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緒　言

　生殖細胞は、個体の遺伝情報を次世代に伝えることができる唯一の細胞系譜である。ヒストン修飾や DNA メチル化
によるエピジェネティック制御は、遺伝情報を変えないゲノムの管理方法であり、生殖細胞の出現から配偶子の形成に
至る過程において、極めて重要な役割を有している。ヒストン H3 の 9 番目のリジン残基（H3K9）のメチル化修飾は、
転写が抑制されたクロマチンの代表的なエピジェネティックマークであり、その触媒酵素や認識分子は、分裂酵母から
ヒトに至るまで高度に保存されている。我々は、過去の研究成果によって、H3K9 のメチル化修飾が生殖細胞の様々な
分化の過程で大きく変動することを見いだしていた。本研究では、その生理的な意義を明らかすることが目的である。
具体的には、H3K9 脱メチル化酵素の遺伝子改変マウスを作出し、その表現型解析を行った。減数分裂や幹細胞維持な
どの雄性生殖細胞の様々な機能において、H3K9 脱メチル化によるエピジェネティック制御は重要な役割を有すること
が明らかになった。

方　法

　本研究では、生殖細胞特異的な Cre ドライバーマウスとして Vasa-Cre トランスジェニックマウスを用いた。この系
統のマウスでは、受精後およそ 14 日以降の生殖細胞で Cre を発現する。このため、胎生の後期、あるいはそれ以降の
発生段階での生殖細胞特異的なコンディショナルノックアウトの解析が可能となっている。本研究で解析の対象とす
る分子は、H3K9 脱メチル化酵素である Jmjd1a と Jmjd1b である１）。これらをコードする遺伝子に loxP が２つ付加さ
れたマウス（Jmjd1a flox、Jmjd1b flox）は、当研究室で作製済みである。これらのマウスと Vasa-Cre マウスを交配し、
生殖細胞特異的に Jmjd1a あるいは Jmjd1b、またはその両者を生殖細胞で欠損させたマウスを樹立し、解析の対象と
した。
　具体的には、Vasa-Cre+; Jmjd1a flox/+; Jmjd1b flox/+ 雄マウスを、Jmjd1a flox/flox; Jmjd1b flox/flox 、Jmjd1a flox/flox; Jmjd1b
+/+ 、Jmjd1a +/+; Jmjd1b flox/flox の３種の雌マウスのそれぞれと交配した。その結果、図 1 に示すように Jmjd1a、Jmjd1b
の遺伝子量が異なっている６種類の雄マウスを得た。これらのマウスにおける生殖細胞の遺伝子型を図 1 右に示した。
なお、簡略化するため、今後は図 1 右［Genotype of germ cells］の表記にて遺伝子型を記載する。
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図 1． 生殖細胞特異的 Jmjd1a/b 欠損マウスの作製
生殖細胞特異的な Cre ドライバーマウスには Vasa-Cre マウスを用いた。上記の左にあるような雌雄の組み合
わせによる交配で、右［Genotype］に示す 6 通りのマウスを獲た。生殖細胞における Jmjd1a/b の遺伝子型

［Genotype of germ cells］を右に示した。

　得られたマウスについて、出生直後に PCR によるゲノタイプを行って各遺伝子の型を判別した。生後 3 日、15 日、
成体（およそ 3 ヶ月齢）のそれぞれのマウスから精巣を摘出し、湿重量を測定した。精巣をブアン氏液にて固定した
後、パラフィンにて包埋した。ミクロトームで切片を作製し、雄性生殖細胞の分化の状態について、ヘマトキシリン－
PAS 染色による精細管の組織観察を行った。また、生殖細胞を特異的に認識する TRA98 抗体およびセルトリ細胞を
認識する抗 Sox9 抗体で二重染色を行い、分化段階に応じた生殖細胞の同定とその数の増減について観察した。また、
必要に応じて精巣上体尾部を成体マウスより単離し、精子数をカウントした。

結　果

　Jmjd1a -KO; Jmjd1b -WT では精子の伸長過程が阻害されていた。これは、通常方法による Jmjd1a 全身欠損マウス
の表現型と一致していた。このことは、Jmjd1a-KO マウスにおける精子形成不全の表現型は、体細胞側の機能不全で
はなく、生殖細胞側の機能不全に起因することを示している。一方で、Jmjd1a -WT; Jmjd1b -KO では生殖細胞の分化
異常は観察されなかった。次に、Jmjd1a と Jmjd1b の遺伝子量による影響を調べるために、以降に記した遺伝子型の
精巣の組織解析を行った。Jmjd1a -KO; Jmjd1b -Het の生殖細胞の分化を調べた結果、Jmjd1a -KO; Jmjd1b -WT より
表現型の重篤化が観察された。具体的には、殆どの生殖細胞で減数分裂が完了せず、減数分裂前期で生殖細胞の分化が
停止していた。Jmjd1a -WT; Jmjd1b -KO と Jmjd1a -Het; Jmjd1b -KO の表現型を比較した結果、後者は前者に比べて
精子数の減少が観察された。これらの結果から、Jmjd1a と Jmjd1b には、遺伝的に相乗的相互作用があることが明ら
かになった。
　さらに、Jmjd1a/b の双方が完全に無くなった場合の生殖細胞の分化を解析した。Jmjd1a -KO; Jmjd1b -KO の精細管
には半数体細胞、減数分裂期細胞、精原細胞のいずれの生殖細胞も存在していなかった（図 2）。これにより、Jmjd1a
と Jmjd1b は雄性生殖細胞の維持に必須であることが明らかになった。
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図 2． 生殖細胞特異的に Jmjd1a/b を欠損させたマウスにおける、雄性生殖細胞の分化過程の表現型
Vasa-Cre ドライバによって、H3K9 脱メチル化酵素 Jmjd1a、Jmjd1b を生殖細胞特異的に欠損させたマウスの
精細管（3 ヶ月齢）をヘマトキシリン－PAS 染色し、携帯観察を行った。Jmj1a -Het; Jmjd1b -Het 精巣におけ
る生殖細胞の分化過程は正常であった。対して、Jmj1a -KO; Jmjd1b -WT 精巣では、精子の伸長過程が阻害さ
れていた。Jmj1a -WT; Jmjd1b -KO 精巣では、成熟した精子が存在し、分化過程における顕著な異常は観察さ
れなかった。Jmj1a -KO; Jmjd1b -KO 精巣は最も重篤な表現型を示し、この精細管には、未分化精原細胞及びそ
れ以降の分化過程の生殖細胞が全く存在していなかった。本精細管の基底膜付近に見られる細胞核は、セルトリ
細胞に由来する。

考　察

　Jmjd1a/b 欠損による雄性生殖細胞分化の表現型を図 3 にまとめた。これまでの研究結果は、生殖細胞の分化におい
て、Jmjd1a と Jmjd1b に部分的な機能重複があることを示している。また、Jmjd1a と Jmjd1b の遺伝子量は、雄性生
殖細胞の分化過程の進行に重要な因子であった。本研究で明らかになった最も重要な点は、Jmjd1a と Jmjd1b が減数
分裂や精子形成過程の伸長反応のみならず、未分化精原細胞の維持にも必須であることであった。これまでの我々の研
究により、胎生期の雄性生殖細胞の H3K9 のメチル化のレベルは、体細胞のそれに比べて低いことが分かっていたが２,

３）、その生理的な意義は分かっていなかった。本研究の成果により、胎生期における H3K9 の低メチル化は未分化な生
殖細胞の保持に必要であることを強く示唆している。
　今後は、H3K9 の脱メチル化がどのような遺伝子の制御に関わっているのかに着目して研究を進めたいと考えてい
る。
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図 3． 生殖細胞特異的に Jmjd1a/b を欠損させたマウスの表現型
本研究では、Vasa-Cre ドライバーマウスによって、生殖細胞特異的に H3K9 脱メチル化酵素である Jmjd1a/b
を欠損させたマウスを作製した。これらのマウスにおける、雄性生殖細胞の分化過程の表現型解析を行った結果
を図に示した。Jmjd1a、Jmjd1b の遺伝子量が生殖細胞の各分化の過程に重要な因子であること、Jmjd1a と
Jmjd1b が未分化型精原細胞の維持に必須であることが明らかになった。
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