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要旨	 

	 

	 ヒストンのメチル化修飾は、クロマチン状態の変化を介したエピジェネティック

な遺伝子発現の制御に重要である。近年、ヒストンのメチル化が可逆的であること

が明らかになり、ヒストンの脱メチル化を担う酵素群として JmjC ドメインをもつ

Jumonji ファミリーの存在が明らかになった。現在までに約 20 種類の Jumonji ファ

ミリーメンバーが同定されている。しかしその中でも生理機能が明らかになってい

る分子はごく一部であり、また酵素活性の有無が不確定な分子も多い。今回の研究

で、筆者はその機能やヒストン脱メチル化活性の有無が不明の Jumonji

ファミリー分子の 1 つである JMJD1C に注目して解析を行った。 	 

JMJD1C の生理的な機能を解明する目的で、Jmjd1c遺伝子欠損マウスを作製した。

Jmjd1c 欠損マウスは正常に生まれ、外見上の異常は見られなかった。次に Jmjd1c

欠損マウスの繁殖能を調べた結果、雄が 3 ヶ月齢以降の時期から徐々に妊孕性を失

うことが分かった。Jmjd1c欠損マウスの精巣を調べると、加齢に伴い精巣重量が減

少し、それに合わせて生殖細胞の欠失と精子の減少が確認された。異常が進行する

途中の精細管では、成熟精子や半数体精子細胞が存在するにも関わらず、それより

未分化な段階の生殖細胞が欠落している様子が観察された。精巣における JMJD1C

の発現を免疫組織化学的に調べた結果、幹細胞機能を有すると考えられている未分

化精原細胞で最も発現が高かった。これらのことから、Jmjd1c欠損マウスの生殖細

胞の加齢に依存した欠失は、未分化精原細胞からの新たな細胞の供給が途絶えてい

ることに起因する可能性が強く示唆された。この可能性を検証するため、Jmjd1c欠

損マウスの精巣における未分化精原細胞の状態を調べた。その結果、加齢に伴った

細胞数の著しい減少とアポトーシスの増加を見いだした。以上のことから、JMJD1C

はマウスの精巣において、加齢にともなう雄の生殖細胞のアポトーシスを抑制し、

精子形成を長期にわたって維持するのに必要であることを明らかにした。	 

最期に、JMJD1C のヒストン脱メチル化酵素活性の有無についての検討を行った。

JMJD1Cを過剰発現させた293T細胞と Jmjd1c遺伝子欠損マウスの未分化精原細胞に

ついて、既知のヒストンのメチル化修飾状態の変化を検討した。その結果、どちら

の実験においてもメチル化状態の変化は観察されなかったことから、JMJD1C はヒス

トンに対する脱メチル化酵素活性をもたない可能性が強く示唆された。	 

	 本研究は、JMJD1Cがマウスの精子形成の長期維持に必要であることを明らかにした。

さらに、JMJD1C はヒストン脱メチル化酵素活性に依存しない新たな機能を有している

可能性を提示した。	 	 
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第一章	 序論	 

	 

1-1	 エピゲノムとは	 

	 ヒトを含む多細胞生物の 1 個体を構成する細胞は、一部の例外を除いて共通の DNA 配

列をもち、そこにコードされる遺伝情報も同一である。しかし、個体の様々な組織を構

成する細胞は、それぞれが異なった遺伝子の発現パターンをもち、細胞ごとに固有の機

能を有している。例えば、神経細胞は細胞体、樹状突起、軸索といった特徴的な構造を

もち、情報伝達と情報処理に特化した機能をもつ。一方、胃や小腸など消化器官の粘膜

上皮細胞は、細胞質に大量の分泌顆粒をもつ円柱状の細胞で、粘液の分泌による器官壁

の保護や栄養の消化・吸収を担っている。各種細胞の特異的な遺伝子発現パターンは、

細胞の分化段階に応じて適切に誘導される。分化の完了によりいったん確立した遺伝子

の発現パターンは、細胞が増殖する際に複製・維持され、次世代に正確に引き継がれる

安定な情報である。しかし同時に、遺伝子の発現パターンは環境変化に応じて適当に変

化しうる柔軟性も持ちあわせる。	 

	 真核生物において、遺伝子発現のパターンは主に DNA とヒストンから構成されるクロ

マチンの修飾状態によって規定される。すなわち、DNA のメチル化やヒストンのリン酸

化・アセチル化・ユビキチン化・メチル化などの後天的に施される化学修飾の状態に応

じてクロマチンの開閉状態が変化し、転写因子の DNA に対するアクセシビリティーが変

化することで遺伝子の発現が制御される（図 1-1）。DNA メチル化や様々なヒストン修飾

などのように、DNA の塩基配列に依存しない遺伝情報を「エピゲノム」という 1。	 

	 

1-2	 ヒストン修飾	 

真核生物において染色体 DNA は、ヒストンタンパク質やその他さまざまな核内タンパク

質と結合することで、高次に折りたたまれたクロマチン構造を形成している。クロマチ

ンの最小構造単位はヌクレオソームである。ヒストンはヌクレオソームを構成するタン

パク質複合体であり、4 種類のヒストン H2A,	 H2B,	 H3,	 H4 が各 2 分子会合したヒスト
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ン 8 量体に、DNA が約 1.6 回転左巻きに巻き付くことでヌクレオソームが形成される。	 

ヒストンの N 末端はヒストンテールと呼ばれ、決まった立体構造を取らずにヌクレオソ

ームコアから遊離した状態で存在する。ヒストンテールはアセチル化、リン酸化、メチ

ル化、ユビキチン化などの様々な化学修飾を受け、それぞれの修飾はクロマチン構造の

変換を介して遺伝子の発現を正または負に制御する 1。例えば、ヒストンのアセチル化

は最も古くから研究が進んだ化学修飾であり、ヒストンのアセチル化は遺伝子の転写活

性化に相関する。ヒストンのアセチル化の半減期は数分と短く、そのアセチル化レベル

はヒストンアセチル化酵素（HAT	 :	 histone	 acetyltransferase）とヒストン脱アセチ

ル化酵素（HDAC	 :	 hisotne	 deacetylase）との間の拮抗的な修飾作用により、常に可逆

的な調節を受けている 2。一方、ヒストンのメチル化は 2000 年代以降に最も急速に研究

が進んだヒストンの化学修飾である。ヒストンのメチル化はその修飾を受けたアミノ酸

残基の位置によって、遺伝子を正にも負にも制御しうるのが特徴である。ヒストンのメ

チル基の半減期は他の修飾と比べて遅いことから、当初ヒストン脱メチル化酵素は存在

せず、ヒストンの入れ替えなどによって代償されると考えられた。しかし、2004 年に

最初のヒストン脱メチル化酵素が発見されたのをきっかけに数多くの脱メチル化酵素

が見つかり、現在ではヒストンのメチル化レベルは可逆的に制御されると考えられてい

る 3。	 

	 

1-3	 ヒストンリジン残基のメチル化	 

	 塩基性アミノ酸であるリジン、アルギニンとヒスチジンがヒストンのメチル化される

残基として知られている。この中で最も研究が進展しているリジン残基のメチル化修飾

について以下に詳しく述べる。リジン残基のメチル化は側鎖のアミン基に結合するメチ

ル基の数が 1 個（モノメチル	 :	 me1）、2 個（ジメチル	 :	 me2）または 3 個（トリメチ

ル	 :	 me3）の 3 通りの状態がある。これまでにヒストン H3 の 4,	 9,	 27,	 36,	 76 番目リ

ジンとヒストン H4 の 20 番目のリジンがメチル化修飾を受けることが報告されている

（図 1-2A）。以下に示すように、リジン残基のメチル化はメチル基を付加される残基の
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位置によって全く機能が異なる。	 

	 H3K4me2と me3は転写が活発な遺伝子の転写開始から直近の上流と下流の狭い領域に

集中して存在する、典型的な転写活性化のマークである。H3K4me1 も転写活性化のマー

クであるが、H3K4me2,	 me3 よりも転写開始点からやや離れた位置によく見られる 4。	 

	 H3K27me3 は転写抑制に関わるマークであり、転写が不活発な遺伝子の開始点近傍に

位置する 5。一方、H3K27me1 は抑制遺伝子よりも活性化遺伝子付近に位置することが知

られており、H3K27me3とは逆に転写の活性化との関連が示唆されている 6。このように、

同じリジン残基のメチル化であっても、修飾されるメチル基の数によって機能が異なる

場合があると考えられる。	 

	 H3K9me2,	 me3 はヘテロクロマチンの形成に関わる、転写抑制のマークである。H3K9me2

と me3 は抑制遺伝子付近（±10kb）に主に位置する。特に H3K9me3 はヘテロクロマチン

タンパク質 HP1 のクロマチンへの蓄積を誘導し、ヘテロクロマチンの形成・維持に関与

する 7。しかし、一方で H3K9me1 は活性化遺伝子付近に位置することから、遺伝子の活

性化に関わる可能性が示唆されている 8。	 

	 H3K36me3 は活性化遺伝子の転写開始点下流の遺伝子領域内に位置することから、転

写伸長に関わることが示唆されている。また、活性化遺伝子の 3’末端にも位置するこ

とが示されている 9。	 

	 H4K20me3 は H3K9me2,me3 と同様に遺伝子の抑制とヘテロクロマチン形成に関わる。

一方で H4K20me1 は活性化遺伝子のプロモーターやコーディング領域に位置することが

報告されている 10。	 

	 その他のヒストンメチル化修飾も遺伝子上で特異的な局在パターンを示すことから、

それぞれの修飾が遺伝子の発現調節に特異な役割を持つことが示唆される 11（図 1-2B）。	 

	 

1-4	 ヒストンメチル化修飾酵素	 

ヒストンリジン残基のメチル化レベルは、ヒストンリジンメチル化酵素（KMT	 :	 Lysine	 

methyltransferases）とヒストンリジン脱メチル化酵素（KDM	 :	 Lysine	 demethylases）
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によって可逆的な調節を受ける。ヒストンリジンの修飾酵素は、まずメチル化酵素が先

に発見された。2000 年に SUV39H1 が H3K9 の最初のメチル化酵素として報告され 12、そ

の後 G9a13,	 GLP14,	 ESET15など次々と新たなメチル化酵素同定された。一方、脱メチル

化酵素ついては、リジン残基のメチル化が化学的に強固な修飾であることから、その存

在を疑問視するする声が多かった。しかし 2004 年に最初のヒストン脱メチル化酵素が

報告され、現在では 1)LSD ファミリーまたは 2)Jumonji ファミリーに属する分子を合わ

せて、約 20 種類のヒストン脱メチル化酵素が確認されている。	 

1)	 LSD 脱メチル化酵素ファミリー	 :	 2004 年に最初のヒストン脱メチル化酵素として

LSD1	 (Lysine-specific	 demethylase1,	 別名 KDM1A)が発見された 16。LSD1 は H3K4me1,	 

me2 と H3K9me1,	 me2 の脱メチル化反応を触媒する。一方、もう一つの LSD 脱メチル化

酵素ファミリーの分子である LSD2 は H3K4me1,	 me2 のみを脱メチル化するとされる 17。

LSD1 と LSD2 は共に、補酵素の一種である FAD(Flavin	 adenine	 dinucleotide)依存的な

アミノ基の酸化反応を介して、リジン残基の脱メチル化を触媒する（図 1-3）。	 

2)	 Jumonji 脱メチル化酵素ファミリー	 :	 2006 年に第 2 の脱メチル化酵素ファミリーと

して、JmjC ドメインを活性ドメインとしてもつ Jumonji ファミリーが報告された。最

初に FBXL11（別名 KDM2A）が H3K36me1,	 me2 の脱メチル化酵素として報告され 18、その

後 JmjC ドメインをもつ同ファミリー分子が次々と報告された。現在では Jumonji ファ

ミリーメンバーとして 30 種類が同定され、これらは各分子間のホモロジーにより約７

種類のサブファミリーに分類される 19（図 1-4）。Jumonji ファミリー分子による脱メチ

ル化は、Fe(Ⅱ)とα-ケトグルタル酸を補因子とするメチル基の水酸化反応を介して進

行する（図 1-3）。Jumonji ファミリー分子のうち、実際にヒストン脱メチル化酵素活性

を持つことが確認されている分子は約半数であり、残りのファミリー分子については酵

素活性の有無が不明である。	 

	 

	 

1-5	 ヒストン脱メチル化酵素 JMJD1 ファミリー	 
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JmjC ドメインが脱メチル化反応の触媒ドメインであることが判明して間もなく、

Jumonji ファミリーにおける 2 番目のサブファミリーとして、JMJD1	 (別名 KDM3)ファミ

リーが同定された 20。JMJD1 ファミリー分子は H3K9me1,	 me2 に対する脱メチル化酵素

活性をもつことから、遺伝子の発現を正に制御する役割をもつと考えられる。JMJD1 フ

ァミリーは JMJD1A（別名 KDM3A,TSGA）、JMJD1B（別名 KDM3B）と JMJD1C（別名 TRIP8）

の 3 つのファミリー分子から構成される（図 1-5）。共通するタンパク質構造として、

C6-type	 Zinc	 Finger モチーフ（H3K9 脱メチル化酵素活性に必要）と LXXL モチーフ（核

内受容体との結合が示唆される）を JmjC ドメインの N 末端側にもつ。	 

	 JMJD1A は、マウス精巣 cDNA ライブラリーにおいて特異的に発現する遺伝子 TSGA

（Testis-specific	 gene	 A）として同定された。その後、H3K9 の脱メチル化酵素活性

をもつことと、核内アンドロゲン受容体と結合しアンドロゲン応答性遺伝子の発現を制

御することが明らかになった 20。複数の研究グループから Jmjd1a 遺伝子の欠損マウス

に関する報告がなされており、JMJD1A は胎児期における雄への性分化決定に必要であ

ることや 21、成体における精子細胞の伸長と成熟に必要であることが明らかになってい

る 22,23。また、この遺伝子欠損マウスは加齢に伴って肥満を発症することから、成体の

代謝調節にも関わることが示唆されている 24,25。またヒトの疾患に関わる報告として、

大腸癌
26
、前立腺癌

27
、腎細胞癌

28
と肝細胞癌

29
において JMJD1A が高発現することが

報告されている。	 

	 JMJD1B は、ヒト骨髄性白血病の一種である 5q-症候群おいて頻繁に欠損が観察される

第 5 染色体の q31-33 領域に位置する原因候補遺伝子として報告された 30。JMJD1B は相

同分子である JMJD1A と同様に H3K9me1,	 me2 に対する脱メチル化酵素活性を持つことが

確認されている。	 

	 JMJD1C は最初、酵母ツーハイブリッドスクリーニングにより甲状腺ホルモン受容体

結合タンパク質 TRIP8(thyroid	 receptor	 interacting	 protein	 8)として同定された 31。

その後、in	 slico解析によりTRIP8が JmjCドメインを持つことが明らかになり 32、JMJD1

ファミリーのひとつとして分類された。相同ファミリー分子である JMJD1A と JMJD1B が
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ヒストン脱メチル化酵素をもつことが広く認められる一方で、JMJD1C の酵素活性の有

無については評価が定まっていない。すなわち、JMJD1C がヒストン脱メチル化酵素を

もつとする報告と 33、逆に酵素活性を持たないとする報告があり 34,35、JMJD1C の脱メチ

ル化酵素活性の有無については議論の余地が残されている。ヒト疾患との関連について

は、突発性自閉症患者ゲノムのポジショナルスクリーニングにより、JMJD1C 遺伝子変

異と自閉症との関連が報告されている 36。	 
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1-6	 精子形成について	 

	 精巣の中には、精子形成の場である精細管とよばれる直径数百 µm の管が幾重にも折

り畳まれた状態で詰まっている。精細管内で作られた精子は管の中を流れていき、精巣

に隣接する精巣上体の中で成熟し、貯蔵される（図 1-6A）。	 

	 精巣は、主に精細管と精細管の間を埋める精巣間質の 2 つから成る（図 1-6B）。精細

管は生殖細胞とセルトリ細胞から構成される。セルトリ細胞は生殖細胞の増殖、分化お

よび成熟をサポートする性腺体細胞である。一方、精巣間質は血管やライディッヒ細胞

から構成される。ライディッヒ細胞は男性ホルモンであるテストステロンの分泌細胞で、

正常な精子の形成に必要である。	 

	 生殖細胞は、精細管内の基底膜側（外側）から内腔側に向かって進行する（図 1-6C）。

精細管の外側から内側に向けて順に精原細胞、精母細胞、精子細胞と次々と分化段階の

進んだ生殖細胞が同心円状に整列しており、内腔側の中心部には産出された精子が存在

する。生殖細胞の分化は大きく分けて体細胞分裂、減数分裂、形態変化の 3 つの段階に

分けられる。	 

	 体細胞分裂は精原細胞において起こる。精原細胞は幹細胞を含む未分化型精原細胞と、

減数分裂への進行が決定した分化型精原細胞の２つに大別され、ともに基底膜上に位置

しながら分裂・増殖する。	 

	 減数分裂は精母細胞において進行する。まず分化型精原細胞が成熟し一次精母細胞と

なる。次に一次精母細胞は第一減数分裂を経て二次精母細胞となり、直後に二次精母細

胞は第二減数分裂を経て精細胞となる。つまり 1 個の一次精母細胞から 4 個の精細胞が

産出される。	 

	 形態変化は精子細胞において起こる。減数分裂により生じた精子細胞は、核の凝集細

胞質の消失、尾部の形成など円形から伸長型の精子細胞へと著しく形態を変化させ、最

終的には運動性ある精子へと成熟する。	 
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1-7	 生殖細胞の増殖と分化	 

	 基底膜上に位置する未分化精原細胞の中には、生殖細胞の供給源となる 1 個の精原幹

細胞 A-single	 (As)型精原細胞が含まれる。As 型細胞は自己複製による幹細胞の維持、

または増殖分化による生殖細胞の供給を行う 37,38。As 型細胞は As→Apr→Aal4→Aal8→

Aal16→(Aal32)と未分化精原細胞期の間に 4,5 回の体細胞分裂を行う。この分裂は細胞

質の分離が完全には起こらず、未分化精原細胞は鎖状に繋がったまま増殖する。未分化

精原細胞の増殖は、増殖のタイミングが不規則であるのが特徴である。未分化精原細胞

は分化を抑制する転写抑制因子として PLZF を発現する 39,40（図 1-6D）。	 

	 Aal 型の未分化細胞は、次の分化段階として分化型の精原細胞 A1 となる。これ以降

の体細胞分裂のタイミングは厳密に制御されており 1 サイクルにつき約 30 時間で進行

する。分化型精原細胞はA1→A2→A3→A4→In→Bと分化し合計5回の体細胞分裂を行う。	 

	 B 型精原細胞で体細胞分裂は停止し、次に減数分裂のステージへと移行する。B 型精

原細胞は成長・分化して第一精母細胞となる。その後、第一分裂と第二分裂の 2 回の減

数分裂を経て、1 個の第一精母細胞から 4 個の精子細胞が形成される。	 

第一分裂は前期・中期・後期・終期の4つのステージからなり、さらに前期は染色体の

形状から1)レプトテン期、2)ザイゴテン期、3)パキテン期、4)ディプロテン期の４段階

に分けられる。	 

1)	 レプトテン期	 :	 染色体が細い染色質の糸として見える。	 

2)	 ザイゴテン期	 :	 相同染色体が対になって接着する。	 

3)	 パキテン期	 :	 対をなした染色体が互いに螺旋状に巻き付き、太く短くなる。これは

相同染色体が結合したもの（二価染色体）である。XとY染色体が対合した二価染色体（XY

ボディ）にはリン酸化ヒストンバリアントH2A.X（γH2Ax）の集積が1個の大きなドット

として観察される41。また分子シャペロンCalmeginがこの時期に特異的に発現する42。	 

4)	 ディプロテン期	 :	 染色体が分離し、相同染色体が離れる。	 

	 精子細胞は、前述したようにダイナミックな形態変化によって精子に分化する。	 

	 

1-8	 マウスにおける出生後の生殖細胞分化スケジュール	 

精巣で見られる生殖細胞の分化は生後間もなく進行する（図 1-7）。出生時に最も未分
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化な生殖細胞である始原生殖細胞は精細管の中心部に存在する。生後 1-3 日齢に、始原

生殖細胞は基底膜に移動、生着したのち細胞分裂を開始する。生後 4-6 日齢に、始原生

殖細胞は未分化精原細胞へと分化し、引き続き細胞増殖を続ける。生後 6 日齢頃には、

未分化精原細胞から分化型精原細胞への分化が進行する。生後 10 日齢から一次精母細

胞が出現し、生後 15 日頃にはパキテン期精母細胞が観察されるようになる。生後 18-20

日齢の間で、減数分裂を完了した精母細胞が出現する。生後 28 日には伸長精子細胞が

観察され、生後 35 日には分化を完了した成熟精子が出現する。	 

	 

1-9	 精子形成と性ホルモン	 

精子の形成は、間脳視床下部	 ‒	 脳下垂体	 ‒	 精巣からなる性ホルモンの分泌系によって

制御される 43。間脳視床下部は GnRH	 (性腺刺激ホルモン分泌ホルモン)を放出すること

で脳下垂体を刺激し、脳下垂体は性腺刺激ホルモンであるLH	 (黄体刺激ホルモン)と FSH	 

(卵胞刺激ホルモン)を放出することで精巣に男性ホルモンの分泌を促す。精巣において、

LH はライディッヒ細胞を刺激することで男性ホルモン	 (テストステロン)の合成・分泌

をうながし、FSH はライディッヒ細胞の LH に対する感受性を亢進させる。性ホルモン

の分泌系の異常は、正常な精子形成を傷害する 44。	 
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1-10	 本研究の目的	 

今回の研究で、筆者はまだその機能やヒストン脱メチル化活性の有無が不明の Jumonji

ファミリー分子の 1 つである JMJD1C に注目してその生理的な機能解明を目指した。	 
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第二章	 実験結果  

 

2-1	 マウス成体における JMJD1C の発現  

	 生体における JMJD1Cの発現を明らかにする目的で、成体マウスの各組織を用いて、

JMJD1Cに対するウェスタンブロッティングまたは組織免疫染色を行った。 

	 最初に、ES 細胞 (TT2 細胞株)、野生型の胎仔線維芽細胞 (MEF)と 2 ヶ月齢の野生

型マウスの各組織から抽出したWhole cell lysateを用いて JMJD1Cに対するウェスタ

ンブロッディングを行い、JMJD1C の各組織における発現を検討した（図 2-1,A）。ネ

ガティブコントロールとして、後述する Jmjd1c 遺伝子欠損マウスの組織から抽出した

Whole cell lysateを用いた。その結果、検出の露光が短時間の場合は ES細胞でのみ約

260kD の位置にバンドが観察され、露光時間を長くした場合はほぼ全ての組織で約

260kDのバンドが観察された。興味深いことに、精巣だけで 260kDに加えて約 280kD

の位置にもバンドが検出された。Jmjd1c 遺伝子欠損マウスの組織では、260kD と

280kD の両方のバンドが検出されなかったことから、これらの 2 つのバンドが

JMJD1Cに相当することを確認した。 

	 次に、2 ヶ月齢の野生型マウスの大脳、心臓、肝臓と小腸の組織切片を用いて、

JMJD1C に対する組織免疫染色を行った。その結果、いずれの組織においてもほぼ全

ての細胞に JMJD1Cの発現が検出された（図 2-1, B）。 

	 以上の結果から、JMJD1C はマウスの成体においてほぼ全ての臓器にユビキタスに

発現する事と、精巣だけに分子量の異なる 2種類の JMJD1Cが発現することが明らか

になった。 
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2-2	 JMJD1C の精巣における発現の詳細な解析  

	 精巣において特徴的な JMJD1C の発現を見いだしたことに加え、JMJDC のサブフ

ァミリー分子である JMJD1A は精巣に強く発現し正常な精子形成に必須であること

22,23から、精巣における JMJDCの発現と機能に注目し、詳細な解析を行うことにした。 

	 最初に、マウスの生後の成長に伴う JMJD1Cの発現パターンを検討した。生後 4日

から 90日までの間の野生型マウスの精巣から抽出したWhole cell lysateを用いて、ウ

ェスタンブロッティングにより JMJD1Cの発現を検出した（図 2-2, A）。生後 90日の

成体マウスでは前述通り 260kDと 280kDの 2本のバンドが観察された。一方、生後 4

日から 24 日の間の成長期に JMJD1C のバンドの発現パターンに特徴的な変動が見ら

れた。すなわち、260kDの JMJD1Cは生後 4日において最も強く発現し、生後の日数

が進むにつれて発現量が減少した。一方で、280kDの JMJD1Cは生後 18日から発現

を開始し、マウスの成長にともなって発現量が増加した。生後の成長にともなう 2種類

の JMJD1Cの発現量の変化は、ブロットのバンド強度を定量することによっても確認

した（図 2-2, B）。260kDの JMJD1Cの発現パターンは、未分化精原細胞のマーカー

として用いた PLZFの発現パターンに類似していた。一方、280kDの JMJD1Cの発現

パターンは、パキテン期精母細胞のマーカーとして用いた Calmeginの発現パターンと

強く一致した。この結果から、260kD の JMJD1C が未分化精原細胞に発現する一方、

280kDタンパク質がパキテン期精母細胞に発現する可能性が示唆された。 

	 JMJD1C に加えて、JMJD1C のサブファミリー分子である JMJD1A の発現も同時

に検出した（図 2-2, A）。JMJD1Aは生後 4日から 14日日の間はわずかに発現し、生

後 18日以降に発現量が急激に増加した。JMJD1Aはパキテン期精母細胞に最も強く発

現する 23。パキテン期精母細胞は生後 15日頃から出現するので、生後 14日から 18日

にかけて JMJDAの発現が増加することは既存の報告と合致する。この結果は、ファミ

リー分子である JMJD1A と JMJD1C の間で、精巣における発現のパターンが異なる

ことを示した。 
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	 マウスの JMJD1Cについて、オルタナティブ・エクソンに由来する 2種類のバリア

ントが報告されている（図 2-3, Aと B）。1つは Exon1と Exon2から転写される Long 

variantであり、これは 2530アミノ酸 (分子量 282kD)からなるタンパク質をコードす

る (NP_997104)。もう 1つは Exon1Bから転写される Short variantであり、これは

2350 アミノ酸 (分子量 261kD)のタンパク質をコードする（NP_001229325）。精巣に

おける Jmjd1c mRNAの short variantと long variantの発現を明らかにするために、

生後4日と60日の精巣から抽出した total RNAを用いて、short variantと long variant

の mRNA 発現量を定量的 RT-PCR 法により比較した（図 2-3, C）。その結果、Short 

variantに対する Long variantの発現量の比率が、生後 60日の精巣では生後 4日と比

較して 10倍以上高いことから、Long variantはマウスの生後の成長に伴って発現量が

上昇することが示唆された。前述のウェスタンブロッティングにより検出した

JMJD1Cの発現パターンの変化と照らし合わせて考えると、約 260kDの JMJD1Cは

short variant mRNAに由来する一方、約 280kDの JMJD1Cは の long variant mRNA

に由来することが強く示唆された。 

	 JMJD1C がマウス成体において精巣のライディッヒ細胞に発現するという先の報告

がある 33。精巣において JMJD1Cを発現する細胞の種類を明らかにする目的で、c-Kit

変異 W/Wv マウス（精巣において生殖細胞のみを欠損し、ライディッヒ細胞を含めた

生殖腺体細胞は存在する）を用いて、JMJD1C の発現をウェスタンブロッティングに

より検出した（図 2-4）。その結果、W/Wv マウスの精巣では 280kD と 260kD の両方

のバンドがほとんど検出されなかったことから、精巣において JMJD1Cは主に生殖細

胞に発現する事が強く示唆された。 

 

	 精巣における JMJD1Cの発現をさらに詳細に解析するために、組織免疫染色により

JMJD1Cの発現を検討した。最初に、生後 4日の Jmjd1c +/-マウスの精巣を用いて、

JMJD1Cと PLZF（未分化精原細胞マーカー）に対する 2重免疫染色を行った。その

結果、精細管の内部に存在する PLZF陽性の細胞が JMJD1Cを強く発現することが明
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らかになった（図 2-5, A）。次に、生後 60日の Jmjd1c +/-マウスの精巣切片を用いて、

JMJD1Cに対する免疫染色を行った（図 2-5, B）。ネガティブコントロールとして

Jmjd1c -/-マウスの精巣切片も同時に染色を行った。その結果、Jmjd1c +/-マウスの精

巣において、精細管内部の基底膜に沿って JMJD1Cを強く発現する細胞が少数存在し

た。一方、基底膜から内腔側にも JMJD1Cを弱く発現する細胞が多数存在した。精細

管同士の隙間に存在する間質細胞 (主にライディッヒ細胞が含まれる)の細胞質にもシ

グナルが検出されたが、Jmjd1c -/-マウスの精巣にも同様のシグナルが観察されたこと

と、2次抗体のみを用いて染色した場合でも同様に染色されたことから、これは非特異

的な染色に由来するシグナルであると判断した。図 2-4の実験結果から JMJD1Cは主

に未分化精原細胞とパキテン期精母細胞に発現する可能性が示唆された。そこで

JMJDCと、PLZFまたはγH2AX（パキテン期精母細胞マーカー）との２重免疫染色

によって、JMJD1Cを発現する生殖細胞の種類を確認した。その結果、JMJD1Cを強

く発現し基底膜に位置する細胞は PLZF陽性細胞と一致し(図 2-6, A)、一方 JMJD1C

を弱く発現する細胞はγH2AX陽性細胞と一致した(図 2-6, B)。また、JMJD1Cがライ

ディッヒ細胞に発現する可能性を、JMJD1Cと HSD3β（ライディッヒ細胞マーカー）

との 2重免疫染色により検討した結果、非常に弱いながらも JMJD1Cのシグナルが

HSD3β陽性細胞の核内に観察された（図 2-6, C）。 

JMJD1C を発現することが判明した未分化精原細胞、パキテン期精母細胞とライディ

ッヒ細胞について、組織免疫染色により検出された JMJD1Cシグナルの強度を定量す

ることにより、各細胞における JMJD1Cの発現量を比較した。その結果、未分化精原

細胞における JMJD1Cの発現量を 1とした場合、パキテン期精母細胞における発現量

は約 0.4、ライディッヒ細胞における発現量は約 0.1であった（図 2-6, D）。 

 

	 JMJD1A と JMJD1C の精巣における発現パターンを比較するために、JMJD1A と

JMJD1Cの 2重免疫染色を行った（図 2-7）。 その結果、JMJD1Aはパキテン期精母

細胞に強く発現するが、未分化精原細胞における発現は検出されなかった。この結果は
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JMJD1Aの発現に関する従来の報告と一致した 23。一方、JMJD1Cはパキテン期精母

細胞に弱く発現し、また未分化精原細胞において強く発現した。この結果は、前述の図

2-2の結果と同じく、JMJD1Aと JMJD1Aの精巣における発現様式が異なることを強

く示唆した。 
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2-3	 Jmjd1c  -/-マウスの雄は加齢に伴って早期に不妊を発症する  

JMJD1C の生理的な機能を明らかにするために、Jmjd1c 欠損マウスを作製した（図

2-8）。Jmjd1cヘテロ欠損マウス同士の交配により Jmjd1cホモ欠損（以下、Jmjd1c -/-

と表記）マウスを作出した結果、Jmjd1c -/-マウスはメンデルの法則に従って生まれ、

大人まで生育した。また、このマウスに外見上の変化や組織学的な異常は観察されなか

ったことから（図 2-9）、JMJD1C はマウスの生存に必須ではないことが明らかになっ

た。 

	 JMJD1Cのファミリー分子であるJMJD1Aの欠損は雄の精子形成に異常をきたすこ

とから 22,23、Jmjd1c -/-マウスの生殖機能に関わる異常の有無を検討した。まず、自然

交配により Jmjd1c -/-マウスの妊孕性の有無を確認した。雄の Jmjd1c -/-マウスを雌

の野生型マウスと交配したところ、雄の Jmjd1c -/-マウスは、3 ヶ月齢までは繁殖能

力を有し仔を得たが (8 匹中 7 匹)、3 ヶ月齢以降の全ての Jmjd1c -/-マウス雄個体で

は妊孕性が観察されなかった (8 匹中 0 匹)。この結果から、JMJD1C は雄の妊孕性の

維持に必要であることが明らかとなった。一方、雄の野生型マウスと雌の Jmjd1c -/-

マウスを交配したところ、雌の Jmjd1c -/-マウスは正常に妊娠・出産した。 

	 雄の Jmjd1c -/-マウスが早期に不妊を発症する原因を明らかにするために、精巣の

詳細な解析を進めた。まず、Jmjd1c -/-マウスの精巣の外見を観察した結果、1ヶ月齢

の Jmjd1c -/-の精巣はコントロールとの間に明らかな差はなかったが、8 ヶ月齢の

Jmjd1c -/-マウスの精巣はコントロールと比べて顕著に小さかった（図 2-10, A）。一方、

8 ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの体の大きさや体重は、コンロトール群との間に差はな

かった（図 2-10, B）。次に、Jmjd1c -/-マウスの精巣重量を月齢ごとに測定した。結果、

コントロールの精巣は 4-6ヶ月齢で最大となり、その後少なくとも 12ヶ月齢までは重

量が維持されるのに対し、Jmjd1c -/-マウスの精巣は 4 ヶ月齢以降から加齢にともな

って徐々に重量が減少した（図 2-10, C）。 

	 Jmjd1c -/-マウスの精巣の萎縮の原因を明らかにするために、Jmjd1c -/-マウスの

精精巣上体と精巣の組織切片を、HE (ヘマトキシリン＆エオシン)染色によって組織学
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的に観察した。2 ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの精巣上体と精巣に顕著な異常は観察さ

れなかった。しかし、8 ヶ月齢の Jmjdc1 -/-マウスでは、精巣上体中の精子の数がコ

ントロールと比べて明らかに減少しており、精巣中では生殖細胞が減少した異常な精細

管が頻繁に観察された（図 2-11）。 

	 Jmjd1c -/-マウスの加齢にともなう生殖細胞の減少を、生殖細胞マーカーである

DDX445の組織免疫染色により確認した。2ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスでは生殖細胞の

欠損を示す DDX4陰性の精細管がわずかに観察され、12ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスで

は DDX4陰性の精細管の数が顕著に増加した（図 2-12, A）。Jmjd1c -/-マウスの精巣

の 2ヶ月齢、4ヶ月齢と 8-12ヶ月齢における DDX4陰性の精細管の割合を定量した結

果、2ヶ月では~2%, 4ヶ月齢では約 5%, 8-12ヶ月齢では約 25%の精細管が DDX4陰性

であった。コントロールのマウス精巣では 2 ヶ月齢、4 ヶ月齢と 8-12 ヶ月齢の全ての

時期でDDX4陰性の精細管の割合は 2%以下であった（図 2-12, B）。これらの結果から、

Jmjd1c -/-マウスは加齢にともない徐々に生殖細胞が欠失することが明らかになった。 

 

2-4	 Jmjd1c -/-マウスの精巣では、加齢に伴い未分化な生殖細胞が欠損する  

	 8ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの精巣切片を PAS-ヘマトキシリンにより染色し、生殖

細胞の欠失が進む途中の精細管に注目して、組織学的な解析を行った。その結果、分化

の最終段階にあたる伸長精子細胞のみ含まれる精細管が高頻繁に見られた(図 2-13, A)。

また、伸長精精子細胞と円形精子細胞は存在するが、それより未分化な生殖細胞（未分

化精原細胞~パキテン期精母細胞）を欠失した精細管も観察された（図 2-13, B-E）。こ

れらの結果は、Jmjd1c -/-マウスでは、加齢に伴って未分化な生殖細胞の減少が徐々に

進行し、新たな生殖細胞の供給が途絶えることを強く示唆した。 

	 JMJD1C は未分化精原細胞に強く発現することから、その欠損により幹細胞を含む

未分化な生殖細胞の数が減少すると仮定し、組織免疫染色によって未分化精原細胞の細

胞数を検討した。まず Jmjd1c -/-マウスの精巣切片を TRA98（生殖細胞マーカー）と

PLZF（未分化精原細胞マーカー）で 2重免疫染色した（図 2-14, A）。次に TA98陽性
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細胞が十分な数ある精細管を「正常な精細管（N）」、細胞数の減少が顕著な精細管を「変

性した精細管（D）」と便宜的に分類した後、それぞれの精細管あたりの PLZF 陽性細

胞の数を計測した（図 2-14, B）。その結果、１ヶ月齢においては Jmjd1c -/-マウスと

コントロールの PLZF 陽性細胞の数に有意な差は無かった（コントロール 3.2個/チュ

ーブ、Jmjd1c -/- 3.0個/チューブ）。しかし、10ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスの PLZF

陽性細胞数は、「変性した精細管」ではコントロールに対して 20%以下に減少し、加え

て「正常な精細管」でも約 60%に減少していた（コントロール 3.2個/チューブ、Jmjd1c 

-/- (N) 1.8個/チューブ、Jmjd1c -/- (D) 0.5個/チューブ）。これらの結果から、Jmjd1c 

-/-マウスの加齢に伴う生殖細胞の欠失は、未分化精原細胞の減少に起因する可能性が

強く示唆された。 

 

2-5	 Jmjd1c  -/-マウスでは加齢の伴い未分化生殖細胞のアポトーシスが増加

する  

	 Jmjd1c -/-マウスにおいて未分化精原細胞が減少する原因を明らかにするために、未

分化精原細胞におけるアポトーシスと細胞増殖の変化を検討した。 

	 最初に、 Jmjd1c -/-マウスの生殖細胞におけるアポトーシスを TUNEL法により検

出した。TUNEL陽性細胞を精細管内での位置と DAPI染色による核の形態に基づいて、

以下の 3つのグループに分類した。（図 2-15）。 

グループ a) 主に基底膜に位置する精原細胞からなる。その中には幹細胞野性質を持つ

未分化精原細胞が含まれる。 

グループ b) 主にパキテン期から二次精母細胞の間の分化段階の生殖細胞を含む 

グループ c) 主に精子細胞を含む 

2 ヶ月齢においては、いずれのグループにおいても Jmjd1c -/-とコントロールの間に

TUNEL陽性細胞の数に差はなかった。しかし、10ヶ月齢の Jmjd1c -/-マウスではコ

ントロールと比較して、TUNEL 陽性細胞の数がグループ a)では約 3 倍、グループ b)

では約 2倍に増加していた。一方、グループ c)では Jmjd1c -/-とコントロールの間に



 22 

差はなかった。 

	 次に、Jmjd1c -/-マウスにおける未分化生殖細胞の細胞増殖を、ヒストン H3S10の

リン酸化（細胞周期のM期のマーカー）を指標に観察した。PLZFとリン酸化 H3S10 

(H3S10ph)に対する 2重組織免疫染色を行い、PLZF陽性細胞における H3S10ph陽性

細胞の割合を算出した。その結果、1ヶ月齢と 10ヶ月齢のいずれにおいても、Jmjd1c 

-/-マウスとコントロールの間で有意な差がなかった（図 2-16）。 

	 以上の結果から、Jmjd1c -/-マウスにおける加齢に伴った未分化精原細胞の減少はア

ポトーシスの増加に起因することを示唆された。さらに、Jmjd1c 遺伝子の欠損は精母

細胞においてもアポトーシスの増加を引き起こしたことから、JMJD1C は雄の減数分

裂期の生殖細胞の細胞死も抑制することが分かった。 
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2-6	 Jmjd1c を欠損しても血中テストステロンの濃度に変化はない  

	 精子の形成は、間脳視床下部 – 脳下垂体 – 精巣からなる性ホルモンの分泌系によっ

て制御されている。ライディッヒ細胞は精巣におけるテストステロン（男性ホルモン）

の産生細胞であり、その機能の異常は正常な精子形成に影響する 46。 

	 JMJD1Cがライディッヒ細胞に観察されたことから、Jmjd1c -/-マウスの加齢に伴

う生殖細胞の減少が、ライディッヒ細胞におけるテストステロンの合成・分泌の異常に

よる二次的な影響である可能性も考えられた。そこで、Jmjd1c -/-マウス血清中のテス

トステロン濃度とその前駆体であるアンドロステンジオンの濃度を LC-MS/MS法によ

り測定した。その結果、テストステロンとアンドロステンジオンのどちらについても、

Jmjd1c -/-とコントロールのサンプル間に有意な差はみられなかった（図 2-17）。それ

に加えて、組織学的な解析によっても Jmjd1c -/-マウスのライディッヒ細胞の形態に

異常は観察されなかった。以上の結果から、Jmjd1c -/-マウスにおける生殖細胞の欠失

は、ライディッヒ細胞の異常による二次的な影響ではないと考えられた。 
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2-7	 JMJD1C はヒストンメチル化修飾に対する脱メチル化酵素活性をもたな

い  

	 JMJD1Cが属する JMJD1ファミリーはヒストンH3K9me1とme2に対する脱メチ

ル化酵素活性をもつグループであることから 20、JMJD1C も同様の酵素活性をもつこ

とが予想された。そして実際に、JMJD1C がヒストン脱メチル化酵素活性をもつとす

る報告が最初になされたが 33、その後逆に JMJD1Cはヒストン脱メチル化酵素活性を

もたないとする報告が複数のグループからなされており 34,35、現在のところ JMJD1C

の酵素活性の有無については評価が定まっていない。 

そこで筆者は、JMJD1Cのヒストン脱メチル化酵素活性の有無を明らかにする目的で、 

1) 培養細胞における JMJD1Cの強制発現系と、2) Jmjd1c -/-マウスによる遺伝子の

機能欠損の 2 種類の実験系を用いて、JMJD1C のヒストンに対する脱メチル化酵素活

性の評価を行った。 

	 1)について、Flagタグを付加した JMJD1C（Flag-JMJD1C）をトランスフェクショ

ンにより 293T 細胞に強制発現させた。H3K9me1 および me2 に対する脱メチル化の

ポジティブコントロールとして、Flag タグを付加した JMJD1A（Flag-JMJD1A）ま

たは JMJD1B（Flag-JMJD1B）の強制発現も同時に行った。まず、Flag-JMJD1C, 

Flag-JMJD1A と FlagJMJD1B の 293T 細胞における発現量が同程度であることを、

Flagタグに対するウェスタンブロッティングにより確認した（図 2-18, A）。次に Flag

タグとヒストン H3K9me1, me2 または me3 に対する 2 重細胞免疫染色によって、各

Flag 付加タンパク質を強制発現した 293T 細胞におけるヒストン修飾の変化を観察し

た。その結果、Flag-JMJD1Aまたは Flag-JMJD1Bを強制発現した 293T細胞ではヒ

ストン H3K9m1 と me2 の脱メチル化が確認された（図 2-18, B と C）。しかし、

Flag-JHDM1Cを強制発現した 293T細胞ではヒストン H3K9me1と me2の修飾状態

に変化は見られなかった（図 2-18, D）。一方、ヒストン H3K9me3 については、

Flag-JMJD1C, Flag-JMJD1Aと Flag-JMJD1Bのいずれを強制発現させた細胞でも修

飾状態の変化は無かった（図 2-18, B-D）。 
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	 2)について、Jmjd1c -/-マウスにおいてヒストンの修飾状態に変化があるかを組織免

疫染色により検討した。JMJD1C が発現することが判明した未分化精原細胞、パキテ

ン期精母細胞とライディッヒ細胞に注目して、ヒストン H3K9me1 me2または me3の

修飾状態に変化があるかを、各種の細胞マーカーとヒストン修飾に対する 2重免疫染色

によって調べた。その結果、Jmjd1c -/-マウスの未分化精原細胞（PLZF陽性細胞）、

パキテン期精母細胞（gH2AX 陽性細胞）とライディッヒ細胞（HSD2b 陽性細胞）の

いずれの細胞においても、H3K9me1, me2と me3のヒストン修飾状態に変化はなかっ

た。（図 2-19, 2-20, 2-21）さらに、JMJD1Cがヒストンの H3K9以外のリジン残基の

脱メチル化に機能する可能性を考慮し、Jmjd1c -/-マウスでその他のヒストンメチル化

修飾に変化があるかも調べた。JMJD1C が最も強く発現する未分化精原細胞に注目し

て、ヒストン H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K27me1, H3K27me2, H3K27me3, 

H3K36me1, H3K36me2, H4K20me1, H4K20me2および H4K20me3についてヒスト

ン修飾の変化があるかを検討したが、いずれの修飾においても Jmjd1c -/-とコントロ

ールの間に差はなかった（図 2-22, 2-23, 2-24, 2-25）。 

	 以上の結果をあわせて考えると、JMJD1C はヒストンのメチル化修飾に対する脱メ

チル化酵素活性を持たないことが強く示唆された。 
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第三章	 考察	 

	 

近年、ヒストンのメチル化が可逆的であることが明らかになり、ヒストンの脱メチル化

を担う酵素として JmjC ドメインを触媒ドメインとしてもつ Jumomji ファミリーの存在

が明らかになった。現在までに約 20 種類の Jumonji ファミリーメンバーが同定されて

いる。しかし、その中で生理的な機能が明らかになっている分子はごく一部であり、ま

た酵素活性の有無が不確定な分子も多い。今回の研究で、筆者はまだその機能やヒスト

ン脱メチル化活性の有無が不明の Jumonji ファミリー分子の 1 つである JMJD1C に注目

して解析を行った。	 

	 

3-1	 JMJD1C の生体内おける発現パターンとその制御	 

	 マウス成体内における JMJD1Cの発現を検討した結果、ほぼ全ての臓器に分子量 260kD

の short	 variant が発現していた。例外的に精巣には分子量 280kD の long	 variant も

発現しており、2 種類のバリアントは生後の成長に伴いダイナミックに発現パターンが

変動した。組織免疫染色による詳細な解析の結果、short	 variant は未分化精原細胞に

強く発現する一方で、long	 variant はパキテン期精母細胞に弱く発現することが明ら

かとなった。また、ライディッヒ細胞にも short	 variant が非常に弱く発現していた。

他の研究グループから JMJD1C は成体マウスのライディッヒ細胞にのみ強く発現すると

いう論文が報告されている 33。しかし、この論文中では野生型マウスを使った実験結果

しか示していない。一方、本研究では 1)	 Jmjd1c	 -/-マウスをネガティブコントロール

に用いながら慎重に発現パターンの解析を進めたことと,	 2)	 生殖細胞のみを欠損した

W/Wvマウスの精巣において JMJD1C はほとんど発現していなかったという事実から、精

巣において JMJD1C は主に生殖細胞に発現している可能性が高い。	 

	 

	 生後 4 日の精巣において、JMJD1C の long	 variant はタンパク質レベルでは発現しな

いが、mRNA レベルでは short	 variant よりも高い発現量を示した。この結果から、JMJD1C
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の long	 variant は mRNA の転写だけではなく、翻訳後のタンパク質でも発現量の制御を

受けることが予想される。JMJD1C の long	 variant と short	 variant のアミノ酸配列を

比較すると long	 variant は N 末端側に約 180 アミノ酸からなる領域を余分に保持して

いる。この領域内に機能的なドメイン配列を見つけることはできなかったが、興味深い

ことに JMJD1C	 long	 variant の N 末端領域は JMJD1 ファミリー分子である JMJD1A の N

末端領域と高い相同性を有することを見いだした(図 3-1)。JMJD1A と JMJD1C の long	 

variant が共にパキテン期精母細胞に発現することを考えると、この N 末端領域内にタ

ンパク質をパキテン期特異的に発現させるのに必要なアミノ酸配列が含まれるのかも

しれない。	 例えば、Jumonji ファミリー分子の 1 つ Jmjd2a/KDM4A は、細胞周期を通し

て mRNA の発現量は比較的一定であるが、タンパク質の発現量はユビキチン-プロテアソ

ーム経路を介した分解によって制御を受ける 47。JMJD1C	 long	 variant の N 末端アミノ

酸配列の中にもポリユビキチン化サイトが存在し、パキテン期精母細胞以外の細胞では

プロテアソームによるタンパク質の分解をうけている可能性も考えられよう。	 

	 

3-2	 JMJD1C の生理的な機能	 

	 JMJD1C の生理的な機能を明らかにする目的で、Jmjd1c	 -/-マウスの作製と解析を行

った。Jmjd1c	 -/-マウスは正常に出生・発育したが、興味深いことに雄は 3 ヶ月齢以降

の早い時期に妊孕性を失った。Jmjd1c	 -/-マウスの精巣を詳細に解析した結果、加齢に

伴って生殖細胞と成熟精子の数が減少しており、幹細胞を含むと考えられる未分化な生

殖細胞におけるアポトーシスが増加していた。一方、ライディッヒ細胞における性ホル

モンの分泌異常は観察されなかった。	 

	 精子形成に異常をきたす遺伝子欠損マウスは数多く報告されているが 48、Jmjd1c	 -/-

マウスのように加齢に伴って生殖細胞が消失する表現型の報告はごく少数である。その

中で 2 つの遺伝子の欠損マウスについて Jmjd1c	 -/-マウスとよく似た表現型が報告さ

れている。ひとつは Plzf	 (promyelocytic	 zinc-finger)欠損マウス 39,40で、もう一つ

が Gdnf	 (glial-	 cell-derived	 neurotrophic	 factor)のヘテロ欠損マウス 49である	 (ホ
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モ欠損マウスは胎生致死)。PLZF は未分化精原細胞の分化を抑制する転写リプレッサー

であり 50、GDNF は未分化生殖細胞の表面に発現する GDNF 受容体への結合を介して生存

シグナルを入力する成長因子で、主にセルトリ細胞から分泌される 51。PLZF は内因性

の因子(転写抑制因子)なのに対し	 GDNF は外因性の因子(成長因子)なので、両者の幹細

胞維持における作用メカニズムは異なる。しかしどちらの遺伝子の KO マウスも、加齢

に伴って幹細胞を含む未分化な生殖細胞がアポトーシスを起こし、生殖細胞の供給が途

絶えることで不妊を発症する。これら 2 つ遺伝子 KO マウスの表現型との類似性や、

JMJD1C が未分化精原細胞に最も強く発現する実験結果を合わせて考えると、Jmjd1c	 -/-

マウスにおける早期の不妊発症は、未分化精原細胞のアポトーシスによって新しい生殖

細胞の供給が途絶えることに起因する可能性が高いだろう。	 

	 

	 JMJD1 ファミリーは JMJD1A,JMJD1B および JMJD1C の 3 つから構成される。Jmjd1a遺

伝子の欠損マウスの雄も不妊の表現型を呈することから 21-23、当初 JMJD1A と JMJD1C の

間の機能的な重複の可能性を考慮しながら研究を進めた。しかし、以下の 2 つの実験結

果を合わせて考えると、両者の生理的な機能は異なるようである。	 

1)	 精巣における発現の違い	 :	 JMJD1A はパキテン期精母細胞のみに発現する。一方

JMJD1C は未分化精原細胞で最も強く発現し、パキテン期精母細胞とライディッヒ細胞

でも弱く発現する。	 

2)	 欠損マウスの表現型の違い	 :	 JMJD1A を欠損すると円形精子細胞の伸長が起こらな

いために成熟精子が形成されない。	 また、加齢に伴う生殖細胞の減少は観察されない

21-23。一方、JMJD1C の欠損は精子形成自体を阻害することはなく、機能的に問題のない

精子を産生することが可能である。しかし未分化な生殖細胞の供給が徐々に減少するた

め、生殖細胞が欠失した精細管の割合が加齢とともに増大する。この表現型は Jmjd1c	 

-/-マウスに特異的なものである。	 

	 

	 JMJD1C はほぼ全ての組織に発現するにも関わらず、異常が観察された組織は精巣の



 29 

みであった。精巣において JMJD1C が未分化精原細胞や精母細胞に発現し生理的に機能

するのに対して、他の臓器（大脳、心臓、肝臓や小腸）では分化の完了した末梢の細胞

に発現していることを考えると図 2-1,	 B）、JMJD1C が未分化な細胞で特異的に機能する

メカニズムがあるのかもしれない。	 

	 

3-3	 JMJD1C のヒストン脱メチル化活性の有無について	 

Jumonji ファミリー分子のなかで、JMJD1A と JMJD1B はヒストン H3K9 の me1 および me2

に対する脱メチル化活性をもつことから 20,52、同じ JMJD1 ファミリー分子である JMJD1C

もヒストン脱メチル化活性をもつことが予想された。最初に JMJD1C はヒストン脱メチ

ル化活性をもつとする報告がなされたが 33、その後、逆に JMJD1C は酵素活性をもたな

いとする複数の報告がなされたため 34,35、現在まで JMJD1C のヒストン脱メチル化活性

の有無は評価が定まっていなかった。そこで、筆者は 293T 細胞を用いた JMJD1C の強制

発現による gain	 of	 function の系と、Jmjd1c	 -/-マウスを用いた	 loss	 of	 function

の系の2つの実験系を用いてJMJD1Cのヒストン脱メチル化活性の有無を検証した。293T

細胞を用いた実験では、JMJD1A,	 JMJD1B または JMJD1C の強制発現を行い、それぞれの

酵素についてヒストン H3K9 に対する脱メチル化の酵素活性を検討した。その結果、

JMJD1A と JMJD1B はヒストン H3K9me1 と me2 に対する脱メチル化活性をもつが、JMJD1C

だけは活性をもたなかった。Jmjd1c	 -/-マウスを用いた実験では、主に JMJD1C を強く

発現する PLZF 陽性細胞に注目してヒストンの各種メチル化状態に変化があるか検討し

たが、いずれの修飾についてもコントロールとの間に差は見られなかった。以上の結果

を合わせて考えると、JMJD1C は少なくともヒストンに対する脱メチル化酵素活性をも

たないようである。JMJD1A,	 JMJD1B と JMJD1C の JmjC ドメインのアミノ酸配列を比較

すると、JMJD1A と JMJD1B の間では非常に良く保存されているのに対して、JMJD1C だけ

が大きく異なることが分かる(図 3-2)。脱メチル化反応に必須の Fe(2)結合サイトと aKG

結合サイトは保存されているので脱メチル化酵素活性を持つ可能性はある。その他のア

ミノ酸配列の違いから、ヒストンを認識する立体構造をとらないのかもしれない。	 
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3-4	 JMJD1C の分子レベルでの機能について	 

本研究では、Jmjd1c 遺伝子を欠損した未分化精原細胞が加齢に伴ってアポトーシスを

起こすことを明らかにしたが、その分子レベルでのメカニズム解明には至らなかった。

JMJD1Cのヒストン H3K9に対する脱メチル化酵素活性が検出されないという実験結果を

踏まえると、JMJD1C の分子レベルの機能について以下に示す可能性が考えられる。	 

1)	 JMJD1C は H3K9 に対する脱メチル化活性をもつが、「グローバルな」ヒストンではな

く「特定の遺伝子領域の」ヒストンに作用する。	 

2)JMJD1C は脱メチル化活性をもつが、そのターゲット基質がヒストン以外のタンパク

質である。	 

3)JMJD1C は酵素活性をもたないが、機能的なタンパク複合体の構成因子として酵素活

性非依存的に働く。	 

1)について	 :	 ヒストン修飾に対する細胞または組織免疫染色法を用いた実験の結果を

元に、JMJD1C はヒストン脱メチル化酵素活性をもたないと結論したが、これは正確に

は”グローバルな”ヒストン脱メチル化活性はないということを意味しており、JMJD1C

が限局した遺伝子領域のみに作用する可能性は否定できない。もしかすると、JMJD1C

が細胞の生存に必須な遺伝子領域のヒストンを特異的に脱メチル化することで、その遺

伝子の発現を正に制御しているのかもしれない。	 

2)について	 :	 JMJD1C の JmjC ドメインは活性中心のアミノ酸が保存されているが、そ

の他のアミノ酸配列はヒストンを基質とすることが明らかなJMJD1AやJMJD1Bと大きく

異なる。したがって、ヒストン以外のタンパク質が JMJD1C の脱メチル化のターゲット

基質である可能性が考えられる。ヒストン脱メチル化酵素が、ヒストン以外のタンパク

質も脱メチル化する例は既にいくつか報告されている。例えば、H3K4 または H3K9 に対

するヒストン脱メチル化酵素である LSD1 は、p53 や Dnmt1 を脱メチル化する 53。また、

H3K36 に対する脱メチル化酵素 KDM2 ファミリーメンバーの KDM2A は NFkB を脱メチル化

する 54。もしかすると、JMJD1C も未分化精原細胞内の生存に関わるタンパク質を基質
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とし、脱メチル化を介した機能制御に関わるのかもしれない。	 

3)	 Jumonji ファミリーのなかには、酵素活性に依存しない生理機能をもつ分子も存在

する。例えば、JARID2 は脱メチル化酵素活性をもたないが 55、ポリコーム抑制複合体

PRC2 との相互作用を介したヒストン H3K27 メチル化の促進により、細胞分化の運命決

定に関与する 56,57。JMJD1C は分子量 260-280kD の巨大なタンパク質であることから、多

くの種類のタンパク質と結合することが予想される。したがって、JMJD1C が細胞の生

存に機能するタンパク質複合体の一部として（例えば、複合体形成の足場タンパク質と

して）、酵素活性非依存的に働く可能性も考えられよう。	 

	 

3-5	 まとめと今後の展開	 

	 今回の研究により、JMJD1C は未分化精原細胞の維持に必須であり、その欠損は早期

の不妊発症につながることが明らかになった（図 3-3）。しかし、JMJD1C がどのような

分子メカニズムで細胞の生存に寄与しているのかは不明であり、その仕組みの解明が今

後の課題であろう。具体的に実験としては、①JMJD1C 抗体を用いた ChIP-Sequence 法

により、JMJD1C のゲノム上の局在を同定する。②Jmjd1c	 -/-マウスの未分化精原細胞

において発現の変化する遺伝子を、RNA-Sequence 法または Microarray 法により網羅的

に探索する。③JMJD1C と結合するタンパク質を質量分析法などにより探索するなどの

方法によって解明が進むことが期待される。	 

	 野生型のマウスは生後 12-24 ヶ月の間で徐々に精子幹細胞の自己増殖能が低下し、妊

孕性を失う 58。加齢に伴う精子幹細胞の減少や機能低下は、生殖幹細胞における DNA 損

傷の蓄積、セルトリ細胞が形成する幹細胞ニッチの機能低下（増殖因子の供給低下や、

ニッチ内の ROS の増加など）、あるいはライディッヒ細胞の男性ホルモン分泌能の低下

など、内因性と外因性の影響が複雑に組み合わさった結果であると想定される。しかし

現在のところ、加齢が精子幹細胞の機能低下に与える影響の実体やメカニズムはよく分

かっていない。Jmjd1c	 -/-マウスは加齢に伴う早期の不妊発症という興味深い表現型を

呈することから、このマウスの解析の進展が、加齢が生殖機能に与える影響の分子メカ
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ニズム解明の糸口になることが期待される。	 
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第四章	 実験手法	 

抗体	 

	 マウス抗JMJD1Cモノクローナル抗体は、マウスJMJD1C（UniProt	 accession	 no.	 Q69Zk6）

の 245-453 番目アミノ酸に相当するリコンビナントタンパク質を抗原に用いて作製し

た（スクラム(株)）。ラビット抗 JMJD1A ポリクローナル抗体は以前に当研究室で作製し

た
59
。ウェスタンブロッティングおよび組織免疫染色に使用したその他の抗体は以下の

通りである。マウス抗 Flag 抗体（Sigma）、ラビット抗 Calmegin 抗体
42
、	 

マウス抗 Tublin 抗体（Oncogene）、ラビット抗 DDX4 抗体（Abcam）、マウス抗 PLZF 抗体

（Santa	 Cruz）、ラビット抗 H3S10ph 抗体（Millipore）、ラビット抗γH2AX 抗体（Cell	 

Signaling）、Tra98 抗体（Bio	 Academia）。各種のマウス抗ヒストン修飾抗体、抗 H3K9me1	 

(clone	 2F7a),	 抗 H3K9me2	 (clone	 6D11),	 抗 H3K9me3	 (clone	 2F3),	 抗 H3K4me1,	 抗

H3K4me2,	 抗 H3K4me3,	 抗 H3K27me1,	 抗 H3K27me2,	 抗 H3K27me3,	 抗 H3K6me1,	 抗

H3K36me2,	 抗 H4K20me1,	 抗 H4K20me2 と抗 H4K20me3 は全て木村宏博士から供与を受け

た
60
。	 

	 

ウェスタンブロッティング	 

	 laemmli らの方法により SDS-PAGE を行った後に、タンク式ブロッティング装置

（Bio-Rad）を用いて PVDF メンブレンに 15V,1 時間ブロッティングを行った。メンブレ

ンを 5%スキムミルク/TBS-T により室温、1 時間ブロッキングを行った後、1 次抗体をブ

ロッキング溶液に希釈し、1 次抗体反応を 4℃で一晩振盪しながら行った。TBS-T によ

り 10 分間 3 回の洗浄を行った後、HRP 標識 2 次抗体をブロッキング溶液に希釈し、2 次

抗体反応を室温で 1 時間行った。TBS-T により 10 分間 3 回の洗浄を行った後、ECL	 Plus	 

Enhanced	 Laminol	 Reagent	 Plus（GE ヘルスケア）を用いた化学発光を、Las-4000mini(富

士フイルム)により検出した。	 

	 

組織学的解析	 
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	 摘出した各組織をブアン固定液により 4℃で一晩固定した。70%→90%→100%(×3 回)

のエタノール系列で組織を脱水し、ヒストクリアー(National	 Diagnostics)(×3 回)と

パラフィン(×3 回)の順に浸透した後に、パラフィンに包埋した。マイクロトームを用

いて 4µm の組織切片を作製し、ヘマトキシリン&エオシンまたは PAS-ヘマトキシリンに

より染色した。観察と画像の取得は、オリンパス BX53 正立型顕微鏡とオリンパス DP26

デジタルカメラを用いて行った。	 

	 

免疫組織化学的解析	 

	 摘出した精巣を 4%パラホルムアルデヒド/PBS により 4℃で一晩固定した。30%→50%

→70%→90%→100%(×3回)のエタノール系列で組織を脱水し、ヒストクリアー(National	 

Diagnostics)(×3 回)とパラフィン(×3 回)の順に浸透した後に、パラフィンに包埋し

た。マイクロトームを用いて 4µm の組織切片を作製した。切片をヒストクリアー(×3

回)→100%EtOH(×2 回)→90%EtOH→70%EtOH により脱パラフィンした後、10mM クエン酸

ナトリウム溶液(pH6.0)中で 105℃,	 5 分間の賦活化処理を行った。2%スキムミルク/TBS

で室温、30 分間のブロッキングを行った後、各 1 次抗体にて 4℃、一晩反応させた。

TBS-Tween20(0.1%)により 3 回洗浄を行った後、Alexa 標識した各 2 次抗体と

DAPI(10µg/ml)により室温、30 分間の染色を行った。TBS-T により 3 回洗浄を行った後、

VECTASHIELD	 (Vector)を用いて封入した。切片の観察を画像の取得は、カールツァイス	 

LSM700共焦点顕微鏡を用いて行った。蛍光強度の定量は ImafeJソフトウェアを用いた。	 

DAB 染色においては、HRP 標識 2 次抗体による染色と、Peroxidase	 substrate	 kit	 

(Vector)による発色を行った。	 

	 

定量的 RT-PCR	 

	 RNeasy	 Kit	 (Qiagen)を用いて精巣から Total	 RNA を抽出した後、SuperscriptⅢ	 

(Invitrogen)を用いて first-strand	 cDNA を合成した。SYBR	 Premix	 Ex	 Taq	 (Takara)

を用いて定量的 RT-PCR を行い、Step	 One	 Plus	 リアルタイム PCR システム	 (アプライ
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ドバイオシステム)により検出した。定量的 PCR に用いた Primer は以下の通りである。	 

Jmjd1cの long	 variant と Short	 variant の両方を検出する Primers	 	 

2C-EX26F-2	 :	 TATGGGGTGAGAGCCTGCACTCTGA	 	 

2C-	 EX26R	 :	 GTACCTGGTGAAGTGTTCCTGCTGGC	 

Jmjd1cの long	 variant のみを検出する Primers	 

2C-EX2-F	 :	 CGTGGAATTTGATGACCTTG	 

2C-EX2-R	 :	 TCCTTTTGGCCCAGATTAAG	 

Jmjd1cの Short	 variant のみを検出する Primers	 

2C-EX1B-F	 :	 GCTTCAGCTGCAGGATTTCT	 

2C-	 EX1B-R	 :	 CAAGACCACAGAACGAAGCA	 

Gapdhを検出する Primers	 

Gapdh	 RT-PCR-F	 :	 CATCTTCTTGTGCAGTGCCA	 

Gapdh	 RT-PCR-R	 :	 CGTTGATGGCAACAATCTCC	 

	 

TUNEL 染色	 

	 4%パラホルムアルデヒド/PBS で固定した精巣のパラフィン切片を、in	 situ	 cell	 

death	 detection	 kit	 (Roche)を用いて TUNEL 染色を行った。対比染色として DAPI によ

り核を染色した。	 

	 

血中ホルモン測定	 

	 血清中のテストステロンとアンドロステンジオンの濃度を液体クロマトグラフィ

ー・タンデム型質量分析計（LC-MS/MS）を用いて測定した（あすか製薬メディカルにて

測定）	 

	 

発現プラスミド	 

	 N 末端に Flag ダグを融合した JMJD1A,	 JMJD1B または JMJD1C の発現ベクターは、
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pCAG-FLAG-IRESPuro ベクターへサブクローニングした。	 

	 

Jmjd1c遺伝子欠損マウスの作製	 

	 Jmjd1c	 targeting	 vector は JmjC ドメインをコードする Exon24-27 を置換し欠損す

るようにデザインした（図 2-8）。C57/BL6	 BAC ライブライリーRPCI-23 のクローン 469P19

を鋳型として、PCR により 5’末端の 5.9kb ホモロジーアームと 3’末端の 1.5kb ホモ

ロジーアームを増幅した。そして、両フラグメントの間に IRES-ネオマイシン耐性遺伝

子配列を含むカセットを挿入した。このベクターをリニアライズし、TT2	 ES 細胞	 (1×

107個に)に 10µg をトランスフェクションした後、G418(0.2mg/ml)によりセレクション

した。得られたコロニーをピックアップし、サザンブロッティングにより相同組換えを

確認した後（10/64 個）、この細胞をマウス桑実胚に移植した。得られたキメラマウス

（ライン#51 と 53）を C57BL/6 系統の雌と掛け合わせ、Jmjd1c遺伝子欠損ヘテロマウ

スを得た。このマウスを引き続き C57BL/6 系統に戻し交配を行い、F3 世代のヘテロマ

ウス同士の交配によって、Jmjd1c遺伝子欠損ホモマウスを作製し解析に用いた。マウ

スのジェノタイピングは以下のプライマーを用いて PCR により行った。	 

Jmjd1c	 野生型アレル	 (	 PCR 産物:	 670bp)	 

2C-144121-F	 :	 AGTCCCCGCACT	 CAGGAGGCTGCTG	 

2C-144790-R	 :	 ATATACACTATGATACAGGAACAGC	 

Jmjd1c	 Mutant アレル	 (	 PCR 産物:	 500bp)	 

IN-60F	 :	 CGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGGGG	 

2C-144790-R	 :	 ATATACACTATGATACAGGAACAGC	 

全ての実験動物は、京都大学の倫理ガイドラインに基づき、適切に取り扱われた。	 
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名前 別名 タンパク質構造 基質（ヒストン）

< LSD 脱メチル化酵素ファミリー > 

LSD1 AOF2, BHC110, 
KDM1A

H3K4me1, H3K4me2, H3K9me1, H3K9me2

LSD2 AOF1, KDM1B H3K4me1, H3K4me2

< Jumonji 脱メチル化酵素ファミリー >

JMJD7

HIF1AN

HSPBAP1

JMJD5 KDM8 H3K36me2 

JMJD4

JMJD6 PSR, PTDSR H3R2, H4R3

JMJD8

FBXL10 JHDM1B, KDM2B
H3K36me1, H3K36me2,  H3K4me3

FBXL11 JHDM1A, KDM2A H3K36me1, H3K36me2 

KIAA1718 JHDM1D H3K9me1, H3K9me2,  H3K27me1, H3K27me2

PHF8 JHDM1F H3K9me1, H3K9me2,  H4K20me1
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・ 雄の性分化疾患

・ 雄の不妊

・ 加齢に伴う肥満の発症

結腸直腸癌 26、

前立腺癌 27、

腎細胞癌 28、

肝細胞癌 29　

において高発現

5q- 症候群の原因候補 30

自閉症との関連 36

N.D.

N.D.
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<細胞数 > < 分化マーカー >

精母細胞

PLZF

Calmegin

分化型

精原細胞

未分化型

精原細胞

精細管

白膜

精巣上体
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成熟

射出

貯蔵

前立腺

精細管

精巣間質

γH2AX

A

D

B

C

 42 

 



 43 

図 1-6 精巣の構造と精子形成 

(A) 精巣の構造。精細管が幾重にも折り重なった状態で、精巣に詰め込まれている。 

(B) 精巣切片の PAS-ヘマトキシリン染色像。精細管の断面がみられる。 

(C) 精細管の構造。精細管の基底膜に接して精原細胞が、その内側に精母細胞、さらに内腔

側に精子細胞がみられる。生殖細胞は全ての分化段階でセルトリ細胞の支持を受ける。 

(D) マウスの精子形成過程。1 つの未分化な精原細胞（As）から、体細胞分裂と減数分裂を 

経て多数の精子が産生される。図の右に 1 個の As 細胞から産生される各分化段階の 

生殖細胞の数を示す。また、本研究で用いた分化マーカーの発現時期を示した。 

  



未分化精原細胞

分化型精原細胞

精母細胞

精子細胞

（円形）

精子細胞

（伸長）

成熟精子

原生殖細胞

4 日出生 6 日 10 日 18 日 28 日 35 日

原殖細胞が基底膜へ定着

細胞分裂の再開

未分化精原細胞の出現

体細胞細胞分裂

10 日 減数分裂期への進行

15 日 パキテン期細胞

分化型精原細胞の出現 20 日 精子細胞の出現 精子の成熟完了

30 日 精子細胞の伸長
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