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研究成果の概要（和文）：精子形成に必須である Kit 遺伝子に遺伝的変異があり精子形成が全く

認められない自然突然変異マウス(Ｗｖ/Ｗｖ)にも精原幹細胞が存在することを明らかにし、そ

の分化不全精原幹細胞を培養系にて増殖させることに成功した。本研究にて確立した培養系を

用いて増殖させた分化不全精原幹細胞と正常な野生型精原幹細胞の遺伝子発現プロファイルを

比較することにより新たな分化誘導因子の候補を同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：The KIT receptor tyrosine kinase is required for normal 

spermatogenesis. Although spermatogenesis is abolished in the testis of Wv/Wv mice due 

to the Kit gene mutation, undifferentiated spermatogonia with spermatogonial stem cell 
(SSC) phenotype were identified. The Wv/Wv spermatogonia were self-renewed in a modified 

SSC culture system, indicating they were SSCs. Comparison of the gene expression profiles 

of the Wv/Wv and wild-type SSCs identified several genes that were expressed 

differentially in the two SSC populations. These genes might play a role in spermatogonial 

differentiation.   
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１．研究開始当初の背景 
 精子形成は性成熟後の雄の生涯にわたっ
て行われる非常に生産的な過程である。これ
は精原幹細胞の自己複製によって維持され
ている。マウスでは精原幹細胞の自己複製は
グリア細胞株由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）

に依存しており、ＧＤＮＦ刺激により培養系
にて精原幹細胞をほぼ無限に増殖させるこ
とが可能となった。精原幹細胞培養系が確立
されたことから精原幹細胞の自己複製の機
序は徐々に明らかにされてつつあったが、精
原幹細胞から分化への移行過程に関しては
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ほとんどわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 

精原幹細胞からの分化過程を細胞分子生
物学的に明らかにするために、精子形成に障
害がある自然突然変異マウスから分離した
分化不全精原幹細胞を用いた新たな実験系
を確立し、精原幹細胞の分化ならびに精子形
成の進行に重要な働きをする遺伝子群を同
定する。 

 
３．研究の方法 

（１）精子形成に必須であるチロシンキナ
ーゼ受容体 Kit遺伝子に遺伝的変異があり精
子形成を行うことができない自然突然変異
Ｗｖ/Ｗｖマウスに精原幹細胞が存在するか否
かを調べる。 

（２）存在を確認することができた場合、
その分化不全精原幹細胞を培養系にて培
養・増殖させ、正常 Kit 遺伝子を導入し精子
形成能を回復させる。 

（３）分化誘導を促すと考えられる遺伝子
を分化不全精原幹細胞に導入し精子形成を
回復させる。 

  
４．研究成果 

（１）Ｗｖ/Ｗｖマウスの精巣には野生型精
原幹細胞と同一の細胞表面形質を持つ未分
化精原細胞が存在することを確認した。この
Ｗｖ/Ｗｖマウスの未分化精原細胞を精原幹細
胞の増殖因子であるＧＤＮＦ存在下で培養
を試みた結果、培養開始後、数日で幹細胞特
有のコロニーが観察された。その増殖速度は
野生型精原幹細胞より遅かったため、培養条
件の最適化を行った。その結果、低酸素環境
が重要であることを明らかにした。出現した
幹細胞コロニーはＧＤＮＦ依存性に増殖を
続けた(図１)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. 低酸素分圧の培養条件下においてＧ
ＤＮＦ依存性に半永久的に増殖を続けるＷｖ

/Ｗｖ分化不全精原幹細胞。フィーダー細胞上
の典型的な幹細胞コロニーを示す(矢印)。 

 
長期培養されたＷｖ/Ｗｖ幹細胞コロニー形

成細胞は、野生型マウス由来の精原幹細胞と
同様の細胞表面抗原表現型を有しており、精

巣に移殖すると精子形成は進まないものの
長期間生着した。これらの結果はＷｖ/Ｗｖマ
ウス由来ＧＤＮＦ依存性精原細胞は分化不
全精原幹細胞であることを示している。 
 
（２）正常 Kit 遺伝子発現プラスミドを構

築し、分化不全精原幹細胞へ遺伝子導入を行
ったが、正常 Kit 安定発現株は得られなかっ
た。成功に至らなかった理由としては、遺伝
子の導入効率が高くないこと、導入遺伝子が
メチル化等の修飾を受ける可能性があるこ
と、分化が強制誘導されたこと、などの可能
性が考えられる。 
 
（３）培養系にて維持される野生型精原幹

細胞は、弱いながら KIT を細胞表面に発現し
ていた(図２)。幹細胞の培養に用いられるフ
ィーダー細胞は KIT リガンドを発現している
ことから、野生型精原幹細胞は培養系におい
て恒常的に KITからの分化刺激を受けている。
KIT からの分化刺激によって誘導される遺伝
子群には、分化誘導を促進する遺伝子が濃縮
されていると考えられるので、野生型精原幹
細胞と機能的 KIT を発現しないＷｖ/Ｗｖ精原
幹細胞の網羅的な発現遺伝子解析を行った。
その結果、野生型精原幹細胞において特徴的
に発現している遺伝子群を同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２. フローサイトメトリーによる培養系
にて増殖する精原幹細胞に発現する KIT 受容
体の解析 
赤：野生型精原幹細胞 
緑：Ｗｖ/Ｗｖ精原幹細胞 
黒：コントロール 
野生型精原幹細胞において KIT 受容体の 
発現が強い。Ｗｖ/Ｗｖ精原幹細胞も発現し
ているが機能は持たない。 
 
本研究課題において、正常な精子形成に必

須の KIT受容体が精原幹細胞の精巣内での維
持、および自己複製と増殖には必要ではない
ことを証明した。また、分化不全精原幹細胞
の長期培養系を確立したことにより、精原幹
細胞からの分化過程を解明するための新た
な有用な実験系が構築された。実際、分化誘
導因子の候補を同定することができたこと
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はその有用性を裏付けている。今後の課題は、
分化不全精原幹細胞への安定な遺伝子導入
法の確立である。 
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