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研究成果の概要（和文）：本研究は、精子形成を維持する精原幹細胞の自己複製機構と分化の過

程を分子レベルで明らかにするために、分化型精原細胞と比較してマウス精原幹細胞特異的に

発現する核タンパク質の網羅的な解析を行った。同定したタンパク質は、精子形成との関連性、

精原幹細胞の自己複製や分化に関する知見は皆無であったことから、さらなる機能解析により

精原幹細胞の自己複製と分化を司る新たな調節機構が明らかにされる可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）：To reveal differentiation process of spermatogonial stem cells in 

mice, comparative analysis of nuclear proteome of spermatogonial stem cells and 

differentiating spermatogonia was performed. None of identified proteins have been 

characterized with respect to either stem cell self-renewal or spermatogenesis. Future 

functional studies will clarify the exact roles of these proteins on self-renewal and 

differentiation of spermatogonial stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 幹細胞は分化能を維持したまま増殖し続
ける能力（自己複製能）を持つことから組織
の恒常的維持や再生の中心的役割を果たし
ている。なかでも、精子形成を維持している
精原幹細胞は遺伝情報を次世代に継ぐこと
ができるという他の組織幹細胞にはない特
徴を持ち、再生医療のみならず不妊治療や

様々な産業動物の遺伝子組換え個体の作成
などの多くの分野で応用が期待されている
一方で、精原幹細胞の自己複製機構や分化の
過程の分子メカニズムについては不明な点
が多く、医療への応用が大きく阻まれている。 

 これまでの研究により、マウスではグリア
細胞株由来神経栄養因子（GDNF）を添加した
無血清培地において半永久的に自己複製す
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ることが明らかとなっている。申請者は、前
所属機関においてタンパク質同定システム
(LC-MS/MS)を用いたプロテオーム解析技術
の開発に携わり、試料の調整法やデータ解析
法等の技術・知識を習得してきた。最近の胚
性幹細胞（ES 細胞）の研究分野では、核分画
に焦点を絞ったプロテオーム解析が幹細胞
の自己複製調節機構や分化の過程の有益な
情報の提供源になることが期待されている。
本研究は、精原幹細胞の自己複製機構と分化
の過程を細胞・分子レベルで明らかにするた
めに、マウス精原幹細胞を大量培養し、精原
幹細胞と分化型精原細胞に特徴的に発現す
る核プロテオームを解析した。 

 

 

２．研究の目的 

(1)精原幹細胞と分化型精原細胞の核プロテ
オーム解析を行い、それぞれ特徴的に発現す
るタンパク質を探索する。 

 

(2)精原幹細胞あるいは分化型精原細胞に特
徴的なタンパク質が自己複製機構や分化機
構に直接関わる因子であるのか明らかにす
る。 

 

 

３．研究の方法 

 当研究室で確立した精原幹細胞大規模培
養系において、分化誘導因子であるレチノイ
ン酸を加え分化型精原細胞を得た。得られた
各細胞集団から NE-PER Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagents（PIERCE
社）を使用して核を分画した。トリプシン消
化によりペプチド断片化し、LC-MS/MS によっ
て解析した。MS/MS スペクトルデータは、検
索エンジン SEQUEST により解析し、FDR(false 
discovery rate)が 5%未満のデータのみを評
価した。比較相対定量解析は、差異解析ソフ
トウェア SIEVE により行った。同定タンパク
質の特徴については、データベース Reactome
を使用して解析した。同定タンパク質におい
て精原幹細胞あるいは分化型精原細胞に特
徴的に同定したタンパク質は、定量的 RT-PCR
法によって同定タンパク質をコードする
mRNA の発現量を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)精原幹細胞の分化誘導条件の検討 
  精原幹細胞の増殖因子である GDNF を培養
細胞にて調製し、精原幹細胞の大量培養を行
った。精原幹細胞はレチノイン酸により分化
型精原幹細胞に分化させることが可能であ
る。そこで十分量の分化型精原細胞を得るた
めにレチノイン酸による精原幹細胞の分化
誘導条件を検討した。未分化状態の指標であ
る POU5F1 と ZBTB16 の発現、および分化マー

カーとして KITの発現を指標に分化誘導の最
適化を図った。その結果効率よくほとんどの
精原幹細胞を分化型に誘導する培養条件を
決定した。 
 
(2)核分画の調整 
 調整した核分画には、転写制御因子である
POU5F1 や ZBTB16 が濃縮されていることをウ
ェスタンブロット法によって確認した。そこ
で、核分画を TSK gel G3000SW を用いたゲル
ろ過クロマトグラフィーによってさらに分
画し、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動
と銀染色法によって可視化した。その結果、
精原幹細胞、分化型精原細胞に特徴的なタン
パク質バンドを顕著に検出することはでき
なかった。この理由として、分化に伴って発
現が誘導または抑制されるタンパク質は発
現量が非常に低いために銀染色法では検出
できないことが考えられた。そこで、網羅的
にタンパク質を同定することで微量なタン
パク質の同定を試みた。 
 
(3)精原幹細胞と分化型精原細胞の核プロテ
オーム解析 

 得られた核分画をトリプシン消化により
ペプチド断片化し、LC-MS/MS によって解析し
た。その結果、精原幹細胞の核分画において
1111、分化型精原細胞の核分画において 1050
タンパク質を同定した（図１）。 

 

 精原幹細胞の核分画においてのみ同定さ
れたタンパク質は 236、分化型精原細胞の核
分画においてのみ同定されたタンパク質は
175 であった。また、875 タンパク質は精原
幹細胞と分化型精原細胞に共通して同定さ
れた。この共通に同定された 875 タンパク質
については、さらに比較相対定量解析を行っ
た。その結果、相対定量値が 2倍以上変動し
たタンパク質はほとんど存在しなかった（図
２）。従って、精原幹細胞と分化型精原細胞
の核分画において共通して同定されたタン
パク質は分化の過程で発現量がほとんど変
化しないことが明らかとなった。 
 



 

 

 

(4)核プロテオーム解析により同定されたタ
ンパク質の精原幹細胞および分化型精原細
胞における発現解析 
 精原幹細胞および分化型精原細胞の核分
画においてそれぞれ特徴的に同定した 236、
175 タンパク質のうち、同定ペプチドによる
シーケンスカバー率が高いタンパク質をそ
れぞれ抽出した。その結果、精原幹細胞では
25 タンパク質、分化型精原細胞では 6タンパ
ク質を抽出することができた。これらのタン
パク質には精子形成への関与を示唆する報
告はなく、さらに精原幹細胞の自己複製や分
化に関する知見は皆無であった。これらのタ
ンパク質の発現解析をウェスタンブロット
法によって試みたが、特異性が高い抗体が得
られず検出することができなかった。そこで、
定量的 RT-PCR 法によって同定タンパク質を
コードする mRNA の発現量を解析した。その
結果、7 種の遺伝子がプロテオーム解析の結
果と一致する発現パターンを示した。さらに
7 種の遺伝子のうち 2 種の遺伝子が生体内に
おいても同様の発現パターンを示した。 
 
(5)精原幹細胞に特徴的なタンパク質の機能
解析 
 絞り込みを行った 2種の遺伝子を精原幹細
胞において発現させるため発現ベクターを
構築した。現在、この 2種の遺伝子を過剰発
現する精原幹細胞株を作製している。選択し
た細胞株が得られた場合には、未分化状態の
維持及び分化能について解析することを計
画している。 
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