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研究成果の概要（和文）：　MRL/MpJマウスは自己免疫疾患および精子発生異常モデルとして知られる。本研究では、
このマウスを用いて血液精巣関門(BTB)のチェックポイント機能を解析した。
　Claudin3はBTB通過時の精母細胞に局在し、発現を抑制するとBTB通過が抑制された。精巣内卵細胞の責任因子は第1
染色体に座位し、自己免疫疾患との関係が疑われる。ビタミンＡ欠乏実験によって、BTBは精細胞の分化調節を担う構
造と考えられた。熱ショックによるBTB破綻耐性因子および石灰沈着緩解因子が第1ならびに第11染色体上にあることを
示した。とくに、MRL型1番染色体テロメア領域は重要で、今後は候補遺伝子の同定が急がれる。

研究成果の概要（英文）： MRL/MpJ mouse is known as an autoimmune disease and abnormal spermatogenesis 
model. In this study, spermatogenetic checkpoint function in the blood testis barrier (BTB) was analyzed 
by using this mouse.
 Claudin3 was located to a spermatocyte at the time of the BTB passage, and the BTB passage was 
controlled by its expression. As the responsibility gene of testicular oocytes was located to the first 
chromosome, its relations with the autoimmune disease were doubted. As a result of vitamin A deficiency, 
the BTB was regarded as structure to take the differentiation adjustment of the spermatogenetic germ 
cells. It was shown by the heat shock that there were a BTB failure-resistant factor and a calcification 
remission factor on the chromosomes 1 and 11. Particularly, the telomere domain of MRL chromosome 1 is 
important, and the identification of the candidate gene is interested in future.

研究分野：獣医解剖学

キーワード： 自己免疫疾患　モデルマウス　不妊症　精子形成
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１．研究開始当初の背景 
(1) 自己免疫疾患は自己の免疫系が自己に由
来する正常な細胞・組織に対して過剰に反応
する難治性疾患で、糖尿病や関節リュウマチ
など人獣共通疾患として多くの研究がなさ
れているが、治療は対症療法に限られ根治は
不可能とされている。自己免疫疾患の発症は
生後であることから、エピジェネティック性
が関与する可能性がある。 
(2)精子発生の間、不良精細胞は各分化段階で
品質チェックがなされ、一定の規格に達しな
いものはセルトリ細胞によって貪食・排除さ
れる。精祖細胞チェックポイントは不良精細
胞の約 75％を捕捉していると考えられてい
る。さらに精母細胞チェックポイントおよび
精子形成チェックポイントでは残りのうち
約 20％が排除されている。精祖細胞チェック
ポイントとそれ以降を分ける構造として血
液精巣関門(BTB)がある。精母細胞チェック
ポイントと精子形成チェックポイントとを
分ける構造は明確にされていない。 
	
 一般に、チェックポイントとは DNA 修復
応答に関連した細胞品質管理機構であり、精
細胞に発現する特定の因子をセルトリ細胞
が認識することで管理されているが、具体的
な因子及び構造について知見が乏しい。血液
精巣関門は細胞接着装置の構造的転移によ
る選択的細胞間通過装置であり、細胞内外の
構造的および生化学的特徴について新発見
が続いている。すなわち、チェックポイント
の存在については誰も疑う余地はないが、そ
の構造的特性の解明はこれからである。 
(3) MRL/MpJマウスは自己免疫疾患モデルマ
ウスおよび精子減少症モデルマウスとして
知られ、過去に全身性エリテマトーデスやシ
ェーグレン症候群の研究に精力的に用いら
れてきた。とくに後者のモデルとして、我々
はこのマウスを用い以下の結果を得ている。 
①	
  MRL マウス精巣には多数の減数分裂中期
特異的アポトーシスが出現する。その原因遺
伝子は第１染色体テロメア領域に座位する。 
②	
  MRL マウス精巣には初期精母細胞特異的
アポトーシスが出現する。その原因遺伝子は
第２染色体に座位する。 
③	
  MRL マウス精巣には熱ショック抵抗性精
母細胞がある。その責任遺伝子は第 1，11染
色体にある。 
④	
  MRL マウス精巣には卵細胞が出現する。
その原因遺伝子の一つは Y 染色体上の Sex 
determination region of the Chromosome Y (Sry) 
であることを突き止めたが、他にも責任遺伝
子が存在する。 
⑤	
  MRL マウス卵巣には卵巣網由来囊胞が出
現する。その原因遺伝子は第 6 および 14 染
色体に存在する。 
⑥	
  MRL マウス第１染色体コンジェニックマ
ウスは糸球体腎炎を特異的に発症する。すな
わち、自己免疫疾患と精巣内アポトーシスお
よび熱ショック耐性精母細胞出現とは共通
の遺伝子発現が関与する可能性が高い。 

２．研究の目的 
	
 これらの研究結果から、精子発生チェック
ポイントと自己免疫疾患発症には重要な関
連がある。そこで、実験動物としてマウスを
用い、精子発生に何らかの機能を持つとされ
る BTBに着目した。すなわち、生後 15日前
後から減数分裂を開始し、プレレプトテン期
／レプトテン期精母細胞が基底区画から傍
腔区画に移動する場所に密着結合帯である
BTBが形成される。教科書的記載では、BTB
は傍腔区画内を体内環境から隔離し、減数分
裂後の非自己となった精細胞を自己の免疫
システムから護る免疫学的障壁として機能
すると考えられてきた。しかしながら、BTB
を破壊したマウス精巣などにおいて、自己免
疫反応は誘導されず、BTBが精子発生に果た
す役割とその制御機構については不明であ
る。 
	
 本研究では、自己免疫疾患モデルである
MRLマウスの BTB構成蛋白の動態と精細胞
分化との関連を、健常マウスのそれらと比較
検証し、BTB の機能解明を試みた。併せて、
関連研究として MRL の具備する特異的表現
型を解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) コンジェニックマウスの作出 
	
 我々の一連の研究成果から、自己免疫疾患
−精巣アポトーシス連関を解く鍵は第 1, 2, 6, 
11, 14および Y染色体上の原因遺伝子にある
ことが推測された。そこで、これらの候補ア
リルを MRL 型に維持したまま、バックグラ
ウンドを C57BL/6 に置換したコンジェニッ
クマウスを作出した。 
(2) Claudin3を中心とした BTB解析 
	
 BTBはセルトリ細胞間に形成され、密着結
合蛋白、密着結合関連蛋白等で構成され、現
在 20 種類以上がある。組織標本から各因子
を蛋白レベルで検出すると共に、電子顕微鏡
による形態観察を行った。とくにゲノム不安
定性の蓄積した精母細胞が BTB を如何にし
て通過するかを精査した。 
	
 解析を続けるなかで、Claudin3 は体細胞の
みならず、精細胞にも局在する可能性があっ
た。そこで in vivo RNAi法を応用し、Caludin3
が BTBに及ぼす影響を解析した。 
(3) MRLマウス自己免疫疾患にリンクする精
巣内卵細胞解析 
	
 MRLマウスはSryの異常と精子発生チェッ
クポイントの異常から精巣内卵細胞を持つ
が、それ以外の因子の存在を明らかにするた
め、連鎖解析を行った。また、精巣内卵細胞
と卵巣内卵細胞のメチル化の違いを解析し
た。さらに、それに関連して MRL 卵巣の持
つ特徴を解析した。 
(4) ビタミンＡ欠乏時の BTB 
	
 ビタミンＡ欠乏は可逆的に精子発生チェ
ックポイントを活性化、つまり精子形成を停
止させることができる。これを利用して、精
子発生サイクルを同調させ、first wave と



second wave の新たな精子発生サイクルを惹
起し、BTBの動態を解析した。 
 (5) MRL因子に由来する自己免疫疾患解析 
	
 自己免疫疾患モデルの MRLマウス、BXSB
マウスならびにコンジェニックマウスを用
いて、外分泌腺ならびに腎臓を解析した。 
 (6) 熱ショックによる精子形成細胞の耐性
と BTBとの関係 
	
 精母細胞は熱ショックによって細胞死を
起こす。しかし MRL マウスは耐性を持つこ
とから、各種コンジェニックマウスを用いて
腹腔内停留精巣術あるいは一過性陰嚢加温
術を施し、BTBに与える影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) コンジェニックマウスの作出 
	
 第 1，2，11，14 染色体のコンジェニック
マウスならびにＹ染色体コンソミックマウ
ス作出に成功した（図 1）。 
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(2) Claudin3を中心とした BTB 
	
 Claudin11, Occludinおよび ZO1は、精上皮
周期の全ステージにおいて精祖細胞と精母
細胞間に線状に観察され、精母細胞が BTB
通過時には基底側と管腔側の両方に観察さ
れた。これは、BTBによって傍腔区画が厳密
に隔離・維持されていることを示す。一方、
Claudin3 は精細胞の BTB 通過時特異的に局
在した。このことは、Claudin3が BTB通過に
重要な役割を果たすことを示す。 
	
 Claudin3 は BTB を構築するセルトリ細胞
のみならず、プレレプトテン期／レプトテン
期精母細胞の細胞膜にも局在した。さらに、
in vivo RNAi法によって Claudin3発現を抑制
すると、BTB通過が抑制された。これらより、
Claudin3 は精細胞分化を調節していることが
推測された（図 2）。 
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(3) MRLマウス自己免疫疾患にリンクする精
巣内卵細胞解析 
	
 自己免疫疾患 MRL マウスに出現する精巣
内卵細胞の責任因子を特定するため，各種の
交雑系を解析した（表 1）。その結果、Sryの
座位するＹ染色体以外に第 1, 15 番染色体に
も存在することを明らかにした。とくに第 1
染色体(mtop)は自己免疫疾患の原因因子が多
数発見される染色体であるため、それらの連
鎖を解析した。現在のところ、mtopと自己免
疫疾患との関係は検索中である。 
 
表 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ビタミンＡ欠乏時の BTB 
	
 ビタミンＡ欠乏マウス精巣において、初回
サイクルの精細胞分化に異常は認められな
かった。2 回目以降のサイクルで、プレレプ
トテン期／レプトテン期精母細胞数の減少
ならびに BTBの形成遅延が認められた。さら
に、性成熟後にビタミンＡ欠乏に陥ったマウ
スでは、精子形成の停止に先行して BTBの崩
壊が観察された。また、ビタミン A投与によ
って精子発生チェックポイントが復旧した
（図 3）。このことから、BTBの形成には精細
胞とセルトリ細胞の協調作用が必要である
ことが考えられた。すなわち、精子発生チェ
ックポイントである BTB を免疫学的障壁と
捉えるのではなく、精細胞の分化調節を担う
構造と捉え、その破綻が雄性不妊症へ移行す
ると考えるべきである。 
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M. m. domesticus variant is introduced. These mice are

named B6-YDOM as a group or B6-YPOS, B6-YTIR, etc., for
specific M. m. domesticus variants, and they develop ova-

ries or ovotestes (Eicher et al. 1982). Three interesting

points arose during the observation of F1 progeny, when

the phenotypic expression of YMRL was analyzed and
compared with that of YPOS among inbred strains. First,

testicular oocytes were never observed in BALBMRLF1

mice. These data reflect the resistance of this strain against
YPOS and the stability of sex determination in the BALB

background (Eicher and Washburn 1986). Second, YDOM

did not cause sex reversal in the DBA background, and the
sex reversal in B6-YDOM was suppressed by outcrossing to

DBA or C3H (Eicher and Washburn 1986). These findings
indicate that DBA and C3H mice are resistant to YDOM. In

contrast, we discovered that the AJ, C3H, and DBA strains

are sensitive to YMRL in addition to B6 (Otsuka et al.
2008a, b). It is therefore likely that the autosomal genes

responsible for sex differentiation under Chr Y in these

strains behave differently between YDOM and YMRL.
Finally, the oocyte score in C3HMRLF1 mice was much

higher than that in AJMRLF1, B6MRLF1, and

DBAMRLF1 mice. As one of the ancestor strains of the
MRL strain, the C3H strain shares about 12 % of its

genetic background with the MRL strain (Murphy 1981).

This similarity in genetic background between the MRL
and C3H strains might be responsible for the propensity of

C3H to produce testicular oocytes. Hence, the MRL and

C3H genetic composition involves certain genes that play a

Table 1 Appearance of testicular oocytes in F1 and backcross
progenies

Strain No. of testes No. of oocytes Oocyte score

MRL/MpJ 140 161 1.150

AJMRLF1 80 29 0.363*

B6MRLF1 68 20 0.294*

BALBMRLF1 56 0 0*

C3HHMRLF1 26 38 1.461

DBAMRLF1 34 5 0.147*

B6MRLN2 184 75 0.408*

B6MRLN4 68 14 0.206*

B6MRLN6 352 36 0.102*

B6MRLN8 456 30 0.092*

B6-YMRL 330 22 0.067*

MRL-YB6 292 6 0.021*

C57BL/6 56 0 0*

MRLB6F1 82 0 0*

* Significant differences between MRL mice (Mann-Whitney U-test,
P\ 0.05)

Fig. 3 Testicular oocytes in
MBM mice aged 14 days.
Testicular oocytes in whole-
mount testes of MBM mice
(a, b). Distributions of the
number of testicular oocytes in
one mouse each of the MRL,
B6MRLF1, and MBM strains
(c). Distribution of the number
of testicular oocytes per MBM
mouse (d). Scale
bars = 50 lm. FE follicular
epithelial-like cell, N nucleus,
O oocyte, ZP zona pellucida

S. Otsuka et al.: Autosomal effects on testicular oocytes in MRL mice 745
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(5) MRL因子に由来する自己免疫疾患解析 
	
 コンジェニックマウス(B6.MRLc1)におい
て、自己免疫疾患が精子発生だけではなく全
身性に発症していることを発見した。そこで、
自己免疫疾患と不妊症発症とが間接的に関
連している可能性を探るため、腎臓と膵臓に
着目して研究を続けた。 
	
 腎臓において、膜性増殖性糸球体腎炎の像
を呈し、メサンギウム増殖、糸球体基底膜の
肥厚・免疫複合体沈着、足細胞傷害、糸球体
スリット膜関連分子の発現低下ならびに炎
症メディエーターの発現増強等を示したこ
とから、自己免疫性糸球体腎炎の発症が確認
された。 
	
 B6.MRLc1 の膵臓には、単核細胞浸潤像が
認められ、自己免疫性慢性膵炎を発症してい
た（図 4）。細胞浸潤の出現頻度と面積の組織
計測値はいずれも A/J、AKR/N、B6、MRL、
B6.MRLc1で高く、DBA/1J、DBA/2では中程
度で、BALB/c、C3H/Heでは細胞浸潤が稀で
あった。さらに各系統の両計測値は雌で雄よ
りも高値を示した。B6、MRL、B6.MRLc1を
精査したところ、浸潤細胞は導管と血管周囲
に認められ、MRLと B6.MRLc1では腺房細胞
間への浸潤像も観察された。浸潤細胞は主に
T 細胞と B 細胞で、一部細胞増殖マーカー
PCNA に陽性を示した。細胞浸潤の出現頻度
と面積は 6ヵ月齢以降加齢性に増加・拡大傾
向にあり、MRL と B6.MRLc1 の浸潤面積は
B6よりも有意に大きかった。B6.MRLc1の血
中 dsDNA抗体と LIPの濃度は B6よりも有意
に高値だった。加齢性に出現するマウス膵臓
への細胞浸潤は遺伝学的背景に左右され、特
にMRL型 1番染色体テロメア領域は B6の自
己抗体濃度を高めると共に、膵臓への細胞浸
潤様式を変化させ、浸潤巣の拡大や膵機能悪
化といった MRL 様の病態を導くと考えられ
た。 
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(6) 熱ショックによる精子形成細胞の耐性と
BTBとの関係 
	
 精子発生チェックポイント異常を具備す
る B6.MRLc1 ならびに B6.MRLc11 コンジェ
ニックマウスを用いて、腹腔内停留精巣術あ
るいは一過性陰嚢加温術を施した結果、これ
ら 2種類の熱ショック施術では、異なる影響

を示すことがわかった。とくに後者の施術で
は B6.MRLc11 が回復傾向を示す時期になっ
ても、B6.MRLc1 ではそれを示さなかった。
また、近交系マウスの熱ショックでは精巣内
に石灰沈着が認められたが、コンジェニック
マウスではそれが認められなかった。これら
のことは、熱ショックによる BTB 破綻は
MRLマウスでは防御され、その原因因子が第
1 ならびに第 11 染色体上にあることを示す。
それとともに、石灰沈着を軽減させる因子も
熱ショック耐性因子の近傍（あるいは同一）
に存在する可能性が高い。とくに、自己免疫
疾患の原因因子が集積する第 1染色体テロメ
ア領域には、Bmp2 関連因子等が存在し、慢
性的炎症を増悪あるいは抑制している可能
性がある。 
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