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研究成果の概要（和文）：精子幹細胞の培養法が開発されて約15年が経過したが、齧歯類以外の動物に対しては
いまだに効率が悪い。そこで、本研究では進化的に高度に保存されている細胞間架橋の切断による連結精原細胞
の断片化を利用して、幅広い動物種に有効な精子幹細胞維持増幅法の開発を目指した。その過程で、細胞間架橋
構成因子の解析を進め、連結精原細胞断片化可視化精子幹細胞を作製した。また、連結精原細胞断片化の頻発す
る生殖細胞特異的ヒストン脱メチル化酵素JMJD3欠損マウスの解析を行い、細胞間架橋切断に関わる分子機構の
解析を進めた。その結果、有望な候補となりうる分子機構の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：An efficient culture system for spermatogonial stem cells of animals except 
for rodent has not been developed, although it is about fifteen years from first establishment of 
culture system for mouse spermatogonial stem cells. In this study, we have tried to develop an 
efficient maintenance and expansion for wide variety of animals using fragmentation of 
spermatogonial cysts by abscission of intercellular bridges which is evolutionarily well conserved 
from invertebrate to vertebrate. We have generated an spermatogonial stem cells in which 
fragmentation of spermatogonial cysts is visualized. In addition, molecular mechanisms which could 
be responsible for abscission of intercellular bridges were analyzed using germ cell specific JMJD3 
deficient mice in which fragmentation of spermatogonial cysts was frequently occurred. A prospective
 molecular mechanisms which could regulate fragmentation of spermatogonial cysts has be identified. 

研究分野：生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 精子形成は個体のほぼ一生を通じて行わ
れ、その継続性は精子幹細胞の自己複製能力
によると考えられる。精子幹細胞は移植先精
巣において精子形成を再構築できるだけで
なく、マウスでは体外培養法も開発されてお
り、幅広い分野での応用が期待されている。
齧歯類以外の動物での効率の良い精子幹細
胞培養・増幅法は報告されておらず、齧歯類
精子幹細胞の培養においてもごく一部の細
胞のみしか精子形成再構築能を保持してい
ないため、さらなる効率のよい培養法開発が
待たれている。これまでに精子幹細胞の未分
化性維持に関わる様々な因子が明らかにさ
れているにも関わらず、大きな進展は得られ
ていない。 
 
(2) 精子形成過程において、生殖細胞は細胞
分裂後、完全に分裂せず、娘細胞同士が細胞
間架橋（Intercellular Bridge: IB）によって
繋がれた状態で増殖し、分化を進行させる。
これは精子幹細胞を含む精原細胞でも同様
であり、種を超えて保存されている。近年の
解析から、精子幹細胞は個々の幹細胞が持つ
自己複製能だけでなく、IBの切断による連結
精原細胞の断片化によっても供給され、集団
として維持されることが明らかにされた。 
 
(3) 申請者らはエピジェネティック制御因子
JMJD3 を雄生殖細胞で欠損させると、未分
化精原細胞が増加し、成体雄の生殖能力が長
期に渡って維持されることを見出した。さら
に、JMJD3 欠損生殖細胞では連結精原細胞
の断片化が頻繁に見られることから、幹細胞
の自己複製よりもむしろ分化精原細胞から
の供給が増加することにより、未分化精原細
胞が増加したことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では齧歯類以外の幅広い動物種にも
適応できる精子幹細胞培養法の基盤となる
技術の確立を目的とする。 
鍵となるのは精子幹細胞個々の未分化性維
持機構の増強と連結精原細胞断片化促進で
ある。IB は精子形成に必須の構造体であり、
完全に欠損させると幹細胞以降の増殖が阻
害されるため、精子幹細胞の増幅には IB を
維持しつつ、断片化の頻度を上げる必要があ
る。そこで、連結精原細胞の断片化制御に関
わると考えられる。JMJD3 を中心としたエ
ピジェネティックネットワークの分子基盤
を解明し、断片化の頻度を人為的に操作する
技術の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 連結精原細胞断片化を可視化できるマウ
スおよび培養精子幹細胞の作製 
 最新ゲノム編集法 CRISPR/Cas9システム
を用いて受精卵内でゲノム二本鎖に同時に
相同組換えを誘導し、未分化精原細胞および

IB を可視化するための遺伝子改変マウスを
作成する。具体的には未分化精原細胞のマー
カーである PLZFおよび NANOS2のプロモ
ーター制御下でそれぞれ CFP（青）および
GFP（緑）を発現するレポーター、そして IB
形成に必須の TEX14とmCherry（赤）の融
合タンパク質を発現するノックインを作製
する。 
 
(2) (1)で作製した PLZF-CFP マウスおよび
NANOS2-GFP マウスを生殖細胞特異的
JMJD3 欠損マウスと交配し、可視化された
JMJD3 欠損および野生型未分化精子幹細胞
を FACSを用いて回収する。回収した精子幹
細胞を用いて RNA-seq により、発現遺伝子
プロファイルを取得する。 
 
(3) 上記(2)で回収した精子幹細胞について
JMJD3 あるいは JMJD3 の標的であるメチ
ル化ヒストン H3 リジン 27 抗体を用いたク
ロマチン免疫沈降-シークエンス（ChIP-seq）
を行い、JMJD3 によりエピジェネティック
に制御されている遺伝子群を同定する。 
 
(4) PLZF-CFP:TEX14-mCherry二重遺伝子
改変精子幹細胞を樹立し、連結精原細胞断片
化に関わる遺伝子群のスクリーニングの準
備を行う。 
 
(5) JMJD3の下流候補遺伝子のうち、連結精
原細胞断片化を促進する遺伝子をスクリー
ニングし、実際に断片化促進により精子幹細
胞集団の維持増幅ができているか否か、精細
管内移植法を用いて精子形成再構築能を調
べ、移植細胞中の精子幹細胞の割合を評価す
る。 
 
４．研究成果 
(1) まず、ゲノム編集法 CRISPR/Cas9 システ
ムを用いてES細胞内でPLZF-CFP、NANOS2-GFP、
TEX14-mCherry のノックインを行う条件の検
討を行った。ゲノム DNA 切断酵素 Cas9 およ
び標的領域 gRNA を発現させることのできる
プラスミドpX330と相同組換えの鋳型となる
ターゲッティングベクターをリポフェクシ
ョン法により ES 細胞に導入し、ノックイン
の効率を検討した結果、300bp 程度の相同配
列で効率よくノックインできることが確認
された。また、さらに短い配列 60bp 程度で
もノックインできることが確認できた。 
 
(2) (1)で得られた結果を踏まえて、受精卵
にpX330およびターゲッティングベクターを
共顕微注入し、受精卵内での直接的ノックイ
ンを試みた。しかし、得られた産仔にはノッ
クインされた個体は一匹もなく、受精卵への
プラスミド顕微注入ではノックインが難し
いことが明らかとなった。また、得られた産
仔におけるゲノム編集効率を確認したとこ
ろ、モザイクでゲノム編集が生じる確率が高



いことが明らかとなった。 
 
(3) 受精卵へのプラスミド顕微注入ではノ
ックイン個体を得るのが難しいことが明ら
かとなったため、Cas9 および gRNA の RNA を
試験管内で合成し、RNA およびターゲッティ
ングベクターの顕微注入を試みたところ、ゲ
ノム編集がモザイクで生じる確率は減少し
たが、ノックイン個体はやはり得られなかっ
た。 
 
(4) 研究期間の大半に渡り、受精卵内でゲノ
ム編集技術を用いて直接ノックイン動物を
作製することを試みたが、非常に難しいこと
が判明したため、ES 細胞内でゲノム編集を行
い、キメラ動物作製を介してノックインマウ
スを作製する方針に切り替えた。ES 細胞内で
のゲノム編集は効率よく成功し、当初の予定
と は 異 な る が 、 TEX14-Venus 、
c-KIT-mTurquoise、NANOS2-Neptune の三重遺
伝子改変を持つ ES 細胞を作製した。この ES
細胞を用いてキメラマウスの作製を試みて
いたが、後述の新規受精卵内ノックイン法を
確立できたため、キメラマウスの作製は中止
し、受精卵内ゲノム編集による直接ノックイ
ンを試みている。また、試験管内で ES 細胞
から精子幹細胞を誘導する方法が報告され
たため、作製した三重遺伝子改変 ES 細胞を
用いて直接精子幹細胞の誘導を試みている。 
 
(5) 研究期間後半に Cas9 タンパク質、合成
gRNAおよび一本鎖ターゲッティングDNAを受
精卵に導入することでノックインマウスが
作製できることが報告された 1。本研究への
応用するため、上記ゲノム編集ツールをエレ
クトロポレーション法により受精卵に導入
し、検討を行ったところ、効率よくゲノム編
集およびノックインができることが確認で
きたため、現在、受精卵に直接ゲノム編集し、
ノックインマウスを作製ししている。 
 
(6) 当初の予定ではノックインマウスを作
製し、その蛍光を利用して精子幹細胞を回収
する予定であったが、マウスの作製が困難で
あったため、表面抗原および DNA 染色色素を
用いた未分化精原細胞および各種雄生殖細
胞を回収する方法の検討を行った。
Hoechst3342 および CD9、c-KIT 染色を組み合
わせることで未分化精原細胞、精母細胞、円
形精細胞を純度よく分取する方法を開発し
た。この方法を用いて円形精細胞を回収し、
クロマチン制御因子 MRG15 がヒストン修飾
（H3K36 メチル化）を認識し、その領域にス
プライシング制御因子を呼び込むことによ
って pre-mRNA スプライシング制御が行われ
ていること、さらにヒストン修飾によるスプ
ライシング制御が精子形成に必須のエピジ
ェネティック制御であることを明らかにし
た（雑誌論文③）。 
 

(7) 上記で開発した方法を用いて野生型お
よびJMJD3欠損マウスから未分化精原細胞を
回収し、RNA-seq および ChIP-seq を行った。
現在データ収集および解析を行っている。 
 
(8) カリフォルニア大学サンフランシスコ
校の Dr. Lim との共同研究により、JMJD3 が
Dlx2 を含む神経分化関連遺伝子のプロモー
ター領域およびエンハンサー領域のメチル
化を制御することによって神経分化に関わ
ることを明らかにした（雑誌論文⑦）。 
 
(9) イリノイ大学アーバナシャンペーン校
の Dr. Kim Kemper との共同研究により、飢
餓ストレス下におけるJMJD3の遺伝子発現制
御を明らかにした。すなわち、飢餓ストレス
に応じて肝臓内に JMJD3 の発現が誘導され、
発現誘導された JMJD3 は SIRT1 および PPAR
と複合体を形成し、脂肪酸酸化経路の一部で
あるミトコンドリア酸化経路に関わる遺伝
子群の発現を活性化し、飢餓ストレス下にお
けるエネルギー代謝を制御していることを
明らかにした（雑誌論文①）。 
 
(10) 野生型未分化精原細胞では発現してい
ないもう一つの H3K27 脱メチル化酵素 UTXが
JMJD3 欠損マウスの未分化精原細胞で異所的
に発現しており、JMJD3 欠損マウスで見られ
た生殖機能の長期維持がJMJD3欠損による影
響だけでなく、UTX の異所的に発現による影
響も考慮する必要があることが判明した。 
 
(11) 野生型および JMJD3 欠損未分化精原細
胞における遺伝子発現を解析したところ、ミ
トコンドリアb酸化経路の活性化が見られた
ほか、やはりエネルギー代謝に関わる LKB1
の発現増加が見出され、JMJD3 欠損精子幹細
胞ではエネルギー代謝が活性化しているこ
とが明らかとなった。また、これら遺伝子の
発現が上昇していることからJMJD3の欠損よ
りも異所的に発現したUTXの影響が強く示唆
された。 
また、エネルギー代謝以外にもオートファジ
ー経路も活性化されており、これらの活性化
経路が精子幹細胞の維持増幅に関わってい
ることが示唆された。 
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