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研究成果の概要：精子形成・成熟の分子機構を明らかにするために、精巣および精巣上体にお

ける新規アクアポリン 11（AQP11）遺伝子およびタンパク質の発現を調べた結果、AQP11 は精母

細胞と精子細胞に強く発現していた。また AQP11 ノックアウトマウス精巣を光顕および電顕レ

ベルで調べた結果、生殖細胞とくに精母細胞のアポトーシス像が多数観察された。これらの結

果から、AQP11 の欠損は精子形成細胞の細胞死（アポトーシス）に関与することが推察された。
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１．研究開始当初の背景
(1) 精子形成の一連の増殖・分化プロセスが
厳密な周期性を示しながら進行するために
は、生殖細胞自身での遺伝子群の発現と同時
に、セルトリ細胞やライディッヒ細胞といっ
た周囲体細胞との相互作用が重要である。

(2) 近年、精子形成・成熟の制御機構に関連
性のある遺伝子が次々と単離され、遺伝子改
変動物を用いた解析も盛んに行われてきた。
しかし、生殖細胞と周囲体細胞間の相互作用
を担う具体的な分子機構を明らかにした報

告例は少ない。ところで最近、細胞の水やグ
リセリンなどの小分子輸送をコントロール
する膜チャネルタンパク質・アクアポリン
（AQP）が、さまざまな細胞の増殖や吸収分
泌機構に関与することが多数報告されてき
た。しかし、精巣を含めた生殖器系での役割
は解明されていない。

(3) 本研究では、こうした AQP に注目し、精
子形成・成熟の分子メカニズムを解明するた
めに、新規に同定された AQP11 に焦点を絞り、
分子～細胞・組織～個体のレベルで研究を行
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うことを企画した。

２．研究の目的
本研究では、「精子形成・成熟における AQP

遺伝子とそのタンパク質の生理的役割解明」
を目指して、主として新規 AQP11 の機能解析
を行う。具体的には、
(1) AQP11 が精子形成過程のいつ、どこで、
どのように発現・局在するのかを遺伝子およ
びタンパク質レベルで明らかにする。細胞膜
局在の場合はその極性を、細胞質内局在の場
合は細胞内オルガネラとの関連を電顕レベ
ルで明らかにする。

(2) GFP 標識遺伝子を導入した培養細胞につ
いて、AQP11 タンパク質の発現パターンを形
態学的および生化学的に明らかにする。
AQP11 は細胞質内発現が示唆されているので、
とくに細胞内オルガネラとの関連を明らか
にする。

(3) AQP11 遺伝子ノックアウトマウスの精巣
および精巣上体について、精子形成・成熟の
いつ、どこで、どのような異常がみられるの
かを光顕と電顕レベルで明らかにする。また、
RNA 干渉により作製された AQP11 遺伝子ノッ
クダウン細胞の形態学的異常を明らかにす
る。

(4) 小胞体との関連が示唆されている AQP11
について、数々のストレスの細胞への負荷に
よる局在変化を細胞・分子レベルで明らかに
し、特異的に結合するタンパクを特定する。

(5) AQP とホモロジーの高い遺伝子をデータ
ベースサーチで探索し、新規の遺伝子を同定
する。

３．研究の方法
(1) AQP11 遺伝子の発現解析：若齢および成
熟マウス精巣におけるAQP11の発現をRT-PCR
法を用いて調べ、精子形成のどの段階で
AQP11 が発現するのかを検討する。発現細胞
の特定はジゴキシゲニン標識－RNA プローブ
を用いた in situ ハイブリダイゼーション法
により行う。

(2) AQP11 タンパク質に対する抗体の作製：
マウス AQP11 のアミノ酸配列の N末端および
C 末端に対応するペプチド抗体は、大腸菌に
発現させた GST融合タンパク質を用いてウサ
ギに免疫して作製する。

(3) AQP11 タンパク質の局在解析：①マウス
AQP11 に対する特異抗体を用いて、成熟マウ
ス精巣における AQP11の局在を免疫組織化学
的に検索する。細胞内小器官における局在は
免疫コロイド金法を用いて電顕レベルで精
査する。②緑色蛍光タンパク質（GFP）をつ
ないだ発現ベクターを培養細胞へ導入し、蛍
光顕微鏡を用いて解析する。

(4) AQP11 遺伝子欠損マウスの形態学的解
析：標的遺伝子組み替え法を用いて作製され
た AQP11 ノックアウトマウス（明治薬科大
学・石橋賢一博士作製）の精巣から光学顕微
鏡および電子顕微鏡用試料を作製し、組織お
よび細胞レベルで形態学的異常を調べる。

(5) 生体内への局所的遺伝子導入実験：ソノ
ポレーション法に従い、ガラスキャピラリー
に充填した AQP11 遺伝子の発現ベクター-マ
イクロバブル混合液をマウス精細管に微小
注入し、遺伝子導入装置と超音波照射端子を
用いて超音波を照射する。細胞内に導入され
た DNA は蛍光抗体法により確認する。

４．研究成果
(1) AQP11遺伝子の発現：精巣におけるAQP11
の遺伝子レベルでの発現をRT-PCR法を用い
て調べた結果、AQP11ｍRNAは生後２週目以降
の精巣で強い発現を認めた（図1）。さらに、
in situハイブリダイゼーション法による解
析では、PCR法による発現パターンと一致し
て精母細胞と円形精子細胞に陽性反応がみ
られた。

(2) 抗AQP11抗体の作製：マウスAQP11のアミ
ノ酸配列の両末端に対応するペプチドに対
する抗ウサギポリクローナル抗体を作製し
たところ、各末端側を認識する合計４種類の
特異抗体を得ることができた。この抗体を用
いた精巣のウェスタンブロット解析の結果、
約27キロダルトンの位置に単一のバンドを
認めた。

(3) AQP11タンパク質の局在：①上記抗体を
用いてAQP11の局在を免疫組織学的に調べた
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図 1 生後マウス精巣における AQP11mRNA の発現



結果、AQP11は生後２週目以降の精巣で発現
し、とくに精母細胞と円形精子細胞の細胞質
に強い陽性反応を認めた。これに対し、生殖
細胞の細胞膜やセルトリ細胞は陰性を示し
た。さらに、②緑色蛍光タンパク分子（GFP
）をつないだ発現ベクターを培養細胞へ導入
して観察した結果、AQP11のN末端とC末端に
連結したGFPは小胞体マーカー（KDEL）と一
致しており、AQP11は細胞質内の小胞体に局
在することを確認した。

(4) 光顕レベルにおけるAQP11ノックアウト
マウス精巣の異常：①パラフィン包埋切片と
エポン包埋切片を用いてAQP11ノックアウト
マウス精巣を調べた結果、核濃縮を伴った大
小の精母細胞が精細管の中央寄りに多数観
察された。②これらの細胞についてTUNEL染
色を行ったところ、陽性反応を示した（図２
）。また、TUNEL陽性細胞の数を生後経時的に
調べた結果、AQP11の遺伝子発現と一致して
生後17日頃に急激に増えていることが判明
した（図３）。さらに、③アポトーシスの実
行に関与するとされる活性型カスパーゼ３
抗体との免疫二重染色を行った結果、TUNEL
陽性細胞とカスパーゼ３陽性細胞がほぼ一
致した。この所見から、AQP11ノックアウト
マウス精細管内のTUNEL陽性細胞はカスパー
ゼ３依存の細胞死を起こしていると考えら
れた。

(5) 電顕レベルにおける AQP11ノックアウト
マウス精巣の異常：電子顕微鏡を用いて観察
した結果、精母細胞の縮小と核クロマチンの
濃縮・断片化（図４）、それに続くセルトリ
細胞による貪食像（図５）が観察され、典型
的な生殖細胞のアポトーシス像を示した。

(6) 本研究課題で得られた上記の成果
から、AQP11 分子は精母細胞および精子
細胞の細胞質（小胞体）に局在し、その
欠損は精子形成細胞の細胞死（アポトー
シス）に関与することが推察された。こ
のことは、現在までに国内外で報告されてい
ない AQPの新たな機能を発見できる可能性が
あることを示すもので注目される。今後は、
AQP11 のアポトーシス誘導という観点から研
究を進めていく必要があると考えている。

図２ 生後１７日齢マウス精巣の TUNEL 染色を施した蛍

光顕微鏡写真。野生型精巣（左）と AQP11-/-精巣（右）。
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図３ TUNEL陽性細胞が存在するマウス精細管の割合

図 4 AQP11-KO マウス精巣の電子顕微鏡写真

図５ セルトリ細胞による貪食像
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