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研究成果の概要（和文）：精祖細胞)を（GDNF, LIF, FGF, EGFを含む）培地で培養することで生殖幹細胞を作製可能で
ある。精祖細胞や卵母細胞をヒトから分離することは倫理的に問題があることから、半数体の精子細胞を分離し、ヘテ
ロ生殖幹細胞を作製することを目的とした。精祖細胞に局在するCadm1のプロモーターに蛍光蛋白を発現させてTgマウ
スから精子細胞を分離し、融合させ、精粗細胞培地にて培養した。蛍光陽性細胞は得られたが、持続培養可能な細胞株
として分離できなかった。分離の間にインテグリンの生存シグナル、RA70/Scap2, が減少した結果によると思われる。
今後は精子細胞の細胞死を抑制させることが不可欠である。

研究成果の概要（英文）：It is possible to establish the pluripotent germinal stem cells by incubating the 
spermatogonia cells in the medium containing GDNF, LIFm FGF and FGF etc. To overcome the ethical problems 
to the human germ cells, we tried to prepare the germinal stem cells by the method of electronic fusion 
of spermatids. We prepared the Tg mouse expressing Cadm1 promoter-fluorescent proteins, which 
specifically express them in the spermatogonia. We isolated spermatids from testis of Tg mouse, fused 
them and incubated for about 1 to 2 month. However, they could not permanently live under the condition 
because of the lack of integrin survival signals, RA70/Scap-2, during isolation of spermatids from 
testis.

研究分野：細胞分子生物学

キーワード： spermatogonia　Cadm1　stem cells　integrin　survival signal
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１．研究開始当初の背景 
ES細胞、iPS細胞、生殖幹細胞などさまざま
な幹細胞が報告されているが、移植にマッチ
する HLAは 1/10000であることから、幹細胞
治療が広く社会的に利用されるためには、幹
細胞バンクの設立が必要である。iPS 細胞も
倫理、拒絶反応を回避することが可能である
が、自己に限定され、遺伝性疾患の治療には
応用できない。幹細胞バンクの問題点は、
HLA のマッチングする膨大な幹細胞の維持
管理にある。 
 
1-1)着想に至った経緯;  
Spermatogonia(精祖細胞)を（GDNF, LIF, FGF, 
EGFを含む培地）培養維持し、多分化能をも
つヘテロ生殖幹細胞を作製すること可能で
ある。減数分裂後の２次精母（卵母）細胞を
ホモ接合し、安定したホモ接合精祖細胞を効
率よく分離維持できれば、ホモ接合生殖幹細
胞の作製が可能であると着想した。Cadm1は
申請者が発見したシナプス接着蛋白
（RA175/SynCAM1）であるが、精巣では精
祖細胞と一次精母細胞に局在し(Fujita et al., 
2006)、欠損マウスは精子形成不全をもたらす
(Fujita et al., 2008、図１)。 

 
1-2)国内・国外の研究動向及び位置づけ ; 
Spermatogonia からのへトロ生殖幹細胞作成
は篠原(京大)、Bristner( Max-Plank)らにより報
告されている。また、ホモ接合生殖幹細胞は
2003年に報告があるが、作製の再現性に問題
があり、現在に至るまでその詳細は報告され
ていない。本研究では、Cadm1プロモーター
を用いて、蛍光蛋白を発現させた Tg マウス
の減数分裂後の２nd 精母細胞を融合し、
FACSを併用することで、ホモ(接合)生殖幹細
胞を作製し、ホモ接合生殖幹細胞からの神経、
筋分化の条件を確立することを着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究は減数分裂後の２次精母（卵母）細胞
を 融 合 し 、 ホ モ 接 合 し た 生 殖 細 胞
(Spermatogonia)の作製とホモ接合生殖細胞の
簡易作製方法の確立を目的とした。 

Cadm1 プロモーターの下流に蛍光タンパ
ク RFP(red)をつなげた Bac-Cadm1-RFP-Tgセ
ミノックインマウスを作製した(図２）。 

このマウス精巣（あるいは卵巣）から 
Cadm1 陰性の Spermatocytes や spermatid を、
電気パルス融合でホモ接合させ、FACS を用
いて RFP陽性細胞(精祖細胞)を得ることがで
きる。さらにこのマウスと Oct4-GFP-Tgマウ
ス(Jackson Lab)とを交配したマウスから、ホ
モ接合生殖細胞（(RFP+精祖先細胞)を得たの
ち、培養後、FACSを 
用いて, Cadm1(RFP-)Oct(GFP+)細胞としてホ
モ接合生殖幹細胞の分離が可能となると考
えた(図 3)。 

図 3．ホモ接合生殖幹細胞の作製 
 

３．研究の方法 
Spermatogonia(精祖細胞)を培地（GDNF, LIF, 

FGF, EGFを含む培地）で培養することが可能
であり、多分化能をもつ生殖幹細胞を作製す
ることが可能である。精祖細胞や卵母細胞を
ヒトから分離することは倫理的に問題があ
ることから、半数体の精子細胞を分離し、ヘ
テロ生殖幹細胞の作製を目的とし、今回はま
ずマウスでの実験を行った。申請者が発見し
た シ ナ プ ス 接 着 蛋 白 Cadm1
（RA175/SynCAM1）が、精巣では精祖細胞
と一次精母細胞や精子細胞に局在して(Fujita 
et al., 2006)することから、Cadm1プロモータ
ーに蛍光蛋白を発現させて Tg マウスを作製
した（図 2）。 

 
４．研究成果 
半数体の精子細胞を分離するには十分でな
いことから、精子細胞のマーカーを探索した
ところ、申請者が発見したレチノイン酸に誘
導される RA70/Scap2 はそのマーカーとして
使えることが明らかにとなった（図 4）。これ
らのマーカーを用いて、精子細胞を分離し、
電気パルスを用いて精子細胞を融合させ、精
粗細胞培地にて培養したが、GFPが弱いなが
ら陽性の細胞を得ることができたが、培養可
能な細胞株として分離することができなか
った。 

LacZを RA70/Scap2の第一エクソンに導入
することで欠損マウスを作製したところ、欠
損マウスは致死であった。 
 解析の結果、RA70Scap2は生存シグナルで図 2．

Bac-Cadm1-RFP
マウス精巣(左)と
WT(右) 

図 1. Cadm1-KOマウスの精子形成不全 



あるインテグリンの下流に位置し、
RA70/Scap2 は発生初期では神経管形成過程
に 発 現 し て い る ( 図 6) こ と か ら 、
RA70Scap2KO マウスでは、マトリックスか
らの生存インテグリンのシグナルが断たれ
たため、アノイキスによる細胞死が働き、胎
生致死にいたったと結論した。 
どうように、精巣から精子細胞を分離するこ
とで、マトリクスからの分離はインテグリン
生存シグナルを断つことを意味しおり、精子
細胞はアノイキスによる細胞死が誘導され
た可能性が高いと結論した。 

 
図４RA70/Scap2の精巣での局在 

上；In Situハイブリダイゼーション、下；免
疫染色（赤、RA70/Scap2；青、核） 

 
Bac-Cadm1-RFP/Oct4-GFP-Tgマウスの２nd
精母細胞を融合し、GFPと RFPの蛍光標識と
FACSを用いて、容易かつ再現性の高い方法
論でホモ(接合)生殖幹細胞の分離することが
可能となった。また、ホモ(接合)生殖幹細胞
により HLAの制約を大幅に減少させた多分
化能をもつ幹細胞が可能となり、幹細胞の保
存維持管理が容易で、幹細胞バンクの設立に
より、遺伝性疾患への幹細胞治療など幹細胞
を広く治療に用いてもらう可能性がひろが
った。 

しかし、RA70/Scap2はインテグリンの生存シ
グナルとして組織形成に関与していること
から、精子細胞を分離している間に、生存シ
グナルが減少したために、精子細胞の生存が
難しかったと考えられる。今後は精子細胞の
生存シグナルを増強させるか細胞死を抑制
させる条件を確立することが、ホモヘテロ精
子細胞融合による生殖幹細胞の樹立には不
可欠である。 

 
 

 
図６RA70/Scap2の LacZ染色。 
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