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研究成果の概要（和文）：本研究では、REV7の精巣での精子形成における重要性を明らかにするために、成体になって
からRev7を欠失させる遺伝子改変マウスの作成を行った。当初の計画通りは進まなかったが、新たにRev7遺伝子改変マ
ウスを購入し、現在目的のマウスを作成中である。また、REV7の精巣での役割を解明するために、REV7を高発現するRe
v7トランスジェニックマウスを利用して、精巣内でREV7が相互作用を示す蛋白の同定を行った。免疫沈降法にていくつ
かの候補となるバンドが認められたが、得られた蛋白量が少なく、質量分析を行うまでには至らなかった。さらに継続
する予定である。

研究成果の概要（英文）：To make clear roles of REV7 in spermatogenesis in the testis, we tried to 
generate Rev7 conditional knockout mouse, in which Rev7 could be deleted in the adult period. Because we 
could not generate the mouse in our first plan, we purchased commercially-available gene targeted mouse 
and are now generating the Rev7 conditional knockout mouse. We performed another project to identify 
REV7-interacting proteins in the testis using Rev7 transgenic mouse testes. Although several candidate 
bands were detected in the immunoprecipitation analysis, we could not analyze them by mass spectrometry 
because of less amount of the proteins. We will continue the project in the future.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞の発生・分化は様々な分子機構に
より制御されている。胎生初期に尿膜基部に
最初の始原生殖細胞が形成され、胎生中期に
始原生殖細胞が移動して生殖原器に達し、胎
生後期に生殖原器内で雌雄に性分化する。そ
して生後の生殖巣にて性成熟するまで、それ
ぞれの時期に様々な分子が働き、生殖細胞の
正常な増殖をコントロールしている。 
 REV7 は様々な蛋白と相互作用することに
より、DNA 修復、細胞周期調節、遺伝子転写、
発癌に関与している蛋白である。代表者らは、
ヒトの DNA 修復に関与する蛋白として REV7
を初めて同定した。その中で REV7 の発現が
精巣にて著しく高いことを明らかにした。そ
の後も代表者らは、DNA 修復システムにおけ
る REV7 の重要性を明らかにしてきた。 
 代表者らは 2005 年から、REV7 の生体内で
の機能解析を目的として Rev7 ノックアウト
マウスの作製を行い、近年その樹立に成功し
た。そしてその表現型を解析したところ、ホ
モノックアウトマウスは出生時より体が小
さく、オスの精巣が著しく小さいこと、組織
学的に生殖細胞が出生時より完全に欠損し
ていることが判明した。同様にメスの卵巣も
著しく萎縮し、生殖細胞が全く認められなか
った。そこで、胎児の生殖細胞の有無を解析
したところ、E8.5 には尿膜基底部に始原生殖
細胞が認められたが、胎生中期に生殖原器ま
で移動する過程でアポトーシスに陥り、生殖
原器に到達するE13.5には生殖細胞はすべて
消失してしまうことが明らかになった。これ
らの結果より、REV7 は胎生期の生殖細胞増
殖・分化の過程で非常に重要な働きをしてい
ると考えられる。さらに、代表者らは免疫組
織化学染色により、REV7 が出生後の精巣にお
いて精原細胞、精母細胞、精子細胞にて高発
現していることを確認しており、出生後の精
巣における精子形成過程でも同様に非常に
重要な機能を担っていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、出生後の精巣内で精原細胞か
ら精子に至る生殖細胞分化の過程において、
REV7 がどのような重要な役目を担っている
のかを解明することを目的として研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
（１）Rev7 ノックアウトマウスの表現型のレ
スキュー 
 Rev7 ノックアウト(Rev7-/-)マウスは生殖
細胞が雌雄共に完全に欠損する。その表現型
をレスキューする目的で、CAG プロモーター
下で FLAG タグを付加した REV7 を過剰発現す
るトランスジェニック(LoxP-Rev7TG)マウス
を４系統作成した。その Rev7 トランスジー
ンは LoxP 配列で挟んであり、Cre リコンビナ
ーゼで除去できるように構築してある。Rev7
ヘテロノックアウト (Rev7+/-) マウスと

LoxP-Rev7TG マ ウ ス を 交 配 さ せ 、
Rev7+/-/LoxP-Rev7TG マウスを作成した。さら
に Rev7+/- マ ウ ス と 交 配 さ せ て 、
Rev7-/-/LoxP-Rev7TG マ ウ ス と
Rev7-/-/non-Rev7TG マウスの作成を行った。 
 
（２）成体にて REV7 を欠損させたコンディ
ショナルノックアウトマウスの樹立 
 生体になってから REV7 を欠損させたコン
ディショナルノックアウトマウスを樹立す
るために、Rev7 遺伝子座のエクソン 4を LoxP
配列で挟み、イントロン 3に FRT 配列にて挟
んだneoカセットを挿入してある遺伝子改変
マウス（Rev7cKO+/+)を購入した。そして、CAG
プロモーター下にFLPリコンビナーゼを発現
するトランスジェニックマウスと交配させ、
neo カセットを取り除いた Rev7ckO+/+マウス
を作成した。 
 
（３）Rev7 トランスジェニックマウスのトラ
ンスジーン発現分布の解析と組織学的解析 
 LoxP-Rev7TG マウスで発現しているトラン
スジーンの発現分布を調べるために、
LoxP-Rev7TG マウスを解剖した上で各臓器か
ら蛋白を抽出し、ウエスタンブロッティング
によりREV7蛋白の臓器発現分布を解析した。
また、各臓器の HE 染色標本を作製し、組織
学的解析を行った。 
 
（４）生殖細胞内で REV7 が結合する蛋白の
同定 
 REV7発現が最も高いLoxP-Rev7TGマウスと
コントロールマウスの精巣を摘出し、細胞抽
出液を作成後、FLAG 抗体または REV7 抗体を
用いて REV7 蛋白を免疫沈降した。同時に沈
降してくる蛋白をアクリルアミドゲルを用
いて電気泳動し、泳動後のゲルを銀染色、ま
たは亜鉛染色により染色し、REV7 蛋白に結合
している蛋白の確認を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Rev7 ノックアウトマウスの表現型のレ
スキュー 
 平成24年度前半は所属研究室が変更になっ
たことに伴ってマウスの移動を行い、その後、
すでに樹立しているRev7ヘテロノックアウト 
（KO）マウスと本研究のために作成したRev7
トランスジェニック（TG）マウスを交配させ、
Rev7KOマウスの表現型をRev7トランスジー 
ンによりレスキューしたRev7KO/Rev7TGマウ
スの樹立を目指した。Rev7KOマウスは現在胎
生致死のため個体を得ることができない。Rev 
7トランスジーンにてレスキューすることに
より、生後のREV7の機能解析に用いることが
できる。Rev7TGマウスは合計４系統樹立した 
が、そのうちの1系統は子供を産まず、系統を
維持できなかった。残りの３系統を用いて
Rev7KO/Rev7TGマウスを樹立することとし、
Rev7+/-マウスとの交配を行った。その子供で
あるRev7+/-/Rev7TGマウスさらにRev7+/-マウ



スと交配させ、３系統のRev7TGマウス共に約
30匹の子供が生まれたが、3系統共にその中に
Rev7KO/Rev7TGマウスが含まれておらず、
Rev7KOマウスの胎生致死をトランスジーン導
入によりレスキューすることができなかった
と判断した。 
 
（２）成体にてREV7を欠損させたコンディシ
ョナルノックアウトマウスの樹立 
 Rev7KO マウスの胎生致死を Rev7TG マウス
との交配によりレスキュー出来なかったた
め、目的を達成するために遺伝子改変マウス
を購入することに計画を変更した。Rev7 遺伝
子座のエクソン 4 を LoxP 配列で挟み、イン
トロン 3に FRT 配列にて挟んだ neoカセット
を 挿 入 し て あ る 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス
（Rev7cKO+/+)を購入した。このマウスの neo
カセットを除去し、タモキシフェン投与にて
Cre リコンビナーゼを発現する遺伝子を導入
したマウスを作成し、成体になってからタモ
キシフェンを投与することにより Rev7 遺伝
子座を除去することを計画した。これにより、
精巣での精子形成における REV7 の重要性を
解析できると考えられる。購入したマウスを
C57BL/6 マウスと交配させ、子供の genotype
を確認した後に、CAG プロモーター下に FLP
リコンビナーゼを発現するトランスジェニ
ックマウスと交配させた。そして、その子供
に、neo カセットを取り除いた Rev7ckO+/+マウ
スがいることを確認した。次に、タモキシフ
ェン誘導Creリコンビナーゼを発現している
トランスジェニックマウスと交配させる予
定である。 
 
（３）Rev7 トランスジェニックマウスのトラ
ンスジーン発現分布の解析と組織学的解析 
 3 系統のトランスジェニックマウスについ
て、トランスジーンの発現分布を解析した。
それぞれのトランスジェニックマウスの各
臓器から蛋白抽出液を作成し、抗 FLAG 抗体
と抗 REV7 抗体を用いて、ウエスタンブロッ
ティングにより各臓器の REV7 発現を確認し
た。その結果、1 系統のマウスでは、精巣、
大腸、腎臓、脾臓、肺、心臓などでトランス
ジーンの発現が確認された。しかし、残りの
2系統ではRev7トランスジーンの発現は蛋白
レベルでは確認できなかった。発現が確認で
きたトランスジェニックマウスを 18 ヶ月時
点で解剖し，組織学的に検討を行ったところ、
肺、肝臓、精巣、卵巣に腫瘍発生が認められ
た。同腹の野生型マウスでは腫瘍は認められ
なかった。今後、さらにマウスの数を増やし
て、Rev7 トランスジーン発現と腫瘍発生との
関連を解析していく予定である。 
 
（４）生殖細胞内で REV7 が結合する蛋白の
同定 
 REV7 は精巣の生殖細胞にて強く発現して
いるが、成体の生殖細胞内での REV7 の役割
を解明するために、作成した Rev7TG マウス

の精巣を用いて、REV7結合蛋白の同定を試
みた。Rev7TG マウスの精巣の組織を抗
FLAG 抗体、抗 REV7 抗体で免疫染色し、
Rev7 トランスジーン由来の蛋白が生殖細胞
に発現していることを確認した。その
Rev7TGマウスとコントロールマウスの精巣
から蛋白抽出液を作成し、REV7 抗体と抗
FLAG抗体を使用してREV7蛋白を免疫沈降
し、共沈してくる蛋白を電気泳動にて確認し
た。Rev7TGマウスのみに認められ、コント
ロールマウスでは認められないバンドがい
くつか確認できたが、バンドが薄く、再現性
がうまく確認できなかった。免疫沈降の条件
を検討して行ったが、精巣での新規結合蛋白
を同定するには至らなかった。 
 
 本研究では、精巣特異的高発現を示す
REV7の生殖細胞における重要性を明らかに
する目的で研究を行ったが、研究室の移動の
ために研究が遅れたことと、当初の計画通り
に進まなかったことから、予定より研究の進
行が遅れたが、現在 Rev7 コンディショナル
ノックアウトマウスの作成が進んでいるこ
とから、今後、成体の精巣における REV7の
重要性の解明を続けていく予定である。 
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