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研究成果の概要（和文）： 

 

 脊椎動物の成体卵巣に、生殖幹細胞が存在するかは不明であった。我々はメダカ成体卵巣内
に、精巣とよく似た sox9b 発現細胞と、卵形成初期の生殖細胞で構成されるネットワーク構造 

が存在することを見いだし、ovarian cord と名付けた。さらにネットワーク構造内の生殖細胞が
クラスターを形成している領域を germinal cradle と名付け、cre/loxP システムを用いた細胞系
譜解析を行ったところ germinal cradle 内に卵を供給し続けることのできる生殖幹細胞が存在す
ることが明らかとなった (Nakamura et al., Science, 2010)。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 
 There is no direct evidence that germline stem cells and their niche are present in the vertebrate adult 

ovary. We identified the testis cord-like network structure, termed ‘ovarian cords’, which is composed of 

sox9b-expressing cells and germ cells of early stage oogenesis in medaka ovary. In the ovarian cord, the 

regions in which germ cells are clustered are present (termed ‘germinal cradle’). Clonal analysis using 

cre/loxP system revealed that germline stem cells supplying functional eggs exist in germinal cradle 

(Nakamura et al., Science, 2010). Our results provide insight into germline stem cell biology of medaka 

and provide a model system for studying vertebrate stem cell niches. 
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１．研究開始当初の背景 

 幹細胞は多分化能を保ったまま自己複製

的分裂を繰り返す一方で、分化した細胞を作

り出す能力を持つ。このような自己複製的な

分裂による多分化能の維持と分化のバラン

スは、幹細胞の周りにある特殊な微小環境

（ニッチ）によって制御されていると想定さ

れている。生殖腺における生殖幹細胞は配偶

子を形成し続ける上で極めて重要な細胞で

あり、ショウジョウバエの精巣•卵巣を用い
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た解析、脊椎動物における精巣の精原幹細胞

の解析により多くの知見が得られてきた。一

方、脊椎動物では、古くから卵巣に生殖幹細

胞の存在が示唆されてきたものの、現在まで

のところ成体卵巣の生殖幹細胞とそのニッ

チの存在を示す実験的証拠はない。 

 我々は、メダカ成体卵巣の germinal 

epithelium に、sox9b 遺伝子発現細胞と卵形

成初期の全ての生殖細胞で構成される単位

が存在することを見いだし、この単位に

Germinal cradle と名前を付けた。さらに

Germinal cradle 同士は sox9b 発現細胞によ

って互いに繋がっており、全体としてネット

ワークを構成していた (ovarian cordと名付

けた)。個々の germinal cradle に存在する

生殖細胞は形態的に 3 種類に分けられる。1

つ目は一つ一つの生殖細胞が sox9b発現細胞

に取り囲まれて独立している生殖細胞(Gs

型 ) 、 ２ つ 目 は 複 数 の 生 殖 細 胞 が

intercellular bridgeでつながったシストと

して存在し、この複数の生殖細胞が単位とな

って sox9b発現細胞に取り囲まれているシス

ト型生殖細胞(Gcys 型)、3つ目は減数分裂の

ディプロテン期にはいった生殖細胞(Gdip

型)で、このディプロテン期生殖細胞では一

つ一つが再び sox9b発現細胞に取り囲まれて

いる。また Gcys 型には同調した体細胞分裂

を行っているものと、減数分裂を行っている

ものの 2 種類が存在した。しかし注目すべき

は、どのタイプの germinal cradle にも必ず

1個以上５個以下の Gs型生殖細胞が存在して

いるということであった。これらのことから、

Gs 型生殖細胞が最も未分化な卵原細胞なの

ではないかと予期されたが、ここに卵を作り

続けることができる生殖幹細胞が存在する

かについては不明であった。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、germinal cradle の細胞学的

解析によりメダカ成体卵巣に卵を作りつづ

けることのできる生殖幹細胞とそのニッチ

が存在するかを明らかにする。 

 

 

 

３．研究の方法 

・候補遺伝子の発現解析により germinal 

cradle 内の Gs 型生殖細胞でのみ発現する遺

伝子を同定し、cre-loxP を用いて Gs 型生殖

細胞の細胞系譜解析を行った。 

 

・多くの組織幹細胞の分裂は非常にゆっくり

であることが知られている。BrdU 取り込み実

験により germinal cradle 中の生殖細胞の細

胞周期を調べ、このような特徴をもつ細胞が

存在するか検証した。 

 

・哺乳類精巣では、放射線や薬剤、高温に
より未分化型精原細胞 (As, Apr, Aal)しか
残っていない精巣から、完全な精子形成が
再生することが分かり、未分化型精原細胞
内に幹細胞が存在していることが明らかと
なった。そこで busulfan 処理後のメダカ卵

巣を観察し、卵形成を回復される能力のある

生殖細胞が存在するか解析した。 

 

 

４．研究成果 

 

 以前、我々の研究室では、nanos2 遺伝子が

精原細胞および卵原細胞で発現しているこ

とを見いだしていた。そのため germinal 

cradle内での nanos2の発現を調べたところ、

Gs 型生殖細胞のみで発現していることが明

らかとなった。これらのことから、我々は

nanos2 発現細胞の中に配偶子幹細胞が存在

しているのではないかと考え、nanos2 発現細

胞のクローン解析を行ったところ、次世代に

寄与する卵はすべてこの nanos2 発現細胞が

供給していることが明らかとなった (図 1)。 

 また、BrdU (Bromodeoxyuridine)取り込み

実験によって細胞周期を調べたところ、

nanos2 を発現する Gs 型生殖細胞には、比較

的早く分裂している細胞集団と、非常にゆっ

くり分裂を行う２種類の細胞集団が存在す

ることも分かってきた。 

 また、一定濃度、期間、成体卵巣を
busulfan処理すると、成体卵巣には nanos2
を発現する Gs型の生殖細胞のみが残るが、
3 ヶ月後にはシスト型生殖細胞をもつ
germinal cradle が回復するという結果が
得られた。 
 これらの結果は、nanos2 発現細胞の中に配

偶子幹細胞が存在していることを示唆して

いると同時に、sox9b 発現細胞から構成され

る germinal cradle には、生殖幹細胞ニッチ

が何らかの形で存在していることを示して

いる (Nakamura et al., Science, 2010)。 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 1 nanos2 発現細胞の細胞系譜解析 

 (A) 配偶子幹細胞クローン解析のための

コンストラクト。 (B-D) 熱誘導後みられる 3

つの germinal cradles のパターン。単独型

生殖細胞のみがラベルされた germinal 

cradle (B, ‘Gs クローン’ と呼ぶ)。単独

型生殖細胞とシスト型生殖細胞、もしくはデ

ィプロテン期生殖細胞がラベルされたもの

(C, ‘mosaic クローン’ と呼ぶ)。Germinal 

cradle 内のすべての生殖細胞がラベルされ

たもの (D, ‘full クローン’と呼ぶ)。最

終的に、熱誘導後 full クローンタイプとな

った germinal cradle が徐々に出現したため、

germinal cradle 内に配偶子幹細胞が存在す

ることが示された。(E) 熱誘導後 48時間、1

週間、 3 週間後の各クローンタイプの

germinal cradle 内での割合。 
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