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研究成果の概要（和文）：本研究では精子幹細胞の自己複製分裂における活性酸素の役割を解析した。これまでに活性
酸素は生殖細胞に悪影響を与えると考えられており、男性不妊の治療においても活性酸素の抑制が一般的に行われてい
る。しかしながら、我々は活性酸素を産生する酵素であるNox1のノックアウトマウスを解析することにより、Nox1の欠
損により精子幹細胞の自己複製分裂が顕著に低下していることを明らかにした。さらにNox family分子に属する別分子
であるNox3が一過性に活性酸素を産生することが自己複製分裂の開始に重要であることも見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the role of reactive oxygen species (ROS) in 
spermatogonial stem cell self-renewal. Because it has been considered that ROS is detrimental to germ 
cells, reduction of ROS is often used as a therapy for male infertility treatment. However, we found that 
spermatogonial stem cells in Nox1 deficient mice show significantly reduced self-renewal division. 
Moreover, we also showed that Nox3, another member of the Nox gene family, also plays an important role 
in the initiation of self-renewal division. These results suggested that ROS are required for 
spermatogonial stem cell renewal.

研究分野：生殖生物学

キーワード： 精子幹細胞
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 これまでに我々のグループでは精子幹細
胞の培養系を確立し、精子幹細胞を長期にわ
たり幹細胞活性を持ったまま増殖させるこ
とに成功し、この細胞を Germline	
 Stem	
 (GS)
細胞と名付けた。GS 細胞は glial	
 cell	
 
line-derived	
 nerutorphic	
 factor(GDNF)と
fibroblast	
 growth	
 factor	
 2	
 (FGF2)を添加
することにより樹立されたもので試験管内
では精原細胞として増殖するが、精巣内に移
植すると精子形成を再開し子孫を作成する
ことができる。GS 細胞は 2 年間以上の長期に
わたり培養可能であり、遺伝子ノックアウト
動物を作成することもできる。精子幹細胞の
自己複製分裂は GDNF と FGF2 の両分子が関与
することが知られているが、このメカニズム
については未だ明らかとなっていない。	
 	
 
	
 Reactive	
 oxygen	
 species	
 (ROS)は生殖細
胞に対して悪影響を与えることが知られて
おり、不妊治療においては ROS の抑制が一般
的に行われている。実際にこれまで ROS が過
剰になる状態のノックアウトマウス（Atm,	
 
Sod1 などの欠損マウス）では精子形成が抑制
されており過剰な ROS 産生が精子形成に悪影
響を与えていることが報告されている。しか
し、一方で ROS はサイトカインに反応して発
生することも知られており、幹細胞の自己複
製分裂において ROS の発生が起こることが神
経韓細胞においては報告されていた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 そこで本研究では精子幹細胞の自己複製
分裂における ROS の役割を明らかにすること
を目標とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 精子幹細胞の研究が難しい理由の一つに
は、精巣内における精原細胞の割合が少ない
ことに起因する。しかしながら、申請者の GS
細胞の樹立により、スタート材料となる精原
細胞を十分量準備できるという、これまでに
はない利点がある。また精巣の培養は体細胞
の過度の増殖が問題になることが多いが、GS
細胞を利用することで、純粋な生殖細胞を準
備することが可能になったため、以前より格
段に条件が改善されたと申請者は考えてい
る。そこで本研究では GS 細胞を用いて試験
管内で実験を行い、その結果を生体を用いて
確認するという流れで実験を行った。以下に
研究で使われた主な手法について記載する。	
 
(1)GS 細胞の培養	
 
	
 これまでに報告された Stempro34 培地	
 
(Invitrogen 社製)、rat	
 GDNF,	
 human	
 FGF2
（いずれも Peprotech 社製）を添加し、1%の
血清存在下で mouse	
 embryonic	
 fibroblast
上で細胞培養を行った。GFP 遺伝子を発現す
る GS 細胞は以前に報告を行っているものを
使用した	
 (Kanatsu-Shinohara	
 et	
 al.,	
 Biol.	
 
Reprod.	
 2003;	
 69:612)。	
 
(2)	
 実験動物	
 

	
 Kit 遺伝子に突然変異がある WBB6F1-W/Wv	
 
マウス、C57BL/6 マウスは日本 SLC より購入
した。また Nox1 遺伝子の欠損マウスについ
ては以前に報告されているものを用いた	
 
(Ibi	
 et	
 al.,	
 J.	
 Neurosci	
 2008;	
 28:9486)。	
 
(3)	
 short	
 hairpin	
 RNA	
 (shRNA)	
 
	
 shRNAを発現するレンチウイルスはSigma社
から購入し、293T 細胞へ一過性に遺伝子導入
することでウイルスの作成を行った。回収さ
れたウイルスは超遠心により濃縮を行い、実
験に使用した。	
 
(4)	
 移植実験	
 
	
 精子幹細胞の移植については、efferent	
 
ductを介して常法に基づき行った	
 (Ogawa	
 et	
 
al.,	
 Int.	
 J.	
 Dev.	
 Biol.	
 1997;	
 41:	
 111)。
個々の精巣に 4ml の容量の細胞をマイクロイ
ンジェクションで導入した。移植された精巣
は移植実験の 2ヶ月後に回収し、UV ランプ下
でコロニー数の測定を行った。	
 
	
 継代移植の場合には、一次ホストの精巣を
type	
 IV	
 collagenase と trypsin	
 によりバラ
バラにし、一部の細胞を二次ホストに移植す
ることで行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 精子幹細胞における Nox1 遺伝子の役割
の解析	
 	
 
	
 ROS が精子幹細胞に及ぼす影響を解析する
ために我々はまず GS 細胞を用いた。GS 細胞
に ROS を抑制する化合物（apocynin、
diphenyleneiodonium）を添加すると GS 細胞
の増殖は対照群と比較して顕著に抑制され
た。また、GS 細胞に GDNF,	
 FGF2 などの自己
複製因子を外部から添加すると ROS の発生が
起こってくることは Flow	
 cytometry により
確認された。活性化型の H-Ras(H-RasV12)を
発現させた GS 細胞は外部からの自己複製因
子の刺激がなくても自己複製を行うという
特徴があるが、この細胞においては恒常的に
ROS の発生が認められることから、精子幹細
胞の自己複製因子の刺激シグナルの下流に
ROS が存在することが強く示唆された。	
 
	
 ROS の発生には Nox 遺伝子が関与すること
が知られている。そこで我々は Nox1-Nox4 遺
伝子の発現を GS 細胞を用いて real	
 time	
 
polymerase	
 chain	
 reaction	
 (PCR)により調
べたところ、Nox1 と Nox4 が強く GS 細胞に発
現していることが明らかとなった。Nox1 と
Nox4 遺伝子の機能を調べるためにそれぞれ
の遺伝子に対する shRNA を 発 現する
lentivirusをGS細胞に感染したところ、Nox4
遺伝子を抑制された GS 細胞の分裂には影響
がなかったが、Nox1 遺伝子を抑制された GS
細胞の増殖は顕著に抑制された。また Nox1
遺伝子の機能を低下させた GS 細胞の ROS 発
生量は減少することも Flow	
 cytometry によ
り示された。	
 
	
 GS 細胞の中の 1-2%程度の細胞が精子幹細
胞として働くことから、これらの表現型が幹
細胞に対するものか分化決定された細胞に



 

 

対するものなのかを評価する必要がある。そ
こで、我々は次に shRNA で Nox1 遺伝子の発
現が抑制された GS 細胞を精子幹細胞移植法
により精巣に移植したところ、Nox1 遺伝子を
抑制された場合にはその移植細胞由来のコ
ロニー形成数が低下することから、精子幹細
胞の自己複製に Nox1 遺伝子が関与すること
が強く示唆された。	
 
	
 次に我々は Nox1 欠損マウスを用いて精子
幹細胞の役割の解析を行った。Nox1 欠損マウ
スは正常の精子形成を示し、子孫を作成する
ことも可能である。しかしながら、精巣のサ
イズは対照群に比較して有意に小さい。精子
幹細胞の状態を調べるために、精巣切片の免
疫染色を行ったところ、Nox1 欠損マウスでは
未分化精原細胞のマーカー分子の発現が低
下していることが分かった。このマウスの精
巣細胞を移植実験に用いたところ、Nox1 欠損
マウスにおける精子幹細胞の数は野生型と
差が認められなかったものの、継代移植実験
により幹細胞の自己複製分裂を刺激した場
合には自己複製分裂が低下していることが
証明された。これらの結果から Nox1 遺伝子
が精子幹細胞の自己複製に関与することが
強く示唆された	
 
。	
 
(2)	
 Nox3 遺伝子による GS 細胞の自己複製分
裂刺激	
 
	
 (1)の実験において我々はNox1遺伝子がGS
細胞の自己複製分裂に関与することを証明
したが、我々が GS 細胞において自己複製因
子を除去して増殖を停止させた後に再度添
加する実験を行った場合には Nox1 遺伝子の
発現誘導は起こって来なかったことから、
Nox1 遺伝子は対数増殖期にある GS 細胞にお
いては発現しているものの、その自己複製分
裂に開始時には大きな役割を担っていない
可能性が示唆された。	
 
	
 Reverse	
 transcription	
 –PCR	
 を行い、Nox
遺伝子の発現を再度解析したところ、飢餓状
態におかれて自己複製因子を再添加された
GS 細胞では Nox3 遺伝子の発現が誘導されて
くることが明らかとなった。Nox3 遺伝子は対
数増殖している GS 細胞ではその発現はほと
んど認められないが、自己複製分裂を刺激し
た場合には一過性に発現上昇が起こること
がその後の実験で明らかとなった。	
 	
 
	
 そこで GS 細胞で自己複製因子を除いてそ
の増殖を抑制し、再度自己複製因子を添加し
て増殖誘導を行った場合に Nox3 遺伝子に対
する shRNA をレンチウイルスを用いて遺伝子
導入すると Nox3 を抑制された GS 細胞の細胞
回収量は対照群に比較して有意に低下した。
この結果は Nox3 の一過性発現が精子幹細胞
の自己複製に影響を及ぼす可能性を示唆し
た。この可能性を検証するために、Nox3 を抑
制された GS 細胞の幹細胞活性を精子幹細胞
移植法により確認したところ、Nox3 遺伝子を
抑制された GS 細胞は対照群に比較して有意
に低いレベルの幹細胞活性しか持たないこ

とが分かった。これらの結果は Nox3 が GS 細
胞の自己複製分裂に関与することを強く示
唆する。	
 
	
 GS 細胞は培養された精子幹細胞であるが、
これまでの実験で GS 細胞の表現型と生体か
ら回収されたばかりの精子幹細胞の表現型
が異なる場合があることが知られている。そ
こで我々は精子形成が生後始まる段階の新
生児マウスの精巣細胞を回収し、生体から回
収されたばかりの精子幹細胞における Nox3
遺伝子の機能を解析した。この実験でも GS
細胞を用いた場合と同様に Nox3 遺伝子を抑
制された精巣細胞を移植した場合には対照
群に比較した場合、コロニー数が有意に低下
することが分かった。	
 
	
 これらの実験結果から GS 細胞には複数の
Nox 遺伝子が発現されており、それぞれが異
なった役割を果たすことで精子幹細胞の自
己複製分裂に関与することが明らかとなっ
た。	
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