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研究成果の概要（和文）：生物進化の過程でゲノム中に組み込まれた特定の内在性レトロウイルス (ERVs) は、
精子形成過程において減数分裂期特異的に種特異的な転写活性調節を担うエンハンサーとして機能する。本課題
では特にエピゲノム制御因子に着目し、マウス精子形成過程におけるERVsエンハンサーの活性調節機構を検証し
た。その結果、精原細胞期ではクロマチン抑制因子であるKRAB-ZFPによりERVsエンハンサーは抑制され、減数分
裂への移行とともに精子形成のマスター転写制御因子であるA-MYBによって活性化されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Endogenous retrovirus (ERV) is reminiscence of ancestral retroviral 
infection to host germline cells and now account for ~10% of mammalian genome. Our recent study 
showed that specific type of ERVs act as meiotic enhancers and drive species-specific germline 
transcriptomes. In this study, we investigated epigenetic regulatory machinery for ERV enhancers 
during mouse spermatogenesis, and found that (1) KRAB-ZFPs which exclusively expressed in 
spermatogonial stage, act as repressors of ERV enhancer; (2) After the mitosis-to-meiosis 
transition, ERVs acquire enhancer activity in a A-MYB and its binding partners-dependent manner. 
Besides, based on IP-MS using a A-MYB specific antibody, our current study also has provided 
molecular resource by which to define key factors regulating progression of spermatogenesis, with 
A-MYB transcription factor.

研究分野： 発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一般的にERVsは、転移活性による変異原性のために体細胞系列では抑制的エピゲノム修飾によって強固に抑制さ
れている。本研究の遂行によって、精子形成過程においてはKRAB-ZFPならびにA-MYBの発現を介した宿主の緻密
な制御機構によって、特定のERVsは種特異的な転写活性調節を担う減数分裂期特異的なエンハンサーとしての役
割を担うことが明らかになった。現在まで、多様な生物種の精子形成過程において種特異的な遺伝子が多く発現
し、受精時における異種間の交雑を防ぐことが報告されているが、本課題によって明らかにしたERVエンハンサ
ーとその制御機構は、この精子形成特有の転写制御機構の理解に貢献する。

※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 
 精子形成は精巣内に存在する雄性生殖細胞と支持体細胞の相互作用により維持されて
いる。精原細胞は有糸分裂により自己複製を行い、減数分裂を経て成熟精子へと分化していく。
この機構の破綻は無精子症および精上皮腫等の疾患に繋がる可能性があるため、段階的に厳密
な制御を受けていなければならない。近年までに、マウス精子形成過程における網羅的な転写産
物解析を通して、減数分裂期以降の後期精子形成細胞 (精母細胞・円形精子) では、体細胞や精
原細胞とは全く異なる特殊な遺伝子発現パターンを持つことが明らかにされている。この大規
模な転写産物の変遷をもたらす制御機構については不明であったが、申請者はこれまでの研究
において、生物進化の過程で宿主ゲノムに組込まれた内在性レトロウイルス (Endogenous 
Retrovirus: ERV) が減数分裂期特異的に種特異的な転写活性調節を担うエンハンサーとして機
能し、精子形成に必須となる近傍遺伝子群の発現を惹起することを明らかにした。しかしながら、
ERV がどのように減数分裂期特異的にエンハンサー機能を獲得するか、その詳細なエピゲノム制
御機構は未だ明らかにされていない。本研究では、精子形成過程において ERV の減数分裂期特異
的なエンハンサー機能の獲得を可能とするクロマチン制御因子を明らかにすることを目的とし、
以下の解析を実施した。 
 
２．研究の目的 

本課題によって、ERV エンハンサーの抑制および活性化を担うエピゲノム制御因子群
を明らかにする。先行研究に基づくと、ERV の感染と共に宿主ゲノムの防御機構として進化した
KRAB-Zinc フィンガー (KZFP) タンパク質が、減数分裂以前 (精原細胞期) において ERVs エ
ンハンサーを抑制し、減数分裂移行時に 精子形成のマスター転写制御因子である A-MYB によっ
てエンハンサー機能が付与される可能性が高い。従って、KZFP と A-MYB の機能および相互作
用因子に着目し、ERV を介した生殖系列特異的な遺伝子発現制御機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 提案者はすでに先行研究によって、KZFP の一種である GM14326 と精子形成のマスター
転写制御因子である A-MYB が ERV エンハンサー上に結合することを見出している。また、培養細
胞において GM14326 および A-MYB のリコンビナントタンパク質の発現を誘導した結果、核内に
おいて相分離凝集体様の特徴的な構造体を形成することが明らかになった。このことから、
GM14326 および A-MYB は自身を中心とした複合体を形成することが強く示唆され、これらのク
ロマチン構造因子群の相互作用によって ERV エンハンサーが構築されることが想定される。従
って本研究では、抗 GM14326 ならびに抗 A-MYB 抗体を用いた免疫沈降後質量分析(IP-MS) を
実施し、GM14326 および A-MYB と共に ERV エンハンサーの活性調節を担うクロマチン制御因
子群を網羅的に明らかにし、同定されたクロマチン因子群の精子形成過程における機能を検証
する。 
 
４．研究成果 
4−１. 精原細胞期における ERVs の抑制機構の同定 
 上述の通り、精子形成において ERVs は減数分裂時にのみ その機能を発揮することか
ら、それ以外の時間軸では ERV を機能的に抑制する機構が存在することが想定される。申請者
は、精原細胞期における ERV エンハンサーの抑制に関与する分子として、ERV の感染と共に宿主
ゲノムの防御機構を担うために進化した KRAB-Zinc フィンガータンパク質群 (KZFPs) に着目し
た。まず初めに、RNA-seq 法により精子形成細胞ならびに体細胞組織においてマウスゲノムがコ
ードする全 KZFPs (n = 363) の発現を検証した結果、85 種類の KZFPs が精原細胞特異的な発現
を示すことが明らかになった (図 1a)。さらに、既報の KZFPs ChIP-seq データを用いて各 KZFP
の結合領域を同定したところ、85 種類中 3 つの KZFPs 結合サイトが減数分裂期における ERV エ
ンハンサー領域と有意にオーバーラップしていた。以上の解析結果から、これら 3つの KZFPs が
精原細胞期において ERVs エンハンサーの活性を抑えていることが強く示唆される。実際、KZFP
の結合が観られる ERVs 領域のヒストン修飾状態を ChIP-seq 法により検証すると、精原細胞期
においては遺伝子発現の抑制マークである H3K9me3 修飾が有意に濃縮している一方で、減数分
裂期の精母細胞においては有意に活性化マークである H3K27ac 修飾が濃縮されていた。 
 また、先行研究において未分化生殖系列細胞であるマウス ES細胞と体細胞系譜の代表
である繊維芽細胞に、設計した siRNA を導入したところ、Gm14326 の KD により ERV エンハンサ
ーの一つである RLTR10B/ERVs の脱抑制が観られた。このことから、体細胞系列ならびに精原細
胞において、Gm14326 は ERV エンハンサーの抑制を担う可能性が極めて高い。そのため、減数分
裂以降の ERV エンハンサーの活性化が生じる発生ステージにおいても Gm14326 の恒常的な発現
を誘導することで ERV エンハンサーの機能が阻害されることが予想される。この仮説を実証す
るため、生殖系列特異的に恒常的に Gm14326 を発現する Vasa-Gm14326 トランスジェニック (Tg) 
マウスを作成し、ERV エンハンサーの機能阻害や精子形成の破綻が生じるかどうか検証を行った。



野生型雌マウスとの交配試験により、作製した Vasa-Gm14326 Tg 雄マウスの稔性を検証したと
ころ、コントロール雄マウスと同等の稔性を持つことが明らかになった。また、Vasa-Gm14326 Tg
雄マウスの精巣組織切片の免疫組織学的な解析の結果、明確な精子形成の破綻は観察されなか
った。しかしながら、FACS により分取した Vasa-Gm14326 Tg パキテン期精母細胞では、ERV エ
ンハンサーを構成する一部の ERV が、減数分裂期においても抑制状態にあることが RNA-seq 解
析から明らかになった。このことは、Gm14326 が ERV エンハンサーの抑制機構の一端を担ってい
ることを示唆する。 
 
4−2. 減数分裂期における ERVs の活性化機構の同定 
 申請者らは先行研究によって、減数分裂期特異的に ERVs エンハンサー上に精子形成の
マスター転写因子である A-MYB が結合し、近傍の生殖系列遺伝子群の発現を惹起することを明
らかにした。しかしながら、A-MYB の重要性を検討するため、この分子がほとんど発現していな
い ES 細胞において単独発現誘導したところ、予想外にも ERV エンハンサー活性化および近傍遺
伝子群の発現上昇は見られなかった。このことは、A-MYB は ERV エンハンサーの構築に必須であ
るものの、他の相互作用因子と共役して ERV エンハンサーの活性化を担っていること示唆して
いる。そこで本研究では、ERVs エンハンサーの活性化を担う A-MYB の共役因子を明らかにする
ため、免疫沈降 (IP) グレードの抗 A-MYB 抗体を作製し、IP後質量分析により精巣組織におけ
る A-MYB 相互作用タンパク質群を網羅的に同定した (図 1b)。A-MYB の相互作用因子群には多数
の転写因子が含まれており、ERVs エンハンサー領域のモチーフ解析を行ったところ、これらの
転写因子の結合モチーフが濃縮されていることが明らかになった。 
 

 
 

本研究の遂行により、精子形成における ERVs エンハンサー活性制御機構の一端が明らか
になった (図 1c)。 今後は、(2-1) (2-2) で同定した制御候補因子の Gain-of-function ならびに Loss-
of-function 実験をマウス個体や培養細胞を用いて行い、真に ERVs エンハンサーの活性制御に寄与
するか検証を進める予定である。 
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