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研究成果の概要： 

甲状腺癌やヒルシュスプルング病の原因遺伝子である RET は臓器の正常な発生にも不可欠であ

る。我々は遺伝子組換えマウスを用いた研究の結果、RET タンパクの中のあるアミノ酸が精子

のもととなる幹細胞の増殖や分化の制御に重要であることを示した。また腎臓の発生において

は Sprouty2という遺伝子が RETの働きに関与するが、腸管神経の発生においては RETの影響は

Sprouty2より強いかもしれないということがわかり、ヒルシュスプルング病のような腸管神経

の発生異常を呈する疾患の基礎データを示すことができた。 
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１．研究開始当初の背景 

(1) GDNF/RETシグナル伝達系について 
RET癌原遺伝子は多発性内分泌腫瘍症 2A型・

2B 型、家族性甲状腺乳頭癌、Hirschsprung

病などの遺伝性、非遺伝性疾患の原因遺伝子

である。受容体型チロシンキナーゼをコード

しており、co-receptorである GFRα1を介し

て、神経栄養因子の 1 つである GDNF(glial 

cell line-derived neurotrophic factor)と

結合し、細胞内へシグナルを伝達する。RET

ノックアウトマウスでは腸管神経節の欠損、

および腎臓の無形成、もしくは著しい低形成

を示すことが報告され、RET が腸管神経節、

腎臓の発生、分化に重要な役割を果たしてい

ることが判明した。同様に GDNF のノックア

ウトマウスでも腸管神経節の欠損、腎臓の低

形成が認められ、GDNF/RETシグナル伝達系が

これらの臓器の発生に不可欠な要素である

ことが明らかとなった。 

(2) RETチロシン 1062を介するシグナルの果

たす役割について 

RET のコドン 1062 のチロシン(Y1062)は SHC
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をはじめとする多くのアダプタータンパク

の結合部位であり、RET 下流のシグナル伝達

経路の活性化には Y1062を介するシグナルの

果たす役割が極めて大きいと考えられる。

我々はこれまでに RETの Y1062をフェニルア

ラニンに置換したノックインマウス(RET KI

マウス)を作製し、Y1062を介するシグナルの

欠如が個体発生にもたらす変化を検討した。

RET KIマウスは小腸から大腸の間で腸管神経

の遊走が停止しており、神経細胞の数も著し

く減少していた。腎臓も低形成で、胎生期に

おいて尿管芽の分岐の数が減少していた。生

化学的検討によって Y1062の下流に存在する

ERK、AKTのリン酸化が低下していることが確

認され、RET の Y1062 を介するシグナルが腸

管神経、腎臓の発生に大きく関わっているこ

とが明らかとなった。 

(3)GDNF/RET シグナル伝達系と精子幹細胞の

機能発現 

RET は精子形成にも関わることが報告されて

いる。RETと GFRα1が精細胞系列の幹細胞で

ある type A 精祖細胞に、GDNFは精細胞の支

持組織であるセルトリ細胞に発現している。

RET ノックアウトマウスの精巣を用いた移植

実験では type A 精祖細胞の減少、消失が確

認され、RET が精子幹細胞の自己複製にかか

わることが示唆された。また GDNF が精子幹

細胞の増殖因子であること、GDNF刺激が精子

幹細胞の未分化状態を維持することなどが

判明し、GDNF/RETシグナル伝達系が精子幹細

胞の機能の発現に極めて重要な役割を果た

すことが明らかとなってきた。これを受けて

我々も RET KI マウスにおける精子形成を観

察したところ、生後 7日目以降から精細胞の

減少がみられ、28日目にはほとんどの精細胞

が消失していた。RET 陽性の type A 精祖細

胞も消失していたことから、精細胞の減少は

精子幹細胞の枯渇に基づくものと思われ、精

子幹細胞の自己複製、未分化状態の維持（分

化抑制）にも RETの Y1062を介するシグナル

がかかわる可能性が推測された。 

(4)GDNF/RETシグナル伝達系とSprouty2によ

る ERKシグナルの制御との関係 

Sprouty2は FGFによって活性化され、ERKの

シグナルを負に制御する分子である。胎生期

の大脳皮質や肺芽、内耳コルチ器に発現が見

られる。他施設の報告によると、Sprouty2ノ

ックアウトマウス (sp2 KO マウス)では ERK

のシグナルが過剰となることで腸管神経系

が過形成となる。このマウスの腸管断片を

GDNF 刺激すると ERK、AKT の過リン酸化が起

き、また腹腔内に抗 GDNF 抗体を注入すると

腸管神経系の過形成が改善した。これらのこ

とから GDNF/RET シグナル伝達系と Sprouty2

の関連性が示唆された。 

 

２．研究の目的 

(1)精子幹細胞の機能発現において RET Y1062

を介するシグナルが果たす役割を明らかに

する： 

RET KIマウスを用いて、RET Y1062を介する

シグナルが精子幹細胞の自己複製能、未分化

状態の維持にどのように関与するかを明ら

かにする。 

(2)GDNF/RETシグナル伝達系とSprouty2の制

御するシグナル伝達系との関係を明らかに

する： 

RET KI マウスと sp2 KO マウスとの交配から

二重変異マウスを作出し、その表現型をもと

に Sprouty2と GDNF/RETシグナル伝達系との

関係を明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1)精子幹細胞の機能発現において RET Y1062

を介するシグナルが果たす役割を明らかに

する: 

①精巣の組織学的検討 

生後 0、7、14、21、28 日の RET KI マウス

の精巣を採取し、重量を測定した後、ホル

マリン固定パラフィン包埋し、組織切片を

作製する。この切片を HE染色し、日齢ごと

に組織学的異常について比較検討する。 

②精子幹細胞の同定 

前述の切片に対して抗RET抗体、抗PLZF抗体

（幹細胞のマーカー）で免疫染色を施し、

RET陽性の精子幹細胞の数を定量して同細

胞の減少を確認する。 

③幹細胞の減少におけるアポトーシスの関

与についての検討 

前述の切片でTUNEL法によってアポトーシ

スに陥った細胞を検出し、定量的に比較検

討する。 

(2)GDNF/RETシグナル伝達系とSprouty2の制

御するシグナル伝達系との関係を明らかに

する： 

①Sprouty2 KO/RET Y1062F KI二重変異マ

ウス(sp2/KIマウス)を作出する 

RET KIマウスのヘテロ変異マウス(W/He)と

sp2 KOマウスのヘテロ変異マウス(He/W)を

交配して二重変異を有するヘテロ変異マウ

ス(He/He)を産出させる。さらに産出された

二重変異へテロマウスどうしを交配し、二

重変異を有するホモ変異マウス(Ho/Ho)を

産出させる。 

②変異マウスの生存状況、外表所見の検討 

最終的に得られる16種類の遺伝子型のマウ



 

 

スについて寿命、外表所見について観察す

る。 

③変異マウスの臓器所見の検討 

16種類の遺伝子型のマウスについて腎臓、

腸管をはじめとする主要臓器の重量測定、

肉眼所見を検討する。その後ホルマリン固

定パラフィン包埋し、組織切片を作製する。

この切片をHE染色し、日齢ごとに組織学的

異常について比較検討する。腸管について

はwhole mountでNADPH染色を行い、腸管神

経の発生状況をin situで観察する。 

④organ cultureによるシグナル伝達の検

討（後根神経節細胞） 

W/W、Ho/W、W/Ho、Ho/Hoの生後0日のマウス

から後根神経節細胞を採取し、初代培養す

る。これらをGDNF刺激した後タンパクの組

織ライセートを作製し、Western blotting

によってAKT、ERKのリン酸化を検討する。 

⑤organ cultureによるシグナル伝達の検

討（胎児腎臓、消化管） 

sp2/KIマウスのHe/Heどうしで交配し、妊

娠させた雌マウスから胎生15.5日で胎児を

採取する。これらの胎児から腸管と腎臓を

採取、培養し、GDNF刺激した後タンパクの

組 織 ラ イ セ ー ト を 作 製 し 、 Western 

blottingによってAKT、ERKのリン酸化を検

討する。 

 

４．研究成果 

(1)精子幹細胞の機能発現において RET Y1062

を介するシグナルが果たす役割を明らかに

する: 

生後 0、7、14、21、28日の RET KIマウスの

精巣の重量測定の結果、RET KI(Ho)マウスで

は 14 日目以降精巣が萎縮することがわかっ

た。組織学的に検討したところ、精細管の数

は同等であったが、RET KI(Ho)マウスでは 14

日目以降精細胞数が徐々に減少し、28日目に

はほぼ消失していた。精細胞の減少が精子幹

細胞の何らかの異常に起因するのではない

かと考え、これらの精巣を抗 RET抗体で免疫

染色し、RET 陽性細胞の数を定量した。その

結果、生下時においては RET 陽性の

gonocyte(精子幹細胞のもととなる細胞)の

数に差はなかったが、RET KI(Ho)マウスでは

生後 7 日目には RET 陽性細胞が減少し始め、

生後 14 日ではごくわずかに残存するのみで

あった。さらに W、Heマウスではその後も RET

陽性細胞が維持され、精子を産生し続けるの

に対し、RET KI(Ho)マウスでは生後 28 日で

完全に RET陽性細胞が消失し、精子は確認さ

れなかった。RET 陽性細胞の中に精子幹細胞

が含まれていることから精子幹細胞が減少

していることが予想され、抗 PLZF抗体(幹細

胞のマーカー)で免疫染色し、精子幹細胞の

数を定量したところ、RET 陽性細胞と同じ動

向を示した。TUNEL 法による検討でアポトー

シスは精細胞の減少への関与は少ないと考

えられた。これらのことから RET KI マウス

では RET陽性の精子幹細胞が自己複製するこ

となしに分化してしまい、消失するものと考

えられ、RET Y1062 を介するシグナルは精子

幹細胞の自己複製と分化の抑制に関係する

ことが明らかとなった。本結果から、他の幹

細胞においても自己複製と分化の抑制に

GDNF/RET シグナル伝達系が関与する可能性、

および Y1062を介するシグナルがそのキーと

なる可能性が示唆された。今後の幹細胞研究

において、GDNF/RETシグナル伝達系が癌幹細

胞を含む様々な幹細胞を制御する因子の候

補として、また幹細胞を用いた疾患治療戦略

のターゲットとして推挙される。 

(2)GDNF/RETシグナル伝達系とSprouty2の制

御するシグナル伝達系との関係を明らかに

する： 

sp2/KIの Ho/Hoマウスの腎臓は W/Wマウスよ

り小さかったが、W/Hoマウスよりは大きかっ

た。組織学的に W/Ho マウスの腎臓の低形成

の原因である発生時における尿管芽の

branching の減少が改善されていることが確

認された。この結果から腎臓の発生において

は Sprouty2 の制御する ERK シグナルと RET 

Y1062 の下流の ERK シグナルが強く関連して

いることが示唆された。腸管神経においては、

胃では W/Ho に見られる神経細胞の減少が不

完全ながら改善されていたが、小腸、大腸に

おいては改善は見られなかった。このことか

ら、腸管神経の発生においては、RET Y1062

下流の ERK シグナルは Sprouty2 に制御され

る ERKシグナルより強い影響力を持っている

可能性が示唆された。organ culture サンプ

ルを用いた Western blotting による生化学

的なシグナル伝達の検証については、腎臓に

関しては RET KI(Ho)マウスで低下していた

ERK シグナルがやや増加しており、組織学的

な変化を裏付けるものと考えられた。また

Sprouty2をノックアウトすることでERKシグ

ナルの抑制がとれるという仮説にも合致し

た。しかし、後根神経節や消化管に関しては、

一定の結果が得られず、これらの臓器では発

生の時期によって主体となるシグナル伝達

経路が異なる可能性や、1 つの臓器でも（特

に消化管では）部位によってシグナルの活性

化の状態が異なる可能性が考えられた。今回

我々は sp2/KI マウスの大腸における腸管神

経の発生を近位、中間、遠位の 3点で詳細に



 

 

検討し、これまでに報告されていない事実を

見出した。この研究を通して Hirschsprung

病などの腸管神経の発生異常に基づく疾患

の治療に貢献する有用な成果を得ることが

できたと考える。 
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