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研究成果の概要（和文）： 

精原細胞特異的β-TrCP 欠失マウス（Stra8-Cre）では、精巣が縮小し、重量はコントロール

マウスの 30％にまで減少しており、形態学的には精巣に空洞化が認められた。一方、セルトリ

細胞特異的β-TrCP 欠失マウス（Amh-Cre）では、精巣の重量や形態にはほとんど影響は認めら

れなかった。この結果は、精子形成過程においてβ-TrCP はセルトリ細胞ではなく精原細胞にお

いて重要な機能を担い、正常な生殖細胞の発生・分化に必要であることを示唆している。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Spermatogonia-specific β-TrCP knockout mice showed impairment of spermatogenesis. I 
observed reduction of the weight of testis to less than 30% compared to that of control 

mice and histopathological abnormality with cavitation. On the other hand, sertoli cells 

specific knockout mice showed little effect on spermatogenesis. These data suggest that 

β-TrCP play a critical role during spermatogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

ユビキチン-プロテアソーム系によるタン

パク質分解は、3 種類の酵素群（E1；ユビキ

チン活性化酵素、E2；ユビキチン結合酵素、

E3；ユビキチンリガーゼ）の働きによりユビ

キチンが標的タンパク質に多数結合し、この

形成されたポリユビキチン鎖がプロテアソ

ームによって特異的に識別され、速やかに分

解される過程をいう。このユビキチン-プロ

テアソーム系によるタンパク質分解の基質

特異性を決定しているのは、E3 ユビキチンリ

ガーゼである。 

E3 ユビキチンリガーゼ機能をもつβ-TrCP
は研究代表者が所属する研究室で最初に報

告された F-box タンパク質で、SCF 複合体を

構成し、WD40 ドメインを介して標的タンパク

質を認識しユビキチン化する。標的基質とし

てはβ-catenin、IκBαを含む数十に及ぶ分子

が報告されており、細胞レベルではシグナル

伝達や刺激に対する応答、個体レベルでは発

機関番号：11301 

研究種目：研究活動スタート支援 

研究期間：２００９～２０１０ 

課題番号：21870006 

研究課題名（和文）  

ユビキチンリガーゼ b–TrCP の生殖細胞系譜における恒常性維持機構の解明      

研究課題名（英文）  

The role of b-TrCP in spermatogenesis. 

研究代表者 

中野 星児（NAKANO SEIJI） 

東北大学・大学院医学系研究科・助手 

 研究者番号：00529448 

 



 

 

生や器官形成、概日リズムなどその関与は多

岐にわたる。 

β-TrCP には 2 種類のホモログβ-TrCP1 と

β-TrCP2 があり、そのアミノ酸配列の相同性

は約 80％と高く、生化学的な実験結果から機

能的な差異は報告されていない。しかし、当

研究室ではこれまでに発生工学的手法を用

いてβ-TrCP1 ノックアウトマウス (β-TrCP1 
KO マウス)、β-TrCP2 ノックアウトマウス

(β-TrCP2 KO マウス)、β-TrCP1 とβ-TrCP2 両

方を欠失させたβ-TrCP ダブルノックアウト

マウス(β-TrCP DKOマウス)を作製したところ、

β-TrCP1 KOマウスは正常に産まれ生命予後に

異常なくかつ正常に子孫を維持できたが、

β-TrCP2 KOマウスは胎生 8.5日で胎生致死と

なった。さらに、β-TrCP DKO マウスはβ-TrCP2 
KO マウスよりも表現型がより重篤になり、胎

生 7.5 日で胎生致死となった。このノックア

ウトマウスの表現型はβ-TrCP1 とβ-TrCP2 の

間に生物学的な違いがあることを示唆して

いる。 

β-TrCP1 KOマウスの経時的観察から生殖能

力の減退が観察されること、β-TrCP DKO マウ

ス作製過程においてβ-TrCP1 KO，β-TrCP2 +/-
の雄が不妊を示唆する予備的な実験結果を

得ている。また、β-TrCP の mRNA の発現は精

巣で非常に高いことなどからβ-TrCP が精子

幹細胞維持や精子形成過程に関与している

ことが示唆される。しかし、β-TrCP2 KO マウ

スおよびβ-TrCPDKO マウスは胎生致死であり、

生殖細胞系列におけるβ-TrCP の機能やその

分子メカニズムは明らかにされていない。 

 

 

２．研究の目的 

生殖細胞系列のどの分化段階でβ-TrCP が

機能しているかを明らかにするため、生殖細

胞系列特異的かつ発生時期特異的にβ-TrCP
を欠損させることにより生殖細胞の発生・分

化・増殖・維持への影響を分子レベル・細胞

レベル・さらには個体レベルで解析し、

β-TrCP によるタンパク質分解が生殖細胞の

発生や幹細胞維持にどのように関与するか

を解析する。 

 

 

３．研究の方法 

発生工学的手法を用いて作製したβ-TrCP2 
KO マウス、β-TrCP1 とβ-TrCP2 両方を欠失さ

せたβ-TrCP DKOマウスどちらとも胎生致死を

示したため、このマウスでは初期発生におけ

るβ-TrCP の機能解析はできるが、生殖細胞系

列の実験を行うことが不可能である。これを

克服するため、Cre-loxP システムを用いた。

loxP と呼ばれる短い配列を標的遺伝子のエ

クソン領域を含むようゲノムに挿入し、マウ

スを作製する。このコンディショナルノック

アウトマウスは野生型と同等の発現制御が

保たれているが、このマウスに P1 ファージ

由来の組換え酵素 Creリコンビナーゼを発現

させることで loxP 配列に挟まれたゲノム領

域を Creリコンビナーゼが発現した細胞での

み除くことができる。つまり、発現させるプ

ロモーターを選択することで時期特異的ま

たは細胞や組織特異的に標的遺伝子の欠失

を誘導することが可能となる。 

β-TrCP2 コンディショナルノックアウトマ

ウス (CKO マウス)ならびに、既に作製済みの

β-TrCP1 KO マウスと交配させβ-TrCP1KO・
β-TrCP2 CKO マウス (β-TrCPdCKO)を作製し、

これらマウスと 3 種類の生殖細胞特異的 Cre

発現マウスと交配させることで発生時期お

よび異なる生殖細胞系列における影響を評

価する。 

3 種類の生殖細胞特異的 Cre 発現マウスに

は（１）始原生殖細胞特異的に Cre リコンビ

ナーゼを発現する TNAP-Cre マウス、（２）出

生後 3日目から生殖細胞特異的に Cre リコン

ビナーゼを発現する Stra8-Cre マウス（３）

セルトリ細胞特異的に Creリコンビナーゼを

発現する Amh-Cre マウスを用いた（図 1）。 

 

これら 3種類の Cre リコンビナーゼ発現マ

ウスとβ-TrCP1 KO マウス、β-TrCP2 CKO マウ

ス、β-TrCP dCKO マウスを用いて、交配によ

る生殖能力評価、精巣の大きさ・重量・精子

の運動能といった形態学的観察、組織学的・

病理学的解析による精細管の構造解析から

異常を示す細胞および時期を特定し、β-TrCP
の標的基質の蓄積を中心に細胞レベル・個体

レベルで解析する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

４．研究成果 

β-TrCP1 とβ-TrCP2 の発生過程における生

物学的な違いを我々はノックアウトマウス

で示したが、結晶構造や機能の類似が報告さ

れていることから機能的重複により表現型

が現れないことも想定された。そこで、図１

で示すように出生後 3日目から減数分裂前の

精原細胞特異的に Creリコンビナーゼを発現

する Stra8-Cre マウスを用いて生殖細胞で

β-TrCP1 とβ-TrCP2 両方を欠失したβ-TrCP 
dCKO マウスを作製し解析を行ったところ、図

２の写真に示すように雄マウスの精巣の大

きさが非常に小さくなっており、その重量を

測定してみるとコントロールの 30％程度に

まで減少していた（図２）。 

 

また、パラフィン切片を作製し、HE 染色に

よる形態学的解析を行ったところ、図３に示

すように本来精子形成が行われている領域

が空洞化していた（図３）。 

図 3の右下の写真からわかるように、一部に

は正常の形態を示す精巣もあるが、これは

Cre-recombinase の発現が不十分であり

β-TrCP 遺伝子の欠失を誘導できていないこ

とによると推察された。出生後 3日目以降の

精原細胞の正常な精子形成にはβ-TrCP が関

与していることが示唆された。 

生殖細胞が正常に分化・生存するには精細

管内にあるセルトリ細胞とのクロストーク

が重要であることが知られている。次に、セ

ルトリ細胞特異的に Cre を発現する AMH-Cre

マウスと交配し（図 1）、セルトリ細胞特異的

β-TrCP2KO マウスを作製した。このマウスで

はセルトリ細胞が生殖細胞を支持すること

ができない結果、不妊や精子幹細胞維持に異

常をきたしていると推測したが、図４に示す

ように重量は野生型と比較して若干減少傾

向にはあるものの、顕著な変化は観察されな

かった。また、パラフィン切片を作製し、HE

染色による形態学的解析を行ったが、重量同

様野生型と比較して大きな異常は観察され

なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

これまでの結果からユビキチンリガーゼ

β-TrCP がセルトリ細胞ではなく精原細胞に

おいて精子分化に重要な機能を担っており、

精原細胞から精子への分化過程において

β-TrCP による標的基質の分解が正常な生殖

細胞の発生に必要であることが示唆された。 
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