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研究成果の概要（和文）： 
	 精子幹細胞の長期培養系は、Germline	 stem	 cells（GS 細胞）と呼ばれている。GS 細胞は 2

年間培養し続けても、増殖速度、形態、核型、DNA メチル化パターン、精子形成能が維持され

た安定な細胞である。本研究では、GS 細胞におけるポリ(ADP-リボシル)化反応の役割を解析し

た。ポリ(ADP-リボシル)化反応を阻害した GS 細胞は、DNA メチル基転移酵素の発現低下がみら

れ、細胞死が誘導された。この結果から、GS 細胞の安定な DNA メチル化維持に、ポリ(ADP-リ

ボシル)化反応が関与している可能性が考えられた。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
	 	 Spermatogonial	 stem	 cells	 (SSCs)	 can	 proliferate	 in	 vitro	 in	 the	 presence	 of	 glial	 cell	 

line-derived	 neurotrophic	 factor,	 a	 self-renewal	 factor	 for	 SSCs.	 These	 cultured	 SSCs	 

are	 called	 germline	 stem	 (GS)	 cells.	 Growth	 rate,	 morphology,	 karyotype,	 DNA	 methylation	 

profile	 and	 fertility	 of	 GS	 cells	 appear	 to	 be	 unaltered	 during	 a	 2-year	 culture,	 revealing	 

remarkable	 stability	 of	 GS	 cells.	 In	 this	 study,	 we	 investigated	 the	 role	 of	 

poly(ADP-ribosyl)ation	 in	 GS	 cells.	 Poly(ADP-ribosyl)ation	 is	 a	 posttranslational	 

modification	 of	 proteins	 mediated	 by	 poly(ADP-ribose)	 polymerase(PARP)	 which	 is	 involved	 

in	 genomic	 stability.	 We	 examined	 the	 effect	 of	 PARP	 inhibitor	 on	 GS	 cells.	 PARP	 inhibition	 

reduced	 growth	 rate	 of	 GS	 cells,	 and	 induced	 cell	 death.	 Analyses	 of	 gene	 expression	 

patterns	 showed	 that	 PARP	 inhibition	 reduced	 DNA	 methyltransferase	 genes	 expression.	 

These	 results	 suggest	 that	 poly(ADP-ribosyl)ation	 contribute	 to	 maintenance	 of	 DNA	 

methylation	 in	 GS	 cells. 
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１．研究開始当初の背景 
	 生後の精巣に存在する精子幹細胞は、ほぼ

一生にわたり増殖し続け、精子形成の源にな

る細胞である。生後組織にある他の幹細胞と

比べて、遺伝情報を次世代に受け継ぐことが

できるという点が特徴である。2003 年にはマ

ウスでその長期培養系（Germline	 stem	 

cells:	 GS 細胞）が確立され、その後、2 年

間培養し続けても増殖速度、形態、核型、DNA

メチル化パターン、精子形成能が維持された

非常に安定な細胞であることを明らかにし

た。この実験結果と、遺伝情報を次世代に受

け継ぐという性質から、GS 細胞には厳密なゲ

ノム安定化機構が備わっている可能性が示

唆された。	 

	 その一方、精子形成という本来単能性の GS

細胞は、培養中に稀に多能性を獲得し、mGS

細胞（multipotent	 germline	 stem	 cells）

と呼ばれる ES 様の細胞に変化する性質も合

わせもつ。mGS 細胞は ES 細胞同様、培養中、

容易に染色体異常が生じ、GS 細胞のようなゲ

ノム安定性が維持されていない。この多能性

獲得機構は明らかにされていないが、ゲノム

の監視役として働くp53欠損マウス由来のGS

細胞から、mGS 細胞が高い頻度で発生すると

いう事実から、厳密なゲノム安定化機構の破

綻が多能性獲得に繋がると考えられた。また、

iPS 細胞樹立には癌遺伝子が必要なことから、

癌化と多能性獲得の密接な関連性も示唆さ

れていた。	 

 
 
２．研究の目的 
	 精子幹細胞の長期培養系、GS 細胞について、

その増殖およびゲノム安定化機構に関わる

因子を明らかにすることが目的である。生体

内において DNA 修復、染色体の安定性、発癌

などとの関連が注目されている、タンパク質

翻訳後修飾の 1つ、ポリ(ADP-リボシル)化反

応に着目し、精子幹細胞における役割を明ら

かにする。	 

	 

	 

３．研究の方法 
(1)	 GS 細胞の樹立	 

	 生後 1~2 日目の DBA/2 マウスの精巣を採

取し、コラゲナーゼとトリプシンによる 2段

階の酵素処理によって分離した細胞を、グリ

ア細胞由来神経栄養因子（GDNF）存在下で培

養し、約 2 ヶ月後、安定に増殖する GS 細胞

を得た。	 

	 

(2)	 神経幹細胞の樹立	 

	 比較実験として、組織幹細胞の 1つ、神経

幹細胞の培養系を用いた。胎児（胎生 14~15

日）ICR マウスの脳から Neurosphere 法によ

り神経幹細胞を分離・培養した。 
	 

(3)	 ポリ(ADP-リボシル)化反応の制御	 

	 ポリ(ADP-リボシル)化反応を触媒する酵

素、ポリ(ADP-リボース)ポリメラーゼ（PARP）

活性を、各種の酵素阻害剤を用い、GS 細胞お

よび神経幹細胞に作用させ、細胞の変化を以

下(4)~(7)の方法で解析した。	 

	 

(4)	 細胞増殖および細胞死の解析	 

	 形態的変化の観察、細胞数の変化、BrdU の

取り込み、細胞死判定などの解析を行った。	 

	 

(5)	 遺伝子およびタンパク質の発現解析	 

	 GS 細胞、多能性幹細胞および神経幹細胞の

特異的発現マーカー、細胞周期制御因子、DNA

メチル基転移酵素（Dnmt）の発現を RT-PCR

法、ウエスタンブロット法および免疫染色法

を用いて解析した。細胞周期制御因子につい

ては、ダブルチミジンブロック法によって細

胞周期を同調させた条件でも解析した。	 

	 

(6)	 細胞周期の解析	 

	 フローサイトメーターを用いて、細胞周期

の変化を解析した。	 

	 

(7)	 DNA メチル化パターンの解析	 

	 GS 細胞は父方インプリンティング遺伝子

が完全にメチル化され、一方、母方インプリ

ンティング遺伝子が非メチル化状態に維持

されている。父方インプリンティング遺伝子

として、H19、Meg3	 IG、母方インプリンティ

ング遺伝子として Igf2r、Peg10 の DNA メチ

ル化パターンを解析した。また、未分化制御

に重要な遺伝子 Pou5f1 の発現調節領域のメ

チル化パターンも解析した。メチル化解析に

は 、 C0BRA 法 （ combined	 bisulfite	 

restriction	 analysis）を用いた。	 

	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 PARP 活性阻害が GS 細胞に与える影響	 

	 精子幹細胞の培養系、GS 細胞に PARP 阻害

剤を添加すると、細胞増殖が抑制され、細胞

死が誘導された。PARP 活性阻害による GS 細

胞の遺伝子発現変化を解析した結果、特異的

マーカーの発現や、多能性獲得を示すような



 

 

発現変化は見られなかった。しかし、DNA メ

チル基転移酵素のうちの数種で、その発現が

抑制されていた。この結果をふまえ、DNA メ

チル化パターンに変化があるがどうかを、

C0BRA 法で解析したところ、コントロールの

GS 細胞同様、精子型のインプリンティングパ

ターンを示し、変化は見られなかった。これ

らの結果から、PARP 阻害剤によりポリ(ADP-

リボシル)化反応を阻害することによって、

直接的あるいは間接的にDNAメチル基転移酵

素の発現が低下し、GS 細胞のメチル化維持に

異常が生じ、細胞死が誘導された可能性が考

えられた。	 

	 

(2)	 PARP 活性阻害が神経幹細胞に与える影響	 

	 神経幹細胞の培養系に PARP 阻害剤を添加

すると、細胞増殖が抑制された。その抑制に

関わる因子を解析するために、ダブルチミジ

ンブロック法によってS期初期に同調させた

細胞に PARP 阻害剤を添加して、それぞれの

細胞周期のピークを比較した。コントロール

では S 期から G2/M 期に移行するまでの時間

が 6 時間であったのに対して、PARP 阻害剤を

添加した細胞では8時間であった。また、G2/M

期から G1 期への移行は、コントロールでは 4

時間であったのに対して、PARP 阻害剤を添加

した細胞では 7 時間であった。したがって、

PARP の阻害によって S 期から G2/M 期への移

行が 2 時間、また G2/M 期から G1 期への移行

が 3 時間遅延したことになる。一方、PARP 阻

害剤添加から 6時間経過後、各種サイクリン

とブレーキ因子について発現解析を行った。

コントロールと比較すると、細胞周期を停止

させるブレーキ因子に変化はみられなかっ

たが、種々のサイクリンが顕著に減少してい

た。これらの結果から、神経幹細胞の培養系

において、PARP 活性を阻害することにより細

胞内で細胞周期の移行に必要なサイクリン

の転写が抑制され、移行が遅延した可能性が

考えられた。	 
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