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研究成果の概要（和文）： 

 精巣幹細胞が自己複製能を喪失して前駆細胞へ移行する際に、形態学的視点から核内での変
化を詳細に観察するとヘテロクロマチン化が急速に進行していた。さらに、この移行時に遺伝
子発現を比較すると、大きく遺伝子発現パターンが変化していることを見出した。このような
変化の一因として、最近蛋白質をコードしない RNAが関与していることが示されている。本研
究では、精巣の幹細胞、前駆細胞それぞれに特異的に発現している miRNA や核内長鎖 
non-coding RNA を探索し明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In mice, we found that the significant progression of heterochromatin formation occurred 
at the transition from stem to progenitor cells in adult male germ cells. In addition, 
the gene expression pattern was also significantly changed at the transition. Since it 
has been reported that non-coding RNA plays an important role in heterochromatin formation, 
resulting in changing of gene expression profiles, we analyzed and compared the expression 
profiles of miRNA and long non-coding RNA between stem cells and progenitor cells in adult 
male germ cells. We found several miRNA and long non-coding RNA that were specifically 
expressed in each of the cell populations. 
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１．研究開始当初の背景 

 幹細胞研究において、精巣幹細胞特異的

発現分子の同定は、幹細胞研究の常套手段

として様々な臓器において行われてきた。

同定された分子は、幹細胞で発現している

といってもそれぞれ異なる染色体上にあ

り、異なる転写因子の発現制御を受けてい

る。従って、どのようにして全ての分子が

同時に幹細胞で発現するように制御され

ているか、という点に対する答えを出すの

は難しい。この質問に答えるために我々は、

より高次に遺伝子発現制御を行っている

エピジェネティクスの視点から、精巣の幹

細胞と前駆細胞においてゲノム修飾が異

なるのではないかと仮定し詳細に検索し

た。その結果、DNAメチル化酵素の発現や

抑制性ヒストン修飾の一部が大きく異な

ることを見出した。これら、遺伝子発現を
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基本的に抑制するゲノム修飾は、核におい

てゲノムのヘテロクロマチン化を進展さ

せることに関与している。 

 一方、タンパク質をコードしている遺伝

子はヒトではわずか2万5千個程度しかな

く、ゲノムの大部分はタンパク質をコード

せず、そこから多種多様な機能的な

non-coding RNAが発現していることが知

られていた。これらnon-coding RNAの機能

は、前述したヘテロクロマチン化からタン

パク質の翻訳抑制に至るまで多岐に渡っ

ている。そして、このnon-coding RNAも細

胞形質の多様性を生み出すにあたり大き

な役割を果たしていることが報告されて

いたので、幹細胞分化にnon-coding RNA

が重要な役割を果たしているのではない

かと考え、精巣幹細胞から幹細胞活性を失

い前駆細胞へと分化する際に機能してい

るnon-coding RNAを同定しその役割を明

らかにすることを目的に本研究の提案に

至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではタンパク質をコードしない

non-coding RNA が、幹細胞から前駆細胞

へと分化する際に大きな役割を果たして

いるのでないかという仮定のもと、

non-coding RNA の中でも “micro-RNA”

と“核内長鎖 non-coding RNA”の２つに

焦点を絞って解析を行い、幹細胞、前駆

細胞それぞれに特異的に発現している上

記２つのタイプの non-coding RNA を同定

し、これらが幹細胞分化にどのように機

能しているのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）精巣幹細胞、前駆細胞分画の純

化:Neurogenin-3のpromoterの下流にGFP

を繋いだトランスジェニックマウスなど

を用いてセルソーターにてそれぞれの細

胞分画を集める。 

（２）micro-RNA 解析のための小分子RNA、

長鎖non-coding RNA解析のための高分子

RNAの調整を、純化した細胞を用いてそれ

ぞれ行う。 

（３）次世代シークエンサーを用い、

micro-RNA の大規模シークエンスを行い、

幹細胞特異的発現分子に関連ありそうな

候補 micro-RNA の同定をin silicoで行

う。 

（４）タイリングアレイを用いた長鎖

non-coding RNAの同定を行う。 

（５）（３）（４）の結果から、幹細胞

から前駆細胞への分化過程において、そ

の発現が特異的に変化(増加或は減少)し

ている分子に絞り込む。 

（６）絞り込んだ分子について、培養精

巣幹細胞株を用い、過剰発現や機能抑制

実験を行い、幹細胞活性への影響を検討

する。 

 

４．研究成果 

（１）幹細胞分画、前駆細胞分画の純化と

低分子RNA、高分子RNAの調整 

 Neurogenin-3 promoter下に蛍光緑色蛋

白 GFP を持つトランスジェニックマウス

(以下 Ngn3-GFP マウス)を用い、精巣の 

mitosis 期の精原細胞を、自己複製能があ

る幹細胞と、それを喪失し精子形成へ向け

て分化をスタートさせた前駆細胞に、セル

ソーター(蛍光励起細胞分取装置=以下 

FACS)を用いて純化した。GFP 陽性の細胞

中、チロシンキナーゼ型膜蛋白Kitが陰性

の細胞は幹細胞であり、Kit陽性化に伴っ

て速やかに幹細胞活性を喪失し前駆細胞

になる。初年度に、比較的細胞数が多くと

れる前駆細胞分画については必要細胞数

を集めることができたが、幹細胞分画につ

いては数が少ないため初年度では必要細

胞数が予定通りには集まらず、２年目にな

って必要数に達することができた。これは

毎回純化細胞の一部をとって純度を確認

していたためその分細胞をロスすること

も一因であった。従って、予定以上に純化

実験を繰り返すことが必要となった。 

（２） miRNA,核内長鎖non-coding RNAの

同定 

 幹細胞、前駆細胞の各分画で、micro-RNA

などが特異的に濃縮されるように、

15-35bp のRNAフラクションを選択的に精

製し、その後はコマーシャルに入手可能な



 

 

キットを用い、すべてその方法論に従って

シークエンス用サンプルの準備を行った。

前駆細胞分画はIllumina社のGenome 

Analyzer IIxを用い、幹細胞分画はHiseq

を用いてシークエンスを行った。また、核

内長鎖 non-coding RNAについては、アジ

レント社製のDNAマイクロアレイを用い発

現を検索した。その結果、核内長鎖

non-coding RNAについては前駆細胞での

発現が幹細胞に比較して多かった。miRNA

については、幹細胞において前駆細胞に比

較して10倍以上高く発現しているものが

25分子、逆に、前駆細胞で幹細胞より10

倍以上高く発現しているものが58分子同

定された。現在、新たに幹細胞と前駆細胞

を純化し、スクリーニングで大きく変化の

あった上記のmiRNAについて、それが正し

いか検証を行っており、確認が取れた

miRNAについては、順次TargetScanを用い

て下流と考えられる遺伝子群を探索して

いるところである。 

 

現在進行中の研究 

 最初の計画では初年度に解析に必要な

細胞数を得られる予定であったが、実際は

十分な純度が担保された幹細胞分画の細

胞を必要数得ることが予想以上に難しく、

２年目にやっと必要数を確保できシーク

エンスを行った。これにより、幹細胞と前

駆細胞での違いを比較解析するのが遅く

なり、現在はそれぞれの分画に特異的に発

現している分子の絞り込みまで到達した

ところである。現在、スクリーニングで得

られた結果が正しいか、絞り込んだ分子の

検証を行っているところであるが、今後本

研究で得られたデーターから、幹細胞から

前駆細胞へと移行する際に著名な動きが

あるmiRNAと核内長鎖 non-coding RNAに

ついて、その標的となる下流遺伝子やゲノ

ム領域などを明らかにするとともに、培養

精原細胞株を用いてこれら分子の過剰発

現実験や機能抑制実験を行い、機能解析を

すすめたい。今後詳細なメカニズムに関す

る研究展開は基盤研究として展開したい

と考えている。 
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