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研究成果の概要（和文）：　哺乳類の精巣では、精子の元となる精原細胞が増殖をしつつ、減数分裂を起こす精
母細胞へと分化することで、精子生産が維持される。この増殖と分化の調節は次世代へ子孫を残すために必要不
可欠であるが、分子メカニズムは不明である。本研究ではマウスを用い、機能遺伝子の同定を行うとともに、精
子形成の維持機構の解明を目指した。
　発生工学技術を駆使して遺伝子欠損（KO）マウスを3系統作製して解析を行ったところ、うち1系統で、加齢に
より妊性の低下を明らかにした。このKOマウスでは、従来の加齢（老化）で見られる精巣内の恒常性の破綻が、
早期に起こることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Within the testis, spermatogonia, which include germline stem cells, undergo
 an elaborately organized process to give rise to sperm. The process of germ cell development is 
called spermatogenesis.  Transition of spermatogonia to spermatocytes must be carefully regulated to
 ensure that large numbers of spermatozoa are produced continuously throughout reproductive life. I 
have addressed the question of how this transition is regulated at the cellular and molecular level.
 We have generated three of knockout (KO) mouse lines by CRISPR/Cas9 system and have found that one 
KO mice are age-dependently infertile. The KO mice show precocious testicular defects, which can be 
observed in natural aged mice.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果は、精原細胞の増殖と分化の調節や、精子形成の継続性と加齢による破綻現象の一端を明らかにしてお
り、畜産・動物生命科学への学術的な波及に寄与する。また現在、畜産動物の精原細胞を体外移植して精子を作
製する技術が開発されている。本知見は、移植後の精子形成の効率改善に応用でき、この技術を活かして効率的
な動物生産への展開が期待される。
　さらに、ヒトの不妊は社会的要求の高いテーマであり、国内の不妊カップルは 約７組に１組と推定される。
不妊症の約半数は男性側に起因し、主な原因として精子形成の障害が知られる。本成果は、加齢による男性の妊
性低下の原因究明や治療法開発に繋がり、社会への還元が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類の精巣内では、精子が一定のリズムで持続的に生産される。精子の生産過程である精子

形成は精巣の精細菅内部で起こり、幹細胞を含む精原細胞が増殖をしながら、一部が減数分裂を
起こす精母細胞へと分化する。精母細胞は減数分裂を経て、半数体の精子へと分化し、精子形成
を完了する。この精原細胞の増殖と分化調節は、精原細胞や精巣の恒常性の維持だけでなく、そ
の後の精子形成や遺伝情報の伝達に必要不可欠である。 
過去の研究により、精母細胞は初めから十分な減数分裂能を保持しており、減数分裂能の獲得

はそれ以前の、精原細胞が増殖する時期に起こることを報告した（Endo et al., PNAS, 2015）。
しかし、精原細胞が増殖に伴いどのように減数分裂能を獲得して精母細胞へと分化するのか、ま
た、精原細胞の増殖と分化のバランスがどのように維持されるか、分子メカニズムは不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、遺伝子の機能解析や改変動物の作製が容易なマウスを用い、精原細胞の増殖と分

化の調節に重要な機能遺伝子の同定を行うとともに、精原細胞の増殖と分化のバランスがどの
ように保たれているかの観点から、精巣内の恒常性の維持と加齢による破綻機構について、分子
生物学的・細胞生物学的に解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）遺伝子欠損マウスの作製と表現型解析 
遺伝子機能を個体レベルで解析するためには、目的遺伝子を破壊した（KO）マウスの作製が

重要である。特に、ゲノム編集技術の CRISPR/Cas9 法は短期間（約 3-4 ヶ月）で KO マウスを
作製することが可能であった（Oji et al., Sci Rep 2016）。 
そこでまず、オンラインのデータベースや精巣内の遺伝子（mRNAs）の網羅的発現に関する

文献を参考としながら、精原細胞の増殖・分化の時期で高発現する遺伝子群に着目し、
CRISPR/Cas9 法を用いて 3 系統の KO マウス作製を行った。これらの KO マウスの妊性を後輩
で確認し、妊性の低下を示す KO マウス系統のスクリーニングを行った後、精原細胞の増殖・分
化についての解析を行った。 
 
（2）精巣内の恒常性の維持と加齢による破綻機構の解析 
精原細胞の増殖と分化のバランスがどのように維持されるかを解析するには、マウス精巣内

を長期的に観察する必要がある。本研究ではまず、野生型の成体（8 週齢）マウスを用い、最大
2 年齢まで長期飼育・観察を行い、加齢に伴う妊性の変化を解析した。続いて、1 年半齢以上の
老齢マウスにおける精巣内の恒常性や、精原細胞および精子形成についての解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）遺伝子欠損マウスの作製と表現型解析 

CRISPR/Cas9 法により作製した 3 系統のヘテロ接合体（+/-）KO マウス（F0 世代）を交配
により、各系統において F2 世代のホモ接合体（-/-）KO マウスを得た。各系統のオスのホモ KO
マウスを成体（8 週齢）まで飼育した後、それぞれメスの野生型（WT）マウスと約 8 週間の交
配テストを行ったところ、2 系統では妊性に異常はみられなかったが、うち 1 系統で妊性の低下
を示した。興味深いことに、この KO マウスは、若齢では妊性に問題がないが、加齢により妊性
の低下が顕著になることが明らかになった。一般に、加齢によって起こる妊性の低下の原因は、
精原細胞の増殖・分化の異常に起因することが多く、研究開始当初の背景や目的に即した結果が
得られたと評価できる。 
次に、この妊性低下が起こる系統の KO マウスの精巣を採取し、精原細胞から精子に至るま

で、分子生物学的・細胞生物学的な解析を行った。この KO マウスの精巣内において、一部の精
細管で生殖細胞の減少や精子形成異常が起こっていた。特に、生殖細胞の減少が見られた精細管
の多くは、精母細胞から精子までが消失しており、主に精原細胞しか検出されなかった。このた
め、この KO マウスで欠損した遺伝子は、精原細胞の増殖または分化に機能することが示唆さ
れた。 
この遺伝子は、精巣特異的に発現する細胞周期関連因子の一つである。今後の研究では種々の

細胞周期関連因子との相互作用を解析することで、どのように精原細胞の増殖と分化のバラン
スを調節するのか、その詳細を明らかにしていきたい。 

 



（2）精巣内の恒常性の維持と加齢による破綻機構の解析 
野生型の成体（8 週齢）マウスを、最大 2 年齢まで長期飼育を行ったところ、加齢に伴い、妊

性の低下が起こっていた。次に、妊性の低下が顕著な老齢マウスの精巣に着目したところ、一部
の精細管で生殖細胞の減少や精子形成異常が起こり、これらの精細管の多くは、主に精原細胞し
か検出されなかった。 
この野生型の老齢マウスによる表現型は、上述の細胞周期関連因子の遺伝子 KO マウスの表

現型と一致する部分が多かった。しかしながら、KO マウスでこれらの異常が観察される時期は、
野生型マウスよりも早期であった。このため、精巣内の恒常性が加齢によって破綻する過程で、
この遺伝子の機能低下が直接的または間接的に関与する可能性が示唆された。 
 
本成果は、精原細胞の増殖と分化の調節機構に加え、精子形成の継続性と加齢による破綻現象

の理解など、畜産・動物生命科学への幅広い学術的な波及効果が期待できる。 
また現在、精原細胞を体外移植して機能的な精子を作製する技術が魚類・鳥類から哺乳類まで

開発されており、この技術を用い、遺伝子資源の凍結保存、遺伝子改変個体の作製、および効率
的な動物生産といった種々の応用が期待される。しかし、移植した精原細胞が分化して精子形成
を再構成する効率が極めて低いことが種々の応用を拒む一因となっている。本知見は、精原細胞
の移植技術の状況改善に応用可能であり、この技術を活かした効率的な動物生産など、畜産・水
産分野への波及効果も予想される。さらに、ヒトの不妊は社会的要求の高いテーマであり、国内
の不妊カップルは 約７組に１組と推定される。不妊症の約半数は男性側に起因し、主な原因と
して精子形成の障害が知られる。本成果は、加齢による男性の妊性低下の原因究明や治療法開発
に繋がり、社会への還元が期待できる。 
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