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研究成果の概要（和文）：精子形成は、精子の幹細胞である精原幹細胞の維持および分化、精母

細胞の減数分裂、精細胞の変態と一連の過程を経て進行して行く複雑な過程であるが、精原幹

細胞の維持および分化制御過程に関わる転写制御機構は未だに知見が乏しい状況である。本研

究では、造血幹細胞ならびに他の組織幹細胞の維持に関与する事が知られているホメオドメイ

ン転写因子である Meis1 ならびに pKnox1 が、精原細胞の分化ならびに増殖に重要な機能を果

たしている事を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The maintenance, self-renewal, and differentiation of spermatogonial stem 
cells (SSCs) are tightly regulated processes that are critical for normal spermatogenesis. However, 
molecular mechanisms controlling these processes remain largely unclear. TALE family 
homeodomain transcription factors, including Meis1 and pKnox1, are demonstrated to be essential 
for hematopoietic stem cell maintenance and self-renewal. In this study, our results indicated that 
these transcription factors were required for differentiation and proliferation of spermatogonia. 
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１． 研究開始当初の背景 
 成体における組織幹細胞は、１）自己
複製(self-renewal)する能力を持ち、２）組
織を構成する全ての子孫細胞への分化能
を有するという二つの鍵となる機能的性
質によって定義され、その組織の恒常性
の維持や再生に関与している。生涯にわ
たって膨大な数の精子が産生される精子
形成過程においても、自己複製し、成熟

した精子への分化能を有する幹細胞の存
在が明らかにされてきている。 
 成体マウスの精巣において、幹細胞は、
精原細胞の中で未分化型精原細胞 
(Aundifferentiation:Aundiff)に含まれていると考
えられている。未分化型精原細胞は精細
管周囲の基底膜に接して存在し、最も未
分化な単一細胞であるAsingle (As)、それが
不完全分裂して、２個の娘細胞の細胞質



が連結された状態であるApaired (Apr)、さら
に、Apr が分裂して、4，8，16，32 個の
細胞が連結した状態であるAaligned (Aal)に
分類される。Aal精原細胞は、減数分裂に
入る前に 6 回分裂を行い、その過程で、
幹細胞機能を失ったA1, A2, A3, A4, そし
て、Intermediate, B精原細胞へと分化して
いく。その後、精子形成は、減数分裂を
行う精母細胞を経て、半数体の精子細胞、
機能的な精子への形態変化、と進行して
いく。 
 近年、未分化型精原細胞の維持や分化
に 関 わ る Plzf, Neurogenin3 (Ngn-3), 
Nanos2, Sox3 などの分子が遺伝子欠損マ
ウスを用いた解析により同定されてきて
おり、未分化型精原細胞における幹細胞
性（自己複製能や分化能）の不均一性が
指摘されてきているが、未分化型精原細
胞における幹細胞性維持や分化の制御に
関する分子メカニズムについては、未だ
に明らかになっていない状況である。 

 
 
２． 研究の目的 
 本申請研究では、未分化型精原細胞か
ら精子形成に至る過程でのホメオドメイ
ン転写因子 Meis1 の発現ならびにその機
能について、Meis1 コンディショナル欠損
マウスならびに Meis1-EGFP レポーター
マウスを用いて解析し、未分化型精原細
胞における幹細胞性の不均一性との関係、
さらには、精原幹細胞の維持・分化の転
写制御ネットワークを、Meis1 の観点から
解明する。以下に、具体的な３項目を挙
げる。 

(1) 精原細胞におけるMeis1 発現細胞の特
定：精子形成におけるMeis1 の機能を
解明する上で、未分化型精原細胞にお
ける分化段階の異なる細胞集団（As、
Apr、Aal）におけるMeis1 の発現を明ら
かにする必要がある。そこで、GFRα1, 
Plzf, Nanos2, Ngn-3, c-Kitなどの既知の
精原細胞分化マーカー（抗体）を用い
てMeis1 レポーターマウスの精細管を
免疫組織学的に解析することで、精原
細胞におけるMeis1 の発現ならびに既
知の分化マーカーとの発現様式の差異
について明らかにする。 

(2) 精原細胞の維持ならびに分化における
Meis1 の機能の解明：生殖系列特異的な
らびに精原細胞特異的にMeis1を欠失す
る マ ウ ス (TNAP-cre-Meis1flox, 
Ngn-3-cre-Meis1flox)を作製し、それらマ
ウスにおける精子形成異常について、免
疫組織学的ならびにフローサイトメト
リーを用いて解析し、精原細胞の維持な
らびに分化におけるMeis1の役割を明ら

かにする。 
(3) 精原細胞におけるMeis1 の標的遺伝子

ならびに転写因子間相互作用の解明：
Rosa26-CreERT2-Meis1floxマウスを作製
し、タモキシフェン投与により薬剤誘導
的に精原細胞においてMeis1を欠失させ、
Meis1欠失による遺伝子発現の変化をマ
イクロアレイ法により解析し、精原細胞
におけるMeis1の標的遺伝子ならびに他
の精原細胞維持・分化に関与することの
知られている転写因子(Plzf, Sox3, Ngn-3
など)との関係を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)精原細胞における Meis1 発現細胞の特定 
分化段階の異なる精原細胞（As、Apr、Aal）
におけるMeis1 の発現ならびに既知の分化
マーカーとの発現様式の差異について、申
請者の研究室で維持しているMeis1-EGFP
レポーターマウスならびにMeis1 遺伝子座
にLacZ遺伝子をノックインしたMeis1LacZヘ
テロマウス（癌研究所発がん研究部 中村
卓郎部長より供与）を用いて解析する。す
なわち、精細管のホールマウントX-Gal染色、
EGFP 蛍 光 検 出 と GFRα1, Plzf, Nanos2, 
Ngn-3, c-Kitなどの分化・未分化精原細胞マ
ーカーに対する抗体を用いた免疫染色を行
い、各精原細胞集団におけるMeis1 の発現
様式を明らかにする。 
(2)精原細胞の維持ならびに分化における
Meis1 の機能の解明 (I. 精原細胞特異的
Meis1 欠損マウスを用いた解析) 
生殖系列特異的ならびに精原細胞特異的に
Creリコンビナーゼを発現するTNAP-cre
（Prof.Andras NagyとMTAを交わし、遺伝研 
佐々木裕之先生より供与）およびNgn-3-cre 
マウス（基生研 吉田松生 先生の了承のも
と、理研BRCより導入済）を、Meis1 遺伝
子の第八エキソンをfloxしたコンディショ
ナルアレルをもつマウス（Meis1floxマウス）
と交配し、精原細胞でMeis1 を欠失するマ
ウ ス (TNAP-cre-Meis1flox, 
Ngn-3-cre-Meis1flox)を作製する。それらマウ
スにおける精子形成異常について、病理組
織学・免疫組織学的ならびにフローサイト
メトリー（α6-integrin, c-kit, EpCAM, CD9）
を用いて解析し、精原細胞の維持ならびに
分化におけるMeis1 の役割を明らかにする。 
(3)精原細胞の維持ならびに分化における
Meis1 の機能の解明 (II. 精子形成不全マウ
スへの移植法を用いた解析) 
精原細胞の自己複製能ならびに分化能にお
けるMeis1 の機能をより詳細に解析するた
めに、精子形成不全であるW/Wvマウス精巣
への精原細胞移植による精子形成再構成の
実験系を用いる。すなわち、タモキシフェ



ン誘導性にCreリコンビナーゼの機能発現
を誘導可能なRosa26-CreERT2マウス（Prof. 
LudwitchとMTAを交わし、理研 河本宏先
生より供与）とMeis1floxマウスならびに
Meis1-EGFPレポーターマウスを交配する
こ と に よ り 、 Meis1-EGFP-Rosa26 
-CreERT2-Meis1floxマウスを作製する。また、
実験によっては移植細胞の追跡・同定を行
うためにCreリコンビナーゼによってLacZ
を発現するCAG-CAT-Zアレル（大阪大学 
宮崎純一先生より供与）も導入する。本マ
ウス精巣からMeis1 を発現した精原細胞を
セルソーターにより単離し、W/Wvマウス精
巣に移植する。移植細胞が定着した後、腹
腔内にタモキシフェンを投与することによ
りMeis1 の欠失を誘導し、精子形成再構築
について免疫組織学的に解析する。 
(4)精原細胞における Meis1 の標的遺伝子な
らびに転写因子間相互作用の解 
明 実 験 計 画 (2) お よ び (3) で 作 製 し た
TNAP-cre-Meis1flox或はNgn-3-cre-Meis1floxマ
ウスならびにRosa26-CreERT2-Meis1floxマウ
スを用いて、精原細胞におけるMeis1 欠失
による遺伝子発現変化についてマイクロア
レイ法により網羅的に解析する。発現変動
の認められた遺伝子については定量的PCR
および免疫組織学的解析を行い、確認する。
さらに、精原細胞の維持・分化に関与する
ことが明らかになっている転写因子(Plzf, 
Sox3, Ngn-3 など)については、精細管の特異
抗体を用いたホールマウント免疫染色を行
い、これら転写因子の発現制御における
Meis1 の役割を解析し、精原細胞における
転写制御ネットワークを明らかにする。 
(5)精原細胞の維持ならびに分化における
Meis1 の機能の解明 (III. GS 細胞作製によ
る解析) 
精原細胞の維持におけるMeis1 の機能をよ
り詳細に解析するために、Rosa26-CreERT2 

-Meis1floxマウス精巣を用いて、germline stem 
(GS)細胞を作製する。それらGS細胞を
GDNF存在下で培養し、in vitroでタモキシフ
ェン処理することにより、Meis1 の欠失を
誘導する。欠失誘導後のGS細胞の生存、
GDNF依存性について解析し、実験計画 2
および 3 のin vivoの結果と合わせて、Meis1
の機能について考察する。 
当初の予定通り進まなかった場合の対応策 
精巣にはMeis1 と同じTALEファミリーに
属するPknox1 (別名:Meis4, Prep1)が発現し
ているため、機能的重複により、Meis1 単
独欠損では精子形成に表現系が現れない可
能性が存在する。申請者はPknox1 のコンデ
ィ シ ョ ナ ル ア レ ル を 有 す る マ ウ ス
（Pknox1flox）を作製しており、また、所属
する研究室ではPknox1LacZマウス（名古屋大
学 黒岩厚先生より供与）を系統維持して

いることから、Meis1 単独欠損で当初の予
定通り計画が進行しなかった場合は、
Meis1-Pknox1 double-floxマウスを作製し、
精原細胞におけるPknox1 の機能をMeis1 と
合わせて解析していく予定である。 
 
４．研究成果 
(1)精原細胞の維持および分化への Meis1 の
役割 
 まず、成体マウスの精子形成過程における
Meis1 発現細胞を詳細に解析するため、
Meis1-EGFP マウスを用いた FACS 解析を
行った。その結果、精巣内において Meis1 が
Thy1 陽性 c-Kit 陰性の未分化型精原細胞に
強く発現していた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に成体マウスの精子形成過程における
Meis1 の機能を解析するため、雄性生殖細胞
特異的にMeis1 を欠損する事の出来る
Ngn3-cre, Meis1F/Fマウスを用いて、精巣の
組織学的解析を行った。その結果、4 週齢で
は、コントロール精巣と比較して顕著な形態
学的な差異は認められなかったが、7 週齢の
精巣においては、精細管が萎縮あるいは空胞
化し、精子形成不全の精細管が散見された。
また、空胞化した精細管内に精原細胞のマー
カー蛋白質であるTRA98 陽性細胞は認めら
れず、萎縮した精細管では異常な精原細胞の
蓄積が認められ、これらの細胞はTUNEL陽
性反応、つまりアポトーシスを起こしている
事が明らかとなった。また 16 週齢の
Ngn3-cre, Meis1F/Fマウス精巣においては、
ほぼ全ての精細管において空胞化が認めら
れ、精細管内に精原細胞は存在せず、TUNEL
陽性細胞もほとんど認められなかった(図２、
３、４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、精原細胞において Meis1
を欠損することにより精原細胞が分化を停
止し、異常増殖が起こり蓄積したと考えられ
た。また、蓄積した精原細胞は、最終的にア
ポトーシスにより精細管内から排除され、精
細管が空胞化したと考えられた。本研究結果
より、Meis1 は精原細胞の分化に寄与してい
る事が示唆された。 
 
(2)pKnox1 は c-kit 陽性精原幹細胞の増殖に
寄与する 
 精子形成過程における pKnox1 発現を調べ
るため、出生後各日齢の精巣における pKnox1
発現を判定量的 PCR により行った。また、成
体精巣における pKnox1 発現細胞を同定する
ため、anti-pKnox1 および c-kit 抗体を用い
た免疫組織学的解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
精原幹細胞が基底膜上に定着し増殖し始め
る出生 6 日目より pKnox1 の発現は検出され
た。その後、加齢に伴い pKnox1 発現量は増
加し、最初の精子形成が終了し、恒常的な精
子形成が開始される出生 35日目に pKnox1 発
現量はプラトーに達し、成体精巣においても
pKnox1 発現は高い状態で維持された。また、

成体精巣において、pKnox1 陽性細胞(緑)は未
分化精原細胞を含む精原細胞集団のマーカ
ータンパク質である c-kit 陽性細胞（赤）と
共局在している事が確認された(Fig.1 A,B)。 
 精子形成過程における pKnox1 発現パター
ンおよび成体精巣における pKnox1 発現細胞
の局在より、精子形成に寄与する可能性が強
くしさされたため、pKnox1 コンディショナル
ノックアウトを作製し、精子形成に及ぼす影
響の解析を行った。 
 まず、成体精巣におけるpKnox1 の機能を解
析するためタモキシフェン誘導性に全身に
お い て pKnox1 を 欠 損 す る 事 の 出 来 る
Rosa26-CreERT2-pKnox1F/Fマウスを用いて組
織学的な解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
タモキシフェン投与３週間後、pKnox1 欠損マ
ウスの精巣は顕著に収縮し、萎縮或は空砲化
した精細管が散見された。また、萎縮した精
細管内にはTUNEL陽性細胞が著しく多く存在
し、精母細胞のマーカーであるSCP3 陽性細胞
が著しく減少した(Fig.2)。これらの結果よ
り、成体精巣の精子形成過程においてpKnox1
が精母細胞までの分化あるいは増殖に寄与
す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
Rosa26-CreERT2-pKnox1F/Fマウスは全身性に
pKnox1 を欠損した結果であるため、次に生殖
細 胞 特 異 的 に pKnox1 を 欠 損 し う る
TNAP-Cre-pKnox1F/Fマウスを用いて、生殖細胞
内因的な表現型か否かを検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、TNAP-Cre-pKnox1F/Fマウスにおいて、
Rosa26-CreERT2-pKnox1F/Fマウスより重篤な
表 現 型 が 観 察 さ れ た (Fig.3) 。



TNAP-Cre-pKnox1F/Fマウスでは、始原生殖細胞
よりpKnox1 が欠損されるため重篤化した物
と考えられたが、生殖細胞内因的な表現型で
ある事が確認された。つまり、pKnox1 は精子
形成過程における精母細胞までの分化過程
に異常がある可能性が再度確認された。 
 そこで、pKnox1 欠損精巣における精子形成
の初期過程を精原幹細胞のマーカーである
抗 GFRa1 および c-kit 抗体を用いた精細管の
ホールマウント免疫染色を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pKnox1 欠損精巣において、Aal8以降の分化段
階のc-kit陽性細胞がほとんど存在せず、正
常個体ではシングル細胞あるいはペア細胞
で観察されるGFRa1 陽性細胞が、異常に凝集
している事が明らかとなった。 
c-kit/SCF 経路は、精原細胞において増殖お
よび生存に有用なシグナルであり、c-kit 陽
性細胞における増殖活性を精原細胞におい
て増殖活性のマーカーである抗 PCNA 抗体を
用いて免疫組織学的に解析を行った。その結
果、pKnox1 欠損 c-kit 陽性細胞において PCNA
陽性反能は認められ無かった(Fig.5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、pKnox1 は c-kit 陽性精原細
胞の増殖を正に制御する転写因子である事
が明らかとなった。 
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