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研究成果の概要（和文）：精子幹細胞が精子形成へ向けて運命決定される一時期において、大規模なゲノム修飾
の転換が起こる。この転換に関わるゲノム修飾酵素群は、翻訳制御によってその量が増加していることが示唆さ
れている。そこで本研究は、この転換点における翻訳制御の実態を明らかにすることを目的とした。その結果、
1) 修飾酵素のmRNAの翻訳は、精子幹細胞において強く抑制されていること、2 ) 転換点の前後で異なるmRNAア
イソフォームが発現していること、3 ) 修飾酵素のmRNAは、転換点の前後を通して細胞質に局在しており、mRNA
の核外輸送によってタンパク質合成量が制御されている可能性は低いこと、が本研究により明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：During the time when spermatogonial stem cells loss their stem cell 
activity, significant epigenetic changes occur in them. It has been suggested that the enzymes 
involved in the global epigenetic change (hereinafter called “epigenetic factors”) may be 
upregulated by translational regulation. In this study, we aimed to investigate the translational 
regulation of epigenetic factors during the stem cell to progenitor transition. We found that 1) 
translation of the mRNAs encoding epigenetic factors is strongly repressed in spermatogonial stem 
cells, 2) different mRNA isoforms are expressed during the transition, and 3) mRNAs encoding 
epigenetic factors are localized in the cytoplasm regardless of the stem cell and differentiating 
cells, thus mRNA export from nucleus may not be crucial for the upregulation of epigenetic factors.

研究分野：精子幹細胞、翻訳制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム修飾酵素の翻訳制御は、精子幹細胞から分化細胞の移行に必要なエピジェネティクス制御の上流にあると
考えられ、そのメカニズムを理解することで、成体幹細胞に対して広く適用可能な『細胞運命の決定機構』を翻
訳制御の視点で明らかにできると考えられる。これを達成することは、再生医療研究に重要なだけでなく、「多
細胞生物における様々な種類の細胞がどのように生み出されるのか」といった生物学における根本の問いの解明
につながると期待される。

※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 
精子幹細胞は、個体の一生涯を通じて「自己複製を繰り返しながら、精子へと分化する細胞を生
み出し続ける能力」を持つ。これまで、種の保存や不妊治療の視点から、この特性を分子レベル
で理解しようとする試みがなされてきた。しかしながら、正常な精子形成に関わる最初の分岐点、
即ち精子幹細胞が自己複製能を不可逆的に喪失し、分化細胞へ正確に移行していくための分子機構
は未だ解明されていない。 
精子形成では、体細胞分裂による細胞増殖、次に 2回の減数分裂を経て、最後に精子形態形成が
起こる。体細胞分裂期の細胞を精原細胞と呼び、中でも幹細胞活性を有する A 型細胞は、単独
で存在する「As細胞」と、一度体細胞分裂した 2個の「Apr細胞」、さらに 4個、8個と、体細
胞分裂を繰り返した｢Aal細胞｣に細分化される。Aal細胞から不可逆的に幹細胞活性を失い分化
型精原細胞(A 1-4細胞)へと分化する際に、膜型
チロシンキナーゼである Kit 遺伝子の発現が起
こる(図 1)。 
これまで我々は、Kit陰性から、Kit陽性精原細
胞へ移行(＝精原細胞が幹細胞活性を喪失)する
時期と一致して、DNAメチル化酵素の発現上昇
に伴う DNAメチル化状態の変化、および、ヒス
トンメチル化酵素の発現上昇に伴う抑制ヒスト
ン修飾の増加、などが一斉に起こることを見出
し、ここを「エピジェネティック・チェックポイ
ント」と名付けた (図 1, Shirakawa et al., Development (2013))。この結果は、このポイント
で導入されるゲノム修飾が、幹細胞から精子形成へ向けた不可逆な細胞分化プログラムを駆動
する重要な鍵であることを示唆している。しかしながら、このゲノム修飾の変化をもたらす DNA
メチル化酵素とヒストン修飾酵素の発現上昇がどのような分子機構で駆動されるのか、については未
解明であった。 
 
 
２．研究の目的 
これまで、エピジェネティック・チェックポイントを境として起こる細胞内での変化を捉えるた
め、ゲノムワイドな転写量の変化、ヒストン修飾、および DNAメチル化を解析した。その結果、
DNAメチル化酵素およびヒストンメチル化酵素の発現上昇が、転写の増大によるものではなく、
翻訳の段階で制御されている可能性を見出した。そこで本研究は、エピジェネティック・チェックポイ
ントにおける翻訳制御の実態を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
DNA メチル化酵素とヒストンメチル化酵素をモデルとして、チェックポイントの前後で翻訳量
を変化させる３つの可能性、即ち、① mRNAの核外輸送、② 全mRNAの翻訳の亢進/脱抑制、
③ DNAメチル化酵素・ヒストンメチル化酵素のmRNAの選択的な翻訳の亢進/脱抑制により、
タンパク質合成量の上昇を説明できないか、以下の実験 1) ~ 3)行った。また、将来的に多量な細
胞数を必要とする生化学的解析を行うため、in vitro培養系の確立を目標として 4)を行った。 
 
1)mRNA 核外輸送の解析：核内で転写された mRNA が、Kit 遺伝子の発現後、翻訳の場である
細胞質に輸送されて翻訳量が増加した可能性が考えられた。そこで、DNA メチル化酵素とヒス
トンメチル化酵素の mRNAについて、その核外輸送を In situ hybridization法で解析した。 
 
2)精原細胞の翻訳活性の解析：Kit遺伝子の発現後、細胞の持つ翻訳活性が上昇し、全 mRNAの
翻訳量が増加した可能性が考えられた。そこで、細胞内で合成された全タンパク質をピューロマ
イシンアナログで標識し、それを定量することで細胞の持つ翻訳活性の変化を解析した。 
 
3)mRNAの普遍的修飾(3’ポリ( A ))の長さの解析：Kit遺伝子の発現後、mRNAの普遍的修飾
の変化よって、翻訳量が増加した可能性が考えられた。真核生物の成熟 mRNA の 3’末端には
poly(A)鎖が存在しており、mRNA を分解から保護すると共に、核外への輸送を促進している。
そこで、Kit陰性および Kit陽性精原細胞から得られた total RNAを用いて、Poly A tail length assay 
(PAT法)を実施して poly(A)鎖長を決定した。 
 

図１．精子幹細胞の分化段階と共役した
ゲノム修飾の転換点の発見

ゲノム修飾因子群の
急激な発現上昇
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4) In vitro 培養系の確立：マウスの精子幹細胞を試験管内で増幅する培養系として、Germline 
Stem Cell (以下 GS細胞)が知られている。この培養系は、幹細胞を安定に培養することができ
るが、細胞の形態や遺伝子発現が均一ではないヘテロな系であり、最も未分化な細胞を濃縮する
ための培養系確立が必要である。本研究では、精子幹細胞の未分化状態をより強く保つ方法論の
確立を目標として、ヒストンメチル化阻害剤の影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
1)mRNA核外輸送の解析 
DNA メチル化酵素とヒストンメチル化酵素の mRNA は、エピジェネティック・チェックポイ
ントの前後を通して細胞質に局在していることがわかった。これは、タンパク質合成量がmRNA
の核外輸送によって制御されている可能性は低いことを示唆している。 
 
2)精原細胞の翻訳活性の解析 
これまでの結果と一貫して、DNA メチル化酵素およびヒストンメチル化酵素は、Kit 陰性精原
細胞でほとんど合成されていないことがWestern blot法により確認された。一方、細胞のタン
パク質合成全般は Kit 陰性精原細胞の段階で既に急激に上昇していることが明らかとなった。
この結果は、DNAメチル化酵素およびヒストンメチル化酵素の mRNAの翻訳が Kit 陰性精原
細胞において強く抑制されている可能性を示している。 
 
3)mRNAの普遍的修飾(3’ポリ(A))の長さの解析 
DNAメチル化酵素とヒストンメチル化酵素のmRNAの poly(A)鎖の長さは、エピジェネティッ
ク・チェックポイントの前後を通してほとんど変化しないことがわかった。一方、この解析によ
る副産物として、エピジェネティック・チェックポイントの前後で 3’非翻訳領域の長さが異なる
アイソフォームが発現していることが示唆された。  
 
4) In vitro 培養系の確立 
G S 細胞をヒストンメチル化酵素阻害剤(UNC0646)の存在下で培養し、そのエピゲノムの変化
を解析した。その結果、主要なヒストン修飾の減少が、別のヒストン修飾の増加を誘導すること
がわかった。これは、阻害剤の添加によって GS細胞の遺伝子発現を操作できることを示してい
る。しかしながら、in vivoにおける精子幹細胞の未分化状態を模倣した培養条件の確立には、
更なる検討が必要であると考えられた。 
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