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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで知られていなかった精子形成過程におけるREST/NRSFの発現に
ついて明らかにした。細胞分画された精巣の生殖細胞系列における遺伝子発現データの解析により、REST/NRSF
は生殖細胞系列の幹細胞として知られるA型の精粗細胞において最も発現が高く、精子形成の進行にと共に発現
レベルは減少することが明らかとなった。さらに、内在性REST/NRSFのC末端にエピトープタグを付与したノック
インマウスを作成することにより、生殖細胞系列におけるREST/NRSFタンパク質の発現と局在を初めて明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the expression of REST / NRSF during the 
spermatogenesis process, which was unknown until now. Analysis of gene expression data in the germ 
cell line of the cell fractionated testis shows that REST / NRSF is most expressed in A-type 
spermatozoa, known as germline stem cells and the expression levels was decreased with progress of 
spermatogenesis. Furthermore, by creating a knock-in mouse with an epitope tag attached to the 
C-terminus of endogenous REST / NRSF, we have clarified for the first time the expression and 
localization of REST / NRSF protein in germ cell line.

研究分野：発生生物学

キーワード： 精子エピゲノム　神経発達障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、雄の生殖細胞系列におけるREST/NRSFの発現と局在が初めてを明らかとなり、加齢より精子DNAメ
チル化異常が生じる分子機構の一端に迫ることができた。父親の高齢は子どもの自閉スペクトラム障害や統合失
調症といった疾患のリスク因子であり、加齢により生じる精子DNAメチル化の変化がその原因の1つである可能性
が指摘されている。今後、精子形成におけるREST/NRSFの機能を検討することにより、REST/NRSFによる精子DNA
メチル化の制御機構が明らかとなれば、高齢の父親に由来する子孫の疾患リスクを低減するような予防的介入法
の開発につながると期待される。



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

精子により雄から子孫へ伝達される情報は多様であり、個体の表現型を決定するゲノム情報に
加え、DNA メチル化、ヒストンタンパク質の化学修飾、転写された non-coding RNA などの多
数のエピゲノム情報も受精の際に精子から伝達される。近年の研究により、心理的ストレス環境
や栄養不良は精子のエピゲノム変化を引き起こすばかりでなく、これらを経験した雄に由来す
る仔は表現型の異常を示す個体の多いことが報告され、子孫の表現型に影響する情報として精
子エピゲノム情報が着目されている。 

 

２．研究の目的 

父親の高齢は子どもの自閉スペクトラム障害や統合失調症といった疾患のリスク因子であり、
これまでに我々の研究グループでは、高齢マウスの精子において多数の遺伝座に DNA メチル化
異常が生じることを見出した。さらに、高齢雄に由来する仔マウスでは精神疾患様の行動異常や
脳の遺伝子発現が異常となることも明らかとなり、加齢により生じる精子 DNA メチル化の変化
が子孫の疾患素因となる可能性が示唆された。そこで本研究では、雄の加齢に伴い精子の DNA

メチル化異常が生じる分子機構について明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

マウスの加齢による精子 DNA メチル化異常は主に低メ
チル化を中心に生じており、これらの低メチル化領域に共
通した DNA 配列を検索したところ、REST/NRSF 結合モ
チーフが高度に濃縮することが明らかとなった。
REST/NRSF は主に胎児期の中枢神経系に発現し、神経特
異的な遺伝子発現を抑制する転写抑制因子として知られ
る。REST/NRSF は標的遺伝子の発現を抑制するために
種々のエピゲノム修飾酵素をリクルートするが、ES 細胞
では REST/NRSF 結合モチーフの DNA メチル化状態は
REST/NRSF 自身の結合依存的に制御されることが明ら
かにされている (Stadler et al., 2011)。そこで本研究では、
精子形成過程における REST/NRSF の機能に着目し、精
巣組織の免疫染色画像解析 (図 1) と遺伝子発現解析を組
み合わせることにより、REST/NRSF および DNA メチル
基修飾酵素の局在と発現が加齢と共にどのように変化す
るかについて明らかにすることを試みた。 

 

 

４．研究成果 

精子形成過程における REST/NRSF の発現につい
て明らかにするために、本研究ではまず精巣の生殖
細胞系列を分画して各々の細胞における遺伝子発
現を網羅的に解析した先行研究 (Namekawa et al., 

2006) から REST/NRSF の発現データを抽出する
ことにより、精子形成の進行に伴う REST/NRSF の
mRNA 発現変化を解析した。 その結果、
REST/NRSF は生殖細胞系列の幹細胞として知ら
れる A 型の精粗細胞において最も発現が高く、精子
形成の進行と共に発現レベルは減少することが明
らかとなった  (図 2)。精子形成過程における
REST/NRSF の発現量が加齢により変化する可能
性を検討するために、精巣から RNA を抽出し定量
PCR 法にて REST/NRSF の発現量を比較したが、
高齢の精巣で有意な変化は認められなかった。これ
は REST/NRSF を高発現する A 型精祖細胞や B 型
精祖細胞といった細胞集団が精巣の全細胞の 2-3%程度の希少な集団であることに起因すると考
えられ、今後これらの細胞を精製して解析に与する必要性が示唆された。 

次に、精子形成過程の特定の分化段階に着目して REST/NRSF タンパク質の発現を比較するた
めに、免疫組織染色による解析を試みた。市販されている複数の抗 REST/NRSF 抗体を用いて
特異性の確認を行ったが、これらの抗体は十分な特異性が確認されず、免疫組織染色による解析
には適さないことが明らかとなった。そこで、抗体の特異性の問題を解決するために、学外の研
究者 (国立精神・神経医療研究センター 井上由紀子博士) と協力して内在性 REST/NRSF の
C 末端にエピトープタグ (PA-tag) を付与したノックインマウスを作成した。このエピトープタ
グに特異的な抗体を用いて精巣の免疫組織染色を行ったところ、ノックインマウスに特異的な

図 1. 精子形成の進行に応じて対象分
子の発現と細胞内局在を解析するため
の手法（Kimura et al., 2015より改変） 

図 2. 精子形成の進行に伴う REST / NRSF発現
量の変化（折れ線図）と精巣における生殖細胞
系列の存在割合（ヒストグラム） 



染色が確認され、これは精祖細胞の分子マ
ーカーPlzf と共局在することが明らかとな
った  (図 3)。また、精祖細胞における
REST/NRSF の発現は全ての Plzf 陽性細
胞ではなく一部の亜集団にのみ発現するこ
とが観察され、精母細胞や精子細胞といっ
た減数分裂開始以降の細胞での発現は認め
られなかった。この結果から、加齢に伴う
精子 DNA メチル化異常は REST/NRSF を
発現する一部の精祖細胞において成立する
可能性が示唆された。現在、検出感度の向
上とアイソフォーム解析を目的とした新た
なノックインマウスを作製しており、これ
らのマウスを用いることにより、これまで
知 ら れ てい な い 精子 形 成に お け る
REST/NRSF の機能および加齢による変化
が明らかになると期待される。 
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図 3. 内在性 REST/NRSF へのエピトープタグ付与により
明らかにされた精祖細胞特異的な REST/NRSFの発現 
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