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研究成果の概要（和文）：我々が作製した HP1γの変異マウスは雌雄ともに不妊であったので、

その原因について研究を行った。その結果、減数分裂の開始時期にセントロメア近傍領域の集

積が認められないこと、及び、野生型精原細胞において集積のみられるヒストンメチル化酵素

が HP1γ変異マウスの精原細胞では集積できないことがわかり、これらのことから、HP1γはセ

ントロメア近傍におけるヒストン修飾因子のリクルートに必須であり、減数分裂の正常な進行

にはセントロメアのヒストン修飾が必要であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：We obtained HP1 gamma mutant mice and found that all 
homozygous mice were infertile as a result of defects in meiosis. Some kinds of histone 
methylation at pericentromeric heterochromatin were reduced in the mutant 
spermatocytes and spermatogonia. Moreover, a methyltransferase of H3K9 in 
spermatocytes could not accumulate in the mutant spermatocytes. These findings suggest 
that HP1 gamma is essential for recruitment of histone modification factors at 
pericentromeric heterochromatin and histone modifications are required for progression of 
meiosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA のメチル化やヒストンの修飾（メチル
化、アセチル化、リン酸化など）という現象
は以前から知られていたが、近年、これらの
修飾によって転写因子または転写抑制因子

の結合能が変化することにより、遺伝子の発
現様式が制御されることがわかってきた
（Bioessays 22: 836-45, 2000; Science 293: 
1074-80, 2001）。また、DNA のメチル化やヒ
ストンの修飾が、生殖細胞の初期分化や減数
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分裂の進行において重要であることが、KO マ
ウスを用いた研究から明らかになってきた
（ Cell 107: 323-37, 2001; Nature 438: 
374-8, 2005; EMBO J 26: 3346-59, 2007）。
これらの KO マウスではヒストンメチル化の
低下が観察されているが、生殖細胞の発生や
分化が異常になる直接の原因は不明であっ
た。 
 ヒストン H3K9 がヒストンメチル基転移酵
素によってメチル化されると、HP1 が認識し
て結合する。HP1 には DNA メチル化酵素やヒ
ストンメチル化酵素がリクルートされるの
で DNAやヒストンのメチル化が周辺部に広が
る。HP1 にはメチル化 DNA 結合タンパク質や
DNA メチル化酵素、ヒストンメチル化酵素な
どの因子も結合して転写制御領域のヘテロ
クロマチン状態を維持すると考えられてい
る。しかし、KO マウスはまだ報告がなく、生
体内での機能は明らかになっていなかった。 
 生殖細胞においては、HP1γは HP1 ファミ
リー分子の中でも独自の機能を持つと考え
られ、これまでに考えられてきた HP1 の機能
とは違った新たな機能が明らかになる可能
性がある。本研究により，PCG の初期分化の
分子機構の一端を明らかにできれば，将来生
殖医療や再生医療への応用が期待された。 
 
２．研究の目的 
 HP1γ変異生殖細胞が発生異常を示すステ
ージは２段階あり、１つは胎生 7.5 日（E7.5）
において始原生殖細胞（PGC）が体細胞の中
から出現する段階、もう１つは生殖細胞に分
化した後の減数分裂期である。そこで本研究
では、 
（1）生殖細胞の最初の分化段階における HP1
γの機能 
（2）減数分裂における HP1γの機能 
を明らかにすることで、ヒストン修飾が生殖
細胞に及ぼす影響の一端を解明することを
目的とした。 
 これまでに報告されているヒストン修飾
酵素やリクルートされる因子の変異マウス
は発生初期に致死となることが多いので、生
殖細胞形成まで個体が生存可能である HP1γ
変異マウスは生殖細胞の発生におけるヒス
トン修飾と遺伝子発現の制御の研究に適し
ていると考えた。また、これまでに不妊症を
呈すると報告されているエピジェネティッ
ク関連遺伝子の KO マウスは DNA メチル化酵
素またはヒストンメチル化酵素の KO が多い
が、最終的にそれらがどのような分子メカニ
ズムで生殖細胞の発生に異常を引き起して
不妊症が起きるのかはよくわかっていなか
った。よって、DNA やヒストンのメチル化と、
転写制御因子を仲介する HP1γの役割を解析
することで、ヒストン修飾による生殖細胞の
発生制御機構の分子メカニズムを明らかに

しようと考えた。 
 
３．研究の方法 
 PGC が発生し増殖する E7.5-12.5、または
精母細胞および卵母細胞が減数分裂を行う
時期（雄では生後 7日、雌では E13.5）にお
ける HP1γ変異生殖細胞の遺伝子発現変化や
ヒストン修飾の変化を調べ、野生型の生殖細
胞と比較することで HP1γの機能を解析した。 
 
（1）E7.5 における HP1γの機能解析 
 HP1γ変異 PGC の数は胎生 7.5 日(E7.5)に
おいて既に半減しているが、Blimp1や Prdm14
変異 PGCで見られたような遺伝子発現の異常
は見つかっていない。よって、HP1γ変異 PGC
に異常が起きる時期は E7.5 より前であると
考えられる。そこで、まず E6.25-7.5 におい
て初期の PGC のマーカーである Blimp1 の発
現を指標に HP1γ変異 PGC の発生が異常にな
る時期を特定した。 PGC の運命決定に異常が
あるかどうかを調べるため、運命決定に関与
する可能性のある Bmp 受容体-Smad シグナル
系などを調べた。また、運命決定後の遺伝子
発現制御などに異常があると考えられたの
で、PGC数の減少が見られた時期において PGC
の single cell PCR や免疫染色を行い、発現
パターンに異常がある遺伝子を明らかにし
た。また、ヒストンメチル化や DNA メチル化
についても調べた。 
 
（2）減数分裂における HP1γの機能解析 
HP1γ変異マウスの生殖細胞は、出現時より

数が少ないだけでなく、減数分裂の進行に異
常を呈し、精母細胞、卵母細胞ともにパキテ
ン期直前に大部分が死滅する。これまでの
我々の研究により、HP1γ変異マウスの精母細
胞においては、主にヘテロクロマチンにある
ヒストン H3K9 のトリメチル化（H3K9me3）レ
ベルは野生型のものと変わらないが、主にユ
ークロマチンにある H3K9me2 は免疫染色によ
る染色性が約 1/2 に低下していることがわか
った。また、第一減数分裂前期のプレレプト
テンに留まっている細胞も多いことがわかっ
たので、減数分裂の正常な進行には、H3K9me2
が高レベルでメチル化されていることや、HP1
γが存在することが必要であることが示唆さ
れた。しかし、H3K9me2 や HP1γには、遺伝子
発現調節や、染色体構造の維持などの機能が
あると考えられており、どちらが減数分裂の
場面で重要なのかはわからなかった。そこで、
まず、H3K9me2 や HP1γがどちらに必要なのか
を調べた。次に、ヒストン修飾因子である
Suv39h や G9a の変異マウスで HP1γやヒスト
ン修飾について免疫染色を用いて調べること
で、これらの因子が減数分裂にどのような役
割を持っているかを遺伝学的に調べた。この
研究は理研の古関先生らのグループとの共同



 

 

研究で行った。 
 
４．研究成果 
（1）E7.5 における HP1γの機能解析 
 HP1γホモ変異マウスにおける PGC の数を
調べた結果、PGC の初期分化段階である E7.5
においてすでに PGC の減少が認められた。ま
た、E6.5 以降において PGC を含む胚体組織全
体で HP1γの強い発現が認められたことから、
PGC において HP1γが機能的役割を果たして
いることが考えられた。PGC が減少する原因
を検討した結果、分化の異常や細胞死の亢進
は認められず、生殖隆起へ向けた移動も正常
であった。そこで PGC の増殖に着目し、細胞
周期に関する因子について免疫染色による
検討を行ったところ、ホモ変異 PGC の大半が
Ki67 陽性であり、増殖の休止は認められなか
った。しかし BrdU の取り込みを指標とした
解析から、S 期にいる PGC の減少が明らかと
なり、フローサイトメトリーによる実験結果
からも PGC が G1 期に集積していることがわ
かった。このことから、HP1γは PGC の細胞
周期の進行に関与していると考えられた。 
 
（2）減数分裂における HP1γの機能解析 
 発現アレイ解析の結果、野生型精母細胞と
HP1γ変異精母細胞の遺伝子発現プロファイ
ルに大きな発現の違いは認められなかった
ので、HP1γは減数分裂期に遺伝子発現を制
御するのではなく、染色体構造の維持などの
機能を果たしていると考えられた。 
 HP1 はトリメチル H3K9（H3K9me3）を介し
た H4K20 のメチル化を亢進させることが in 
vitro の実験から示唆されていたので、
H4K20me3 を含むヒストン修飾の状態を免疫
染色法によって調べた。また、他の HP1 ファ
ミリーやヒストン修飾因子の発現について
も免疫染色法によって調べた。 
 減数分裂の進行を調べた結果、HP1γ変異
マウスの生殖細胞では雌雄ともにレプトテ
ン期からザイゴテン期への移行に遅延が見
られ、パキテン期の生殖細胞数が著しく減少
していることがわかった。また、HP1γ変異
精母細胞でのヒストン修飾状態が変化して
いることがわかった（図 1）。DNA のメチル化
については免疫染色とbisulfite sequencing
で調べた結果、野生型と変異細胞で差は見ら
れなかった。 
 さらに、免疫染色で細胞におけるヒストン
メチル化酵素の核内分布を調べたところ、
H3K9メチル化酵素の一つが HP1γ変異マウス
の精母細胞では集積できないことから、HP1
γはヒストン修飾因子のリクルートに必須
であることがわかった。HP1αおよび HP1βの
発現パターンには違いが認められなかった
ので、精母細胞における正常なヒストン修飾
には HP1γが関与していることが明らかにな

った。 
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図 1 抗 H4K20me3(緑)、Scp3(赤)抗体を用
いた免疫染色の結果（左：コントロール、
右：HP1γ変異精母細胞）。HP1γ変異精母
細胞ではセントロメア近傍への H4K20me3
の集積が消失していた。 
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