
横浜市立大学・医学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化(B)）

2023～2019

最新のシングルセル及び超微量ヒストン修飾解析による、エピゲノム不妊分子機構の解析

Analysis of epigenome infertiity mechanism by the state-of-art single cell and 
ultrtrace histone modification methods

７０２５０７５１研究者番号：

大保　和之（OHBO, Kazuyuki）

研究期間：

１９ＫＫ０１８３

年 月 日現在  ６   ６ １９

円    14,200,000

研究成果の概要（和文）：精子幹細胞は、不完全な細胞分裂により細胞間橋が存在した分裂様式をとる。それ
故、１個の精原細胞のみが幹細胞で、２個以上繋がった精原細胞は幹細胞活性を喪失した前駆細胞と考えられて
きた。その一方でゲノムワイドな遺伝子発現解析の進捗やマーカースタディーにより、未分化な精原細胞の不均
一性が具体的に示され始めた。本研究では、最新の包括的シングルセル解析であるscNMT法を海外から取り入
れ、未分化精原細胞の実態解明に応用した。また、H3K4のメチル化酵素群の存在が報告されている。これらの分
子群の未分化精原細胞における機能解析を、これら分子群を網羅的に遺伝子改変している海外のグループとの共
同研究にて行った。

研究成果の概要（英文）：Spermatogonial stem cells adopt a mitotic mode in which intercellular 
bridges are present due to incomplete cytokinesis. Therefore, only one spermatogonia is a stem cell 
and two or more connected spermatogonia are considered progenitors that have lost their stem cell 
activity. On the other hand, advances in genome-wide gene expression analysis and marker studies 
have begun to reveal the heterogeneity of undifferentiated spermatogonia. In this study, the scNMT 
method, the latest comprehensive single-cell analysis, was adopted from overseas and applied to 
elucidate the actual situation of undifferentiated spermatogonia. The existence of a group of H3K4 
methyltransferases has also been reported. The functional analysis of these molecules in 
undifferentiated spermatogonia was carried out in collaboration with an overseas group that had 
extensively genetically modified these molecules.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
日本の研究領域は、欧米中国との格差が広がっている。特に次世代シークエンサーの出現後、ゲノムワイドにヒ
ストンやDNA修飾、遺伝子発現の情報が入手可能となり、エピゲノム研究が急速に進歩を遂げた。さらに少ない
材料からのエピゲノム解析も急速な進歩を見せている。しかし、日本は、この流れに遅れを取っていることは否
めない。そこで、最先端のシングルセルマルチオミックス研究と、ES細胞を材料にH3K4me3修飾を中心に精力的
な研究を行っている高い研究レベルをもつグループとの国際共同研究を行い、その成果を私どもが長年行ってい
る精子幹細胞研究に反映させ、より高いレベルの研究へと結びつけた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

精子形成細胞の役割は、ひとえに、種を途絶えさせないよう正確に異常のないゲノム、エピゲ

ノム（DNA やヒストンの修飾に代表されるゲノム修飾）の両方の情報を、精子という極めて特殊

な形態形成をとげた細胞を用いて次世代に伝播することにあり、その絶え間ない精子形成の根

幹を維持しているのが精子幹細胞である。私どもは、精子形成後期に起こる減数分裂、さらには

世代を超えて受精後に必須な遺伝子群の発現を制御するゲノム修飾の一部が、すでに精子幹細

胞のレベルで挿入されていることを見出していた 1)。さらに、それが上手くいかない場合は、幹

細胞集団から前駆細胞へと、最初の分化段階を遂げる時点で細胞を殺し精子を作らせないよう

にする仕組みがある可能性を見出していた 1)。この仮説が正しければ、精子幹細胞におけるゲノ

ム修飾の大きな生理的役割として、『次世代の健康な個体発生、生存を保証するための精子の品

質管理機構の一つとして機能している。』という全く新しい概念に行き着く。しかし、これまで

の解析は、細胞を少なくとも数万個集めて行った『集団』の『平均の解析』の結果であり、近年

言われている幹細胞の不均一性や階層性を考慮すると、連続性が不確かであるので、包括的なシ

ングルセルレベルでの解析が必要と考えた。そこで、高い技術力と先進的なシングルセル解析手

法を開発している海外の研究グループとの共同研究を企画した。また、精子幹細胞の特定のゲノ

ム修飾を見ただけでも様々な酵素が介在している可能性が高い。そこで、このような酵素を積極

的に探索している海外のグループとの共同研究を行うことにより効率的に精子幹細胞分化に関

わる酵素の同定と機能解析を進めることを企画した。 

 

２．研究の目的 

生殖細胞は、細胞分裂後も不完全な細胞分裂により繋がって増殖することから、最初の１個

（As精原細胞）のみが幹細胞と信じられ、2個以上の精原細胞(Apr精原細胞)は、前駆細胞と考

えられてきた 2)。一方、ここ 20年の間に未分化精原細胞の様々な特異的マーカー遺伝子が同定

され、As 精原細胞であっても、マーカーが相互に重ならない As 精原細胞の実態が報告され、

As 精原細胞のみをとっても亜集団に別れる可能性が考えられている。As 精原細胞ばかりでな

く、さらに分裂が進んだ精原細胞においても不均一性が指摘されている。 

精原細胞における遺伝子発現のシングルセル解析は既報が幾つかあり、その多くは遺伝子発

現を見たものである。精原細胞は精細管基底膜上を移動していることが知られており、その移動

空間は基底膜ばかりでなく、セルトリ細胞や他の生殖細胞とも接触している。従って、精原細胞

の遺伝子発現は必ずしも細胞の分化度で変わるばかりでなく、たまたま精原細胞が存在してい

る場所の細胞環境からの入力シグナルに遺伝子発現が左右される可能性がある。従って、１個の

細胞から、遺伝子発現だけでなく、DNAメチル化やヌクレオソームのスペーシングの状態を加

味した、より大局的な視点で細胞集団の解析を行うことにより精原細胞の亜集団を分類するこ

とに挑戦した。 

一方、遺伝子発現に密接に関わるヒストン修飾として H3K4me3 修飾が知られている。

H3K4me3は転写開始点やエンハンサーに特徴的であり、ゲノムは低メチル化、ヌクレオソーム

のスペースはリラックスした状態にある。H3K4me3修飾酵素は多種類存在するが、その遺伝子

座毎の使い分け、細胞種毎の使い分けは明らかでない。酵素毎に特徴ある遺伝子発現パターン形

成を引き起こし、細胞集団に不均一性を誘導することも考えらえる。そこで、このような遺伝子

発現に密接に関連がある H3K4me3 修飾酵素について、精子幹細胞の分化制御機構の視点で評



価されていない新規酵素の同定を国際共同研究にて進めることを行った。ドイツの国際共同研

究グループは、網羅的に H3K4me3 修飾酵素群をノックアウトした ES 細胞を作成している。彼ら

は、ES 細胞を用いた次世代シークエンサーによるゲノムワイドな解析を行い、これらヒストン

修飾酵素の意義について研究を進めている。さらにその中で、これらの ES 細胞から、コンディ

ショナルノックアウトマウスを作出し成体で遺伝子欠損を誘導することにより、体細胞におけ

る異常の表現型の解析を行なっている。そこで私どもは、このコンディショナルノックアウトマ

ウスを用い、成体の精巣、特に精子幹細胞における幹細胞の維持、分化制御の視点で、表現型の

解析を行う計画を立てた。また、遺伝子欠損を引き起こすと致死になる可能性もあるため、遺伝

子欠損誘導を起こす前のマウス精巣から精子幹細胞株を作成し日本側に送付し、細胞レベルで

遺伝子欠損を起こし、詳細なゲノムワイドな H3K4me3 修飾とこれに関連する他のゲノム修飾の

解析、精子幹細胞、前駆細胞における遺伝子発現解析を国内で行う計画を立てた。          

 

３．研究の方法 

(1) 包括的シングルセル解析の方法 

精原細胞に特異的に発現する GFP を有するマウ

ス(GFRa1-EGFP および Ngn3-EGFP)を用い、精原細

胞集団をセルソーターにてシングルセルソートし

た。GFRa1 は精子幹細胞に強く発現し、Ngn3 は精

子幹細胞が分化型精原細胞に分化前後で発現する

遺伝子である。加えて c-KIT (分化型精原細胞に

特異的に発現)を指標とし、精原細胞を 96 well プ

レート上に分取し、scNMT-seq 法 3)に用いた。96 

well プレート上で溶解した細胞由来のクロマチ

ンは GpC メチル化酵素(M.CviPI)で処理することにより、オープンクロマチン領域にメチル化を

導入した。その後、オリゴ dT ビーズで mRNA と DNA を分離し、それぞれを精製した後、mRNA か

らは Smart-seq2 法 4)による scRNA-seq ライブラリを調整、DNA からは scBS-seq (PBAT)法 5)によ

るライブラリを調整した。scBS-seq からはオープンクロマチンの情報と DNA メチル化の情報を

同時に取得できる。それぞれのライブラリには細胞ごとに異なるインデックス配列を導入して

おり、プール後に Illumina 社シークエンサーを用いてシークエンスを行った（図１）。 

(2) 精子幹細胞分化に影響を与える H3K4me3修飾酵素の探索方法 

精巣の組織学的解析は、生殖細胞の分化段階の同定に専門性が要求される特殊な側面がある

ことが、研究の裾野が広がらない主因である。そこで、私どもは、候補分子の情報提供を受け、

正常未分化精原細胞の時期においては、免疫組織学的手法を用い、精子形成細胞の各分化段階の

マーカーを用いて分化状況に沿った候補分子の発現を詳細に解析する計画を立てた。また、上述

した私どもが持つマウスから、精子幹細胞(GFRa1陽性 c-Kit陰性精原細胞)や前駆細胞(Ngn3陽

性 c-Kit陽性精原細胞)集団を Cell sorterで純化し、western blottingを行うことにより、タン

パク質レベルでの発現量の検証を行うこととした。また、ドイツ側のグループには、各種

H3K4me3修飾酵素を全身でノックアウトをした遺伝子改変マウスから、その精巣を固定包埋後

日本に送付してもらい、精子幹細胞、前駆細胞、さらには減数分裂期から精子形態形成の時期に

至るまで、正常での発現の組織学的手法を用いた検索と、遺伝子欠損による表現型の解析を行う

計画を立てた。さらに、精子幹細胞株を樹立し日本に送付、エピゲノム解析に用いる予定を計画

した。 



 

４．研究成果 

(1) 包括的シングルセル解析の結果 

scRNA-seq 解析により、精原細胞を構成する 5種

類の細胞集団を同定することができた。そのうち

3 つは未分化型、2 つは分化型の精原細胞集団で

ある。これらの集団で特異的に発現する遺伝子を

調べたところ、既知のマーカー遺伝子(Eomes, 

Gfra1, Ret, Ngn3, Stra8, Kit など)が予測され

る集団に発現していることが確認できた。また同

時にこれまでに報告のない新規精原細胞マーカ

ー遺伝子も同定した（図２）。 

 さらに、クロマチンアクセシビリティ解析を実

施したところ、精子幹細胞集団の方が分化型の集団に比べてオープンな領域が多いことが明ら

かになった。それらの領域はプロモーターやエンハンサー領域に重複しており、特にエンハンサ

ー領域はヒストン修飾状態との統合的な解析により、遺伝子の種類に応じて異なる状態(active, 

primed, poised など)を示すことが確認できた。このデータからは、他に未分化から分化に向か

う段階でクロマチン状態がダイナミックに変動する領域も同定でき、結合する可能性のある転

写因子を推測することができた。 

 一方で、シングルセルでの DNA メチル化状態を調べたところ、全体的なメチル化レベルの変動

は予想よりも小さいことがわかった。そのため、少なくとも精原細胞分化に伴って遺伝子発現を

制御する要因は DNA メチル化よりもオープンクロマチンの状態であると考えられた。 

(2) 精子幹細胞分化に影響を与える H3K4me3修飾酵素の探索結果 

研究の計画をたてたところから、コロナ感染の世界的流行が起こった。ドイツ側では動物セン

ターは普段から研究者が入室できない運営で、専任技術員が動物の維持管理を行っている。当時、

研究者はもちろん、この専任技術員の勤務が大きく制限されたため、維持マウス数を大幅に減ら

すことが要求され（受精卵凍結化）、新規遺伝子改変マウス作成の停止が長期行われた。マウス

は、一度維持をストップすると再開するためには年単位で時間がかかる。これらの影響によりマ

ウスを用いる国際共同研究は、長い間研究の停滞を避けることができなかった。このような予測

外のことが起こったが、まず情報提供をもとに、候補酵素分子について国内でできる研究をスタ

ートさせた。独自に作成した scRNA-seqのリソースデータで検索をすると、Setd1a、Setd1bは、

ともに精子幹細胞分画、前駆細胞分画の両方に発現が認められた。次に、特異抗体を用いた免疫

染色を行い、Setd1aは、Kit陰性の精子幹細胞では発現が弱く、Kit陽性の前駆細胞になると明

らかに発現上昇が認められることが明らかとなった（図３）。その後、減数分裂期に発現は速や

かに減少した。さらに精子幹細胞分画、前

駆細胞分画を前述マウスからセルソーター

にて分取した細胞を用いて Western blot

解析を行なった。その結果、図３に示すよ

うに、確かに Setd1aは、Kit陰性の精子幹

細胞では蛋白発現が弱く、Kit 陽性の前駆

細胞になると強く蛋白のシグナルが認めら

れた（図３）。コロナにより研究が大きく遅



延したが、現在、候補分子の精子幹細胞株の樹立法を訪独し伝授し、同細胞株を作成中である。 
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