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緒緒  言言  

 
生殖細胞は生命の連続性を担う唯一の細胞である。その能力を支える分子機構の解明は、生命科学において最も  

本質的で重要な課題の１つである。生殖細胞は、細胞分裂を繰り返して細胞数を増やすが、ある時期が来ると減数分裂

を起こし、やがて精子もしくは卵に分化する。生殖細胞特有の現象である減数分裂は、種の多様性を生み出すと共に、  

配偶子形成に不可欠なプロセスである。精子形成期において、生殖細胞が分化し減数分裂期へ移行する際には、    

数千もの遺伝子発現が変化し、体細胞型の遺伝子発現プロファイルから生殖細胞特有の遺伝子発現プロファイルへと 

切り替わる（図 1）［1］。我々はマウス精子形成期をモデルに、生殖細胞特異的なエピゲノム変化及びクロマチン構造 

変化によって遺伝子発現プロファイルの変化がもたらされることを明らかにした［2〜7］。興味深いことに、     

クロマチンの開閉状態は、減数分裂期の前後においてプロモーター領域よりも遺伝子間領域で大きく変化していた［3］。
そのため、エンハンサーの活性化状態が生殖細胞特異的な遺伝子発現プロファイルの制御に機能していることが示唆 

されたが、詳細な分子機構は不明であった。本研究では、マウス精子形成期におけるエンハンサー活性化状態を    

ゲノムワイドに解析し、生殖細胞特異的なスーパーエンハンサーを同定した。さらに、生殖細胞特異的転写因子    

A-MYBが、生殖細胞特異的スーパーエンハンサーの形成に機能することを明らかにした［8］。 
 

 
 

図1．精子形成期における大規模な遺伝子発現変化 
配偶子形成には減数分裂の完了が必須である。減数分裂期への分化の際に、

ゲノムワイドなクロマチン構造変化及びエピゲノム変化が生じ、体細胞型

遺伝子発現から生殖細胞型遺伝子発現へと変化する。 
 
  
 

*現在の所属：東京理科大学 理工学部 応用生物科学科

上原記念生命科学財団研究報告集, 34 (2020)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

方方  法法  

 
11．． ママウウスス精精巣巣かかららのの生生殖殖細細胞胞のの単単離離  
本研究では、C57BL/6Nマウスを用いた。野生型マウス、A-myb変異マウス（Mybl1repro9）［9］、及びScml2ノック
アウト（KO）マウス［1］を用いた。精原細胞の単離では、6〜8 日齢のマウスから精巣を摘出し、コラゲナーゼ及び
トリプシンを用いて細胞分散処理を行った。細胞分散液を、抗 KIT 抗体融合マイクロビーズ及び抗 THY1 抗体融合  
マイクロビーズを用いて、autoMACS Pro Separator（Miltenyi Biotec）により、それぞれ分化型精原細胞及び未分化
精原細胞を単離した。精母細胞及び精細胞の単離では、成体マウスから精巣を摘出し、BSA グラジエントを利用した  
STA-PUT 法を用いて単離した。上述の方法で単離した細胞の精製度は、分化マーカーを用いた免疫染色法にて  

90％以上であることを確認した。 
22．．CChhIIPP--sseeqq解解析析及及びびススーーパパーーエエンンハハンンササーーのの同同定定  
単離した生殖細胞を固定し、クロマチン画分を調製し、超音波破砕により断片化した。その後、抗H3K27ac抗体を
用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）を行なった。免疫沈降物を用いて、ChIPmentation 法に従い次世代       

シーケンシング用のDNAライブラリを調製した。得られたChIP-seqデータをBioWardobe Experiment Management 
Systemを用いて解析した。MACS2を用いてH3K27acピーク領域を同定し、さらにROSE（Rank Ordering of Super-
Enhancers）アルゴリズム［10］を用いてスーパーエンハンサーを同定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ママウウスス精精子子形形成成期期ににおおけけるる活活性性化化型型エエンンハハンンササーー及及びびススーーパパーーエエンンハハンンササーーのの同同定定  
マウス精子形成期におけるエンハンサー活性化状態を明らかにするために、精巣から精子幹細胞を含む未分化型精原

細胞、分化型精原細胞、減数分裂期の精母細胞、減数分裂の完了した円形精子細胞を単離し、活性化エンハンサーの  

指標であるヒストン修飾 H3K27ac のゲノムワイドな分布を ChIP-seq 法により解析した。H3K27ac の分布は、    

分化型精原細胞から精母細胞への分化の過程で大きく変化しており、これは体細胞型から生殖細胞特異的な遺伝子発現  

プロファイルへと変化する時期と一致していた（図 2a、b）。つまり、分化型精原細胞において活性化している     

エンハンサーが減数分裂期への移行に伴い不活化し、一方で、精母細胞において新たなエンハンサーが活性化している

ことを示唆していた。また、一部のH3K27acが局所的にクラスターを形成していたことから、スーパーエンハンサー
の形成が示唆された。スーパーエンハンサーは、細胞の運命決定に関連する重要な遺伝子の近傍に見出され、それら  

遺伝子を強力に発現上昇させる機能を有するゲノム領域として提案されている［10］。そこで、スーパーエンハンサー
を同定するための ROSE アルゴリズムを用いて、精子形成期の各分化段階で形成されるスーパーエンハンサーを同定
した。同定されたスーパーエンハンサーの分布を比較解析したところ、スーパーエンハンサーは減数分裂期の前後で 

大きく変化し、特に減数分裂期移行後に多くのスーパーエンハンサーが新たに形成されていることが示唆された   

（図 2c、d）。減数分裂期移行後に形成されたスーパーエンハンサー（meiotic SEs）の近傍には、精子形成に必須の   

遺伝子が存在しており、精母細胞や円形精細胞で 10〜1,000 倍に発現上昇していた（図 2e、f）。すなわち、     

meiotic SEsが、減数分裂期移行後の特異的な遺伝子発現プロファイルの形成に機能していることが示唆された。 
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図2．マウス精子形成期における活性化型エンハンサー及びスーパーエンハンサーの同定 
a） 精子形成期の代表的な分化段階における活性化エンハンサーの分布例。THY1＋：未分化精原細胞、 

 KIT＋：分化型精原細胞、PS：パキテン期精母細胞、RS：円形精細胞。 
b） 同定された活性化エンハンサー領域のクラスター解析。 
c） 同定されたスーパーエンハンサー（SEs）のゲノム領域の例。 
d） 分化型精原細胞－精母細胞間におけるスーパーエンハンサーのオーバーラップ。 
e） meiotic SEs近傍の遺伝子群のGene Ontology（GO）解析。 
f） GO term ‘Spermatogenesis’に含まれた遺伝子の発現レベルを示したヒートマップ。 

  
22．．生生殖殖細細胞胞特特異異的的転転写写因因子子AA--MMYYBBがが、、mmeeiioottiicc  SSEEssのの形形成成にに機機能能すするる  
一般的にエンハンサー領域には標的遺伝子の発現を制御する転写因子の結合領域が含まれている。精子形成期特異的

遺伝子発現を制御する転写因子を同定するために、減数分裂期以降の特異的なエンハンサー領域に含まれる転写因子 

結合モチーフの探索を行った。同定された転写因子結合モチーフの中でも最も有意な集積を示していたのが A-MYB 
結合モチーフ（GGCAGTT）であった。これまでに、A-MYB は生殖細胞特異的な転写因子として同定されており、  

A-myb 機能欠失マウスは不妊の表現系を示す。ゲノムワイドな A-MYB な分布とエンハンサー領域との関連を検討  

するために、マウス精巣組織を用いた既存のA-MYB ChIP-seqデータを解析し、精母細胞における活性化エンハンサ
ー領域（H3K27ac 分布）と比較した。その結果、A-MYB は精母細胞における活性化エンハンサー領域に局在して   

おり、特にmeiotic SEsの中央に集積していることが示された（図 3a、b）。A-MYBの集積がmeiotic SEsの形成に 

必要であるかを検討するために、A-myb 機能欠失マウスの精母細胞における H3K27ac の分布を解析したところ、
meiotic SEs で H3K27ac の集積が減少していることが示された（図 3c、d）。これらの結果から、A-MYB が    

meiotic SEsの形成に機能することが示唆された。 
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図3．A-MYBのクロマチン結合領域、及びA-myb機能欠失マウス精母細胞におけるH3K27acの集積 
a）meiotic SEs領域におけるA-MYBのクロマチン結合領域の例。 
b）meiotic SEs内のA-MYB集積領域付近のおけるH3K27ac集積レベル及び分布。 
c）A-myb機能欠失マウス精母細胞におけるH3K27acの集積の例。 
d）A-myb機能欠失マウス精母細胞におけるmeiotic SEs内のH3K27ac集積レベルの平均。 

  
33．．mmeeiioottiicc  SSEEssはは、、未未分分化化精精原原細細胞胞ににおおいいてて準準備備状状態態ににああるる  
これまでに、減数分裂期以降の精母細胞や精細胞で発現する遺伝子群のプロモーター領域は、未分化精原細胞に  

おいて RNA ポリメラーゼⅡや活性化型ヒストン修飾 H3K4me2 が集積した準備状態にあることが報告されている。 

meiotic SEs の形成機構を明らかにするために、未分化精原細胞における meiotic SEs 領域のエピジェネティックな 

状態を解析したところ、H3K4me2が集積していることが示された（図4a、b）。meiotic SEs領域におけるH3K4me2
の集積は、減数分裂期移行の精母細胞や精細胞では減少していた。また、meiotic SEs 領域以外に形成される活性化  

エンハンサー領域では H3K4me2 の集積はみられなかった。以上から、meiotic SEs は、未分化精原細胞において
H3K4me2の集積を伴う準備状態にあることが示唆された。 
これらの結果から、meiotic SEsの標的となる精子形成関連遺伝子群は、次の 1〜3によって発現が制御されている
と考えられる （図4c）。1．未分化精原細胞においてmeiotic SEs領域及びプロモーター領域にH3K4me2が集積した
準備状態が形成される。2．減数精子形成期へ移行後にA-MYBなどの転写因子が集積する。3．H3K27acが集積した
活性化状態へ変化し、標的遺伝子の発現が誘導される。本研究では生殖細胞特異的なスーパーエンハンサーを同定し、

特にA-MYB依存的にmeiotic SEsが形成されることを明らかにした。A-MYB依存的な生殖細胞特異的遺伝子発現は
鳥類の精巣においても示されていることから、MYB 依存的な meiotic SEs の形成は進化的に保存された精子形成   

遺伝子発現機構なのかもしれない。本研究において同定されたスーパーエンハンサーは、減数分裂期の前後で大きく 

変化することが示された。今後、減数分裂期へ分化が進行する過程をより詳細に解析することにより、体細胞型    

スーパーエンハンサーの消失及びmeiotic SEsの活性化について、段階的な分子機構を解明したい。 
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図4．未分化精原細胞におけるmeiotic SEs領域内のH3K4me2の集積 
a）meiotic SEs領域における精子形成期を通したH3K4me2及びH3K27ac集積レベルの例。 
b）meiotic SEs領域における精子形成期を通したH3K4me2及びH3K27ac集積レベルの変化。 
c）meiotic SEs活性化機構、及び標的遺伝子発現のモデル。 
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