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研究成果の概要（和文）：遺伝子の発現調節機構のうち、塩基配列によらないエピジェネティクスが重要視されている
。代表的なメカニズムとしてDNAメチル化やヒストン修飾などがあり、その状態（エピゲノム）が細胞の運命決定に関
わると推測されている。私たちはこれまでの基礎研究から、造精機能障害には精子幹細胞の機能異常があると考えてい
る。精子幹細胞に特徴的なエピゲノムを網羅的に明らかにすることを目的として本研究を行った。実験動物の精巣にお
いて、各分化段階の精子形成細胞を分離し、個別に解析を行った。その結果、精子幹細胞の分化過程には、ヒストン脱
メチル化酵素であるKdm5aとマイクロRNAであるmiR-135aが関わることを示した。

研究成果の概要（英文）：Recently, epigenetic regulation has benn regarded as an important system of gene 
regulation. There are DNA methylation or histone modification as typical regulatory system, and it seems 
that epigenome is involved in the determination of cell fate. From the results of our previous work, we 
considered that the dysfunction of spermatogonial stem cells is one of the reasons why spermatogenesis is 
disrupted in cryptorchidism. In the present research, we aimed the specific epigenetic regulatory network 
during cell differentiation of spermatogonial stem cells. We assessed the spermatogonial stem cells in 
the testes of each developmental stages using experimental animals. As a result, we detected that Kdm5a, 
demethylase for histone H3K4, and miR-135a (microRNA) are involved in differentiation of spermatogonial 
stem cells.

研究分野： 泌尿器科学

キーワード： 精子幹細胞　エピゲノム
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１．研究開始当初の背景 
(1) 多能性幹細胞とエピゲノム 
 幹細胞（Stem cell）とは、様々な細胞へ分
化できる「多分化能」と、細胞分裂を経ても
多分化能を維持する「自己複製能」を併せ持
つ細胞であり、臓器・個体の発生や、再生に
必須の細胞群である。三胚葉いずれにも分化
しうる“多能性幹細胞”は、ES（Embryonic 
stem）細胞をはじめ、近年では iPS（induced 
Pluripotent stem）細胞が樹立された。これ
らの未分化性維持のしくみとして、近年、塩
基配列によらない遺伝子発現制御機構であ
るエピジェネティクスが重要視されている。
ゲノム全体にわたり DNA メチル化・アセチ
ル化、ヒストンタンパク修飾を受けた状態
（エピゲノム）が、細胞の運命決定に関わる
ことが明らかになってきた。 
 (2) 精子幹細胞の分化機構 
 生体にはある臓器に特化した細胞、“組織幹
細胞”が存在する。造血幹細胞や毛根の細胞が
その代表例であり、近年、神経・筋肉・脂肪
などといった組織においても幹細胞が同定
され、その成り立ちについての研究が進めら
れている。私たちが研究対象としてきた精巣
組織においても、精巣組織の形態学的観察研
究から、その存在が予言されていたが、1994
年 Brinster らによって精子幹細胞の存在が
機能的に証明された。しかしながら幹細胞と
しての性質をどのように獲得し、どのように
形成されるのかは未だに明らかにされてい
ない。精巣組織は精子形成細胞と、支持細胞
であるセルトリ細胞、ライディヒ細胞などが
存在するが、精子幹細胞は精子形成細胞のわ
ずか 0.02% と少なく解析が困難であること
が、その一因と考えられている。 
 
私たちは、停留精巣の病態・診断・治療に

ついて基礎・臨床の面から様々な研究を行っ
てきた。停留精巣のモデル動物の作成
（Mizuno K, Hayashi Y, et al. Int J Urol. 
2007）、最適手術時期の検討（Mizuno K, 
Hayashi Y, et al. J Urol. 2008）、造精機能
障害の病態解明（Mizuno K, Hayashi Y, et al. 
Urology, 2011）、腹腔鏡手術アルゴリズムの
確立（Kojima Y, Mizuno K, et al. J Endourol, 
2011）、等である。さらに、停留精巣の組織
中に精子幹細胞数が少ないと将来の精液所

見に悪影響が認められるという報告から、私
たちは停留精巣という病態では、精子幹細胞
が前駆細胞から分化異常を起こしているの

では、と考えている（図；精子幹細胞の形態
と分化過程）。 
停留精巣を精子幹細胞の分化異常モデル

ととらえ、正常と比較できれば精子幹細胞の
分化過程を明らかにできるのでは、と考え、
実際に手術時に得られるヒト停留精巣と下
降 精 巣 組 織 か ら mRNA を 抽 出 し 、
PCR-subtraction 法を用いて発現差を示す遺
伝子群を検索したところ、複数の精子幹細胞
に発現する遺伝子を同定できた（Mizuno K, 
Hayashi Y, et al. J Urol., 2009）。ヒト精巣
での検討から、手術を行う年齢ではすでに精
子幹細胞は分化後であることが分かり、幹細
胞の分化過程を明らかにするためには、より
発生初期での解析が必要であることが確認
できた。そこで動物モデルを用いて精巣組織
の詳細な形態学的検討を行ったところ、ラッ
ト生後 9日目に前駆細胞から精子幹細胞へと
分化することを明らかにした。また同時に、
停留精巣では精子幹細胞の割合が正常に比
べて減少することを見いだした（Kamisawa 
H, Mizuno K, et al. J Urol. 2012）。生後 9
日目の停留精巣と正常精巣で発現差のある
遺伝子をマイクロアレイ法で検討したとこ
ろ、ヒストン修飾にかかわる Jarid1a 遺伝子
を同定できた。このことから精子幹細胞の分
化過程にはエピジェネティックな制御機構
が関与していることが示唆された。以上の結
果を踏まえ、精子幹細胞のエピゲノムを明ら
かにすることが分化過程の解明に最も寄与
すると考えられ、本研究計画を着想するに至
った。 
 
２．研究の目的 
遺伝子の発現調節機構のうち、塩基配列に

よらないエピジェネティクスが重要視され
ている。代表的なメカニズムとして DNA メ
チル化やヒストン修飾などがあり、その状態
（エピゲノム）が細胞の運命決定に関わると
推測されている。私たちはこれまで、造精機
能障害には精子幹細胞の機能異常があると
考えている。本研究ではこれらの成果をふま
え、各分化段階の精子形成細胞を分離し、個
別に解析することで、精子幹細胞に特徴的な
エピゲノムを網羅的に明らかにすることを
目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 停留精巣モデル動物の作成 
 妊娠 S-D ラット母体に、抗アンドロゲン剤
である flutamide を 7.5mg/body 腹腔内投与
して、出生した雄仔をモデル動物とした。生
後 9 日目に以下の精巣組織を摘出した。すな
わち、モデル動物の停留精巣と下降精巣、さ
らにコントロール（flutamide を投与してい
ない動物）精巣である。 
(2) マイクロアレイ解析 
 摘出した 3 種の精巣組織の間で、異なる発
現を示す遺伝子を明らかにするため、
microarray 解析を行った。mRNA だけでな
く、microRNA の microarray 解析も行った。 
(3) 候補遺伝子の機能解析 
 得られた遺伝子、microRNA の機能解析を
行った。 
 
４．研究成果 



 本研究で使用した、停留精巣モデル動物の
精巣組織では、精子幹細胞の分化が抑制され
ていることが分かっている。正常とくらべて
分化の違いが最も顕著なのは生後 9日目であ
る。この時期の精巣組織での mRNA 
microarray 解析から、発現亢進した 24 遺伝
子および発現低下した 39 遺伝子を同定する
ことができた。これらの遺伝子発現量を定量
PCR 法により検討した結果、Kdm5a 遺伝子
が有意に発現亢進していることが明らかと
なった（下図）。 
 さらに、Kdm5a タンパクの精巣組織にお

ける局在を明らかにするため、免疫染色を行
ったところ、週齢によって局在が異なるもの
の、生後 9 日齢において、精子幹細胞に局在
することが明らかとなった。また、週齢が進
むと、精母細胞にも発現することも明らかと
なった（下図： Kdm5a 免疫染色）。 

さらに、Kdm5a の機
能解析を行うため、
強制発現ベクターを
作成した。このベク
ターを精子幹細胞の
培養細胞株である、
GC-1 へ遺伝子導入
（リポフェクション
法）した。強制発現
した細胞では、これ

までに精子幹細胞の分化に関わると報告さ
れている、Oct3/4、Thy1、Neurog3、Esr2、
Ret といった遺伝子が有意に高発現していた
（グラフ）。このことから、Kdm5a は、ヒス

トンタンパク H3K4
の脱メチル化を介し
て、これらの遺伝子
発現を制御して精子
幹細胞の分化に関わ
ることが示唆された。 
 
同様の検討を、マ

イクロ RNA でも行
っ た と こ ろ 、
miR-135a が有意に
発現低下しているこ
とを明らかにできた。
miR-135a の標的遺
伝子を、各種プログ
ラムを用いて検索し

たところ、FoxO1 遺伝子であることが明らか
となった。 

ヒストン修飾やマイクロ RNA といった、
エピジェネティックな遺伝子発現調節機構
が精子幹細胞の分化に関わることを明らか
にすることができた。 
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