key germline genes, thereby defining the cellular 
identity of germ cells. This SE switching is regulated by the establishment of meiotic SEs via A-MYB
 (MYBL1), a key transcription factor for germline genes. Prior to entry into meiosis, meiotic SEs 
are preprogrammed in mitotic spermatogonia, serving to ensure the unidirectional differentiation of 
spermatogenesis. 

研究分野：生殖科学

キーワード： 生殖細胞　エピジェネティクス 　クロマチン　エンハンサー　精子形成　A-MYB
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では生殖細胞特異的な遺伝子発現を制御する活性化エンハンサーの動態を解明した。また、本研究によっ
て新規に同定されたスーパーエンハンサーによって、精子形成期後期の分化進行に重要な遺伝子が制御されてい
ることを見出した。さらに、A-MYB依存的なスーパーエンハンサーの形成機構を明らかにした。A-MYB依存的な生
殖細胞特異的遺伝子発現は鳥類の精巣においても認められており、本研究で見出された分子機構は、進化的に保
存された重要な精子形成遺伝子発現機構であると考えられる。本研究成果は、生体外での生殖細胞分化を制御す
る発生工学への応用や、ヒトの生殖医療の改善に役立つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

精子形成期において、生殖細胞が分化し減数分

裂期へ移行する際には、数千もの遺伝子発現が変

化し、体細胞型の遺伝子発現プロファイルから生

殖細胞特有の遺伝子発現プロファイルへと切り替

わる (Hasegawa et al, Dev Cell, 2015)。我々は

マウス精子形成期をモデルに、生殖細胞特異的な

エピゲノム変化及びクロマチン構造変化によって

遺伝子発現プロファイルの変化がもたらされるこ

とを明らかにした (Maezawa et al., Genes Dev., 

2017; PNAS, 2018; J. Cell Sci., 2018; Biol. 

Reprod., 2019)（図 1）。興味深いことに、クロマ

チンの開閉状態は、減数分裂期の前後においてプロモーター領域よりも遺伝子間領域で大きく

変化していた (Maezawa et al, Nucleic Acids Res., 2018)。そのため、エンハンサーの活性

化状態が生殖細胞特異的な遺伝子発現プロファイルの制御に機能していることが示唆されたが、

詳細な分子機構は不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、まず、マウス精子形成期における各分化段階のエンハンサー活性化状態を明らか

にすることを目指した。近年、細胞の運命決定に関与する遺伝子群の発現を制御するエピゲノム 

機構としてスーパーエンハンサーという概念が報告されている。そこで本研究では、生殖細胞特

異的なスーパーエンハンサーを同定し、その制御機構の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス精巣からの生殖細胞の単離 

本研究では、C57BL/6N 野生型マウス、及び A-myb 変異マウス（Mybl1repro9）(Bolcun-Filas et 

al, Development, 2011)を用いた。精原細胞の単離では、6〜8日齢のマウスから精巣を摘出し、

コラゲナーゼ及びトリプシンを用いて細胞分散処理を行った。細胞分散液を、抗 KIT 抗体融合マ

イクロビーズ及び抗THY1抗体融合マイクロビーズを用いて、autoMACS Pro Separator (Miltenyi 

Biotec)により、それぞれ分化型精原細胞及び未分化精原細胞を単離した。精母細胞及び精細胞

の単離では、成体マウスから精巣を摘出し、BSAグラジエントを利用した STA-PUT法を用いて単

離した。上述の方法で単離した細胞の精製度は、分化マーカーを用いた免疫染色法にて 90％以

上であることを確認した。 

(2) ChIP-seq解析及びスーパーエンハンサーの同定 

単離した生殖細胞を固定し、クロマチン画分を調整し、超音波破砕により断片化した。その後、

抗 H3K27ac 抗体を用いたクロマチン免疫沈降 (ChIP)を行なった。免疫沈降物を用いて、

ChIPmentation 法に従い次世代シーケンシング用の DNA ライブラリを調整した。得られた ChIP-

seq データを BioWardobe Experiment Management System を用いて解析した。MACS2 を用いて

H3K27ac ピーク領域を同定し、さらに ROSE (Rank Ordering of Super-Enhancers)アルゴリズム 

(Whyte et al, Cell, 2013)を用いてスーパーエンハンサーを同定した。 

 

４．研究成果 



(1) マウス精子形成期における活性化型エンハンサー及びスーパーエンハンサーの同定 

マウス精子形成期におけるエンハンサー活性化状態を明らかにするために、精巣から精子幹

細胞を含む未分化型精原細胞、分化型精原細胞、減数分裂期の精母細胞、減数分裂の完了した円

形精子細胞を単離し、活性化エンハンサーの指標であるヒストン修飾 H3K27ac のゲノムワイド

な分布を ChIP-seq 法により解析した。H3K27ac の分布は、分化型精原細胞から精母細胞への分

化の過程で大きく変化しており、これは体細胞型から生殖細胞特異的な遺伝子発現プロファイ

ルへと変化する時期と一致していた。つまり、分化型精原細胞において活性化しているエンハン

サーが減数分裂期への移行に伴い不活化し、一方で、精母細胞において新たなエンハンサーが活

性化していることを示唆していた。また、一部の H3K27ac が局所的にクラスターを形成していた

ことから、スーパーエンハンサーの形成が示唆された。スーパーエンハンサーは、細胞の運命決

定に関連する重要な遺伝子の近傍に見出され、それら遺伝子を強力に発現上昇させる機能を有

するゲノム領域として提案されている。そこで、スーパーエンハンサーを同定するための ROSE

アルゴリズムを用いて、精子形成期の各分化段階で形成されるスーパーエンハンサーを同定し

た。同定されたスーパーエンハンサーの分布を比較解析したところ、スーパーエンハンサーは減

数分裂期の前後で大きく変化し、特に減数分裂期移行後に多くのスーパーエンハンサーが新た

に形成されていることが示唆された。減数分裂期移行後に形成されたスーパーエンハンサー

（meiotic SEs）の近傍には、精子形成に必須の遺伝子が存在しており、精母細胞や円形精細胞

で 10〜1000倍に発現上昇していた。すなわち、meiotic SEs が、減数分裂期移行後の特異的な

遺伝子発現プロファイルの形成に機能していることが示唆された。 

 

(2) 生殖細胞特異的転写因子 A-MYB が、meiotic SEs の形成に機能する 

一般的にエンハンサー領域には標的遺伝子の発現を制御する転写因子の結合領域が含まれて

いる。精子形成期特異的遺伝子発現を制御する転写因子を同定するために、減数分裂期以降の特

異的なエンハンサー領域に含まれる転写因子結合モチーフの探索を行なった。同定された転写

因子結合モチーフの中でも最も有意な集積を示していたのが A-MYB結合モチーフ（GGCAGTT）で



あった。これまでに、A-MYB は生殖細胞特異的な転写因子として同定されており、A-myb 機能欠

失マウスは不妊の表現系を示す。ゲノムワイドな A-MYB な分布とエンハンサー領域との関連を

検討するために、マウス精巣組織を用いた既存の A-MYB ChIP-seqデータを解析し、精母細胞に

おける活性化エンハンサー領域（H3K27ac 分布）と比較した。その結果、A-MYB は精母細胞にお

ける活性化エンハンサー領域に局在しており、特に meiotic SEs の中央に集積していることが

示された (図 2a, b)。A-MYB の集積が meiotic SEs の形成に必要であるかを検討するために、

A-myb 機能欠失マウスの精母細胞における H3K27ac の分布を解析したところ、meiotic SEs で

H3K27ac の集積が減少していることが示された (図 2c, d)。これらの結果から、A-MYB が meiotic 

SEs の形成に機能することが示唆された。 

 

(3) meiotic SEs は、未分化精原細胞において準備状態にある 

これまでに、減数分裂期以降の精母細胞や精細胞で発現する遺伝子群のプロモーター領域は、

未分化精原細胞において RNAポリメラーゼ II や活性化型ヒストン修飾 H3K4me2 が集積した準備

状態にあることが報告されている。meiotic SEs の形成機構を明らかにするために、未分化精原

細胞における meiotic SEs 領域のエピジェネティックな状態を解析したところ、H3K4me2 が集積

していることが示された。meiotic SEs 領域における H3K4me2 の集積は、減数分裂期移行の精母

細胞や精細胞では減少していた。また、meiotic SEs 領域以外に形成される活性化エンハンサー

領域では H3K4me2 の集積はみられなかった。以上から、meiotic SEs は、未分化精原細胞におい

て H3K4me2 の集積を伴う準備状態にあることが示唆された。 

これらの結果から、meiotic SEs の標的となる精子形成関連遺伝子群は、次の(1)〜(3)によっ

て発現が制御されていると考えられる (図 3)。(1) 未分化精原細胞において meiotic SEs 領域

及びプロモーター領域に H3K4me2 が集積した準備状態が形成される。(2) 減数精子形成期へ移

行後に A-MYB などの転写因子が集積する。(3) H3K27ac が集積した活性化状態へ変化し、標的遺

伝子の発現が誘導される。本研究では生殖細胞特異的なスーパーエンハンサーを同定し、特に A-

MYB依存的に meiotic SEs が形成されることを明らかにした。A-MYB依存的な生殖細胞特異的遺

伝子発現は鳥類の精巣においても示されていることから、MYB依存的な meiotic SEs の形成は進

化的に保存された精子形成遺伝子発現機構なのかもしれない。本研究において同定されたスー

パーエンハンサーは、減数分裂期の前後で

大きく変化することが示された。今後、減

数分裂期へ分化が進行する過程をより詳細

に解析することにより、体細胞型スーパー

エンハンサーの消失及び meiotic SEs の活

性化について、段階的な分子機構を解明し

たい。 
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