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研究成果の概要：雄性生殖細胞を生み出す精子形成過程では、精子換算で約 25-75%の生殖細胞

が失われることに注目し、この自発的細胞死の誘導機構を解析した。特に本過程が DNA からな

るクロマチンの規則的な凝集過程であり、その調節破綻が自殺死誘導の原因ではないかと考え、

クロマチン凝集に深く関与する DNA のメチル化を独自に開発した HELMET 法により解析し、死を

誘導された細胞核では顕著に DNA の非メチル化が生じていることを初めて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

生殖細胞の増殖・分化の機構解析は、配偶
子を生産するための普遍的過程として種の
保存機構､更には生命プログラムの初期化を
理解するという観点から必須であり、実際盛
んに検討されてきた。一方で哺乳類精子形成
過程においては、精子換算で約 25-75%の生殖
細胞がアポトーシスにより恒常的に消失し
ていることが知られており、まさにこのアポ
トーシスから免れる機構の解明は「生命の若
返り」機構を理解するうえで極めて重要であ
ると考えられた。しかしながら、これらの極
めて頻回に生じる細胞死の解析は雌雄を問

わず未だ不明な点が多い。精子形成過程の場
合、特に体細胞分裂を繰り返す精祖細胞及び
減数分裂を行う精母細胞では自発的なアポ
トーシス頻度は高く、その誘導にはミトコン
ドリア局在蛋白である Bax やチトクローム C
の細胞質全体に渡る異常分布の関与を明ら
かとした。この結果は、種々の精巣障害モデ
ルで、精子形成細胞死の誘導には Fas 系が関
与していたのと顕著な差異を示していた。し
かしながら、ミトコンドリアのアポトーシス
誘導機構を作動させる引き金因子に関して
は精子形成細胞では全く不明であった。 
 一方、精子形成過程は最終的には精子核に
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至る段階的且つ規則的なクロマチンの凝集
過程であり、この規則的な DNA のヘテロクロ
マチン化には、DNA 局所のメチル化やヒスト
ンタンパク質のリン酸化及び脱アセチル化
等の細胞分化に伴う段階的且つ規則的な変
化が必要と思われた。そこで、このヘテロク
ロマチン化過程の異常がミトコンドリア制
御タンパク質の産生に影響しアポトーシス
誘導因子の放出に連なると仮説した。 
 本研究テーマの精子形成細胞アポトーシ
スの誘導機序は、内分泌攪乱化学物質（環境
ホルモン）により細胞死が増大することから
先進諸国で観察された成人男子での精子半
減との関係で注目を集めており社会的な興
味からも重要視されていた。更に再生医学に
必要な多分化能細胞の供給源として精子形
成幹細胞の有効性が報告され、積極的な幹細
胞の単離と培養条件の確立が急務となって
いたが、その際に自発的な細胞死を抑え且つ
幹細胞としての全遺伝子発現能力を保持さ
せることが必要であった。本研究では幹細胞
の維持並びに精子形成に於いて適切なヘテ
ロクロマチン形成が必須であることを踏ま
え、ヘテロクロマチン化に重要と考えられて
いる種々のエピジェネテックな制御機構の
関与を検討する点、再生医学の領域に於いて
も画期的な貢献をもたらすものと期待され
た。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、本研究では DNA のメ
チル化やヒストン蛋白の修飾によるこれら
のエピジェネテックな調節機構の破綻が精
子形成細胞アポト－シス誘導の細胞内因子
となる可能性を in vivo 及び in vitro で検
討することを目的とした。更に、DNA のヘテ
ロクロマチン化には、ヘテロクロマチンプロ
テイン-1α (HP1α)の関与が知られるので、
その免疫組織化学的検索を行い、また RNA サ
イレンス機構の一部であるマイクロ RNA 
(miRNA) の関与も示唆されているので、その
産生に関わる Argonauteタンパク質の発現動
態も併せ検討することとした。 
 具体的には、正常及びエストロゲン様環境
ホルモン物質投与による障害マウス精巣切
片に於いて、DNA のメチル化局所を同定する
ため、メチル化の有無で活性が異なる制限酵
素で段階的に処理し、その切断末端をターミ
ナルデオキシヌクレオチダーゼ (TdT) によ
り異なる蛍光色素で標識する。この染色結果
と生殖細胞の分化段階を比較検討し、DNA の
メチル化レベルと細胞分化の関連を解析す
ると共に、アポトーシス細胞との関連を検討
する。同様にヒストンタンパク質のリン酸化
やアセチル化部位を認識する特異抗体や HP1
αに対する抗体を用いて免疫組織化学を行
い、上記と同様に分化段階及びアポトーシス

との関連を明らかにする。Argonaute 発現に
関しては、タンパクレベルと mRNA レベルで
検討する。続いて、ミトコンドリア移行タッ
グを付けた YFP を発現するベクター
(pEYFP-Mito)を電気穿孔法で正常精巣に in 
vivo 導入し、その後酵素的に分散した生殖細
胞をセルトリ細胞層上で我々が既に改良を
重ねてきた培養条件にて初代培養を行う。こ
の方法では主として精祖細胞が標識される
ので、培養経過を追って蛍光陽性細胞を追跡
することにより、特定の細胞のクローナルな
増殖・分化・死の誘導を解析する。 
 
３．研究の方法 
 １）正常成熟雄マウス(ICR)並びにアポト
ーシス誘導剤としてジエチルスチルベスト
ロール(DES) (100 ng と 20 mg/Kg 体重)を皮
下投与したマウスを作製し、精巣を摘出した。
環境ホルモン物質の投与は、既に確立したプ
ロトコルに従い 5 日毎に 4 回 corn oil に溶
解後皮下注射し、最初の処理後 20 日目で屠
殺する。得られた精巣はパラホルムアルデヒ
ド固定後凍結或いはパラフィンブロックと
した。同様に正常新生仔精巣の試料も作成し
た。 
 ２）上記パラフィン切片を、DNA のメチル
化局所を解析するため、プロテイナーゼ Kに
よる適切な DNA の露出化反応後、まず-CCGG-
の CG 間を切る制限酵素 Hpa II で処理し、後
にターミナルデオキシヌクレオチジルトラ
ンスフェラーゼ(TdT)による 3'-OH へのジゴ
キシゲニン化 ddUTP の付加反応を行わせる。
続いて真中の Cがメチル化していても切断で
きる Msp I で消化し、続いて上記と同様に TdT
によりビオチン化 dUTP で末端標識する。そ
の後ジゴキシゲニンは、FITC 標識抗ジゴキシ
ゲニン抗体にて検出し、ビオチンはローダミ
ン標識抗ビオチン抗体を用いてシグナルを
検出した。これらの結果を共焦点レーザー顕
微鏡で解析することにより片方或いは両者
の分布を、A型、In 型、及び B型精祖細胞核
はもとより精母細胞、精子細胞核で検討した。
また、精母細胞はそれぞれ減数分裂前期の
種々の段階で、精子細胞はステップ毎に検討
した。 
 ３)正常精巣では、ステージ XI-XII に生殖
細胞アポトーシスが頻発するので、この精細
管を中心として上記方法にてアポトーシス
細胞でのメチル化部位の局在パターンを検
討した。この場合はミラー切片を用い、一方
のスライドでアポトーシス細胞の初期から
鋭敏に検出可能である TUNEL 法を行い、他方
のスライドで２)と同様にしてメチル化部位
を検出し、TUNEL 陽性細胞に注目してメチル
化部位の局在と頻度について検討した。また、
TUNEL 染色とメチル化及び非メチル化部位染
色を同一切片上でも行い両者の関係を直接



的に検討した。 
 ４）ヘテロクロマチン化に関与することが
示唆されている、ヒストン H3 タンパク質の
リン酸化やアセチル化並びに HP1αを正常並
びに DES処理精巣の凍結及びパラフィン切片
に於いて免疫組織化学的にその核内分布と
細胞分化に伴う変化及びアポトーシス細胞
との関連を検討した。また、ヘテロクロマチ
ン形成に miRNA による RNA サイレンシング機
構の関与が指摘されているので、miRNA 合成
に必要な Argonaute タンパクを市販の抗体
（抗ヒト Argonaute-2 抗体）を用いて、正常
並びに DES処理精巣のパラフィン切片に於い
て免疫組織化学を行った。またその mRNA 発
現をチミン二量体化法を用いての非放射性
in situ hybridization により検討した。 
 ５）新たに樹立したセルトリ細胞株を
feeder layer とし、新生仔精巣からコラゲナ
ーゼ消化により精細管を単離し、続いてトリ
プシン処理により分離した精祖細胞の初代
培養を行い、その増殖・分化・死の動態を経
時的に観察した。増殖細胞は BrdU の取り込
みで、またアポトーシスの同定はアネキシン
Ｖ染色により検討した。 
 ６）チトクロームＣ酸化酵素のサブユニッ
ト VIII 由来のミトコンドリア局在化配列を
もつ yellow fluorescent protein (YFP)を発
現する遺伝子ベクターpEYFP-Mito をエレク
トロポレーション法により新生仔精巣の精
細管に様々な実験条件で遺伝子導入し、精祖
細胞を蛍光標識した。この標識生殖細胞を分
離し、初代培養系でその挙動を観察した。 
 
４．研究成果 
 １）CCGG 配列のメチル化部位と非メチル化
部位をイソシゾマーである制限酵素 Hpa II
と Msp I で切断し、その切断部位を TdT を用
いてハプテン化し免疫組織化学的に検出す
る方法の開発を行い、最終的に切片上で同時
に視覚化し、且つ両者の存在量を定量出来る 
HELMET (histo endonuclease-linked 
detection of methylated DNA sites)法とし
て発表した(Histochem Cell Biol 130: 
917-925, 2008)。また特許申請も行った。 
 ２）上記方法を用いてマウス精巣切片を解
析した結果、核当たりの CCGG 配列の非メチ
ル化部位数とメチル化部位数の比は、生殖細
胞の分化段階に依存して大きく変動し、特に
TUNEL 陽性アポトーシス細胞では顕著に非メ
チル化が起こっていることが判明した。本知
見は、アポトーシスと DNA メチル化との直接
的な関係を初めて示したものである。 
 ３）マウス精巣切片で、特にヒストンH3 に
着目してその修飾状態検討したところ、
Ser(10)のリン酸化は精祖細胞分裂期及び精母
細胞の減数分裂diakinesis期のみ陽性であ
り、それはLys(9)のアセチル化とも一致した。

Lys(18)及びLys(23)のアセチル化は分化段階依
存的な変化を示した。HP1α発現はSer(10)のリ
ン酸化及びLys(9)のアセチル化陽性細胞と一
致したが、これらのシグナルとアポトーシス
細胞との関係は認められなかった。尚、抗ヒ
トArgonaute-2 抗体を用いた免疫組織化学並
びにin situ hybridizationによる検討では、
マウス精巣に於いて有意な発現を認めなか
った。 
 ４）今回新奇に開発された精子形成細胞初
代培養系に於いては、feeder layer の株化セ
ルトリ細胞上で精祖細胞から精子細胞への
分化が認められ、更にアネキシンＶ染色など
によりアポトーシスシグナルは細胞間橋で
連結した細胞間で伝播しないことが見出さ
れた。本培養系での生殖細胞分化過程の解析
はこれからであるが、少なくとも数週間の培
養が初めて可能となり今後の成果に期待が
もてる。 
 ５）pEYFP-Mito をエレクトロポレーション
法により in vivo で精巣に遺伝子導入し、そ
の細胞内でのミトコンドリアの動態及び細
胞運命との関係を検討し、それらの結果を
種々のミトコンドリアマーカーと比較検討
した結果、ミトコンドリア集団は多様であり
その一部がアポトーシス誘導に関与するこ
とが判明した。また、方法により遺伝子導入
された精祖細胞を分離し、上記により初代培
養を行ったところ、経時的な観察が可能であ
ることが判り、今後の in vitro でのミトコ
ンドリアと細胞分化及び死の誘導機構の解
析が飛躍的に進むことが期待された。 
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