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研究成果の概要（和文）： 

   本研究は精子幹細胞の安定性制御機構の解明を目的に行った。本研究では精子幹細胞が

試験管内で 5 年以上にわたり核型を維持したまま増殖するが、幹細胞活性や分化能は低下する

ことを明らかにした。また自己複製因 GDNF からの刺激が Akt/PI3K シグナルを介して伝達され

ることや、Ras/Cyclin D2 や CDK inhibitor の p27 の自己複製制御への関与を明らかにした。 

 

 

 

研究成果の概要（英文）： 
        Spermatogonial stem cells (SSCs) in testes are the foundation of spermatogenesis 
throughout adult life. In 2003, we established a long-term in vitro culture system of 
mouse SSCs, and designated the cultured cells as Germline stem (GS) cells. GS cells 
constantly proliferate for a long-term period and expand for 1085-fold (139 
passages)during 2 years culture, without losing stem cell activity, normal imprinting 
patterns, and normal karyotype. Current research was oriented to elucidate the limitation 
of SSC stability, and the mechanism underlying a stability self-renewal system of SSCs, 
and how the breakdown of safety mechanism occurs. 
        First, we continued to culture GS cells beyond 2 years, and examined their 
life-span, and observed the effects of a long-term culture. We found that GS cells continue 
to proliferate for >5 years, without losing normal karyotype, but their stem cell activity 
and differentiation potential became gradually limited by a long-term  culture.  
        Second, we investigated the signaling pathways regulating SSC self-renewal, and 
found that the signal from Glial cell line derived neurotrophic factor (GDNF), the 
self-renewal factor of SSCs, is transduced through Akt/PI3K pathway, and that Ras/Cyclin 
D2 pathway is also involved in self-renewal of SSCs. In addition, we found that p21 and 
p27,Cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI)are involved in self-renewal and 
differentiation of SSCs.  
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１．研究開始当初の背景 
   成体には,血液幹細胞や神経幹細胞な
ど様々な組織幹細胞が存在し、自己複製によ
って組織の再生を司る。幹細胞の自己複製能
力は無限に近いと考えられてきたが、実際に
幹細胞が何回分裂することができるかを調
べた報告はない。これは幹細胞を機能的に同
定する方法がなかったこと、in vitro で幹
細胞の自己複製を支持し、長期的に増幅させ
る系がこれまで無かったことが原因である
と考えられる。移植法の確立している血液幹
細胞などでは継代移植によりin vivo で幹細
胞の自己複製能が証明され、継代すると造血
能が低下していくことから幹細胞の増殖能
は有限であると推察されるが、具体的にそれ
を定量化した報告はない。    
   精子幹細胞は成体の精巣にあり、一生
にわたって精子形成の源となる細胞である。
研究代表者らはこれまで精子幹細胞の機能
的解析を行ってきたが、２００３年にマウス
の精子幹細胞の長期培養系を独自に確立し、
これを Germline stem (GS)細胞と命名した。
この細胞は in vitro では精子幹細胞の自己
複製因子である Glial cell line derived 
neurotrophic factor(GDNF) の存在下で幹細
胞として増殖し、in vivo では精細管内に移
植することにより精子形成をし、ホストを雌
と交配させると正常な子孫を作成すること
ができる。この細胞の特徴は非常な長期にわ
たり安定的に増殖することであり、２年間で
1085 倍（139 passages）に増え、その間増殖
速度や幹細胞としての活性⋅インプリンティ
ングや核型などに全く変化を示さず、２年の
培養後も正常な子孫を作った。有名な
Hayflick の法則で知られている通り、通常
の細胞は有限回数の分裂後に増殖を停止す
るか、一部 crisis という現象を起こした細
胞が癌化することにより増殖を続ける。GS 細
胞のように癌化を伴わずに正常な状態のま
ま増殖が続くことは生後の細胞としては例
外的であり、幹細胞の安定した自己複製能を
反映したものであると考えられる。しかしな
がら、このような幹細胞の安定した自己複製
能を支持する分子メカニズムや、安定性の限
界点はどこにあるのか、などに関しては明ら
かでなかった。 
 

２．研究の目的    
   本研究の目的は幹細胞の安定した自
己複製機構がどのようなメカニズムで成り
立っているのか、そしてその破綻がどのよう

に起こるのかを精子幹細胞を使って明らか
にすることである。GS 細胞の２年以降の増殖
を追跡し、寿命の測定とともに、どのように
終焉を迎えるかを観察した。また GS 細胞の
自己複製を司るシグナル伝達経路の解明と、
寿命と自己複製活性の関連について調べた。 
 

３．研究の方法 
１） 長期培養が精子幹細胞の性質にもたら
す影響の解析 
   研究代表者らは 2005 年に GS 細胞が２
年間の培養で 1085 倍（139 passages）まで、
増殖速度や核型、ゲノムインプリント、精子
形成能に変化なく増殖し続けることを報告
したが、その後も細胞は増殖を続けた。２年
間までの段階で測定したテロメア長から推
定すると 10120倍まで増殖し、約３４ヶ月でテ
ロメアは完全に消失する見込みであったが、
３４ヶ月を超過した後も増殖を続けた。本研
究では培養を継続し、細胞に起こる変化を以
下の点に着目し、経時的に解析した。 
a) 増殖曲線の記録 
   生直後の Greenマウス精巣より樹立し、
２年間以上培養した GS 細胞株をさらに同じ
培養条件で培養し続けた。このマウスでは全
身で EGFP の発現があるため、このマウスか
ら樹立した GS細胞は UV照射により蛍光を発
する。具体的にはマウス胎児由来繊維芽細胞
上で GDNF,FGF2,EGF の存在下で培養した。細
胞の形態に変化がないかを観察しつつ増殖
率を記録し、約３ヶ月ごとに凍結ストックを
採るとともに解析を行った。 
b) ゲノムインプリンティングの解析 
   GS 細胞のゲノム DNA を採取し、
COBRA(Combined bisulfite restriction 
analysis)によって母親性（Igf2r,Peg10）お
よび父親性インプリンティング遺伝子（H19, 
Meg3IG, Rasgrf1）のメチル化領域について
メチル化の状態が培養の経過に伴って変化
するかを調べた。 
c) 遺伝子発現パターンの変化の解析 
   フローサイトメトリーと RT-PCR 法に
より精子幹細胞のマーカー（例えば EPCAM, 
ITGA6,ITGB1 など）や、分化型精原細胞マー
カ ー （ KIT ）、 多 能 性 幹 細 胞 マ ー カ ー
（FUT-1,Nanog など）の発現を調べた。 
d) 精子形成能の判定 
   培養細胞をトリプシン処理にてバラ
バラにし、４-８週齢の W/Wv マウスの精細管
内に移植した。このマウスでは Kit の発現の
欠損により内因性の精子形成がないため、こ



こで得られた精子形成はドナー細胞由来で
ある。３-４ヶ月後にホストの精巣を摘出し、
UV 照射で蛍光を発するコロニーの数から、幹
細胞としての活性を判定するとともに HE 染
色により組織像を観察した。２年間の段階で
の GS 細胞では完全に正常な形態の精子形成
の像が観察されたが、その後の培養で分化の
停止や癌化などの異常が起こらないかを観
察した。同時に移植精巣を用いて RT-PCR 法
により精子形成に関与する分子群の発現を
調べた。 
２）精子幹細胞の自己複製を司るシグナル伝
達経路の解明 
   GS細胞はFGF2や GDNFの存在下で増殖
する。GDNF のシグナル分子としては、そのレ
セプターである Ret と GFRa-1、そしてその下
流分子である PI3K,Akt,およびそのシグナル
を制御する癌抑制遺伝子である PTEN が知ら
れている。このシグナル伝達経路は体細胞で
同定されたが、実際に精子幹細胞の自己複製
に関与しているか否かは不明であった。また、
血液系においては Cyclin-dependent kinase 
(CDK) inhibitor が幹細胞の自己複製や分化
の制御に重要な役割を果たすことが報告さ
れている。例えば p21 が血液幹細胞の
quiescence の制御を行なうことがノックア
ウトマウスの解析から明らかになっている。
一方、p27 の方は血液幹細胞のニッシェへの
ホーミングの効率の決定に重要だと報告さ
れている。また神経幹細胞などで G１期にお
ける細胞の自己複製と分化の選択に、G1 サイ
クリンの関与が示唆されている。そこで、本
研究ではこれらの分子に着目して精子幹細
胞の自己複製のメカニズムを解析した。具体
的には、a) PI3K および Akt など、特異的阻
害剤（LY139200 と SH5）による GS 細胞の増
殖への影響の解析、 b) PI3K,Akt,PTEN, 
Cyclin など候補となる分子の発現ベクター
を GS 細胞にレンチウイルスにより導入し、
GDNF が無くても増殖する分子をスクリーニ
ング、 c）b)にてサイトカイン非依存性に増
殖した細胞が実際に精子幹細胞活性を持つ
か否かを精子幹細胞移植法により不妊マウ
スの精巣内へ移植を行い、精子形成・子孫作
成能をもって判定、d）p21・ p27 ノックアウ
トマウスの精子幹細胞を精巣内に移植し、コ
ロニー形成能や子孫作成能を解析、などの方
法により自己複製シグナルの解析を行った。 
 
４．研究成果 
１） 長期培養が精子幹細胞の性質にもたら
す影響の解析 
a) 増殖曲線の記録 
   生直後の Greenマウス精巣より樹立し、
２年間以上培養した GS 細胞株をさらに同じ
培養条件で培養し続けた。GS 細胞は 66 ヶ月
以上増殖を持続した。その間、細胞の形態に

特に変化は無かった。また GS 細胞は FGF2 や
GDNF などのサイトカインに依存して増殖す
るが、長期培養にてこれらのサイトカインへ
の依存性は変化しなかった。 
b) 核型の解析 
   培養期間 27 ヶ月、32 ヶ月、36 ヶ月、
40 ヶ月において核型を解析した。どの時点に
おいても 80−90％が正常な核型を維持してい
た。 
c) 遺伝子発現パターンの変化の解析 
   5 ヶ月培養した GS 細胞と 66 ヶ月培養
した GS 細胞について、RT-PCR 法にてマーカ
ー の 発 現 を 調 べ た 。 Taf4b,Stra8, 
Zbtb16,Ret,Neurogenin3, Pou5f1などは両方
にて発現していた。またフローサイトメトリ
ーにより EPCAM, ITGA6,ITGB1 など精子幹細
胞のマーカーや、分化型精原細胞マーカー
（KIT）、多能性幹細胞マーカー（FUT-1,Nanog
など）の発現に差はなかった。 
d) 精子形成能の判定 
   培養期間２年までの細胞は精巣内移
植にて、コロニー形成能が低下せず、分化し
て子孫作性能のある精子を作ることがこれ
までの研究で分かっていた。しかし培養期間
36 ヶ月の細胞を精巣に移植したところ、コロ
ニー形成は認められるものの、分化の低下が
見られた。移植精巣における遺伝子発現を
RT-PCR法により調べたところ、Prm１や Sycp1, 
Sycp3, Stra8, Dmc1 などのマーカーの発現は
認められたが、Clgn や Crem などの発現は５
ヶ月培養した細胞の移植精巣に比し、著しく
低下していた。 
２）精子幹細胞の自己複製を司るシグナル

伝達経路の解明 
a) GDNF/Akt/PI3Kシグナルによる精子幹細胞
の自己複製制御 
   GDNF で活性化されることが知られて
いる PI3K および MAPK 経路についてどちらが
自己複製に関っているか阻害実験により検
討したところ、LY294002（PI3K 阻害剤）によ
り GS 細胞の増殖が 20-30%へと低下した。ま
た GDNF 刺激により Akt がリン酸化されてい
ることが分かった。次に Akt が tamoxifen に
より発現誘導されるコンストラクトを GS 細
胞に導入し、GDNF の非存在下で Akt により増
殖するかを検討したところ、GDNF 存在下で増
殖速度は低下するが、Akt のみで GS 細胞が
GDNF 非依存的に自己複製増殖をすることが
分かった。この細胞を Wマウス精巣内に移植
を行い約 3ヵ月後に観察したところ、精子形
成を伴うコロニー形成が認められた。一方、
奇形腫や seminoma などの腫瘍形成は見られ
なかった。 
b) Ras/Cyclin D2 による精子幹細胞の自己複
製制御 
   GS 細胞へレンチウイルスによる発現
ベクターを用いて Ras の dominant negative



体を GS 細胞に導入したところ、GS 細胞の自
己複製増殖が著しく阻害された。また Ras の
強制発現により GS細胞は GDNF 非依存性に長
期にわたって増殖することが分かった。4 ヶ
月以上培養した細胞は野生型 GS 細胞と同様
精子幹細胞マーカーの発現を維持し、精巣内
に移植すると精子形成像が見られたことか
ら、精子幹細胞としての活性を維持している
ことが示唆された。さらに、試験管内におい
ては 4 ヶ月の培養期間中特に GS 細胞の形態
等に変化は見られなかったが、移植後の精巣
においては精子形成像の他に、一部で
seminoma の形成が認められた。これらのこ
とから、Ras 分子が Akt と同様に精子幹細胞
の自己複製制御に関わっていること、しかし
Aktのoverexpressionの場合とは異なり、Ras
には精子幹細胞の腫瘍化を促す作用がある
ことが明らかになった。しかしここで形成さ
れる腫瘍像は seminoma であり、奇形腫は認
められなかった 
c) CDK inhibitor による精子幹細胞の自己複
製制御 
   細 胞 周 期 調 節 因 子 の
Cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI)
の p21 と p27 が精子幹細胞や前駆細胞の増
殖・分化に関わっていることを明らかにした。 
p21 や p27 を培養精子幹細胞（Germline Stem; 
GS 細胞）に高発現させると増殖の抑制が起こ
ること、また GS 細胞は自己複製因子 GDNF に
より p21 や p27 遺伝子の発現レベルが低下す
ることから、これらのシグナルが精子幹細胞
や前駆細胞の増殖制御に関わっているので
はないかと考えられた。そこで、精子幹細胞
移植法により p21 KO、p27 KO マウスの精巣
における幹細胞の機能的活性を調べたとこ
ろ、幹細胞活性と分化能は保たれており、幹
細胞数も野生型と差が見られなかった。 
   しかしながら、通常の精子幹細胞移植
法では検出できない差異があるのではない
かと考え、更に Competitve transplantation 
assay （競合的移植アッセイ）を行った。 こ
の方法は野生型の幹細胞と１：１でミックス
して移植を行うというもので、競合させた場
合の幹細胞の優位性を判定できるものであ
る。この方法で移植したレシピエントから生
まれた仔のゲノタイプを長期にわたり調査
したところ、野生型に比し p21 KO 由来の仔
が優勢に生まれるのに対し、p27 KO 由来の仔
は殆ど生まれなかった。 
   さらに継代移植にて幹細胞の自己複
製活性を調べたところ、p27 KO 由来の幹細胞
では有意に低下していることが分かった。こ
れらのことから、p21, p27 などの CDKI は精
子幹細胞からの Germline transmission 効率
に影響すること、p27 遺伝子の発現が精子幹
細胞の自己複製制御に関わっていることが
分かった。 
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〔学会発表〕（計 17件） 
1) 平成 19 年 2 月 19 日〜20 日 
特定領域研究「幹細胞の可塑性と未分化性
維持機構」公開班会議 東京大学医科学研
究所 講堂  
篠原美都「精子幹細胞の機能とその技術開
発」 
 
2) 平成 19 年 6 月 24 日〜26 日 
特定領域研究「遺伝情報発現における
DECODE システムの解明」合同班会議 箱根
湯本温泉 ホテルおかだ 
篠原美都「精子幹細胞の多分化能制御に関
わる遺伝子デコードプログラムの解明」 
 
3) 平成 19 年 7 月 26 日 
特定領域研究「細胞の運命と挙動を支配す
る細胞外環境のダイナミズム」班会議 京
都国際会議場 
篠原美都「精子幹細胞のニッシェへのホー
ミングに関与する分子機構の解明」 
 
4) 平成 19 年 10 月 22 日 
日本繁殖生物学会 第 100 回記念シンポジ
ウム 東京大学弥生講堂 
篠原美都「精子幹細胞による遺伝子改変動
物の作成」生殖科学奨励賞受賞 
 
5) 平成 20 年８月７−１０日 
特定領域研究「統合脳」５領域合同班会議 
北海道厚生年金会館（ウェルシティ札幌） 



篠原美都「精子幹細胞を用いた神経疾患モ
デルラット作成技術の開発」 
 
6) 平成 20 年９月２−３日 
特定領域研究「細胞の運命と挙動を支配す
る細胞外環境のダイナミズム」班会議 国
立京都国際会館 
篠原美都「精子幹細胞のニッシェの構成分
子の解明」 
 
7) 平成 20 年 9 月 8−10 日 
特定領域研究「細胞増殖制御」 班会議 御
殿場高原ホテル 
篠原美都「精子幹細胞の細胞周期の調節機
構の解明」 
 
8) 平成 21 年 2 月 17-18 日 
特定領域「細胞外領域」第二回班会議京都
大学 芝蘭会館 
篠原美都「試験管内で発生した精子幹細胞
がもたらす世代を超えて伝達するエピジェ
ネティック異常」 
 
9) 平成 21 年 9 月 1-3 日 
特定領域「細胞増殖制御」班会議 ホテル
アンビエント安曇野 
篠原美都「精子幹細胞の細胞周期の調節機
構の解明」 
 
10) 平成 21 年 9月 15-16 日 
特定領域「細胞外環境」班会議 京都国際
会議場 
篠原美都「精子幹細胞の癌化における細胞
外環境の関わり」 
 
11) 平成 21 年 10 月 13-14 日 
新学術領域研究 「配偶子制御」第 2 回領
域会議 総合研究大学 
篠原美都「精子幹細胞の自己複製制御機構」 
 
12) 平成 21 年 12 月 18-19 日 
特定領域 「統合脳」班会議東京・学士会
館 
篠原美都「精子幹細胞を用いた神経疾患モ
デルラット作成技術の開発」 
 
13) 平成 22 年 6月 3-4 日 
新学術領域 第三回領域会議 筑波大学附
属下田臨海実験センター 
篠原美都「CDK インヒビターp21 と p27 によ
る精子幹細胞の制御」 
 
14) 平成 22 年 6月 26 日 
11th International Symposium on 
Spematology 沖縄コンベンションセンター 
Takashi Shinohara,Seiji Takashima,Mito 
Kanatsu-Shinohara  

“Positive and negative regulators of 
mouse spermatogonial stem cell 
self-renewal” 
  
15) 平成 22 年 7月 26-28 日 
特定領域研究 班会議 門司港ホテル 
 
篠原美都「精子幹細胞の制御における CDK
インヒビターp21 と p27 の関与」 
  
16) 平成 22 年 10 月 16 日 
アステラス病態代謝研究会 第41回研究報
告会 東京・経団連会館 
篠原美都「生殖細胞特異的な遺伝情報場の
継承のメカニズムの解明」 
 
17) 平成 22 年 11 月 8-9 日 
新学術領域研究 「配偶子制御」第 4 回領
域会議 葉山・IPC 生産性国際交流センター 
篠原美都「マウス精子幹細胞ニッシェ制御
における G蛋白質分子の役割の解明」 
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