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研究成果の概要（和文）：　我々は、マウス生殖巣における減数分裂の開始機構を調べるため、neuregulin (NRG)1やE
rbB4の変異体マウスの解析、精巣の器官培養や精原細胞の再凝集培養におけるレチノイン酸(RA)やNRG1の機能解析を行
った。その結果、RAはセルトリ細胞に働いてNRGの発現を促進し、NRG1は精原細胞とセルトリ細胞のERBB4受容体に働き
、増殖と精母細胞への分化を直接、間接に促進することを示唆する。
　また、HeLa細胞において、ErbB4受容体から生じるp80はα-enolaseと結合し、c-mycの遺伝子発現を阻害することに
よってNRG1による細胞増殖を抑制することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied the role of neuregulin (NRG) in the initiation of meiosis, using mutant
 mice and in vitro cultures. Tamoxifen (TM) injection into Nrg1Ser&#8211;/&#8211; mutant mice, as well as 
dominant-negative ErbB4 transgenic mice, decreased proliferation of spermatogonia and meiotic initiation. 
In cultures of testicular fragments and purified spermatogonia, NRG1 and RA promoted spermatogonial prolif
eration and meiotic initiation. These results indicate that in juvenile testes RA induces meiosis indirect
ly through Sertoli cells when NRGs are upregulated and the NRGs directly induce meiosis in spermatogonia t
hrough ErbB4 receptor. Collectively, these results indicate that NRGs are essential for the proliferation 
of spermatogonia and meiotic initiation. 
 The studies in HeLa cells suggested that p80, which is generated from ErbB4 and translocates to the nucle
i, interacts with a-enolase and inhibits NRG1-dependent cell proliferation by impairing the c-myc gene tra
nscription.
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１．研究開始当初の背景 
 古くから精子分化には vitamin A が必要で
ある、ということが知られていた。2006 年頃、
Koopman や Page の研究室において、マウス卵
巣及び精巣においてレチノイン酸(retinoic 
acid; RA)が減数分裂の開始因子であり、RA
分解酵素であるCyp26が減数分裂阻害因子で
あることが報告された(Bowles et al., 2006; 
Koubova et al., 2006)。胎児卵巣において
は RA分解酵素がないために RAが働いて胎生
中に減数分裂を開始するが、胎児精巣では RA
分解酵素が存在するため胎生中は減数分裂
を開始せず、生後分解酵素が減少することに
よって減数分裂を開始するという。しかし、
RA がどのようにして減数分裂を開始させる
のかについてはまだ明らかになっていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 我々は、イモリ精巣の器官培養系で FSH の
単独処理によって精原細胞が増殖を促進さ
れ、減数分裂を開始することを明らかにした。
イモリ精巣 cDNA library を用いたマイクロ
アレイにより、FSH によって発現が上昇する
遺伝子として neuregulin (NRG)1 を同定し、
イモリ NRG1 の組み換えタンパク質は精原細
胞の増殖を直接的に促進することを示した
（Oral et al., 2008）。 
生後のマウス精巣においてNRGの発現を調べ
たところ、NRG１はセルトリ細胞のみに、NRG3
は精原細胞と体細胞に発現していることを
見出したので、RAと NRGによる精原細胞の
増殖促進機構及び減数分裂開始機構を in 
vitro と in vivo の系を用いて解明することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) NRG1の conditional knockout(KO)マウス
の作成と解析：生後精巣における精原細
胞の増殖、分化における NRG1 の機能を
解析することを目的として、セルトリ細
胞特異的に全てのNRG1遺伝子 isoformに
共通な exon6 を欠損させ得る Conditional 
KO マウス(NRG1-loxP)を作製した。これ
と別に、セルトリ細胞特異的に CreERTM 

タンパク質を発現する transgenic マウス
(Tg)(MIS-CreERTM)を作成し、NRG1-loxP
を交配させて得られた生後 2 週目の
NRG1 Conditional KO マ ウ ス に
tamoxifen(TM)を連続 5日間投与し、１ヶ
月後 BrdU を投与して３時間後に精巣を
回収した。固定、包埋後、切片を作成し
て免疫染色を行い、精原細胞の増殖や精
母細胞への分化の程度を調べた。 

(2) erbB4 の dominant negative 変異体(DN) 

Tgマウスの作成と解析：NRG1の受容体
である erbB4の精原細胞における役割を
調べるため、erbB4の DN Tgマウスを作
成した。生殖細胞特異的な VASA 
promoter の下流に Cre-ERTM 遺伝子をつ
ないだ遺伝子を発現する Tg マウス
(VASA-Cre-ERTM)と、全身で発現する
CAG promoterの下流に loxP配列で挟ま
れた CAT 遺伝子をつなぎ、さらに loxP
配列の下流に DN ErbB4 (ErbB4-DN)を結
合させた遺伝子を発現する Tg マウス 
(pCAG-loxP-ErbB4DN)を交配させたダブ
ル Tgマウスを作製した。このダブル Tg
マウスでは、Cre-ERTMが生殖細胞特異的
に発現しているので、TM の投与により
変異型ErbB4を生殖細胞に過剰発現させ
ることができる。いろいろなステージの
マウスに TMを投与し、生殖細胞の増殖
に対する影響や表現型を調べた。 

(3) 精巣の器官培養、精原細胞の単離と再凝集
培養 
 器官培養については、未分化精原細胞
まで存在する生後 3 日目精巣や分化型精
原細胞まで存在する生後 6 日目(6-dpp)の
精巣を細片化し、DMEM培地に浮かべた
nuclepore filter上に乗せて 32Cで培養した。 

 精原細胞の再凝集培養については、
6-dpp 精巣を collagenase、trypsin 処理後、
Nycodentzを用いて精原細胞を分画し、再
凝集させ、遠心して得られたペレットを
コラーゲンに埋め込み、器官培養と同様
にして培養した。 

(4) 免疫染色 
培養した精巣断片や再凝集塊を固定、包
埋後、切片を、減数分裂開始マーカーで
ある STRA8 や精母細胞のマーカーであ
るSYCP3の抗体等を用いて免疫染色した。 
 
４．研究成果 
(1) NRG1の conditional ノックアウト (KO) 
マウスの生後精巣における解析 
 生後精巣における精原細胞の増殖、分化に
おけるNRG1の機能を解析するため、セルトリ
細胞特異的にNRG1遺伝子を欠損させ得る
Conditional KOマウス（生後14日目）にTMを
投与したところ、1ヶ月後に精巣のサイズ、重
量の低下や精細管内に空洞が見られ、BrdUの
取り込みの低下、STRA8陽性細胞数の低下等
が見られたことから、NRG1は精原細胞の増殖
と減数分裂開始に重要であることが示唆され
た。6-dppの精巣の器官培養に、FSH, all-trans 
retinoic acid (ATRA), NRG1を添加すると精原



細胞の増殖や精母細胞への分化を促進した。
NRG1はERBB受容体を介して働くことが知
られている。器官培養でERBB阻害剤を添加す
ると、NRG1やATRAによる増殖促進効果は阻
害されることから、NRGシグナルはRAシグナ
ルの下流にあることが示唆された。また、単
離した精原細胞の再凝集培養にATRAやNRG
を加えたところ、精原細胞の増殖や精母細胞
への分化を促進したことから、RAやNRGは精
原細胞に直接作用することが示唆された
(Zhang et al., 2011)。 
 
(2) 未分化精原細胞へのATRAとNRG1の影
響 

NRG1は分化型A-type精原細胞の増殖や減
数分裂開始を促進することが分かった(Zhang 
et al., 2011)が、未分化精原細胞の増殖や分化
を促進するかどうかは不明であった。そこで
、NRG1の条件付きノックアウトマウスにTM
を注射したところ、PLZF-positiveな未分化精
原細胞の増殖が低下した。また、未分化精原
細胞しか存在しない3-dppの精巣の器官培養
にATRAやNRG1を加えたところ、c-kit-positive
な分化型A-type精原細胞やSYCP3-positiveな
精母細胞が出現した。以上のことから、ATRA
やNRG1は未分化精原細胞の増殖や分化にも
働くことが示唆された。 

 
(3) ErbB4 の dominant negative 変異体(DN) 
Tgマウスの生後精巣における機能解析： 
 マウス精巣における ERBB2,ERBB4タンパ
ク質の発現を免疫染色やイムノブロットに
よって調べた。生後１～４週目の精巣のイム
ノブロットにおいて、ERBB2と ERBB4のバ
ンドが見られた。さらに、生後１～４週目の
精巣を免疫染色したところ、ERBB2 も
ERBB4もセルトリ細胞ではなく、生殖細胞に
発現が見られた。 
 生後 2、4週目の ErbB4 domi-nega double-Tg 
(DT)と controlとしての single Tg(ST)に TMを
注射し、それぞれ 2、4週目にBrdUを注射し、
増殖活性を調べた。DTにおける C-kit positive
な細胞の増殖活性は、STに比べて約３~４割
減少していた。また、DT における精細管あ
たりの STRA8 の細胞数は、ST に比べて約
25％減少していた。これらの結果は、ErbB4
が分化型精原細胞の増殖に関与しているこ
とを示唆する（Zhang et al., 論文準備中）。 
 
(4)  Nrg1 transgenic mouse (Tg-NRG1)の解析 

Mis promoter によってセルトリ細胞特異
的に Nrg1 を発現させる transgenic mouse

を作製した。 
日齢は3-dpp（計９匹）と6-dpp（計12匹）の
Tg-NRG1マウスを実験に用いた。その結果、ゲ
ノムタイピングではTg-NRG1 遺伝子が確認さ
れたが、Tg-NRG1マウス(6-dpp)とwildマウス
精原細胞の増殖活性(BrdU&Tra98 Double 
staining)の測定を行い、顕著な有意差が見い
だされなかった。また初期減数分裂のマーガ
ーでありStra8の発現を確認したところ、著し
い発現量の増加が認められなかった。これら
のことから、解析したTg-NRGマウスでは、過
剰発現されたNRG1タンパクが精原細胞の増殖
や減数分裂に機能する十分な発現量が足して
ではないかと考えられる。今後、NRG1の発現
量や、未分化精原細胞の影響に及ぼすかどう
かなどについてさらなる解析の必要があると
考えられる。 
 
(5) HeLa 細胞の増殖における ERBB4 の細胞
内ドメイン p80 とその結合タンパク質
α-enolaseの機能解析 
 Neuregulin (NRG)1のチロシンキナーゼ型受
容体ERBB4は、プロテアーゼでその細胞内ド
メインp80が切り出され、核に移行し、転写因
子として機能することが知られている。低濃
度のNRG１をHeLa細胞に作用させると細胞
増殖が促進されるのに対して、高濃度のNRG1
を作用させると、細胞の増殖活性が抑制され、
p80が核と細胞質の両方に蓄積された。p80に
よる増殖阻害の理由を探るため、p80と結合す
るタンパク質を免疫沈降、プロテオミクスで
単離、同定したところ、その一つとして、近
年c-mycのプロモーター配列に結合して転写
因子として働くことが報告されている
α-enolaseが見出された。p80とα-enolaseが共局
在するかを調べたところ、p80とα-enolaseが
NRG1に依存して核に存在した。そこで、p80、
α-enolaseの機能を解析するために、p80の核移
行シグナルを付与した変異型、チロシンキナ
ーゼ活性を欠損させた変異型、及びα-enolase
のc-mycプロモーターとの結合に関与する領
域を欠損させた変異型を作製し、細胞に過剰
発現させる系を構築した。p80のα-enolaseとの
結合がc-myc遺伝子の転写へ及ぼす効果を調
べた結果、その結合がc-myc遺伝子の転写を阻
害すること、また、その転写阻害は、核での
c-mycタンパク質の減少をもたらし、c-mycに
よる細胞増殖促進を抑制することを明らかに
した。これらの結果から、p80はα-enolaseと結
合し、核でのc-mycの転写阻害を通じて増殖抑
制に機能していることが示唆された(Yamada 
et al., in press)。 



 
(6) 精子形成過程での減数分裂におけるノシ
セプチンの発現制御と機能の解明 
 減数分裂は、染色体どうしを結び付けてい
るコヒーシンが、その構成因子の一つである
Rec8のリン酸化を契機に分解され、染色体が
解離することで進行する。しかし、この染色
体動態を誘導する分子機構は、解明されてい
なかった。精巣では、濾胞刺激ホルモン（FSH）
がセルトリ細胞に作用し、減数分裂に重要な
役割を果たしている。これは、セルトリ細胞
で産生される分泌因子が生殖細胞に作用する
ことによると考えられてきたが、その実体は
不明であった。そこで、本研究は減数分裂に
おける染色体動態を制御する分泌因子の同定
を目的とした。まず、FSHがセルトリ細胞に
作用すると、cAMP、タンパク質リン酸化酵素
PKAを介して転写因子CREBが活性化され、プ
レプロノシセプチン遺伝子の転写が促進され
ることを示した。この遺伝子がコードするタ
ンパク質からは、１７個のアミノ酸から成る
ノシセプチンが産生されるが、ノシセプチン
の産生量もFSHの作用で増加することが示さ
れた。ノシセプチンは、疼痛作用を有する神
経ペプチドとして古くから知られているが、
その生殖細胞での機能については全く分かっ
ていなかった。ノシセプチンの発現が減数分
裂前期から精巣で亢進すること、ノシセプチ
ンの受容体が生殖細胞、主に精母細胞に発現
することなどから、ノシセプチンの減数分裂
における染色体動態への関与が考えられた。
ノシセプチンを精巣の器官培養やマウス個体
に投与すると、Rec8のリン酸化と染色体の解
離が誘導され、減数分裂が正常に進行するこ
とが観察された。以上のように、ノシセプチ
ンは、セルトリ細胞でFSHシグナル伝達系に
よって産生され、生殖細胞に作用してRec8の
リン酸化を誘導することで、減数分裂を進行
させることが示唆された(Eto et al., 2012, 
2013)。 
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