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研究成果の概要：TZF は，精巣に局在するアンドロゲン受容体の転写調節に関わる Zinc finger
タンパク質である。そこで，TZF と男性ホルモンテストステロンのかかわりについて検討した。

TZF は，テストステロンや FSH によりその発現が制御されておらず，テストステロン産生や

インヒビン発現にも関わっていないことが判明した。TZF 遺伝子欠損マウスを作製しその表現

型の解析を行なった。(1) TZF は骨芽細胞から発見した遺伝子なので骨への影響を軟 X 線 CT
スキャン装置により調べたが，大腿骨骨密度への影響は観察されなかった。身長への影響もな

かった。(2) 生殖への影響を調べたところ，ホモ接合体で雄性不妊が確認された。DNA アレイ

法によりホモ接合体と野生型で精巣に発現する遺伝子の差を検討中である。 
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１．研究開始当初の背景 
Zinc Finger タンパク質 TZF (Biochem. 

Biophys. Res. Commun., 273:398-403, 2000)
とそのアイソフォーム TZF-L (Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 301:1079-1085, 
2003)は私たちが骨芽細胞株 MC3T3-E1 から発
見した（図１）。これらのｍRNA は精巣の核内
に高発現している。 

作用点を探る一環として核内受容体との

相互作用を調べたところ男性ホルモンに依
存して男性ホルモン受容体 AR と局在が一致
することが確認されている（Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 331: 1025-1031, 
2005）（図２）。さらに，AR の転写活性への
TZF と TZF-L の作用を詳細に調べたところ
TZFホモダイマーでAR転写活性を抑制し，TZF
と TZF-L のヘテロダイマー及び TZF-L のホモ
ダイマーでは AR の転写活性を促進すること
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を発見している（Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 341:515-521,2006; Mol. Cellular 
Endocrinol., 247:150-165, 2006）（図３）。 

以上のように，私たちが発見したTZF及びT

ZF-Lは，新規のAR転写活性の調節因子である。

さらに，生体内でのTZFの機能を明らかにする

ために私たちはTZF遺伝子欠損マウスの作製

に取り組んだ。その結果，遺伝子欠損マウス

作製に使用した２種類のマウス系統129SVJと

C57BL/6のキメラTZF遺伝子欠損マウスにおい

て大腿骨骨密度の減少と雄性不妊の傾向が確

認された。そこで，2系統の純系TZF遺伝 
子欠損マウスを作製し，さらなる表現型の解
析とその作用メカニズムの解析を試みてい
る。 
 

 
図１．TZF と TZF-L のタンパク質の一次構造 
 
 

 

図３．TZF と TZF-L の AR 転写活性への寄与 
 
 
３．研究の方法 
研究期間内にTZF遺伝子を欠損した129SVJ

と C57BL/6のそれぞれの純系マウスにおける
大腿骨骨密度の減少と雄性不妊を確定し，そ
の発現メカニズムを解明する。さらに，これ
らのマウスが骨粗鬆症モデルあるいは不妊
症モデルマウスとしてヒトの疾患のモデル
として有用であることを明らかにするため
にヒトの疾患原因との相関について検討を
行なう。 
 
(1)TZF の発現制御 
 

図２．TZFとARの局在の一致 
DHT（男性ホルモン）の存在下で AR（D）と
TZF（E）の局在が一致している（F）。 
 
 
２．研究の目的 

私たちは骨芽細胞株 MC3T3-E1 より新規
Zinc Fingerタンパク質 TZF(Testicular Zinc 
Finger Protein)を発見し，その機能解析を
行なっている。TZF 遺伝子を欠損させたマウ
スを作製したところ予備的な表現型として
骨密度の減少と雄性不妊が現れている。そこ
で，本研究では，TZF 遺伝子を欠損した純系
マウスを作製することにより骨密度減少と
雄性不妊を確定し，そのメカニズムを明らか
にすることにより，これからの医療に有用な
骨粗鬆症モデルマウスあるいは不妊モデル
マウスを確立することを目的とする。 

 
 
 
 

インヒビン 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．精子形成のホルモンライン 
 
精子形成に関わるホルモンラインの因子類
（図４）と TZF との関連を探るために以下の
実験を行う。 
①上流解析：6 週齢ｄｄY マウスにテストス
テロンは 3 日おきに 4 回(5 mg/kg)，FSH は
7 日間毎日(0.76unit/kg)皮下投与した後，精
巣での TZF 及び TZF-LｍRNA の発現量を
PCR により検討した。 
 
②下流解析：TZF 遺伝子欠損マウスの血中テ



ストステロン量を EIA キットを用いて調べ
る。また，精巣でのインヒビンｍRNA 発現
量を PCR で調べる。 
 
(2)TZF 遺伝子欠損マウスの骨への影響 

ホモ接合体，ヘテロ接合体，野生型の雌雄

各群10匹のマウスを準備し，X線CTスキャン

装置（アロカ社製ラシータ）を用いて経時的

（35日，70日，140日）に麻酔下のマウスの

大腿骨骨密度を測定する。各群間の海面骨と

皮質骨の骨密度を比較検討する。TZF遺伝子

欠損のキメラマウスではホモ接合体の雌マ

ウスの海面骨で骨密度の減少が確認されて

いる。 

骨密度の減少が確認されたときには次の

事項を検討する。 

①大腿骨の病理切片を作製し，von Kossa染

色により石灰化の程度，破骨細胞に特異的な

TRAP（酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ）の染

色により破骨細胞の動態を調べ骨密度の低下

が骨代謝に関係するどの細胞（骨芽細胞，破

骨細胞，軟骨細胞）に由来するかを確定する。 

 

②各ジェノタイプのマウスより，骨芽細胞，

破骨細胞あるいは軟骨細胞を培養する。これ

らの培養細胞を用いてTZF以後のシグナル伝

達メカニズムを解析する。申請者らは既にマ

ウスからこれら初代培養細胞を作製する技

術を習得している。 

 

③各ジェノタイプのマウス大腿骨の骨髄あ

るいは頭頂骨よりｍRNAを調製し，骨形成に

関与するマーカー遺伝子（コラーゲン，アル

カリホスファターゼ，オステオカルシン，

M-CSF，RANKLなど）の発現量をリアルタイム

PCR（ロシュ社製）を用いて検討する。 
 
(3)TZF 遺伝子欠損マウスの生殖への影響 
ホモ接合体，ヘテロ接合体，野生型の雌雄

マウスに 4匹ずつ野生型マウスを交配し妊娠
するか否か，妊娠した場合は産仔数を調べる。
TZF 遺伝子欠損キメラマウスではホモ接合体
において雄性不妊の傾向が確認されている
ので，同様な結果が確認された場合には精子
形成数，精子の形態を調べる。さらに，精巣
の病理切片を作製し，精子形成のどのステー
ジで異常が発生しているかを検討する。 
 以上が確認されたときには以下の事項を
検討する。 
①精子形成は精巣の中で精原細胞から精母
細胞，さらに精細胞・精子へと様々なステー
ジを経て行なわれる。TZF 欠損が精子形成の
どのステージで異常を生じさせるかが判明
したときには，細胞分化に関連する遺伝子・
タンパク質の発現を調べるとともに TZFの強

制発現実験などを行い TZFの精子形成におけ
る役割を詳細に検討する。 
 
②各ジェノタイプのマウス精巣よりｍRNAを

調製し，DNAマイクロアレイ法によりTZFに関

与して発現している遺伝子を同定する。DNA

マイクロアレイ法は自動車研究所（筑波）と

の共同研究により既にいくつかのプロジェ

クトが始動している。DNAマイクロアレイ法

により得られた候補因子からリアルタイム

PCR（ロシュ社製）を用いて擬陽性を排除し，

候補因子を絞る。 

候補因子の不妊（精子形成）との関連をデ

ータベースを用いて検討すると共に，興味深

い因子の場合はRNAｉにより細胞でのタンパ

ク質発現の抑制や遺伝子欠損マウスの作製

のプロジェクトを立ち上げる。 
 
４．研究成果 
(1) TZF の上流と下流の発現制御メカニズム 
上流解析：テストステロンと FSH をマウス
に投与した後に精巣を採取しｍRNA を精製
した。PCR により TZF と TZF-L のｍRNA
発現量を比較したところテストステロンも
FSHも発現に影響していなかった（図 5と 6）。 

図５：テストステロン投与後のｍRNA 

   T：Testosterone を投与したマウス 
   Tc：コントロールマウス 

図６：FSH 投与後の mRNA 

   F：FSH を投与したマウス 
   Fc：コントロールマウス 
 
下流解析：ホモ接合体と野生型のテストステ
ロンの血中濃度に差はなかった（図７）。イ



ンヒビンｍRNA の発現量にも両者で差はな
かった(図８)。 

図７．血中テストステロン量 
 

図８．TZF 遺伝子欠損マウスのインヒビンの

発現 
GAPDH：21 cycle，その他：35 cycle 
 
(2)TZF 遺伝子欠損マウスの骨への影響 
 ホモ接合体，ヘテロ接合体，野生型の雄，
雌の 70日齢と 140日齢を各 10匹づつ準備し
軟 X 線 CT スキャン装置で大体骨骨密度を解
析したところ各群に差は認められなかった。
コンジェニックマウスを作製することによ
り，大腿骨骨密度の差は消失してしまった。 
 身長への影響も観察されなかった。 
 
(3)TZF 遺伝子欠損マウスの精巣への影響 
①TZF 遺伝子欠損マウスの雄で不妊が確認
された（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図９．TZF 遺伝子欠損コンジェニックマウス 

ホモ接 ロ接合体，野生型の雄 1 匹

DNA マイクロアレイ法によりホモ接合体

. AK_122196 

2. TNP2 

4. protamine 2 

5. TNP1 

6. NM_019931 

 

論として，TZF 遺伝子欠損コンジェニック
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②
と野生型マウスの精巣で発現する遺伝子の
差を調べたところ，ｍRNA の発現に差のあ
る候補遺伝子が幾つか観察された。現在，候
補を絞って疑陽性でないことを PCR により
確認している。以下に候補遺伝子の幾つかと
その確認 PCR 用プライマーを示す。 
 
1

LEFT PRIMER   tgcttcgcctgtacaatctg 

RIGHT PRIMER  aggaccttcccacaggactt 

    LEFT PRIMER   tcgacactcacctgcaagac 

    RIGHT PRIMER  cctggagtgcgtcacttgta 

3. protamine 1 

LEFT PRIMER   agcaaaagcaggagcagatg 

RIGHT PRIMER  agatgtggcgagatgctctt 

LEFT PRIMER   gagcgcgtagaggactatgg 

RIGHT PRIMER  acctgcatctcctcctcctt 

LEFT PRIMER   gtctggctccatgaaggtgt 

RIGHT PRIMER  aagaaccgagctcctcacaa 

LEFT PRIMER   ggcaagaccacctcactcat 

RIGHT PRIMER  agtggctggacagagaagga 

 
結
マウスは骨への影響はなかったので骨粗鬆
症モデルマウスにはなりえなかったが，雄性
不妊が確認されたのでさらに精査すること
により不妊モデルマウスとして確立できる
可能性がある。 
 
 
５
〔学会発表〕（計１件）
①山崎加奈子，弓山紘美  

ンによ

物学会年会・第 81回日

ARコリプレッサーTZFはアンドロゲ
る発現制御を受けずアンドロゲン産生に
も影響しない。 
第 31 回日本分子生



本生化学会大会合同大会，2008 年 12 月 9
日～12 日，神戸ポートアイランド 
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