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研究分野：複合新領域 

科研費の分科・細目：ゲノム科学・ゲノム医科学 
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１．研究計画の概要 
 従来の生殖工学の中心はメスであり、
1960 年代からの卵子・初期胚の培養・操作
技術の確立と共に、雌性生殖細胞の研究は
発展した。特にマウスにおいては ES細胞が
広く個体レベルでの遺伝子破壊に利用され
ている。しかしながら、生殖細胞になるこ
とができる ES細胞はマウスのみであり、卵
の数がすくなかったり、脆弱な動物ではこ
の ES 細胞を用いた従来法を適用するのは
困難であることから、個体の遺伝子破壊は
マウスにおいてのみ行われている。唯一別
の方法として考案された核移植法による遺
伝子破壊は相同組換えの効率と核移植自体
の成功率が極めて低いことから、現在はほ
とんど行われるに至っておらず、多くの動
物では個体の遺伝子操作が不可能である。
この問題点を克服するために、我々はオス
の精子幹細胞の持つ可能性に注目し、これ
まで研究を進めてきた。我々はこれまでに
glial cell line-derived neurotrophic 
factor (GDNF), basic fibroblast growth 
factor (bFGF)を用いることで、マウス精子
幹細胞を試験管内で長期培養することに成
功し、これを Germline Stem (GS) cell と名
付けた。またこの細胞に遺伝子ノックアウト
用のベクターを導入し、2006 年にノックアウ
トマウスの作製に成功した。本研究において
は、これまで遺伝子破壊の困難であった、
３つの代表的な実験動物種（ハムスター、
ウサギ、ミニブタ）の GS細胞株の樹立と、
その遺伝子操作法の確立を目的とする。最
終的には、その技術を発展させ、トランス
ジェニック・ノックアウト動物を作成する
技術を確立する。 

 
２．研究の進捗状況 
 我々は 2008 年にハムスターの GS細胞の樹
立を行った。ハムスター由来 GS 細胞はマウ
ス GS 細胞と同様に GDNF と bFGF に依存して
増 殖 す る が 、 一 方 で mouse embryonic 
fibroblast上よりもlamininコートされたプ
レートにおいて増殖が活発におこる点でマ
ウスとは異なっている。この細胞にレンチウ
イルスベクターを導入し、免疫不全マウスの
精巣内において精子形成を起こすことが確
認された。 
 しかしながら、ウサギなどの他の動物につ
いては、まだ増殖要求性が明らかになってい
ない。この問題を解決するために我々はマウ
ス GS 細胞の自己複製メカニズムを明らかに
し、これらの分子を利用することにより、増
殖を誘導することができないかと考えた。本
年度の研究で我々は培養されたマウス精子
幹細胞に活性化型 H-Ras を導入し、精子幹細
胞の自己複製分裂を外来のサイトカインが
ない状態で試験管内で誘導することに成功
した。RasV12 遺伝子を導入された細胞は精原
細胞の分化マーカーを保持し、精子型のゲノ
ムインプリンティングを保持したまま４ヶ
月の間増殖し、正常な精原細胞の表現型を示
す。H-RasV12 を導入された精子幹細胞を精巣
内に移植すると、セミナーマとともに、完全
な精子形成を完成するすることができた。現
在我々はこの H-RasV12 の遺伝子導入を行い、
ウサギおよびブタ精子幹細胞の培養を行っ
ている。 
３．現在までの達成度 
 おおむね、順調に進展している。 
 これまでにハムスターGS 細胞の樹立、活
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性化型 Ras による外来性サイトカインフリ
ーの精子幹細胞培養法の開発を含め、ほぼ順
調に課題について成果をおさめている。 
４．今後の研究の推進方策 
 現在我々は、この活性型 H-Ras による GS
細胞の樹立、および新規自己複製誘導分子
の同定による GS 細胞の樹立を鋭意取り組ん
でいる。 
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