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研究成果の概要（和文）：精子幹細胞は、不妊宿主の精巣内に移植すると精上皮を再構築できる。本研究の目的
は、移植後に生着したマウス精子幹細胞のクローンが大量死を起こす原因を解明することである。ライブイメー
ジング法による解析の結果、生着した精子幹細胞が細胞死を起こす様子が観察された。精子幹細胞の移植後の運
命を解析した結果、生着した精子幹細胞のクローンはすべて自己複製するのではなく、大部分が分化することが
示唆された。続いて、精子幹細胞の分化抑制が期待されるビタミンA欠乏マウスを用いて精子幹細胞の運命を解
析した結果、精子幹細胞のクローンは分化して消失することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Spermatogenic stem cells (SSCs) can settle then reconstitute seminiferous 
epithelium following transplantation into infertile recipients. This study aimed to understand the 
cause of massive death of mouse SSC clones after settlement. Live-imaging study revealed that SSCs 
undergo cell death after settlement. Fate analysis suggested that major part of SSC clones undergo 
differentiation after settlement. Subsequent clonal fate analysis of SSCs in the testes of vitamin 
A-deficient recipient mice, that is expected to inhibit SSC differentiation, suggested that SSC 
clones undergo cell death after clonal differentiation.

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 

 

精子幹細胞は、精巣において大量の精子生
産を支えている。マウスにおいて精巣を単一
細胞に解離し、生殖細胞を除去した宿主精細
管内に移植することにより、正常な精子形成
のコロニーが生じ、ドナー精子幹細胞由来の
産仔を得る技術が確立されている（引用文献
①および②）。その後、精細管内移植法はニ
ワトリやブタ、サル等で成功例が報告された
（引用文献③、④、⑤）。このため精子幹細
胞の移植は、雄性遺伝資源の保存とともに、
ヒトの男性不妊治療への応用が期待されて
いる。しかし、現状では精子幹細胞の移植効
率は数百～数万個に 1 個と非常に低く（引用
文献⑥）、これが実用化の障害となっている。
このため、精子幹細胞の移植効率が低い原因
を明らかにし、移植効率の向上を図ることは
急務である。宿主マウス精巣の精細管内に移
植された精子幹細胞は、血液精巣関門を通過
して本来存在する基底膜上に到達し、その後
精子形成のコロニーを作る。血液精巣関門が
形成されていない幼若マウスへの移植では、
成熟マウスを用いた場合と比較して効率が
9.4 倍高くなる（引用文献⑦）。このため、血
液精巣関門の通過を伴う精子幹細胞の移動
が、最終的な移植効率の主な障害になると考
えられてきた。これに対して、研究代表者は、
成体マウス精細管内に移植した精子幹細胞
の運命を追跡する実験により、基底膜上に到
達した精子幹細胞のクローンの大量死が最
終的な移植効率の主な障害になることを予
備的に見出した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、精子幹細胞の研究基盤が
整備されたマウスをモデルに用いて、移植後
に基底膜上に到達した精子幹細胞のクロー
ンが大量死を起こす原因を解明し、これを制
御することによって移植効率を向上させる
技術の開発に挑戦することである。このため、
本研究では、以下の 2 つの実験により、目的
の達成を目指した。 

 

(1) アポトーシスと精子幹細胞の細胞死の関
連性 

本実験は、移植後に基底膜上に到達した精
子幹細胞そのものが細胞死を起こす可能性
について検討することを目的とした。 

マウスの精子形成は 2 つの異なる幹細胞集
団によって支えられている。GFRα1を発現す
る精原細胞サブセット（GFRα1+細胞）は定
常状態において自己複製する幹細胞集団で
ある（引用文献⑧）。一方、GFRα1+細胞から
分化して生じる Ngn3 を発現する精原細胞サ
ブユニット（Ngn3+細胞）は、定常状態では
分化する運命にあるが、組織障害後の再生過
程では GFRα1+細胞へ脱分化する潜在的な精

子幹細胞である（引用文献⑨および⑩）。宿
主精細管内に移植した精原細胞において、細
胞死が起きているか直接検討するために、麻
酔下で維持した宿主マウス精巣におけるド
ナー精原細胞の挙動を、ライブイメージング
法（引用文献⑪）を用いて連続観察した。 

続いて、細胞死、とりわけアポトーシス経
路に関連する因子の発現と、その機能を解析
することにより、アポトーシスと精子幹細胞
の細胞死の関連性について検討した。 

 

(2) 分化と精子幹細胞のクローン消失の関連
性 

本実験は、移植後に基底膜上に到達した精
子幹細胞のクローンが分化して細胞死を起
こす可能性について検討することを目的と
した。 

宿主マウス精細管内に移植した精子幹細
胞のクローンが分化するか検討するために、
その運命を単一細胞の分解能で追跡した。 

 続いて、精子幹細胞の分化が抑制されるこ
とが期待される宿主マウスを作製し、精子幹
細胞の移植後のクローンの運命を解析する
ことにより、分化と精子幹細胞のクローン消
失の関連性について検討した。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) アポトーシスと精子幹細胞の細胞死の関
連性 

 ライブイメージングによる解析では、ユビ
キタスな遺伝子プロモーターの制御下で緑
色蛍光タンパク質（GFP）を発現する遺伝子
改変マウス（UBI-EGFP）の精巣を単一細胞
に解離し、精子形成不全の W/Wv マウス精細
管内に移植した。宿主マウスを麻酔下で維持
し、形態学的に精原細胞と認められた GFP+

細胞の挙動を移植 4 日後から約 3 日間連続観
察した。 

これまでに、アポトーシス誘導因子である
Bax（引用文献⑫）やアポトーシス抑制因子
である Bcl-2 （引用文献⑬）が、マウス精原
細胞のアポトーシスに関連することが報告
されている。そこで、これらの遺伝子の下流
シグナルである Caspase 3 に特に注目し、そ
の発現を解析した。 

野生型マウスの精巣より調整した精巣細
胞を、ブスルファンの投与により不妊化した
宿主マウス精細管内に移植した。研究代表者
は、移植後に基底膜上に到達した精子幹細胞
クローンの消失は移植後 2～6 日の期間に高
頻度で起こることを予備的に見出している。
そこで、この期間に宿主マウス精細管を採材
し、Whole-mount免疫染色法を用いてGFRα1+

細胞における活性型 Caspase-3 ならびにその
他アポトーシス関連遺伝子の発現を解析し
た。 

続いて、アポトーシスの誘導経路に特異的
に作用する阻害剤を系統的に検討した。特に、



多くの Caspase の活性を非特異的かつ不可逆
的に阻害する阻害剤 Z-VAD-FMK や、ヒト胚
性幹（ES）細胞の解離に伴うアポトーシスに
効果がある Y-27632（引用文献⑭）に注目し
て検討した。UBI-EGFP マウスより調節した
精巣細胞の懸濁液に各種阻害剤を添加し、ブ
スルファン処理マウス精細管内へ注入した。
移植 60 日後の宿主精巣を採材し、精細管
Whole-mount 免疫染色後、GFP+コロニーの総
数を計測することにより、細胞死の回復を測
定した。 

 

(2) 分化と精子幹細胞のクローン消失の関連
性 

タモキシフェンの投与によって、GFRα1+

細胞を不可逆的に GFP 標識できる二重遺伝
子 改 変 マ ウ ス （ GFRα1-CreERT2; 

CAG-CAT-EGFP）より調整した精巣細胞を、
ブスルファン処理マウス精細管内に移植し
た。移植後 2～6 日間の期間に宿主精巣を採
材し、精細管 Whole-mount 免疫染色を行った。
GFP+クローンのうち、GFRα1+細胞および
Ngn3+細胞（精子幹細胞）を 1 個も含まない
クローンの数を測定した。同様に、Ngn3+細
胞 の 移 植 後 の 運 命 に つ い て も 、
Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFP 二重遺伝子
改変マウスを用いて解析した。 

 ほ乳類では、レチノイン酸が精子幹細胞の
分化を誘導する（引用文献⑮）。げっ歯類で
は、レチノイン酸前駆体であるビタミン A 除
去食による飼養でビタミン A 欠乏が誘導さ
れる。ビタミン A 欠乏状態では精子幹細胞の
分化が停止し、ビタミン A 投与により再開す
る（引用文献⑯）。タモキシフェン投与した
Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFP 二重遺伝子
改変マウスより調整した精巣細胞を、ブスル
ファン処理したビタミン A 欠乏マウス精細
管内に移植した。移植 10 日後に採材した精
細管を Whole-mount 免疫染色し、GFRα1+細
胞および Ngn3+細胞を含む GFP+クローン数
を測定した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) アポトーシスと精子幹細胞の細胞死の関
連性 

ライブイメージングによる解析の結果、単
独あるいは細胞間橋により連結した合胞体
の精原細胞における GFP の発現が消失する
様子が観察された。本実験では、全身で GFP

発現するマウスの精巣細胞を移植したこと
から、上記の GFP シグナルの消失は細胞死で
あることが示唆された。この GFP シグナルの
消失は、～数時間と極めて短時間で起こって
いた。この結果から、移植後に基底膜上に到
達した精原細胞の細胞死は、極めて短時間で
起こると考察された。 

 続いて、免疫組織化学的手法による解析の
結果、移植後に基底膜上に到達した GFRα1+

細胞において活性化型 Caspase-3 等のアポト
ーシス関連遺伝子の発現はほとんど観察さ
れなかった。また、Z-VAD-FMK や Y-27632

等これまでに細胞死を抑制する効果が報告
されている薬剤を様々な濃度と組み合わせ
でドナー精巣細胞の懸濁液に添加して、宿主
精細管内に移植した。移植 60 日後の GFP+コ
ロニー数および長さを比較検討した結果、今
回検討した薬剤はコロニー形成に影響を及
ぼさなかった。 

 

(2) 分化と精子幹細胞のクローン消失の関連
性 

 精子幹細胞の移植後のクローンの運命を
単一細胞の分解能で解析した。その結果、
GFRα1+細胞あるいは Ngn3+細胞を 1 個も含
まないクローンの割合は、GFRα1+標識細胞
に由来するクローン全体の約 20%、Ngn3+標
識細胞に由来するクローン全体の約 80%で
あった。この結果より、移植後に基底膜上に
到達した精子幹細胞はすべて自己複製する
のではなく、分化することが示唆された。ま
た、Ngn3+細胞のクローンはより分化しやす
い性質を持つことが示唆された。 

 続いて、Ngn3+細胞の分化が抑制されるこ
とが期待されるビタミン A 欠乏マウス精細
管内に、Ngn3 標識細胞を移植した。その結
果、GFRα1+細胞あるいは Ngn3+細胞を 1 個
でも含むクローンの割合は、コントロールと
比較して約 4 倍増加した。また、このマウス
にビタミン A を投与することにより、一部の
GFP+クローンにおいてレチノイン酸応答遺
伝子である Stra8 の発現が観察された。これ
らの結果から、移植後の環境においても定常
状態同様に、精子幹細胞の分化はレチノイン
酸によって誘導されることが示された。また、
興味深いことに、ビタミン A 欠乏宿主マウス
精巣における GFP+クローンの数は、コント
ロールと比較して有意に増加していた。この
結果から、移植後の精子幹細胞の分化を抑制
することによって、クローンの消失（細胞死）
が間接的に抑制されることが示唆された。 

 (1)および(2)の結果より、宿主マウス精細管
内へ移植後に基底膜上に到達した精子幹細
胞のクローンは、精子幹細胞そのものの細胞
死と、分化後に起こる細胞死によって消失す
ることが明らかにされた。 

前者の細胞死については、その分子基盤を
本研究期間内では明らかにすることができ
なかった。このため、今後はアポトーシス経
路についてさらに詳細に検討することを計
画している。また、アポトーシス以外の細胞
死の経路についても検討する予定である。 

後者の細胞死の発見は、移植後に基底膜上
に到達した精子幹細胞はすべて自己複製す
るという定説を覆すものである。給餌による
ビタミン A 欠乏誘導以外の簡便な方法を開
発することが今後の課題である。 
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