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研究成果の概要（和文）：KIT受容体を発現しない分化不全精原幹細胞と野生型精原幹細胞の遺伝子発現解析に
より、精原幹細胞におけるKITの発現が精原幹細胞の未分化性の維持に働いていることが示唆された。野生型精
原幹細胞と比較して分化不全精原幹細胞において発現量が低下している遺伝子群の中で因子Xに焦点を当て解析
を行った。因子Xは精巣において精原幹細胞の分化に伴い速やかに発現量が減少した。培養精原幹細胞において
因子Xの発現を低下させた場合は分化が誘導され、過剰発現させた場合は自己複製増殖が阻害された。以上の結
果より、因子Xは精原幹細胞の自己複製と分化を調節する新たな制御因子であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Comparative gene expression analysis between differentiation-deficient 
spermatogonial stem cells (SSCs) and wild-type SSCs indicated that the KIT expression involves in 
maintaining an undifferentiated state of SSCs. Factor X was identified as one of the genes that were
 down-regulated in differentiation-deficient SSCs. Factor X expression was restricted in 
undifferentiated spermatogonia including SSCs in murine testes. Down regulation of Factor X in 
cultured SSCs induced differentiation. On the other hand, when Factor X was over-expressed in 
cultured SSCs, their self-renewing proliferation was dramatically impaired. These results suggest 
that Factor X, which was identified in this study, is a regulatory molecule governing self-renewal 
and differentiation of murine SSCs. 

研究分野：幹細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題において、精原幹細胞の自己複製と分化を制御する新たな因子として因子Xが同定された。これまで
発現量の低下により分化を誘導する因子は複数同定されているが、過剰発現により自己複製増殖を阻害する因子
は同定されていない。因子Xの過剰発現による自己複製増殖の阻害は休止状態への移行である可能性がある。組
織内で最も未熟な幹細胞は休止状態にあるため、因子Xの発現がそうした休止状態への移行に関与している可能
性について検証することは重要である。今後の課題は、因子Xがいかに精原幹細胞の自己複製増殖と分化誘導を
制御しているかを明らかにすることである。

※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 
雄の生殖幹細胞である精原幹細胞は自己
複製と分化のバランスを厳密に保つことに
よって生涯にわたって行われる精子形成を
維持している。マウス精原幹細胞の自己複製
はグリア細胞株由来神経栄養因子(GDNF)に
依存している一方、分化は KIT リガンド
(KITL)によって進められる。KITL の受容体で
あるKIT受容体は分化型精原細胞に強く発現
するが、精原幹細胞の細胞表面にも弱く発現
している。これまでの申請者らの研究により、
精原幹細胞は KITL の受容体である KIT を発
現していなくても自己複製できるが、KIT を
発現する精原幹細胞より自己複製能が低下
していることが明らかになった。このことは
KITL/KIT からの刺激が精原幹細胞の自己複
製と分化の双方に関与している可能性を示
唆していた。これまで GDNF を中心に精原幹
細胞の自己複製が解析されてきたが、精原幹
細胞における KITが関与する自己複製の機序
は不明であった。 
 
２．研究の目的 
KIT 受容体からの刺激を受けることができ
ない精原幹細胞はより分化に傾倒している
ことが考えられ、この自己複製と分化の境界
に位置する精原幹細胞と野生型精原幹細胞
を比較解析することにより、精原幹細胞の自
己複製と分化の運命決定を司る分子スイッ
チを同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）Kit 受容体遺伝子に変異がある KitW-v

精子形成不全マウス(Wv/Wv)由来精原幹細胞
株とKITを弱く発現する野生型精原幹細胞株
のトランスクリプトームの比較を行う。 
（２）野生型精原幹細胞株において発現が
高い遺伝子の中から分子スイッチとなりう
る可能性のある遺伝子に関して、その発現量
ならびに生体内での発現パターンから候補
遺伝子を絞り込む。 
（３）精原幹細胞における機能解析による
スクリーニングを各候補遺伝子について行
いさらに絞り込む。 
（４）精原幹細胞の誘導発現系を確立し、
候補遺伝子の発現制御を行うことができる
精原幹細胞株を樹立する。 
（５）候補遺伝子の発現制御により精原幹
細胞の自己複製と分化の人為的制御を試み
る。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロアレイを用いて Kit を発現
しない KitW-v精原幹細胞株と KIT を弱く発現
する野生型精原幹細胞株のトランスクリプ
トームを比較解析した結果、KitW-v精原幹細
胞において発現が低下している 49 遺伝子を
同定した。そのうち野生型精原幹細胞におい
て発現量が高かった 7遺伝子に関して、定量
的 RT-PCR 法を用いて精原幹細胞株と生体内

の精原細胞における発現パターンを解析し
た。その結果、7 遺伝子いずれも野生型精原
幹細胞株において高発現が認められた。生体
内の精原幹細胞においては、3 遺伝子におい
て高発現が認められ、さらに分化に従って発
現量が低下することが確認された。残りの 4
遺伝子は発現量が低いか、もしくは分化に伴
う変化が顕著に認められなかった。生体内で
も高発現していた3遺伝子の発現パターンか
ら KitW-v精原幹細胞は分化に傾倒しているこ
とが示唆された。 
（２）次にその 3 遺伝子(因子 X、因子 Y、
因子 Z)について精原幹細胞における機能解
析を遺伝子ノックダウン法により検討した。
その結果、因子 Xの発現量を低下させた場合
に未分化マーカーの発現低下を認めた。因子
Y ならびに因子 Z のノックダウンでは未分化
もしくは分化マーカーの発現量に変化は認
められなかった。以上の結果より、因子 Xが
精原幹細胞の未分化の維持に関与している
ことが示唆された。さらに因子 Xの発現は精
原幹細胞株において GDNF 依存性の発現制御
を受けていた(図 1)。 

 
図 1. 定量的 RT-PCR による KitW-v精原幹
細胞株 (Wv/Wv)と野生型精原幹細胞
株（WT）における因子Xの発現解析． 
GDNF を除去して分化を誘導する
と因子Xの発現量は速やかに低下し
た。 

 
（３）因子 Xの精巣における発現を免疫組
織化学的に解析したところ、精原幹細胞の前
駆細胞であるゴノサイトから発現が認めら
れ、精原幹細胞に移行していく過程で高発現
を維持しているが、分化型精原細胞への分化
に伴い急激に発現が低下することが明らか
となった(図 2)。 
 

 
図 2. 生後7日齢マウス精巣における因子
Xの免疫組織化学的発現解析 



左図： DAPI 染色による核の対比染色像 
右図： 抗因子X抗体と反応させたのち蛍光
色素 Alexa568(赤色)で標識した 2
次試薬により抗因子X抗体を検出し
た染色像 
(右図と左図は同視野) 
白線は精細管を示している。因子
Xを発現する細胞は精原幹細胞を含
む未分化精原細胞に限局していた。 

 
（４）因子 Xの過剰発現系および誘導発現
系を確立するため、精原幹細胞における外来
遺伝子の安定発現株の樹立系の確立を試み
た。精原幹細胞において機能することが明ら
かにされているレンチウイルスベクターは
実験系に制約が生じるため、非ウイルスベク
ター系であるトランスポゾンベクターの有
効性を検討した。赤色蛍光タンパク質（RFP）
遺伝子と抗生物質耐性遺伝子を有するトラ
ンスポゾンベクターを精原幹細胞に導入し、
薬剤選択を行ったところ、安定的 RFP 遺伝子
を発現する精原幹細胞株が得られた。この結
果から、トランスポゾンベクターにより精原
幹細胞の安定発現株の樹立が可能であるこ
とが示された(図 3)。 
 

 
図 3. 赤色蛍光タンパク質（RFP）のトラ
ンスポゾン発現ベクターを精原幹
細胞に遺伝子導入し、抗生物質によ
る選択ののちRFPを安定的に発現す
る精原幹細胞株を樹立した。 

左図： フィーダー細胞上に増殖する精原
幹細胞の明視野像。 

右図： RFP を発現する精原幹細胞の暗視野
像。全ての精原幹細胞が RFP を発現
していた。 
(右図と左図は同視野) 

 
（５）トランスポゾン遺伝子導入系を用い
て因子 Xを恒常的に過剰発現する精原幹細胞
株の樹立を試みたところ、因子 Xを過剰発現
する精原幹細胞は安定株樹立のための抗生
物質による遺伝子導入細胞の選択過程で、ご
く少数の細胞しか生存できないことが明ら
かとなった。全ての精原幹細胞が死滅するわ
けではなく、少数の遺伝子導入精原幹細胞が
生存していることから、増殖抑制が起こって
いる可能性が示唆された(図 4)。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 因子Xのトランスポゾン発現ベクタ
ーを精原幹細胞に遺伝子導入し、抗
生物質による薬剤選択ののち生存
した精原幹細胞のコロニーを計数
した。 

  
  因子Xを発現しないコントロール
のベクターと比較して、因子 Xを発
現するベクターを遺伝子導入した
場合、ほとんどの細胞が生存できな
かった。数個の細胞からなる小さい
コロニーは観察された。 

 
（６）精原幹細胞のコンディショナル発現
系を構築するために、テトラサイクリン応答
性転写因子(rtTA)を恒常的に全組織で発現
する rtTA トランスジェニックマウスから精
原幹細胞株を樹立したが、この rtTA 精原幹
細胞では rtTA の発現抑制がおこり、きわめ
て少量の rtTA しか発現していなかった。結
果として、テトラサイクリン誘導系が精原幹
細胞において機能しないことが明らかとな
った。対照実験として行った rtTA 線維芽細
胞では、rtTA を発現しており誘導発現が機能
することが示された。 
 
本研究課題において、因子 Xの発現量の増
減が精原幹細胞の自己複製と分化を制御し
ている可能性が示唆された。因子 Xを過剰発
現させた場合に、ほとんど精原幹細胞が増殖
しなかったことは、一般的な幹細胞の性質と
合致する。すなわち、多くの組織幹細胞にお
いて、最も未分化な幹細胞は増殖をほとんど
しないことが示されており、因子 Xの過剰発
現により精原幹細胞がより未分化状態に移
行し、増殖を行わなくなったと考えられる。
今後の課題は、精原幹細胞においてテトラサ
イクリン誘導発現系以外の誘導発現系を確
立し、因子 Xの発現を人為的に制御すること
により精原幹細胞の自己複製と分化の制御
が可能か検証することである。 
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