
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年４月３０日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：一般に低温では細胞増殖・遺伝子発現ともに低下するが、哺乳類の精

子形成細胞は体温よりも 32 度前後の軽度低温下でよりよく増殖・分化する。この理由・生物

学的な意義は不明である。本研究では、軽度低温により特異的に誘導される低温ショック蛋白

質 Cirp の発現を制御する分子機構を明らかにし、ストレス応答との関連を解析した。また cirp
遺伝子を欠失したマウスを作成し、Cirp の精子形成における役割を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Although the cell growth and gene expression are generally 
suppressed at lower temperatures, mammalian male germ cells proliferate and differentiate 
better at moderately low temperatures such as 32 degree C than body cavity temperature. 
The reasons for and biological significance of this phenomenon is unknown. We clarified 
in this study the molecular mechanism that regulates the expression of Cirp, the cold 
shock protein specifically induced at moderately low temperatures. We further produced 
cirp-knockout mice, and demonstrated the involvement of Cirp in spermatogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
一般に低温では、細胞増殖・遺伝子発現とも
に低下するのが普通であるのに、なぜ精子形
成細胞は体温環境下にあるよりも軽度低温
下のほうがより良く増殖・分化できるのか、
なぜ哺乳類の精巣が軽度低温環境下にある
のかは不明である。哺乳類での高温に対する
応答に関しては、熱ショック蛋白質 Hsp 及び

その転写因子Hsfの解析をはじめいろいろな
研究がなされている。しかし、低温応答の研
究は遅れている。我々は、32 度で発現が亢進
する蛋白質 Cirp を発見し、哺乳類細胞には
32 度前後の軽度低温により特異的に発現誘
導される低温ショック蛋白質群が存在する
こと、停留精巣では Cirp 及び類似の低温シ
ョック蛋白質 Rbm3 の精巣における発現が
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低下すること、32 度環境がいろいろなストレ
スに対する細胞の抵抗性を高めることを示
してきた。最近、32 度で転写を促進する軽度
低温応答エレメントを cirp 遺伝子中に発見
したので本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究により軽度低温応答転写因子を確定
し、その制御機構、ストレス抵抗性との関連、
制御を受ける遺伝子群の同定を行う。さらに、
男子不妊症及び精巣腫瘍発生とこれら遺伝
子との関連を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）軽度低温で特異的に cirp 遺伝子転写
物が増加する機序の解析 
①軽度低温応答転写因子の同定：cirp 遺伝子
発現に関与する軽度低温応答エレメントに
in vivo 細胞核内で結合している蛋白質を同
定。過剰発現、あるいは発現抑制により Cirp
発現への影響を確認。 
②軽度低温応答転写因子に制御を受ける遺
伝子の同定：転写因子の過剰発現によって転
写産物量の変化する遺伝子群を DNA マイク
ロアレーで同定。 
③軽度低温応答転写因子活性の制御機構：転
写因子の修飾、局在、他の軽度低温応答エレ
メント結合蛋白質との関連、温度変化、スト
レス等による変化を解析 
 
（２）軽度低温で発現亢進する遺伝子及び転
写制御機構の機能に関する解析 
①ストレス抵抗性と軽度低温応答転写因子
との関連：過剰発現、発現抑制により。 
②低温ショック蛋白質 Cirp、熱ショック蛋白
質 Apg-1、Apg-2 遺伝子それぞれのノックア
ウトマウスについて、精子形成に対する影響
を解析。 
 
（３）臨床的意義に関する解析 

①ヒト胎生期癌細胞株、卵巣未分化胚細胞腫  

細胞株で、軽度低温で発現亢進する遺伝子群
の発現変化を解析。 
②ヒト精巣腫瘍、不妊症症例での変化の解析。 
 
４．研究成果 
（１）軽度低温で特異的に cirp 遺伝子転写
物が増加する機序の解析 
①軽度低温応答転写因子の同定： 
軽度低温応答エレメントに in vitro で結合
する複数の蛋白質について、クロマチン免疫
沈降反応にて細胞核内でも結合しているこ
とを示した。過剰発現および内在性発現の抑
制により、これらの蛋白質が Cirp 発現制御
に関与していることを証明した。これらは軽
度低温応答転写因子及びその補助因子と考
えられた。 

②軽度低温応答転写因子に制御を受ける遺
伝子の同定： 
転写因子を高発現させ、発現に影響を受ける
遺伝子をマイクロアレーで検索したが、影響
下にあることが既知の遺伝子発現が変化し
ていなかった。使用した転写因子に変異が生
じていたため、あるいは恒常的に過剰発現さ
せた細胞を用いたことに問題があったと考
えられる。 
③軽度低温応答転写因子活性の制御機構： 
軽度低温応答エレメントに in vitro で結合
することを見いだした複数の蛋白質は、軽度
低温下でキナーゼにより修飾され、細胞質か
ら核へ移行した。これら転写補助因子が、転
写因子とともに細胞核内で複合体を作って
いることを免疫沈降反応により示した。さら
に軽度低温では、染色体の cirp 遺伝子発現
制御領域上でこの複合体の量が増え、転写を
促進させることをクロマチン免疫沈降反応
により示した。 
 
（２）軽度低温で発現亢進する遺伝子及び転
写制御機構の機能に関する解析 
①ストレス抵抗性と軽度低温応答転写制御
機構との関連：  
低温以外のストレスによっても、転写補助因
子がキナーゼにより活性化され、核内で他の
転写因子にも作用して原因ストレスに対す
る細胞抵抗性が生じることを見いだした。 
②遺伝子ノックアウトマウスによる解析： 
cirp 遺伝子ノックアウトマウスで未分化精
原細胞数が減少していること、抗癌剤による
ダメージからの精子数回復が遅れることを
見いだした(図１）。この原因は、精子形成細
胞中では軽度低温で Cirp がキナーゼに結合
し、その結果増殖を促進するためであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 精子形成が認められる精細管数の変
化：cirp 遺伝子ノックアウトマウス(-/-)で
は野生型(+/+)に比し、ブスルファン投与後
の回復が低下する。 
 
 
軽度低温から軽度高温への変化で誘導さ

れる熱ショック蛋白質 Apg-1の遺伝子ノック
アウトマウスが、100%雄性不妊であることを



 

 

見いだした。 
Apg-2 の遺伝子ノックアウトマウスは、成

長が悪く一部胎生致死であった。 
複数のマウス系統で、かつバッククロスを

8 代以上掛けることが異常形質の発見に重要
であった。 
 
（３）臨床的意義に関する解析 

ヒト胎生期癌細胞株、卵巣未分化胚細胞腫  

細胞株で、Cirp 及びその結合蛋白質が過剰発
現していることを見いだした。臨床精巣腫瘍、
不妊症例での変化、及び治療抵抗性等との関
連を今後解析せねばならない。 
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