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研究成果の概要（和文）：　本研究では、Kdm5aを強制発現させたマウス精原細胞培養株で、Tet1、Btc、Scml2
の発現が亢進し、Wnt1、Sox6、Sox8の発現が低下していた。ヒストンH3K4me3抗体を用いたChIP-qPCR assayで、
Kdm5aを強制発現させたGC-1細胞でScml2の発現が亢進していた。
　さらに、ヒト停留精巣におけるKDM5Aの発現とメチル化状態についての二重蛍光免疫染色の検討では、KDM5Aが
強く発現している細胞では、H3K4me2/me3の発現が減少し、H3K4me1の発現が亢進していた。
　以上の結果より、Kdm5aがヒストン修飾を介して精子形成に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： In this study, we generated Kdm5a-gfp expression vectors and transfected 
the vector into GC-1 cells, which is a mouse spermatogonial cell line. By using microarray analysis,
 we identified genes that were altered by Kdm5a expression. The microarray analysis revealed high 
expression levels of Tet1, Btc, and Scml2, and low expression levels of Wnt1, Sox6, and Sox8 in 
cells transfected with Kdm5a-gfp. The ChIP-qPCR assay with H3K4me3 antibody showed that the 
expression level of Scml2 was higher in the Kdm5a-transfected cells.
 Moreover, human undescended testes were evaluated by double immunofluorescence staining. The 
expression of H3K4me2/me3 decreased in the cells which KDM5A expressed strongly, while the 
expression of H3K4me1 increased in the cells which KDM5A expressed weakly.
Therefore, we suggest that Kdm5a is involved in differentiation in the early stages of 
spermatogenesis by simultaneous regulation of gene expressions by demethylating histone H3K4.
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１．研究開始当初の背景 

造精機能障害の主な原因に、未分化精細胞か

ら精子幹細胞への分化障害が挙げられる。正

常の精子形成では、未分化精細胞から精子幹

細胞である精原細胞、精母細胞、そして精子

へと分化する。私たちは、停留精巣を造精機

能障害のモデルと考え、幹細胞の分化障害時

期を特定し、かつ時期特異的に発現変化する

Kdm5a 遺伝子を同定することに成功した。 

 

２．研究の目的 

Kdm5a は脱メチル化酵素で、ヒストン修飾

を介したエピジェネティックな遺伝子発現

調節を行う。しかし、精子形成過程における

エピジェネティックな遺伝子の発現メカニ

ズムはほとんど未解明である。そこで本研究

では、精細胞分化機序の解明のため、ヒスト

ン修飾のマスター遺伝子である Kdm5a の機

能解析を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) Kdm5a 強制発現ベクターを作成し、マウ

ス精原細胞培養株である GC-1 細胞に

Kdm5a を遺伝子導入した（図 1）。Kdm5a

に制御される遺伝子の網羅的な探索のため、

Kdm5a を遺伝子導入した GC-1 細胞を用い

てマイクロアレイ解析を行った。 

(図 1) GC-1 細胞への Kdm5a 遺伝子導入 

 

(2) 結果(1)の候補遺伝子の中でエピジェネテ

ィックに発現制御される遺伝子に着目し、そ

れらの遺伝子の Kdm5a によるメチル化状態

の変化について、ヒストン H3K4 抗体を用い

て ChIP-qPCR assay で検討した。 

 

(3) ヒト停留精巣と下降精巣の精巣組織を用

いて、定量 RT-PCR による KDM5A および

精細胞分化の関連遺伝子（ESR1, ESR2, 

GDNF, GFRA1, KIT, KLF4, MYC, NANOG, 

PGR, POU5F1, RET, THY1）の発現につい

て検討した。またヒト停留精巣の組織を用い

て、KDM5A の発現局在と、ヒストン H3K4

のメチル化状態について二重免疫染色を用

いて検討した。 

 

４．研究成果 

(1) Kdm5a強発現により、Tet1 (Fold change; 

FC =19.4)、Btc (FC=19.4)、Scml2 (FC=16.4)

が発現亢進し、Wnt1 (FC=108.2)、Sox6 

(FC=26.7)、Sox8 (FC=26.4)遺伝子の発現低

下を認めた。 

 

(2) GC-1 細胞において Kdm5a を強制発現し

ても、Tet1 遺伝子のメチル化状態の変化を認

めなったが、Scml2 については、H3K4me3

で発現亢進を認めた（図 2）。 

(図2) H3K4me1/me2/m3によるChIP-qPCR 

assay 

 

(3) ヒト停留精巣では、KDM5A の発現（1.54

倍）が亢進し、また精細胞分化の関連遺伝子

である ESR2 の発現（1.50 倍）も亢進してい

た（p＜0.05）。またヒト停留精巣組織におい

て、KDM5A が発現亢進している細胞では

H3K4me2（ジメチル）および H3K4me3（ト

リメチル）の発現が低下し、H3K4me1（モ

ノメチル）の発現が亢進していた（図 3）。 



(図3) ヒト停留精巣におけるKDM5Aの局在

とヒストン H3K4 抗体による二重免疫染色 

 

本研究では、ヒト停留精巣組織でも KDM5A

の発現が亢進していることが判明した。また

KDM5A の発現が亢進している細胞では、ヒ

ストン H3K4 は低メチル化状態だった。さら

に Kdm5a を強制発現させた GC-1 細胞で、

その他のエピジェネティック関連遺伝子の

発現変化を認めたことから、Kdm5a がそれ

らの発現にも関与し、精細胞分化を制御して

いる可能性が示唆された。 
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