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研究成果の概要（和文）：マウス精子形成において、普段は自己複製せずに分化するが再生時には幹細胞へと戻る「潜
在的幹細胞」について、以下の発見をした。(1)レチノイン酸(RA)シグナルに対して、定常状態を支える幹細胞(GFRα1
陽性細胞) が未分化に留まる一方、潜在的幹細胞(Ngn3陽性細胞)は不可逆的に分化して幹細胞としての潜在能力を失う
。(2)この違いは、Ngn3陽性細胞のみがRA受容体(RARg)を発現することによる。これらに基づいて、組織の恒常性を支
える幹細胞システムの頑強性を担う新たなメカニズムを提唱した。

研究成果の概要（英文）：Using mouse spermatogenesis, his study investigated the “potential stem cells” 
that largely differentiate without self-renewal under a normal condition but revert back to self-renewal 
during regeneration after tissue damage. The discoveries made in this study include: 1) In response to 
retinoic acid (RA), a differentiation-inducing signal, while GFRα1+ spermatogonia (cells supporting the 
steady state) remain undifferentiated, while Ngn3+ cells (those acting as potential stem cells) undergo 
irreversible differentiation and lose the stem cell potential. 2) This differential RA responsiveness is 
caused by the differential expression of RARg (a RA receptor gene) only in the Ngn3+ cells. These 
findings suggest a novel regulatory mechanism for the robust stem cell systems.

研究分野： 発生生物学、生殖細胞生物学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 マウス精子形成において、申請者らは、「潜
在的幹細胞」の存在を実験的に証明するとと
も に 、 そ の 同 定 に 成 功 し て い た
(Develomental Cell 2007, Science 2010)。
「潜在的幹細胞」は、通常の精子形成を行う
定常状態ではそのほとんどが自己複製せず
に分化する「前駆細胞」として挙動するが、
組織が傷害を受けた後の再生プロセスでは
自己複製を行う潜在能力を発揮し、「幹細胞」
へと転換して組織再生を担う細胞群である。
申請者の研究に引き続き、他の組織でも同様
の細胞が組織再生を担うことが明らかにな
ってきていた。しかし、このように重要なプ
レーヤーであるにも関わらず、「潜在的幹細
胞」の性質を決める分子メカニズムは謎に包
まれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マウス精子形成を用いた以下
の研究によって、組織再生の原理とメカニズ
ムの解明に貢献することを目的とした。 
(1)「潜在的幹細胞」として機能する Ngn3
陽性(Ngn3+)細胞の特性とそれを支える分子
機構を明らかにする。(2)「潜在的幹細胞」
と「定常状態幹細胞」を制御する細胞外因子
を同定してその作用メカニズムを解明する。
以上の結果に基づき、(3)「潜在的幹細胞」
と「定常状態幹細胞」間を人為的に転換でき
る細胞培養系を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)「潜在的幹細胞」の特性とその分子機構
の解明：精子形成細胞の強力な分化誘導シグ
ナルであるレチノイン酸(RA)に対する反応
性に注目して、「潜在的幹細胞」である Ngn3+
細胞と、「定常状態幹細胞」である GFRα1+
細胞とを比較検討した。具体的には、ビタミ
ン A 欠乏マウスモデルを用いて RA シグナル
の強度を人為的に変動させた時の、パルス標
識された Ngn3+細胞と GFRα1+細胞の挙動を
詳細に比較検討した。さらに Ngn3+細胞と
GFRα1+細胞の遺伝子発現を網羅的に比較し
て、その性質の違いを生み出す基盤となる分
子メカニズムを検索した。 
 
(2)「潜在的幹細胞」と「定常状態幹細胞」
の転換を制御する細胞外因子の解明：定常状
態幹細胞に近い状態で維持されている培養
精子幹細胞（germline stem cells: GS 細胞）を
用いて、この細胞に①で解明した「潜在的幹
細胞」の特徴を示す遺伝子発現を誘導する細
胞外因子を検索した。さらにその機能と相互
作用する細胞内メカニズムを解析した。 
 
(3)「潜在的幹細胞」と「定常状態幹細胞」
間を人為的に転換できる細胞培養系：上記成
果に基づいて、GS 細胞に潜在的幹細胞の性
質を与える培養条件を検討した。 
 

４．研究成果 
(1)「潜在的幹細胞」の特性とその分子機構
の解明 (Development 2015)： 
 ビタミン A 欠乏マウスモデルを用いてレ
チノイン酸シグナルの強度を人為的に変動
させた時、「潜在的幹細胞」である Ngn3+細
胞は RA に反応して速やかに Kit＋細胞（幹細
胞の潜在能力をほぼ失っていると考えられ
る）へと分化した。一方「定常状態幹細胞」
である GFRα1+細胞は RA に反応して分化す
ることはなかった。また GFRα1+細胞が
Ngn3+細胞を生み出すときに RA シグナルは
不要であることが分かった。 
 以上の挙動の違い（RA に対する反応性の
違い）を生み出す分子基盤を明らかにするた
めに、Ngn3+細胞と GFRα1+を Cell sorting に
より純化して、その遺伝子発現の違いをマイ
クロアレイ法を用いて網羅的に検索した。そ
の中で RA シグナルの受容と伝達に関わる遺
伝子群に特に注目して解析したところ、RA
受容体の一つ RARγ の発現が、GFRα1+陽性
画分に比してNgn3+画分で顕著に高いことを
見出した（図１）。一方、それ以外の RA シ
グナル関連因子の発現レベルは両者で顕著
な差が見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：RARγ に対する免疫蛍光染色を行ったマウス精細

管のホールマウント標本。RARγ の発現は Ngn3+細胞と

ほぼ一致して認められるが、GFRα1＋細胞では見られな

い。スケールバー=50μm 
 
 この結果から「Ngn3+細胞は、RARγ を発
現することで RA に対する反応性を獲得し、
これが、通常の状態で分化方向に向かってい
る潜在的幹細胞の性質を与えている。一方
GFRα1+細胞が分化しにくい定常状態幹細胞
の性質を示すメカニズムは、RARγ を発現し
ないことによる。」という仮説を立てた。 
 この仮説を検証するために、GFRα1+細胞
に選択的に RARγ の発現を誘導できるマウス
を作出した。このマウスを用いて、GFRα1+
細胞に RARγ を異所性に発現させたところ、
この細胞は通常は高い頻度で Kit+細胞へと
直接分化した。これは、通常の精子形成過程
では決して観察されない振る舞いであった。
一方、RARγ を発現する GFRα1+細胞は幹細
胞として残らず分化していった。以上の結果
は、RARγ を発現する GFRα1+細胞は「潜在
的幹細胞」用の分化コンピテンスを獲得した
ことを示唆し、上記の仮説を支持した。 
 



 更に、Ngn3+細胞と GFRα1+細胞の頻度を
詳細に計測することによって、精子形成過程
において、図 2 に示すような周期性を示すこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2: 精子幹細胞を維持しながら精子を産生する周期性： 
精子形成には周期性があり、RA は周期的につくられる

と考えられている。RARγ＋（Ngn3＋）細胞と RARγ＋
（GFRα1－）細胞がともに RA に暴露すると（B）、RARγ
を発現する Ngn3＋細胞だけが反応して分化する（C）。

RA がつくられない時期には、Ngn3＋細胞が GFRα1＋細

胞から作られ（D）、再び Ngn3＋細胞と GFRα1＋細胞の

２種類が作られる（A）。 
 
 
(2)「潜在的幹細胞」と「定常状態幹細胞」
を制御する細胞外因子の解明（論文未発表）： 
(1)で得られた遺伝子発現データに基づき、
Ngn3+細胞でより強く機能するシグナル伝達
経路をリストアップし、それを活性化できる
リガンドを潜在的幹細胞の性質を与える候
補因子とした。これらを培地に添加すること
で GS 細胞に「潜在的幹細胞」に特徴的な遺
伝子発現を誘導できる因子を同定した。マウ
ス個体において本シグナル経路を活性化す
ると、定常状態幹細胞の分化が促進され、本
因子が「潜在的幹細胞」の性質を付与したと
いう仮説と一致した。更に「定常状態幹細胞」
の一部が本因子に対する阻害因子を発現し
ていることを見出した。これは、全ての「定
常状態幹細胞」が「潜在的幹細胞」に転換す
るのを防いでいると考えられた。 
 
(3)「潜在的幹細胞」と「定常状態幹細胞」
間を人為的に転換できる細胞培養系（論文未
発表）： 
(2)で同定した因子を用いて、GS 細胞に潜在
的幹細胞の性質を与える培養条件を検討し
た。再現性よく、Ngn3 など「潜在的幹細胞」
に特異的な一部の遺伝子の発現を一時的に
誘導することには成功した。しかし、遺伝子
発現の総体を長期間安定して転換できる培
養条件を見出すには至らなかった。 
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