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研究成果の概要（和文）：哺乳類は精子幹細胞の自己複製、分化システムによって長期にわたり持続的に精子形
成を行うことができることが知られている。ところが、精子幹細胞の維持や分化が起きる分子機構は十分に理解
されていない。本研究では精子幹細胞が前駆細胞に分化する際に起きる大規模な細胞核内の形態変化やエピジェ
ネティックな変化に着目した。これらの変化は細胞の遺伝子発現プログラムに重要であるため、精子幹細胞が分
化する際に細胞の性質を転換させる上で重要な機能を有する可能性が考えられた。そこで本研究ではマウスより
精子幹細胞と前駆細胞をセルソーターにて純化し、それぞれの細胞集団のエピジェネティックな状態を詳細に同
定した。

研究成果の概要（英文）：It is well established that long-term spermatogenesis in mammals is 
supported by spermatogonial stem cells (SSCs). However, the molecular mechanisms governing SSC 
maintenance and differentiation is poorly understood. This study focused on dynamic changes in 
nuclear structure and epigenetic status that occur during SSC differentiation. These changes are 
important for gene expression programs and hence may greatly contribute to the conversion of 
cellular characteristics as SSCs differentiate. To identify the epigenetic changes in more detail, 
SSCs and progenitor cells were sorted and the global epigenetic status of each cell population was 
analyzed.
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の精子幹細胞は自己複製と分化を
繰り返すことで、精子形成プロセスを長期に
わたって支えるという重要な役割を果たし
ている。精子幹細胞の研究分野では、幹細胞
において特異的に発現する遺伝子や幹細胞
の維持に機能すると考えられる遺伝子に関
して多くの重要な知見が得られてきた(de 
Rooij DG and Russell LD. J Androl. 2000 
21(6): 776-798.)。また、精子幹細胞を長期
培養することのできる優れた実験系も確立
しており(Kanatsu-Shinohara M. et al., 
2003 Biol. Reprod. 69(2): 612–616.)、こ
の効率的なシステムを利用した研究も盛ん
に進められている。しかし、精子幹細胞が分
化するにあたって必要な核内の分子機構の
多くはいまだ謎である。 
そのような中、近年の研究により、精子幹
細胞の分化時には核内形態やエピジェネテ
ィクスに関わる因子の状態が大規模に変化
することが明らかになった(エピジェネティ
ック スイッチと呼ぶ) (Shirakawa T. et al., 
Development. 2013 140(17): 3565-3576.)。
エピジェネティクスは、DNA やヒストン修飾
といったゲノム修飾などの因子により、DNA
の配列を変化させることなく遺伝子発現を
制御する機構のことで、哺乳類の発生にとっ
て不可欠の現象である。精子幹細胞分化にお
けるエピジェネティック スイッチでは、特
定の種類のヒストン修飾の総量(H3K9me2 等)
や DNA メチル化導入に必要な酵素の発現量
(Dnmt3a, Dnmt3b)などが分化とともに大きく
変動することが免疫染色の実験で確認され
た。さらに、DNA メチル化の複製に必須の因
子として働くことが知られる Np95 を生後の
マウスで欠損させると精子幹細胞の分化が
障害されることや、Dnmt3b を強制発現させる
と前駆細胞への分化誘導が促進されること
も示された。 
これらのようなエピジェネティックな因
子は細胞の全ての遺伝子の発現状態を正し
く制御する上で不可欠であるため、細胞の性
質を大きく変化させるという重要なプロセ
スにも大きく寄与している。つまり、このよ
うな精子幹細胞分化の際に起こる核内形態
やエピジェネティックな状態の変化は、分化
にとって極めて重要な分子基盤として働い
ている可能性が考えられた。さらに、数多く
存在するエピジェネティックな修飾は、それ
ぞれが相互作用しながら遺伝子発現に影響
を与えることから、上記で確認されているも
の以外のエピジェネティックな修飾もこの
スイッチに関与し、精子幹細胞分化という大
きな変換点において重要な役割を果たして
いる可能性も十分に考えられた。 
 
２．研究の目的 
上記の通り、精子幹細胞分化時に起きるエ
ピジェネティック スイッチの現象は免疫染
色実験によって確認されていたが、具体的に

ヒストン修飾等のエピジェネティックな状
態がゲノム上のどの位置で変化し、どのよう
な種類の遺伝子の発現に影響を与えている
かという情報はこれまで全く存在しなかっ
た。そこで本研究では、それを詳細に調べる
ために、ヒストン修飾等のエピジェネティッ
クな状態の変化を、次世代シークエンサーを
用いた塩基配列決定法により詳細に解析す
ることで、それぞれのエピジェネティックな
修飾の変化が実際に起きるゲノム上の位置
情報を同定することとした。それにより、エ
ピジェネティック スイッチがどのような種
類の遺伝子に影響を与えるのか特定し、それ
が精子幹細胞の分化に対してどのような機
能を果たすのか明らかにしてくことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 マウスの精巣を採取した後、酵素処理を行
うことにより細胞懸濁液を作製し、セルソー
ターを用いて精子幹細胞と前駆細胞をそれ
ぞれ分取した。各細胞集団の同定は、マウス
の精原細胞の中でも幹細胞や前駆細胞のマ
ーカーとして用いられている GFRa1、Ngn3、
Kit などのレポーターを組み合わせることに
より行った。具体的には GFRa1-EGFP ノック
インマウスと Ngn3-EGFP トランスジェニッ
クマウスを使用し、GFRa1-EGFP+/Kit-を精子
幹細胞、Ngn3-EGFP+/Kit+を前駆細胞として
分離した。分取された各細胞集団の純度は
qRT-PCR によりそれぞれの細胞集団や体細胞
に特徴的な遺伝子の発現を調べることで確
認した。 
 次に、それらの細胞から DNA あるいはクロ
マチンを抽出、精製し、それを DNA メチル化
やヒストン修飾の解析に用いた。DNA メチル
化はPBAT (Post-Bisulfite Adapter Tagging)
法(Miura F. et al., Nucleic Acids Res. 2012 
40(17): e136.)、またヒストン修飾解析はク
ロマチン免疫沈降法を応用した ChIP-seq 法
(Mikkelsen et al., Nature. 2007 448(7153): 
553-560.)により解析するために、それぞれ
に適した次世代シークエンサー用のライブ
ラリーを作製した。完成したライブラリーは
品質評価および定量を行った後、Illumina 社
HiSeq シークエンサーを用いて解析した。得
られたデータはマウスゲノムの参照配列に
マッピングし、正規化した後に遺伝子領域な
どにおけるリード数を定量することにより
比較解析した。 
ヒストン修飾に関しては、エピジェネティ
ック スイッチに関与する可能性のある数多
くの修飾の種類の中でも遺伝子の転写活性
化や抑制と高い相関性があり、他の細胞系譜
において多くのデータが得られている
H3K4me3, H3K27me3, H3K27ac 等から調べるこ
ととした。 
 
４．研究成果 
 本研究において次世代シークエンサーを



用いた PBAT 法により DNA メチル化解析を実
施した結果、マウスから分取した精子幹細胞
と前駆細胞でDNAメチル化の状態が異なる領
域を多く同定することができたため、遺伝子
発現との相関について解析を行うことがで
きた。これらには遺伝子のプロモーターや遺
伝子コード領域に加え、遺伝子と重複しない
領域も多く含まれていた。また同時に、遺伝
子発現の調節とDNAメチル化の相関を理解す
るためには多くの場合DNAメチル化以外にも
ヒストン修飾を含む複数のエピジェネティ
ックな因子をあわせた総合的な解析が必要
なことが明らかになった。 
次に、各種ヒストン修飾の状態を調べるた
めの ChIP-seq の実験にあたっては、まずセ
ルソーターを用いて採取した少量の精子幹
細胞や前駆細胞から再現性の高いデータを
得るための実験系を確立する必要があった。
そこで、過去に報告されている ChIP-seq の
実験系(micro ChIP 法)をもとにして改良し
(Dahl JA and Collas P. 2008 Nat. Protoc. 
577 3(6), 1032-1045.)、数万個程度の細胞
からヒストン修飾の ChIP-seq (H3K4me3 と
H3K9me2)を実施した。すると、その場合にお
いても、再現性が高く、良好な品質のヒスト
ン修飾データが得られることが確認できた。
そのため、その手法を用いて精子幹細胞と前
駆細胞それぞれの細胞集団における H3K4me3, 
H3K27me3, H3K27ac 等の遺伝子発現制御に重
要な既知のヒストン修飾について調べた。そ
の結果、遺伝子発現の活性化と相関するヒス
トン修飾H3K4me3および遺伝子発現の抑制と
相関するヒストン修飾 H3K27me3 が精子幹細
胞分化に伴って変化する遺伝子領域が同定
され、さらに、遺伝子のエンハンサーと関連
性の高いH3K27acが分化とともに変化する領
域についても多数同定された。本研究ではそ
れらの領域が精子幹細胞分化に対して具体
的にどのような役割を有するのかを解明す
るまでには至らなかったものの、エピジェネ
ティック スイッチに関わる動きの一部が実
際にゲノムのどの場所で起きているかを代
表的なエピジェネティックな修飾に関して
同定することができたため、今後の研究につ
ながる重要な結果が得られたと考えられる。 
本研究のデータをもとに、今後はその他の
修飾も含めた全体的なエピジェネティック 
スイッチが精子幹細胞分化に与える影響を
解析していく予定である。さらに、本研究で
解析することができなかったH3K9me2などの
大規模な変化を示す修飾についても、精子幹
細胞と前駆細胞を用いて詳細な解析を進め
ていくことが必要である。 
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