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研究成果の概要（和文）：疫学的・実験的解析から、親の受けたストレスがDNA配列変化を伴わず、子孫の表現
型に影響することが知られている。しかし、その具体的なメカニズムは明らかになっていない。本研究では、
「父親の受けたストレスによって精子細胞のエピゲノム状態が変化し、これが次世代へと継承されることで表現
型に影響するのではないか」を作業仮説とし、これを検証することを目的とした。まず、精子細胞のエピゲノム
状態を解析するために、成熟精子のみを精製し、信頼性の高い精子ヒストン結合領域の解析法を確立した。この
手法を用いて、栄養学的ストレス及び精神学的ストレスによって、精巣・精子細胞のヒストン修飾状態が変化す
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Epidemiological and experimental studies show that parental stress can 
affect offspring phenotype without alteration of DNA sequence. However the molecular mechanism of 
this phenomenon is not clear. In this study, we tried to verify whether paternal stress affects 
offspring phenotype via epigenetic change in spermatozoa. To achieve this aim, at first, we 
established reliable and novel method to identify binding sites of residual histone in sperm. Using 
this method, we reveal that stress-induced epigenetic changes in testicular and sperm cells are 
crucial role in inheritance of inheritance of paternal environmental stress.          

研究分野： 精子エピゲノム
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
親の受けたストレスがDNA配列変化を伴わず、次世代の表現型に影響する現象の分子メカニズムを明らかにする
ことは、進化学の理論構築に貢献するだけでなく、疾患表現型の解明においても重要ではないかと考えられる。
こうした遺伝現象の分子メカニズムの研究をさらに進めることによって、子供の疾患のリスク因子(栄養学的・
免疫学的ストレスなど)を同定することができる。出産前のカップルが積極的にこうしたリスク因子を避けるこ
とによって、健康な新生児を出産できる確率が上がることが期待され、これは特に少子化の進んでいる本邦にお
いて重要であると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞は、親の細胞が有する遺伝情報を次世代へと正確に継承するための重要な役割
を担っている。生殖細胞の分化・形成過程の異常は、親の不妊、発生段階の障害や重篤な遺
伝病を子孫に引き起こす。その一方で、分化・形成過程に異常のない生殖細胞であっても、
親の環境ストレスが生殖細胞に影響を及ぼし、子孫の表現型を変化させる興味深い現象が
知られている。その具体的な分子メカニズムは明らかになっていないが、父親の受けたスト
レスの場合、精子におけるエピジェネティック修飾や小分子 RNA の変化が関係しているの
ではないかと考えられていた。 
 
２．研究の目的 

本課題では、「父親の環境ストレスによって精子エピゲノムが変化し、これが次世代個体
の体細胞のエピゲノム、トランスクリプトーム変化を介して次世代の表現型に影響を及ぼ
すのではないか」を作業仮説として、この検証を進めた。 
 
３．研究の方法 
[1] 精子エピゲノム解析法の確立 
 精巣細胞から精子細胞への分化に伴い、DNA 上のヒストンは強塩基性タンパク質である
プロタミンに置換され、DNA全体の1%前後のみヒストンが残存することが知られている。
上述した通り、こうした精子細胞の残存ヒストン及びその化学修飾状態(メチル化・アセチ
ル化など)が父親ストレスの次世代への遺伝現象に関与する可能性が示唆されていた。いく
つかのグループから「精子 DNA 上のヒストン結合部位のマッピング結果」の報告があるも
のの、各グルーブで結果が異なっており、信頼性に欠けていた。そこでまず、信頼できる精
子ヒストン結合部位の解析手法の確立に着手した。 
 
[2] 環境ストレス時の精子エピゲノム変化の解析 
 過去の報告から、父親マウスを低タンパク食で飼育後に交配させると、通常食飼育と比較
して、次世代の子供マウスの肝臓での遺伝子発現プロフィルが変動することが知られてい
る(Carone BR et al., Cell, 2010)。同様のマウス飼育を行った結果、父親の低タンパク食
飼育によって、子供マウスの肝臓において 421 遺伝子の発現が上昇し、101 遺伝子の発現
が減少した。我々は以前の解析から、ストレス応答的にエピゲノム状態を制御する転写因子
ATF7 が父親ストレスの次世代の遺伝現象に関与することを観察している(Seong KH et al., 
Cell, 2011)。そこで、ATF7 が父親低タンパク食の次世代遺伝現象の制御に関係しているの
か調べるため、ATF7 ヘテロ変異マウスを父親マウスとして低タンパク食飼育の実験を行っ
た。 
 
４．研究成果  
[1] 精子エピゲノム解析法の確立(論文 1 参照) 
 従来の解析では、解析する成熟精子を精製する手法として、「成熟精子が貯蔵される精巣
上体尾部を培養液中で培養し、上清に誘導される精子細胞を成熟精子画分として実験に供
する」という”swim-up 法”と呼ばれる手法が一般的であった。この手法で回収される画分
が実際に成熟精子なのかどうか、SCSA 法(精子核のヌクレオソーム DNA をアクリジンオ
レンジで蛍光染色し、FACS 解析を行う)で成熟精子の純度を詳細に定量解析した結果、10%
前後の未成熟精子が混入してしまうことが分かった。こうした未成熟精子は成熟精子と比
較して多量のヒストンを含むため、成熟精子のヒストン解析には swim-up 画分は不適だと
考えられた。そこで、未成熟精子を除去し純度の高い成熟精子の画分法の確立を目指した。
いくつかの手法で検討した結果、mild sonication と percoll 遠心を組み合わせることで、
精巣上体尾部由来の精子から 99%以上の純度で成熟精子を分離することができる手法を確



立し、この画分を HRCS(Histone Replacement-Completed Spermatozoa)と命名した。 
 実際に HRCS におけるヒストン結合部位を ChIP-Seq 法で解析した結果、精子ヒストン
結合部位は分化発生に関係する遺伝子のプロモーター領域に局在していた。また、こうした
遺伝子群は 2 細胞期-ICM において転写活性が抑制され、ヘテロクロマチンが形成されやす
い傾向にあることから、精子ヒストンは受精後の初期胚において、転写抑制に関与している
可能性が示唆された。 
 
[2] 環境ストレス時の精子エピゲノム変化の解析 (論文 2,3 参照) 
 父親マウスの低タンパク食飼育モデルを用いて、ATF7 による父親ストレス遺伝のメカニ
ズムの検証を行った。ATF7 ヘテロ変異マウスを父親マウスとして、次世代個体の肝臓での
遺伝子発現を調べると、変動遺伝子が観察されなかった。このことは、父親低タンパク食ス
トレスの次世代遺伝現象は、ATF7 によって制御されていることを示している。一連の解析
を進めた結果、低タンパク食ストレスによって精巣細胞の ATF7 がリン酸化、活性化するこ
とによって染色体上から遊離し、転写抑制に寄与する H3K9me2 レベルが減少すること、
こうして生じた H3K9me2 レベルの減少が成熟精子細胞まで維持されることを見出した。
これらの結果から、栄養学的ストレスによって生じたエピゲノム変化が精巣細胞・精子細胞
で誘導され、これが次世代の胎児細胞へと継承されることで、非ゲノム的な遺伝現象が生じ
ることが考えられた。 
 また JAXA との共同研究から、宇宙ステーション滞在時に受けるストレスによる次世代
への影響を調べるため、マウスをモデル生物として解析した。国際宇宙ステーション「きぼ
う」の実験区画において 35 日間飼育し、地上に帰還したマウスから精巣細胞・精子細胞を
回収し解析した。すると、宇宙滞在したマウスの精巣細胞では、ChIP-seq で検出される
ATF7 の結合量が減少していた。また、精子細胞においてもメチル化ヒストンの結合量・小
分子 RNA の発現変化が観察された。次に、この精子をもちいて次世代マウス個体を作出し、
肝臓での遺伝子発現を調べると、宇宙滞在経験のある父親マウスの次世代では、MCM サブ
ユニットをはじめとするDNA複製複合体に関連する遺伝子群の発現量が有意に上昇してい
た(FDR<0.05)。また、次世代個体の組織で遺伝子発現量が上昇する遺伝子は、父親の精巣
細胞で ATF7 結合が宇宙滞在によって減少している傾向にあった。これらの結果から、宇宙
滞在に関係する何らかのストレス(宇宙打ち上げ時の精神ストレスなど)によって精巣での
ATF7 が活性化し、これによって直接誘導されるエピゲノム変化が、次世代組織の転写を亢
進させている可能性が示唆された。  
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