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研究成果の概要（和文）：本研究では、精巣での精子形成におけるREV7の重要性について検討した。その結果、
REV7は精原幹細胞の自己複製にて重要な働きをしている可能性があることが明らかになった。また、REV7欠損に
より精子形成に関連する遺伝子発現の有意な変化が認められた。胚細胞腫瘍細胞株にてREV7の新規結合蛋白が多
く同定され、REV7遺伝子発現を制御する転写因子の候補もいくつか同定できた。さらに、男性不妊症患者の精巣
生検検体を用いた解析により、生殖細胞のREV7発現と精子成熟度との間の相関が示唆された。以上より、精子形
成においてREV7は必須の蛋白であることが明らかになり、今後、その機序を解明する必要がある。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the significance of REV7 in 
spermatogenesis. In consequence, we demonstrated a possibility that REV7 plays an important role in 
self-renewal of the spermatogonial stem cells. Induced deletion of REV7 in adult mice caused 
alterations of expression of genes involved in spermatogenesis in the testis. We identified various 
proteins interacting with REV7 using germ cell tumor cell lines, and we also found several 
candidates of transcription factors that control REV7 expression. In addition, using biopsy 
specimens of the testes in patients with male infertility, we immunohistochemically revealed that 
REV7 expression in the germ cells in seminiferous tubes was associated with severity of impairment 
in sperm maturation. These results indicate that REV7 is essential in adult spermatogenesis, and it 
is necessary to elucidate the functional mechanism of REV7 in spermatogenesis.

研究分野：実験病理学

キーワード： 配偶子形成　精原幹細胞　REV7　コンディショナルノックアウトマウス　精巣
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、生殖細胞維持・精子形成においてREV7が必須の蛋白であることが初めて明らかになったこ
とから、精子形成過程をコントロールする新たな分子メカニズムを提唱することができる。それにより、生殖細
胞研究に今までと異なった新しい視点を提案することができ、今後の生殖細胞研究の進展が期待できる。また、
REV7の欠損が引き起こす病態を詳しく解析することにより、遺伝子発現異常による男性不妊症の発症機序の一端
を解明できる可能性があり、将来的に精子形成不全、無精子症などの男性不妊症の原因解明、治療の開発に貢献
することができる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 精巣の生殖細胞は、個体の遺伝情報を次世代に伝える重要な役割を担っており、生涯に渡って
配偶子産生を行っている。精子幹細胞である精原細胞は、配偶子産生を維持・継続するための自
己複製と、精子形成のための増殖・分化の両機能を維持している。生殖細胞には、このような複
雑な生命現象を継続するために特有の遺伝子発現機構が備わっており、それらの遺伝子の異常
により精子の形成不全が誘発され、男性不妊の原因となっている。従って、生殖細胞の維持・分
化に関わる遺伝子の同定とその作用機序の解明は、男性不妊の原因の解明に繋がり、将来の生殖
医療の発展のために大変重要な課題である。 
 申請者は DNA修復機構の研究の過程で、精巣にて特異的に高発現している新規蛋白 REV7を
同定した(Murakumo et al, J Biol Chem, 2000)。REV7は、DNA損傷トレランス、組換え修復など
のDNA修復機構に大きく関わり、さらに細胞周期調節、遺伝子発現などに関与する蛋白である。
申請者は、REV7が精巣の生殖細胞において、未だ明らかになっていない重要な機能を有してい
るのではないかという疑問を解明することを目指して研究を行ってきた。Rev7 ノックアウト
(KO)マウスを樹立し解析した結果、雌雄ともに生下時から生殖細胞が完全に欠損していること、
胎生初期に始原生殖細胞がアポトーシスに陥り胎生中期までに完全に消失することが明らかに
なり、REV7 は始原生殖細胞の生存に必須の蛋白であることを報告した(Watanabe et al, J Biol 
Chem, 2013)。しかし、Rev7KOマウスは生下時から生殖細胞が欠損しているため、成体の精巣で
の生殖細胞生存・配偶子形成における REV7の重要性を解析することは不可能である。そこで、
今回申請者らは、Rev7を成体になってからKOできるRev7-floxマウスを用いた研究を計画した。 
 申請者らは、Rev7遺伝子座の exon 4を loxP 配列で挟んである Rev7-floxマウスを入手した。
このマウスは、Cre-loxP システムにより Rev7を時期特異的にノックアウトできる。Rev7-floxマ
ウスを Ubc-Cre/ERT2マウスと交配させて Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2マウスを作成した。予備実験
にて成体になってから tamoxifen を投与して Rev7 を欠損させたところ、１ヶ月後には精巣は著
しく萎縮し、精細管内の生殖細胞はほぼ完全に消失した。このことは、REV7は精巣における生
殖細胞生存・精子形成に必須の蛋白であることを示している。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、精巣での生殖細胞維持・精子形成における REV7の重要性を明らかにするこ
とである。その意義として、本研究の成果により、生殖細胞維持・精子形成における新たな分子
メカニズムを提唱することができる。また、REV7 の機能不全が引き起こす病態の解明により、
将来的に精子形成不全、無精子症などの男性不妊症の原因解明、治療の開発に貢献することがで
きる。 
 
３．研究の方法 
１）生殖細胞における Rev7発現細胞の同定 
野生型マウスの精巣に対して in situ hybridizationと免疫染色を行い、生殖細胞ダイナミクスにお
いて Rev7 mRNAが産生されている細胞、REV7蛋白が発現している細胞を決定する。 
 
２）Tamoxifen誘導性 Rev7欠失による精巣の組織学的変化の解析 
生後８週齢の Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2、Rev7flox/+/Ubc-Cre/ERT2、Rev7+/+/Ubc-Cre/ERT2 マウスに
tamoxifenを腹腔内投与し、成体になってから Rev7を欠失させた Rev7–/–、Rev7＋/–と Rev7＋/＋マウ
スを作成する。tamoxifen 投与後継時的にマウスを解剖し、精巣の組織切片を作成して生殖細胞
脱落の継時的変化を解析する。精巣の組織を用いたWestern blottingと免疫組織化学染色により、
REV7蛋白発現の低下、欠損を確認する。さらに、精原細胞、精母細胞レベルのマーカーとなる
各種抗体を用いた免疫染色により、精子形成過程のどのレベルで生殖細胞がアポトーシスに陥
っているのか明らかにする。 
 
３）Rev7欠失による生殖細胞内での遺伝子発現の変化の解析 
Rev7欠失後の生殖細胞における遺伝子発現の変化を解析する。tamoxifen投与後、生殖細胞に変
化が現れる前の段階の精巣から RNAを抽出し、cDNAマイクロアレイ解析により遺伝子発現プ
ロファイリングを行う。また、パラフィン切片からマイクロダイゼクションにより精原細胞・精
母細胞を切り出して RNA を抽出、さらに精原細胞培養系を利用して tamoxifen 投与前後の細胞
から RNA を抽出して、Rev7 欠損前後での遺伝子発現変化を cDNA マイクロアレイにより解析
する。Rev7欠損により早期に発現が変化する遺伝子について、生殖細胞における役割を解析し、
REV7の作用機序を明らかにする。 
 
４）生殖細胞における REV7結合蛋白の同定 



生殖細胞内での REV7 結合蛋白を同定する。野生型 C57BL/6 マウスの精巣から細胞抽出液を作
製して、REV7抗体を用いた免疫沈降を行う。また、野生型マウスの精原細胞培養系より同様に
細胞抽出液を作成して REV7抗体による免疫沈降を行う。REV7と共沈してきた REV7結合蛋白
を質量分析にて網羅的に同定する。その中から、生殖細胞の生存に重要と思われる分子を見つけ、
REV7との共局在、結合の確認、同定された蛋白の機能への REV7の関与などを解析し、生殖細
胞での REV7の機能を解明していく。 
 
５）REV7遺伝子プロモーター解析 
ヒト REV7は、精巣特異的に高発現し、また、腫瘍組織でも高発現している。このような臓器特
異的、細胞特異的な REV7 発現の機序を解明するために、ルシフェラーゼアッセイによる Rev7
遺伝子プロモーター解析を行い、Rev7発現をコントロールする転写因子を同定する。 
 
６）Rev7欠失によるエピゲノム制御への影響の解析 
REV7はエピゲノム制御への関与が示唆されているため、tamoxifen投与後の精巣を用いて、生殖
細胞の生存に関係するヒストンメチル化、アセチル化への影響を解析する。H3K4me2、H3K9me2、
H3K27me3、H3K9Ac、H3K18Ac、H3K23Ac等について、免疫染色とWestern blottingにより Rev7
欠失による影響を解析する。また、精原細胞培養系においても、tamoxifen 投与後のヒストン修
飾をWestern blottingにより解析する。ヒストン修飾に変化が認められた場合、メチル化酵素、ア
セチル化酵素についても発現を解析する。 
 
７）外因性 Rev7発現による生殖細胞死のレスキュー 
すでに樹立済みである CMV プロモーター下に Rev7 を発現させたトランスジェニックマウス
(CMV-Rev7TG)と Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2 マウスを交配させて、Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2/CMV-
Rev7TGマウスを樹立する。その上で、Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2/CMV-Rev7TGマウスに tamoxifen
を投与し、内因性 Rev7 を欠失させた時に起こる生殖細胞欠損が外因性 Rev7 の発現によりレス
キューされることを確認する。 
 
８）生殖細胞における REV7高発現の影響の解析 
CMV-Rev7TGマウスを用いて、老化による生殖細胞の脱落や機能低下に対する REV7高発現の影
響を解析する。また、老齢マウスでの精子形成と妊孕性への影響を解析する。 
 
９）精子形成不全患者の臨床検体における REV7発現の検討 
男性不妊症患者の精巣生検検体を用いて、REV7 蛋白発現を免疫組織化学染色にて解析する。
REV7発現の低下と精子形成不全の関係を統計的に解析する。 
 
４．研究成果 
１）生殖細胞における Rev7発現細胞の同定 
 野生型マウス精巣における REV7 の発現分布を、抗 REV7 抗体と各種生殖細胞マーカーを用
いた蛍光免疫染色により検討した。その結果、REV7は精母細胞にて非常に高発現しており、精
原細胞には弱い発現を示すことが確認された。精子細胞、精子では発現が低く、セルトリ細胞に
はほとんど発現していないことが明らかになった。RNAscope (ACD 社) を用いた in situ 
hybridization法によっても、同様の mRNA発現パターンが確認された。 
 
２）Tamoxifen誘導性 Rev7欠失による精巣の組織学的変化の解析 
 生後８週齢の Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2マウスに tamoxifenを腹腔内投与し、成体になってから
Rev7を欠失させたマウスを作成した。Tamoxifen投与後の精巣のREV7蛋白発現をwestern blotting
にて確認した結果、REV7 蛋白発現は tamoxifen 投与開始後 3 日目より減少し始め、2 週間後に
はわずかに検出できるのみであった。精細管の組織学的解析では、tamoxifen 投与開始後 7 日目
では形態学的にほとんど変化は見られなかったが、14 日目には精原細胞のみがほぼ消失した状
態となり、28 日目には精細管内の生殖細胞が大部分消失した。Rev7flox/+/Ubc-Cre/ERT2、
Rev7+/+/Ubc-Cre/ERT2 マウスでは tamoxifen 投与によりわずかに生殖細胞の脱落が認められるの
みであった。以上より、REV7はマウス精巣の生殖細胞の生存に必須の蛋白であることが明らか
になった。 
 さらに、生殖細胞の脱落のメカニズムについての解析を行った。Tamoxifen投与後７日目から
精原細胞の減少が始まり、その後遅れて精母細胞の減少が始まった。生後７日目のアポトーシス
細胞について TUNEL 染色にて検討したところ、tamoxifen 投与後もアポトーシス細胞の数に変
化は認められなかった。以上より、REV7の欠損により精原細胞がアポトーシスにより消失する
のではなく、精原細胞の自己複製能が障害され、精原細胞が全て分化してしまうために生殖細胞
の枯渇が起こるという可能性が考えられた。 
 



３）Rev7欠失による生殖細胞内での遺伝子発現の変化の解析 
 Rev7 欠失による精原細胞レベルでの遺伝子発現変化を調べるために、予備実験として、野生
型マウスの精巣の凍結切片からレーザーマイクロダイゼクションを用いて精原細胞のみを取り
出し、RNA抽出を行った。しかし、精原細胞の取り出し操作に時間がかかるため RNAが分解し
てしまうことが判明し、発現解析まで行うことができなかった。 
 そのため、RNA抽出を摘出した精巣から行うことに変更して解析を行った。Rev7-floxマウス
に tamoxifen を投与して Rev7 欠失を誘導後、精原細胞の減少開始前の５日目と開始時の７日目
のマウス精巣を取り出し、tamoxifen 投与前の精巣とともに RNA 抽出を行った。それを用いて
cDNAマイクロアレイを行い、研究分担者の市原により gene ontology解析を行った。その結果、
spermatogenesis に関連する遺伝子セットにおいて、Rev7 ノックアウト後の遺伝子発現が有意に
減少するものが多く認められ、Rev7 ノックアウトにより生殖細胞分化の過程が抑制されている
と考えられた。そのメカニズムについては今後の検討課題である。 
 
４）生殖細胞における REV7結合蛋白の同定 
 生殖細胞における REV7 結合蛋白を同定するために、まずは生殖細胞の腫瘍である胚細胞腫
瘍細胞株を用いて REV7結合蛋白の同定を試みた。BioID法により REV7に結合する蛋白をビオ
チン化してプルダウンし、マススペクトロメトリーにより網羅的に同定した。その結果、新たな
REV7結合蛋白を多数同定したが、その中に生殖細胞の分化に重要な蛋白が含まれていることが
判明し、免疫沈降により両者の結合の確認を行った。今後、両者の複合体形成の生物学的意義を
解析する予定である。さらには、精巣の組織を用いて、結合の確認、局在の確認を行う予定であ
る。 
 
５）REV7遺伝子プロモーター解析 
 生殖細胞にて特異的に高発現を示す REV7 の発現をコントロールするプロモーター領域
の解析を行った。REV7のプロモーター領域のゲノムを組み込んだベクターを用いて、ルシ
フェラーゼアッセイにより転写活性領域を解析したところ、2カ所の転写活性化領域がある
ことが明らかになった。その領域内の転写因子結合領域をバイオインフォマティクスによ
り解析し、そのうちの１カ所の転写因子結合領域に変異を導入したところ、ルシフェラーゼ
活性が大きく低下することが確認できた。その領域に結合する可能性がある転写因子の候補と
して４個の分子を決定し、発現ベクターを作成した。今後、それぞれの蛋白を強制発現させたと
きの REV7 発現への影響をルシフェラーゼ解析と western blotting により明らかにする予定であ
る。 
 
６）Rev7欠失によるエピゲノム制御への影響の解析 
 REV7はエピゲノム制御への関与が示唆されているため、tamoxifen投与後３日、５日、７日、
９日、１１日、１４日の精巣の病理標本と精巣からの蛋白抽出液を作成した。今後、免疫染色と
western blottingにより生殖細胞の生存に関係するヒストン修飾について解析する予定である。 
 
７）外因性 Rev7発現による生殖細胞死のレスキュー 
 CAG プロモーターにより Rev7 を発現するトランスジェニックマウス(CMV-Rev7TG)を樹立し
たが、設計の手違いのため Rev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2/CMV-Rev7TGマウスに tamoxifenを投与して
解析することが不可能であることが判明したため、本実験は中止した。 
 
８）生殖細胞における REV7高発現の影響の解析 
 マウス生殖細胞における REV7高発現の影響を見るために、CAGプロモーターにより Rev7を
発現するトランスジェニックマウスを樹立した。そして、約 24か月令の老齢マウスでの精子形
成能を検討したが、検討した範囲では野生型マウスと REV7 高発現マウスとの間に精子形成能
に有意な差は認められなかった。 
 
９）精子形成不全患者の臨床検体における REV7発現の検討 
 ヒトの精子形成不全症患者の精巣生検検体を用いて、REV7発現と男性不妊症との関連の解析
を行うため、倫理委員会申請を行った。そして、精巣生検の組織切片を用いて、生殖細胞におけ
る REV7発現と精子形成能との関連を免疫染色により検討した。その結果、精巣における精子形
成能が低い程、生殖細胞における REV7発現が低い傾向があることが明らかになった。 
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