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研究成果の概要（和文）：精子幹細胞集団は、機能的に異なる二つの集団より構成されており、これらの集団は
階層を形成している。この階層性を制御する分子基盤を解明するために、二つの集団を含む細胞分画で特異性を
示す遺伝子を明らかにした。スクリーニングを行い、候補となる遺伝子を選定し、機能解析を行った。その結
果、解析した遺伝子の一つは、培養精子幹細胞では未分化性を促進したが、条件的遺伝子破壊マウスを用いた解
析では、少なくとも著明な表現系は見られなかった。候補遺伝子の機能を明らかにするために、さらなる詳細な
解析が必要であると考えている。

研究成果の概要（英文）：The mouse spermatogonial stem cell population is composed of two 
functionally distinct subpopulations and these subpopulations form hierarchal relationship. To 
reveal molecular basis controlling this hierarchy, we identified several genes specifically 
expressed in these populations from transcriptome analysis. Through the functional screening, we 
selected candidate genes and found one of the genes regulating transcriptional network to maintain 
undifferentiated state in cultured spermatogonial stem cells. We did not find the obvious phenotype 
in conditional knockout mice, and thus further analysis is needed to unveil the role.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 

 ほ乳類において、精子は生涯を通じて恒常

的に産生され続ける。これは、精子幹細胞と

いう精巣にごくわずかに存在する未分化な

細胞集団が、自らを安定的に維持し、かつ分

化細胞を作り続けることにより実現される。

申請者は、漠然と「精子幹細胞」と呼ばれて

いた細胞集団が、機能的に異なる二つの集団

より構成されていることを示した。すなわち、

障害のない正常の精巣において実際に自己

複製を行う Actual Stem Cell (ASC)と、正常

の精巣では自己複製せず分化するが、幹細胞

能は保持している Potential Stem Cell 

(PSC)である。通常の精子形成では ASC から

PSC が生み出され、最終的に精子へと分化す

る。しかし、障害後の再生時の精巣では PSC

は自己複製を行いASCへと戻ることができる。

このような「先祖返り」は、安定的な精子形

成を可能にする機構の一つと考えられる。 

 精子の恒常的産生に最も重要な役割をす

るASCの性質や挙動を制御する細胞内外の機

構は全く分かっていない。一般的に、組織幹

細胞の制御にはそれを取り巻く細胞外環境

が重要な役割をすることが知られている。こ

の環境は、組織幹細胞の周囲に存在する細胞

がつくりだす多様な分子により構築される。

とりわけ細胞外シグナル分子による、組織幹

細胞上の受容体を介したシグナル伝達およ

びその下流の転写因子ネットワークは、組織

幹細胞の状態や挙動の制御に重要であると

考えられている。 

 

 

２．研究の目的 

 精子幹細胞の階層性を制御する分子機構

を解明するために、ASC を ASC の階層に留め

る未分化性の維持や、ASC から PSC への階層

の移行を制御する遺伝子を明らかにするこ

とを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

ASC と PSC の分取するために、GFRa1 受容体

の発現レベルを指標に生殖細胞の分取をセ

ルソーターを用いて行った。分取した分画を

用いた網羅的遺伝子発現の解析・比較を行っ

た。(1)その結果をもとに、候補となる遺伝

子を選定した。(2)候補遺伝子は多数になる

と予想されたので、培養精子幹細胞を用いて

何らかの遺伝子発現を制御する遺伝子をス

クリーニングした。(3)培養精子幹細胞を用

いて、候補遺伝子の機能を解析した。(4)遺

伝子改変マウスを作成し、生理的条件下での

機能を解析した。 

 

 

４．研究成果 

精子幹細胞の階層性を制御する分子機構を

解明するために、ASC と PSC を含む細胞分画

をセルソーターにて分取し、特異的に発現す

る遺伝子をマイクロアレイにてスクリーニ

ングし、さらに機能的スクリーニングを行う

ことにより候補遺伝子を絞った。その結果、

既報の多数の遺伝子に加え、報告されてこな

かった複数の興味深い遺伝子が見出された。

例えば発生段階における中胚葉誘導に重要

な役割を果たす T遺伝子、細胞外基質の一種

である Nidgen1、ジンクフィンガーDNA 結合

配列を有する転写因子 Krox20、抑制性 Smad

である Smad6、HMG ボックスを有しクロマチ

ンの構造を変化させると考えられる Tox3、

Barx1、亜鉛のトランスポーターと複合体を

形成する Tmc6 などが見出された。しかし、

以上の遺伝子は少なくとも培養精子幹細胞

に強制発現させても幹細胞の維持や分化に

関わる遺伝子発現に著明な変化は引きおこ

さなかった。 

 

そこでさらに機能的スクリーニングを行い、

候補となる転写因子を見出した。また、膜タ



ンパク質は細胞外の環境を感知する可能性

があることから、精力的に発現パターンを含

め検討し、以下の(1)転写因子と(2)膜タンパ

ク質の１種類ずつに絞り、詳しく機能解析を

行った。 

  

(1) 転写因子 

本研究で注目した候補転写因子は、間葉系の

細胞に発現し、乳腺幹細胞での発現が特異的

に高い。この遺伝子は上皮間葉転換（EMT）

に関与することがすでに報告されており、

EMT の際に幾つかの遺伝子を抑制することが

知られている。このようなことから、精子幹

細胞においても同様に遺伝子（特に分化に関

わる）の発現を抑制するのではないかと期待

された。 

 培養精子幹細胞を用いてその機能を検討

した結果、強制発現することにより未分化性

の維持に関わる遺伝子(GFRa1 など)の発現を

促進することがわかった。その他、現在報告

はされていないが、今回のマイクロアレイに

て ASC に特異的な発現を示す遺伝子（Barx1

など）の発現を促進することから、候補転写

因子はASCへの何らかの機能を持つと予想さ

れた。その一方で、レチノイン酸による分化

刺激に対する耐性を付与することがわかっ

た。すなわち、分化型精原細胞に発現する

c-Kit や減数分裂の開始に重要な役割を持つ

Stra8 といった機能的に重要な因子の誘導を

抑制することがわかった。実際にレチノイン

酸を培地中に添加すると、候補遺伝子を強制

発現させた細胞では、上記の分化に関わる遺

伝子の発現が抑制された。一方で未分化性に

関与するGFRa1遺伝子の発現は低下しなかっ

た。 

 次に培養精子幹細胞で候補転写因子を欠

損させ機能を検討するために、siRNA を培養

精子幹細胞に導入した。セルソーターにて

siRNA が導入された細胞のみを回収し、実際

に標的遺伝子の発現が低下しているか検討

したが、転写産物の減少は確認できなかった。

そこで、若齢の候補遺伝子の flox マウスよ

り培養精子幹細胞株を樹立し詳しい発現を

検討した。Cre レコンビナーゼを導入した細

胞をセルソーターにて回収後、遺伝子発現を

qRT-PCR にて検討した。その結果、未分化維

持（GFRa1 など）に関与する因子の発現が低

下することがわかった。また予想されたよう

に、ASC に特異的に発現するいくつかの遺伝

子の発現が抑制された。このようなことから、

候補転写因子は、精子形成において重要な役

割をすることが示唆された。 

 さらに候補遺伝子が幹細胞の挙動に及ぼ

す影響を検討するために、候補転写因子をレ

ンチウイルスで培養精子幹細胞に導入後、生

殖細胞を欠損したマウスの精細管に移植を

行った。移植された細胞は基底膜へと移動し、

幹細胞能を持つ細胞は自己複製と分化細胞

を産生し、精子形成コロニーを形成する。も

し候補遺伝子が未分化性の維持に重要な役

割を果たすならば、候補遺伝子が強制的に発

現することにより、分化と自己複製のバラン

スに異常をきたし、正常な精子形成コロニー

の形成ができない、特に自己複製にバランス

が偏り、分化細胞の形成を抑制すると予想さ

れる。しかし、予想に反して、正常な精子形

成コロニーを形成し、少なくとも分化細胞が

認められた。このように少なくとも候補転写

因子を強制発現させることでは、著明な挙動

の変化は見られなかった。 

 次に、生理的条件下での機能を検討するた

めに、flox アリルと生殖細胞特異的 Cre レコ

ンビナーゼを発現するアリルを持つマウス

(VasaCreERT2)を用いた。この Cre レコンビ

ナーゼはタモキシフェン作動性であり、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、ホメオスタシスにおける候補転写

因子の機能解析が可能である。その結果、若

年マウス（2 ヶ月から 3 ヶ月時にタモキシフ

ェンを投与し、その 2 ヶ月後に解析）では、



精巣重量や、GFRa1 陽性の幹細胞集団の数に

は著明な変化は見られなかった。老齢マウス

では PSCから ASCへの転換が頻度高く起きて

いると推測されているが、著明な変化は見ら

れなかった。このように、生理的条件下で候

補転写因子は幹細胞システムの維持には、す

くなくとも大きな関与はしていないと考え

られた。 

 ただし、(1)今回用いたマウスの系統は、

複数混じり合ったもので純系にすることで

何らかの表現系が見られる可能性はある。

(2)また幹細胞システムは非常に細胞レベル

でフレキシブルな振る舞いをすることが知

られており、遺伝子を破壊したことで何らか

の影響が出ているにもかかわらず、表面上は

著明な変化を示さない可能性などが考えら

れる。(3)候補転写因子には高度に保存され

た相同遺伝子が知られており、その遺伝子が

上方調節されている可能性がある。今後も引

き続き、今回発見した遺伝子のさらなる解析

を計画している。 

 

(2) 膜タンパク質 

候補膜タンパク質も間葉系の細胞に発現す

ることが知られている。この遺伝子の細胞質

ドメインは、非常に短いことから、直接何ら

かのシグナルを送る可能性は少ないと考え

られる。むしろ共受容体としてはたらくこと

が予想される。事実、この候補膜タンパク質

を強く発現する細胞では、GDNF シグナルが強

く入力されていることが示唆され、また VEGF

のシグナルも入力されている可能性がある。 

 候補膜タンパク質の解析も基本的には(1)

の候補転写因子と同様に行った。まず、候補

膜タンパクの遺伝子を培養細胞に導入した

が、検討した精子形成に必須の遺伝子や ASC

に特異的に発現する遺伝子に影響は見られ

なかった。またレンチウイルスで培養精子幹

細胞に遺伝子を導入後、精細管移植を行った

が、コロニーは正常に形成された。しかし、

移植後の精細管を免疫染色したところ、導入

した遺伝子の発現が減弱しており、ほとんど

検出できなくなっていたことから、この方法

では機能を推定することはできないと考え

た。 

 次に候補膜タンパクの遺伝子を破壊する

ために、遺伝子改変マウスの作成を試みた。

BAC リコンビネーション技術を用いて、迅速

にターゲティングベクターを作成した。それ

をES細胞に導入し、相同組み替え体を得た。

得られた ES 細胞からキメラマウスを作成し

た。しかし、生殖細胞系列に ES 細胞由来の

細胞がほとんど寄与せず、flox マウスを得る

まで、かなりの日数を要した。得られた flox

マウスとVasaCreERT2マウスを掛け合わせた。

2 ヶ月齢のマウスにタモキシフェンを投与し、

遺伝子の欠損効率を確認後、短期及び長期の

間検討したが、著明な変化（精巣重量や GFRa1

陽性細胞の数など）は見られなかった。この

遺伝子を破壊したマウスの表現系は致死と

なることが報告されているが、遺伝的背景に

より異なることが報告されているので、今後

遺伝的背景を純化にすることにより、表現系

が見られるかもしれない。この遺伝子に関し

ても(1)の候補転写因子と同様に引き続きさ

らなる解析を計画している。 

 この候補膜タンパク質の発現パターンは

興味深く幹細胞の一部に発現すると示唆さ

れた。この候補膜タンパク質を発現する細胞

の動態を検討するために、免疫染色、精細管

移植実験、細胞周期解析を行った。さらに時

間経過に伴う細胞の挙動を詳細に検討する

ために、細胞系譜追跡を行った。その結果、

このタンパク質はASCに特異性の高い発現を

示すことがわかった。さらに PSC との比較に

より、ASC の特殊性を明らかにすることがで

きた。すなわち、細胞の形態的特徴や細胞分

裂パターン、周期的な挙動とそれにつづく確

率的な挙動といった、今まで全くわかってい

なかった ASC の細胞レベルの挙動について、



今回の研究の結果をもとに、一部解明するこ

とができた。 

 今回の実験では分子レベルでの階層性の

制御の解明は不十分であったが、今回 ASC と

PSC の差次的遺伝子発現解析で見出された候

補遺伝子のリストをもとに解析することで、

さらなる理解が深まると考えられる。また、

ASC の特殊性を制御する遺伝子も今回の網羅

的発現解析の結果に含まれると予想される

ことから、さらなる発展によりホメオスタシ

スを担うASCの理解を促進されることが期待

される。 
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