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研究成果の概要（和文）： 
  精子幹細胞は精子形成の源となる細胞である。我々は 2003 年にマウスの精子幹細胞の長期
培養に成功し、これを Germline stem (GS)細胞と命名した。本研究の目的はラット GS 細胞に
おいてノックアウトラット個体を作製することである。我々はラット GS 細胞におき相同組み替
えの成功を確認した。しかしながら、この細胞からは顕微授精により遺伝子改変された子孫を
得ることが出来なかった。一方で遺伝子トラップベクターを導入されたラット GS 細胞からは子
孫を得ることができた。我々の相同組み替えの成功は今後の GS 細胞による遺伝子改変動物にお
ける重要な基盤となるものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Spermatogonial stem cells (SSCs) are the only stem cells in the body with germline 
potential, which makes them an attractive target for germline modification. We previously 
showed the feasibility of homologous recombination in mouse SSCs, and produced knockout 
(KO) mice by exploiting germline stem (GS) cells, i.e., cultured spermatogonia with SSC 
activity. In this study, we report the successful homologous recombination in rat GS cells, 
which can be readily established by their ability to form germ cell colonies on culture 
plates whose surfaces are hydrophilic and neutrally charged and thus limit somatic cell 
binding. We established a drug selection protocol for GS cells under hypoxia. The 
frequency of the homologous recombination of the occludin gene was 4.2% (2/48). However, 
these GS cell lines failed to produce offspring following xenogeneic transplantation into 
mouse testes and microinsemination, suggesting that long-term culture and drug selection 
have a negative effect on GS cells. Nevertheless, our results demonstrate the feasibility 
of gene targeting in rat GS cells and pave the way toward the generation of KO rats. 
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１．研究開始当初の背景 
 
  精子幹細胞は成体の精巣にあり、一生に
わたって精子形成の源となる細胞である。研
究代表者らは 2003 年にマウスの精子幹細胞
の長期培養系を確立し、これをGermline stem 
(GS)細胞と命名した。この細胞の特徴は非常
な長期にわたり安定的に増殖することであ
り、２年間で 1085倍（139 passages）に増え、
その間増殖速度や幹細胞としての活性⋅イン
プリンティングや核型などに全く変化を示
さず、２年の培養後も正常な子孫を作った。 
さらに、2006 年に我々はマウス GS 細胞にお
ける遺伝子トラップおよび相同組み替え法
を利用してノックアウトマウスの作製に成
功した。 
  GS 細胞はその後、ラット、ハムスター、
ウシ、ヒトなどでも樹立されている。しかし
ながら、GS 細胞を用いた遺伝子改変技術につ
いてはマウス以外の動物では報告されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
  本研究の目的はこのマウスで開発され
た遺伝子改変技術をラットなどの他の動物
へと展開することである。特に、ラット GS
細胞を用いて相同組み替え法による遺伝子
ノックアウトラットの作製を目指す。 
 
３．研究の方法 
  本研究は以下の３つのステップに分け
ることができる。 
(1) GS 細胞のラット精巣からの樹立 
  ラットの精巣から精子幹細胞を純化し、
GS 細胞として培養系を確立する。 
(2) GS 細胞の薬剤選択 
  遺伝子トラップベクター(ROSA betageo)
もしくは相同組み替えベクター（ラットオク
ルジン）を GS 細胞に導入後、G418 耐性とな
った GS 細胞を一個のコロニーから大量調製
を行なう。薬剤選択が終了した細胞について
は遺伝子改変結果を Polymerase chain 
reaction (PCR)法もしくはサザンブロット法
により確認を行なう。 
(3) GS 細胞からの子孫作製 
  遺伝子改変が確認された細胞について
は免疫不全であるヌードマウスの精巣内に
細胞を移植を行なう。３−４ヶ月後に、精巣
よりラット精子形成細胞を回収し、ラット卵
子へとマイクロインジェクションを行ない、
子孫を作製する。生まれた子孫については遺
伝子改変結果を Polymerase chain reaction 
(PCR)法もしくはサザンブロット法により確
認を行なう。 

 
４．研究成果 
 
(1)GS 細胞の樹立の効率化 
  我々はラット GS 細胞の樹立の効率を改
善するために、新たな樹立方法を考案した。
この方法ではラット精巣をコラゲナーゼと
トリプシンによりバラバラにした後、
ultralow binding plate に無血清培地を用い
て幡種する。１週間から 10 日後には、この
プレートにラット精原細胞のコロニーが生
じてくるので、このときに付着細胞のみを回
収することで、選択的に体細胞を除去するこ
とができ、GS細胞を簡単に樹立することがで
きることが明らかになった。 
 
(2) GS 細胞の薬剤選択 
  我々は当初ラット GS 細胞の薬剤選択を
マウス GS細胞と同じ方法により行なったが、
この場合は複数遺伝子が同時に挿入された
クローンのみが取れてくるという問題が生
じた。このために、培養液の改善（B27 
supplement の添加、血清濃度の低下）および
培養酸素濃度の低下を行なった。その結果、
一個の遺伝子のみが挿入された細胞クロー
ンを樹立することが可能となった。 
 この実験系を用いた結果、ラットオクルジ
ン遺伝子の相同組み替え体を 2/48(4.2%)の
確率で得ることができた。 
 
(3)GS 細胞からの子孫作製 
  薬剤選択されたクローンからの子孫作
製には先天的に免疫抑制されているヌード
マウスの精巣に遺伝子改変された GS 細胞の
移植を行なった。３−４ヶ月後にラット由来
の回収された円形精子細胞をラット卵子に
マイクロインジェクションを行なった。遺伝
子トラップされた GS 細胞からは導入された
遺伝子をもつラット個体が確認されたが、相
同組み替えを行なった GS 細胞からは子孫を
得ることが出来なかった。 
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