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研究成果の概要（和文）：親（配偶子）から子に継承される、DNA以外の遺伝情報の新規の担い手として、精子
クロマチンに豊富に存在し、アルギニン残基を多く含むプロタミンを想定し、その化学修飾がエピゲノム情報と
して機能する可能性や、受精後の初期発生における役割について探究した。その結果、in vitroではアルギニン
メチル化酵素（PRMT）による触媒が検出されたが、哺乳動物細胞では、その明確な証拠が認められなかった。そ
こで、PRMT1遺伝子を精子特異的に欠損させた結果、既報のように不妊とはならなかったが、体外受精後、ほぼ
半数の胚で異常胚を生じた。これに、プロタミンのメチル化異常が関与するのかは、現時点では分からない。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that protamine, which is abundant in sperm chromatin and 
contains many arginine residues, might be a novel (non-DNA) carrier of genetic information that is 
inherited from parents (gametes) to their children, and explored the possibility that its chemical 
modification functions as epigenome information and its role in early development after 
fertilization. While we found that protamine is methylated by protein arginine methyltransferase 
(PRMT) in vitro, we found no clear evidence of modification in mammalian cells. Therefore, we 
deleted the PRMT1 gene in a sperm-specific manner and found partial fertility, which differed from 
the findings previously reported. After IVF, however, almost half of the embryos seemed abnormal in 
shape. It's not clear whether the methylation defect of protamine is involved in this phenotype.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピゲノム　精子　プロタミン　アルギニンメチル化　PRMT1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、親が曝された環境要因（栄養状態、精神的ストレス、化学物質等）が、次世代（疾患の罹患率など）に影
響を与える例が、疫学調査やモデル動物を用いた実験から示されている。これは、配偶子に生じたエピジェネテ
ィックな変化が、次世代での遺伝子発現を変化させた結果であると考えられている。これまで、変化の主体は
DNAメチル化やヒストンの化学修飾が考えられてきた。精子プロタミンの翻訳後修飾が遺伝情報担体として機能
することが分かれば、親から子へ継承されるエピゲノム研究に新たな次元を与える重要な発見となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
親（配偶子）から子に継承される遺伝情報の最大の担い手は、ゲノム DNAの塩基配列であ
る。しかし近年、DNA以外の要素、つまりエピゲノムが生殖細胞を介して親から子へと継承さ
れることが認識され「transgenerational epigenetic inheritance」の概念が生まれた。生殖細胞を介
して継承される情報として最も有力なものは、クロマチンを形成するヒストンの化学修飾であ
る。しかし、オスの生殖細胞である精子では、その成熟過程において、ゲノムをよりコンパク
トにするために、ゲノム上のほとんどの領域において、ヒストンが塩基性小型タンパク質であ
るプロタミンに置き換わる。このため、ヒストン修飾が雄におけるエピゲノム情報の担い手に
なることはないと考えられていた。しかし、初期発生に関わる遺伝子等、一部ゲノム領域では
プロタミンへの置換が起きず、ヒストンが残存することが報告され、精子においてもヒストン
がエピゲノム情報の担体となり得ることが示唆された。一方で、研究代表者はプロタミン自体
が化学修飾を受けることで、エピゲノム情報の担体となる可能性を発想し、その可能性を探究
することとした。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、父親から子へと継承される遺伝情報の担い手として、未だ解析がなされていな
い、哺乳動物の精子ゲノムに豊富に結合するプロタミン・タンパク質の化学修飾を想定し、そ
のエピゲノム情報としての妥当性と次世代の正常発生や健康維持における役割について、生化
学、分子細胞生物学、発生工学的手法を用いて解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
プロタミンは、塩基性アミノ酸であるアルギニン残基を数多く含み、DNAのリン酸基と強く
相互作用する。同化学修飾は、ヒストンにおいてもエピゲノム情報の担体となっている。同修
飾の付加は、アルギニンメチル化酵素（Protein Arginine Methyl-Transferase; PRMT）によ
り触媒される。また、いくつかの PRMT（PRMT1、4、5、7）は、精子細胞中での発現が検出
される。我々は予備実験として、大腸菌で過剰発現・精製した PRMT1酵素とマウス・プロタ
ミン（Prm1、および Prm2）、および H3標識した S-アデノシルメチオニン（SAM）を用いて
in vitroメチル化反応を試みた。その結果、両プロタミンともにメチル化が検出され、特に
Prm2で顕著であった。そこで、哺乳動物の精子・プロタミンにおけるアルギニンメチル化の
有無と、その生物学的意義の解明について、マウスをモデルとして以下の方法による研究を計
画した。 
 
（１） 内在タンパク質のメチル化の有無とメチル化部位の同定：マウス精子のプロタミンを 
精製し、修飾アルギニン残基を質量分析により特定する。また、そのメチル化アルギニン
抗体を作製する。 
（２） メチル化酵素の同定：現在までに知られる 11種類のアルギニンメチル化酵素のう
ち、（１）の責任酵素を、in vitroメチル化アッセイにより明らかにする。 
（３） メチル化の機能検証：メチル化プロタミンの役割として、受精後すぐに開始するゲノ
ムのリプログラミングや、その後の胚性遺伝子の活性化への関与の可能性が考えられる。
そこで、（１）で作製したメチル化プロタミン抗体を用いた ChIP-sequencing解析によ
り、マウス精子におけるメチル化プロタミンのゲノム分布を明らかにする。 
（２）で同定したメチル化酵素の精子特異的ノックアウトマウスを作製する。ノックアウ
トマウスを交配し、胚及び産仔が得られるかについて解析する。 
（４） 精子を採取し、ヌクレオプラスミンを処理することで、精子クロマチンからプロタミ
ンタンパク質を遊離させて、回収する。同プロタミンタンパク質のアルギニンメチル化状
態を、ウエスタンブロッティング、及び質量分析により解析し、野生型マウス由来プロタ
ミンと比較する。また、受精直後の初期胚における、精子由来ゲノム DNAの能動的脱メ
チル化反応の変化について、免疫染色法と bisulfite sequencing法により解析する。さら
に、最初期（１細胞期）と、その後（２細胞期）に活性化される遺伝子発現の変化を、
RNA-seq法により解析する。 

 
 
４．研究成果 
 
（１） マウス・プロタミン分子が in vitroだけでなく、哺乳動物細胞内でもメチル化修飾を



受けるのかを確認するため、Prm遺伝子（Prm1と Prm2）を動物細胞発現用のベクターに
移し替えてタグ配列を付加し、アルギニンメチル化酵素発現ベクターとともに、HEK293T
細胞で過剰発現させた。抗タグ抗体による免疫沈降の後、抗メチル化アルギニン抗体によ
り Prmのメチル化状態を解析した。しかし、明確なメチル化修飾を示すバンドは認められ
ず、他の実験結果と考え合わせて実験手技に問題があると判断した。そこで、（１）の改善
を図る一方で、in vivoの方向からのアプローチを優先して進めることとした。 
（２） PRMT1遺伝子の全身性破壊は致死となる。そこで、精子特異的ノックアウトマウス
を得るために、マウス胎児期の始原生殖細胞で発現する TNAP（tissue-nonspecific alkaline 
phosphatase）遺伝子の制御下に Cre酵素を発現するマウスと、PRMT1遺伝子が loxP配列
で挟まれた floxed-PRMT1 alleleをもつマウスとを交配し、精子で PRMT1が欠損されたマ
ウスを作出することを計画した。ところが 2021年、同遺伝子を Ngn3遺伝子プロモーター
制御下の Cre酵素を用いて精子特異的に欠損すると、DNA ダメージの蓄積による減数分裂
異常により不妊となることが報告された(International Journal of Molecular Sciences, 2021, 22, 
7951)。さらに 2023年、別のグループから、３種類のプロモーター（Ubc,Ddx4,Str8）を
用いた同様の実験により、全ての例で不妊となることが報告され(Nucleic Acids Research, 
2023, 51, 10428-50）、その理由として、精子形成に関与する遺伝子のプロモーター領域やス
プライシング制御領域におけるヒストン修飾（H4R3me2a）異常の可能性が挙げられた。
ただし、これらの報告では、PRMT1変異のプロタミンの修飾や、初期発生に対する影響は
解析されていなかったことから、引き続き計画を進めることにした。 
（３） 2023年度、研究代表者も、PRMT1の精子特異的欠損マウスの作出（雄 2匹）に成功
し、直ちに妊性試験を開始した。その結果、メスの妊娠確認までに、通常より長く時間を
要したものの、両マウスからともに、仔を得ることが出来、これは、明らかに既報とは異
なる結果であった。そこで、精巣上体尾部より成熟精子を採取し、体外受精による妊性試
験を実施したところ、活性化・運動性に大きな変化はなく、受精も正常に起こった。しか
しながら翌日、受精卵を観察したところ、半分程度は異常胚となり、発生が停止してい
た。残りの通常胚は、そのまま in vitroで胚盤胞期胚まで発生を進めさせた。成熟精子と胚
盤胞期胚より DNAを抽出し、PCRによりその遺伝子型を解析した結果、一部ではある
が、PRMT1遺伝子の完全欠損が起こっていない精子・胚が存在することが分かった。これ
らの結果から推測すると、TNAP-Creによる組換え反応は、他のドライバーマウスによる
それと比べて効率が低い、あるいは、精子形成の遅い時期に起きており、この結果、
PRMT1が発現した一部精子が機能を保持し、受精に至ったことが考えられた。今後、
TNAP-Cre依存的に組換え反応が起こる時期を詳細に解析し、Ngn3、Ubc、Ddx4、Str8の
それと比較することで、精子形成における PRMT1の役割を理解するためのヒントが得ら
れるかもしれない。また、成熟精子のプロタミンや残存ヒストンのエピゲノムを解析する
ことで、その機能形成におけるアルギニンメチル化の役割の解明に繋がることが期待出来
る。 
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