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Ⅰ．序  
 

	
 幹細胞は自己維持（自己複製）と分化細胞の産生を両立することにより、組

織の恒常性を維持している。一般に、幹細胞は幹細胞ニッチによって自己維持

と分化細胞の産生のバランスをとっていると考えられている。幹細胞ニッチと

は、幹細胞を維持する微小環境と定義される。実際、多くの組織で幹細胞の辿

る運命は幹細胞ニッチによって制御されている。すなわち、幹細胞ニッチに隣

接している細胞が幹細胞として維持され、ニッチから離れた細胞が分化する運

命をたどる。ショウジョウバエの精巣と卵巣における生殖腺末端部や、哺乳類

の小腸陰窩などのように、これまで研究が進んでいる多くの幹細胞システムで

は幹細胞ニッチの空間は非常に限られている (Fuller and Spradling, 2007; 

Snippert et al., 2010)。このようなニッチを“definitive niche”あるいは“closed 

niche”とよぶことが提唱されている (Morrison and Spradling, 2008; Stine 

and Matunis, 2013)。closed nicheでは、ニッチ領域に位置できる細胞数が物理

的に限られているために、幹細胞の数は一定数で維持される。一方で、幹細胞

が限定された領域に存在せず、広範囲に散らばって存在する組織も少なくない。

このような様式のニッチを、closed nicheと区別して、“facultative niche ”ある

いは “open niche”とよぶ。open nicheをもつ組織は、哺乳類の毛包間表皮や、

ショウジョウバエの中腸などがある。これまで、closed nicheで幹細胞運命が決

定されるメカニズムは広く研究されてきたが、open nicheで幹細胞が維持され

るメカニズムほとんど解明されていない。 

	
 哺乳類の精子形成は精細管の内部で起こる(Russell et al., 1990)。精子幹細胞
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は精細管内で特定の場所に集まることなく広範囲に散らばり、open nicheに支

えられる幹細胞システムの代表されるものの一つである（図 1a、図 2）。マウス

精子形成では「未分化型精原細胞（Aundiff）」と呼ばれる少数の細胞集団が幹細

胞として働いており、恒常的なマウス精子形成を支えている。Aundiffは自身の細

胞集団を維持しながら、同時に A1 と呼ばれる分化型精原細胞をうみ出す。A1

は数回の体細胞分裂 (A1⇒A2⇒A3⇒A4⇒In⇒B 型) の後、減数分裂前期のプロ

レプトテン期（PL）に入り、減数分裂を経て精子へと分化する。精子形成は、

基底膜側から内腔側に向かって進む。Aundiffは基底膜と、セルトリ細胞が形成す

るタイトジャンクションの間（基底コンパートメント）に位置する。さらにそ

の中でも、精細管の外部を走る血管近傍に偏って分布する(Chiarini-Garcia et 

al., 2001; Chiarini-Garcia et al., 2003; Yoshida et al., 2007)。しかし、Aundiff

は限定された領域のみに集まっているのではなく、分化型精原細胞と同じ領域

に散在している。さらに近年、ライブイメージングによる研究が進み、基底膜

上で Aundiff がセルトリ細胞の間を縫うように移動する現象が観察されている

(Hara et al., 2014; Yoshida, 2012)。このとき Aundiffはしばしば血管近傍を移動

するが、特別なルートをたどるようには見えず、ニッチを規定できるような特

殊な構造は見当たらない。 

	
 Aundiffは、基底膜上で自己複製や分化を誘導するシグナルを受ける。セルトリ

細胞から分泌される GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor：グリア

細胞株由来神経栄養因子) が、Aundiffを維持するために必須なシグナル分子とし

て同定されている (Meng et al., 2000)。GDNFは精子幹細胞の培養においても

必須な因子である(Kanatsu-Shinohara et al., 2003; Kubota et al., 2004b)。一
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方、Aundiffから A1への分化はビタミン A（VA）の活性代謝物であるレチノイン

酸（RA）によって誘導される (Hogarth and Griswold, 2010)。RAは、セルト

リ細胞や分化細胞で発現する酵素である Aldh や Cyp26 ファミリータンパク質

などにより、合成・分解される(Sugimoto et al., 2012; Vernet et al., 2006)。Aundiff

から A1への分化における RA の必要性は、VA 欠乏餌を与えることで誘導され

る VA 欠乏（VAD）マウスの実験から証明されている。VAD マウス精巣には

Aundiffしか存在しないが、VA を投与すると Aundiffから A1がうみ出されて精子

形成が再開する。従って、VAD マウスでは Aundiffから A1への分化が停止して

いると考えられている（図 3）(de Rooij and Russell, 2000; van Pelt et al., 1995)。 

	
 精細管では、精細管周期とよばれる、精子形成が周期的に進行する現象が知

られている(Oakberg, 1956; Russell et al., 1990)。マウスでは、この 1周期は

I-XII のステージに分けることができ、1 周期に 8.6 日かかる(Russell et al., 

1990)。分化細胞（A1）はみな同じタイミング（ステージⅦ−Ⅷ）で Aundiffから

生み出され、その後、同調的に分裂、成熟する。8.6 日後には再び新しい A1が

うみ出され、より分化段階の進んだ細胞は内腔側へ移動する。その結果、層状

の精細管上皮の構造が形成される（図 1a、b）。そのため、それぞれのステージ

における精細管断面では常に同じ分化段階の細胞がセットになって層構造をつ

くっている。精細管を長軸方向に辿っていくと、この周期が波を打つように進

んでいる。Aundiff から A１が生み出されるのは、ステージⅦ−Ⅷである。このス

テージでは RA 濃度が上昇すると考えられている。これは、セルトリ細胞や分

化細胞における RA合成酵素や分解酵素の発現パターンから、ステージⅦ−Ⅷで

は RA 合成が促進されるとともに、分解が抑制されることが示唆されているた
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めである(Hasegawa and Saga, 2012; Sugimoto et al., 2012)。また、近年では、

精細管周期を精巣全体で同調させたマウスを用いて、精細管のステージごとの

RA レベルが測定されており、RA 濃度の周期的な変動が裏づけられている

(Hogarth et al., 2014)。RAの合成や分解に関わる酵素の発現は精細管の全周で

観察され、ステージⅦ−Ⅷには精細管全体が高濃度の RAに暴露されると考えら

れる。また、このステージでは RA の下流のイベントである Stra8 の発現が精

細管全周にわたって起こっており、RAが精細管の広範囲で合成されているとい

う考えを支持している(Zhou et al., 2008)。しかしながら、ステージⅦ−Ⅷを経て

も全ての Aundiffが分化する訳ではなく、一定数の Aundiffは分化せずに未分化状

態を維持する。そのため、Aundiffは精細管周期を通して観察される(Huckins and 

Oakberg, 1978; Tegelenbosch and de Rooij, 1993)。では、なぜ Aundiff 全体が

RAに暴露されるのにも関わらず、全ての Aundiffが分化せず、かつ分化細胞を生

み出すことができるのだろうか？ 

	
 RA は、Aundiffから A1への分化誘導だけではなく、分化の進んだ細胞での減

数分裂の開始の誘導にも関与することが知られている。RAの標的遺伝子である

Stra8が高発現すると減数分裂を開始するが、近年、Aundiffから B型精原細胞で

高発現している DMRT1（doublesex and mab-3 related transcription factor 1）

が RA 刺激時に引き起こされる Stra8 の発現レベルを抑えることで、精原細胞

の減数分裂の開始を抑制していることが示唆されている (Matson et al., 2010)。

すなわち減数分裂の開始は、RA刺激とともに、それを受容する精原細胞自身に

おける DMRT1の発現の有無によって厳密に制御されているのである。一方で、

Aundiff も減数分裂に入る直前の分化型精原細胞と同じように基底コンパートメ
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ントに存在し、同じように RA に暴露される（図 2）。同一の環境にいる同系列

の細胞が、同時に同じシグナルを受けるにもかかわらず２通りの異なった反応

を見せることは興味深い現象である。この反応性の違いを生み出す要因を明ら

かにするためにも、Aundiffから分化型精原細胞を生み出すメカニズムについて明

らかにすることは意義深い。 

	
 哺乳類の精子形成細胞は娘細胞同士が細胞質でつながった不完全分裂をする

ことにより、細胞間橋によって連結した合抱体を形成する(Russell et al., 1990)。

Aundiff は単一細胞のもの（As）、2 つの細胞がつながったもの（Apr）、さらに多

くの細胞がつながった合抱体（Aal）の、形態的に異なる細胞集団で構成されて

いる (Huckins, 1971; Oakberg, 1971)。 

	
 それに加え近年では、Aundiffは遺伝子発現に関しても不均一であることが明ら

かとなってきた (Hara et al., 2014; Hofmann et al., 2005; Meng et al., 2000; 

Sada et al., 2009; Suzuki et al., 2012; Suzuki et al., 2009; Yoshida et al., 

2004; Zheng et al., 2009)。 Aundiff は GFRα1（ Glial cell line-derived 

neurotrophic factor receptor alpha1 ）  を 発 現 す る 細 胞 と NGN3 

（Neurogenin3）を発現する細胞の２つの細胞群に大きく分けることができる

(Nakagawa et al., 2010; Yoshida, 2012)。GFRα1陽性（GFRα1+）細胞は主に

Asや Aprを、NGN3 陽性（NGN3+）細胞は大多数の Aalと、少数の Asや Apr

を構成している。Cre リコンビナーゼ／loxP システムを用いたパルスラベル実

験により、GFRα1+細胞および NGN3+細胞の挙動を調べることが可能となった。

正常な精子形成を恒常的に行うマウス精巣内でこれらの細胞の挙動を検討した

結果、GFRα1+細胞集団は自身の細胞数を維持しながら NGN3+細胞を生み出す、
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「真の幹細胞」としてふるまっていることが明らかとなった (Hara et al., 2014; 

Sada et al., 2009)。一方の NGN3+細胞は、定常状態ではほとんどが分化型精原

細胞である KIT陽性（KIT+）細胞となる （図 1c）(Nakagawa 2010)。しかし

ながら、NGN3+細胞は GFRα1+細胞に戻り再び幹細胞としてふるまう能力を保

持し続けている。この逆戻りは定常状態ではほとんど起こらず、精子形成が傷

害を受けた時や、薬剤処理などによって精巣内の細胞を排除した宿主マウスに

ドナーマウスの生殖細胞を移植したときなどに高頻度で観察される 

(Nakagawa et al., 2007; Nakagawa et al., 2010)。 

	
 このように、GFRα1+細胞および NGN3+細胞は共に自己複製を行う能力を持

っている。しかし実際の組織の中では、GFRα1+細胞は「真の」幹細胞（“actual” 

stem cell）として、NGN3+細胞は「潜在的」幹細胞（“potential” stem cell）

として働いている (Hara et al., 2014; Nakagawa et al., 2007; Nakagawa et al., 

2010; Yoshida, 2012)。actual stem cellが減少しても、potential stem cellがそ

れを補うことから、このような Aundiff の不均一性によって恒常的な精子形成が

支えられているといえる(Nakagawa et al., 2007)。しかし、GFRα1+細胞と

NGN3+細胞のこのようなふるまいの違いを生み出す分子的な基盤は不明であ

る。さらに、細胞外環境で合成される分化誘導因子の RA と Aundiffの関係性に

ついても詳細は明らかでない。 

	
 本研究では GFRα1+細胞と NGN3+細胞の性質の違いを明らかにし、自己を

維持しつつも分化細胞が生み出されるメカニズムの解明に迫った。その結果、

RAと Aundiffの関係性から、継続した精子形成を支えるメカニズムの一端が明ら

かになった。  
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Ⅱ．材料および方法  

 

	
 本研究の遂行にあたっては、組換え DNA実験、動物実験が含まれた。いずれ

も、当該法律・指針等規則およびその精神を遵守し、基礎生物学研究所組換え

DNA実験安全委員会および自然科学研究機構岡崎 3機関動物実験委員会、筑波

大学組換え DNA実験委員会および動物実験委員会の承認を受けて遂行した。 

 

1. 実験動物 

	
 野生型（WT）マウス、および、Ngn3-CreERTM  (Yoshida et al., 2006)、

Gfrα1-CreERT2  (Hara et al., 2014)、CAG-CAT-EGFP  (Kawamoto et al., 

2000)、Ngn3-EGFP  (Yoshida et al., 2004) および CAG-CAT-3xFLAG-Rarg

トランスジェニックマウスを使用した。CAG-CAT-3xFLAG-Rargトランスジェ

ニックマウスは、次項に記す方法で筑波大学筑波大学生命科学動物資源センタ

ーで作成した。その他の全てのマウスの繁殖、飼育は基礎生物学研究所モデル

生物研究センターで行った。全てのマウスは C57BL/6J (Japan SLC, Japan 

CLEA)系統の遺伝的背景で使用した。 

 

2. CAG-CAT-3xFLAG-Rarg マウスの作成 

	
 FANTOM cDNA クローン G370007N15 (DNAFORM) から制限酵素

BamHI、XbaI で切り出した Rarg ORF部位と、pCMV-3Tag-6 プラスミド 

(Agilent Technologies)から切り出した 3xFLAGエピトープをコードする DNA

断片を pCAG-CAT (Kawamoto et al., 2000) プラスミドへ挿入し、
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pCAG-CAT-3xFLAG-Rargプラスミドを作成した。pCAG-CAT-3xFLAG-Rarg

部位を切り出し、C57BL/6J×C57BL/6J マウスの受精卵の前核に注入しトラン

スジェニックマウスを筑波大学生命科学動物資源センターにて高橋智博士に作

製いただいた。計 8系統を樹立し（#3, #12, #14, #17, #20, #24, #41, #47）、そ

のうち#47系統を使用した。 

 

3. VAD マウスの作成 

	
 WT、Ngn3-EGFP、CAG-CAT-EGFP、Gfra1-CreERT2または

CAG-CAT-3xFLAG-Rarg雌マウスを VAD餌（Chubu Kagaku Shizai）で４週

間飼育した後、WT、Ngn3-EGFP、Ngn3-CreERTM、Gfra1-CreERT2、

CAG-CAT-3xFLAG-Rargまたは Gfra1-CreERT2雄マウスと交配させ、それぞ

れWT、Ngn3-EGFP、Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFP、Gfra1-CreERT2; 

CAG-CAT-EGFPおよびGfrα1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rargマウスを作

成した。VAD餌を与え続け、体重の増加が起こらなくなった時期（10-14週齢）

に VADマウスとして使用した。精子形成を再開させる場合は、25µlのエタノ

ール (Sigma) と75µlの胡麻油 (Nakalai Tesque)に溶解した0.5mgの酢酸レチ

ノール (Sigma)を腹腔内投与するとともに、以降は VAを含んだ通常餌（CA-1、

CLEA Japan）を与えた。 

 

4. パルスラベル法 

	
 4OH-タモキシフェン（TM）（Sigma）を Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFP

の VADマウスに 0.5mg/個体、Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPと、
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Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rargの VADマウスと正常マウスに、そ

れぞれ 1.0、2.0mg/個体 腹腔内に投与した。TMは約 10µg/µlの濃度のものを

用い、これは 25mgの TMを 140µlジメチルスルホキシド（Nakalai Tesque）、

200µlエタノールに溶解した後、胡麻油 2500 µlに溶解して作成した。

Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFP、Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPの VAD

マウスに関しては、TM投与前に VAD状態に導入したマウスを使用した。パル

スラベル法に関しては、Nakagawa et al., 2007を参考にした。 

 

5. In situ hybridization に用いるプローブの作成 

	
 Gfra1、Ngn3、Kit の RNAプローブは各遺伝子の配列全長を含んだ cDNA

クローンを用いて作成した。cDNAクローンについては、Gfra1は EST clone 

IMAGE 6390018、Ngn3は RIKEN clone 2010001M19、Kitは EST clone 

IMAGE 3154101を用いた。cDNAを含むプラスミドを大腸菌で増幅させ、Gfra1

と Kitを含むプラスミドは Asp718、Ngn3を含むプラスミドは NotIの各制限

酵素を用いて切断して、これを RNA合成の鋳型とした。Aldh1a2、Cyp26b1、

Stra8の RNAプローブは、各遺伝子の配列を pBluescriptベクターに導入し、

これを鋳型としてPCRで得た転写産物を用いて作成した。用いたプライマーは、

Aldh1a2は 5′-TGAATGGCAGAACTCAGAGAGTGG-3′と

5′-ATACTGTGGGTTGAAGGGAGCTAG-3′、Cyp26b1は 5′-CTGTATGCCCAT 

GACAGTGTTAGC-3′と 5′-ATCTACAGAGGTGAGACGGGTATC-3′、Stra8は

5′-TTTCCTGCGTGTTCCACAAGTGTC-3′と 5′-AGGCTTTTGGAAGCAGCCT 

TTCTC-3′。その後、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega）



 13 

によって精製し、これを RNA合成の鋳型とした。プローブ合成は DIG RNA 

labeling kit（Roche）を用い、付属のプロトコールに従って行った。各クロー

ンに対して T7 RNAポリメラーゼを使用してジゴキシゲニン標識アンチセンス

RNAプローブを合成した。精製したプローブは 1mM Dithiothreitol（Nakalai 

Tesque, Kyoto, Japan）を含むアルカリ処理液（63mM Na2CO3（Wako））に

よる断片化を行った。 

 

6. In situ hybridization 

	
 成体WTマウスをアバチンの腹腔内投与により麻酔を施し、経心室的にパラ

ホルムアルデヒド（4%（w/v）PFA）を溶解した PBSで還流固定した後、精巣

を採取した。4%PFA溶液中で、4℃、12時間以上固定した後にパラフィンに包

埋、ミクロトーム（RM2255, Leica）を用いて 7µm厚のパラフィン切片を作成

した。サンプルはキシレンで脱パラフィンし、エタノール系列により脱水した。

PBSで 3分間 3回洗浄し、4%PFAで 15分間固定した後、PBSで 2分間洗浄

した。その後、7.5µl/mlのプロテイナーゼ K（Merck Millipore）を 37℃で 30

分から 1時間処理することでタンパク質を部分分解した。その後再び 4%PFA

で 10分間固定した後、PBSで 2分間洗浄した。次に、0.2M HClを含んだ DEPC

処理水で 10分間処理し、PBSで 1分間洗浄した後、0.1Mトリエタノールアミ

ンを含む 0.25%（v/v）無水酢酸溶液を 10分間処置してアセチル化した。再び

PBSで 2分間洗浄した後、70%、100%メタノールを 15秒間浸透させ、その後

30分間風乾させた。プローブを 200-500ng/mLの濃度になるよう hybridization 

buffer（50%（v/v）ホルムアミド、5x SSC（pH4.5の 20x SSC（0.3Mクエン
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酸ナトリウム、3M 塩化ナトリウム）を 4倍希釈して使用）、1%（w/v）SDS、

50µg/mL tRNA、50µg/mLヘパリン）で希釈し、85℃でプローブを変性させた

後、55℃で 16時間 hybridization を行った。hybridizationの後、50%ホルム

アミドを含む 2x SSCで 55℃15分間洗浄し、TNE（10mM Tris-HCl、1M NaCl、

1mM EDTA）で 37℃30分間処置した後に、TNEに溶解した RNase A 

（0.02mg/ml）を 37℃ 30分間処置することにより余剰のプローブ及び、ハイ

ブリダイズしていない一本鎖 RNAを分解した。その後、TNE 37℃ 5分間、2x 

SSC 50℃ 15分間を 2回、0.2x SSC 50℃15分間を 2回、TBSTで 5分間洗浄

し、1% Blocking reagent（Roche）を含む TBSTにより 15分間室温でブロッ

キングした。その後、同溶液で 200倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識

抗 DIG抗体（Roche）を室温で 2時間反応させた。その後、20mM の levamisole

を含んだTBSTで 10分間 2回洗浄して、発色緩衝液（100mM Tris-HCl pH9.5、

100mM NaCl、50mM MgCl2、0.1%（v/v）Tween-20、20mM levamisole）で

15分洗浄した後、BM purple AP substrate（Roche）を 1時間-3週間反応させ

て発色を行った。発色後、PBSで洗浄して Nuclear fast redにより対比染色を

行い、エタノールで脱水後にキシレンで透徹して封入した。 

 

7. Whole-mount 免疫染色 

	
 ネンブタール麻酔下、あるいは頚椎脱臼により安楽死させたマウスから精巣

を採取し、PBS内で精細管を単離した後、4%PFAで 4℃ 3時間固定した。精

細管をMASコートスライドガラス（松波硝子工業）に付着させ、約 90秒乾燥

させた後、PBSTで洗浄した。その後、25%、50%、75%、100%（2回）のメ
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タノールにそれぞれ 7分間処置することで脱水し、これを逆行して再び水和さ

せた。PBSTで 10分間 2回洗浄した後、4%ロバ血清と 0.001％（v/v）Hoechst 

33342 (Invitrogen)を含んだ 0.05%（w/v）Blocking reagent (PerkinElmer)を

含む TNB blocking bufferで 1時間ブロッキングした。次に、一次抗体（ウサ

ギ抗 GFP抗体 / 1:300（Invitrogen, #A11122）、ラット抗 GFP抗体 / 1:200

（Nacalai Tesque, #04404-84）、ニワトリ抗GFP抗体 / 1:200（Abcam, #13970）、

ヤギ抗 GFRα1抗体 / 1:200（R&D Systems, #AF560）、ラット抗 KIT抗体 / 

1:200（BD Biosciences, #553352）、ウサギ抗 RARγ抗体 / 1:200（Cell Signaling 

Technologies, #8965）、ウサギ抗DDDDK（FLAG）抗体 / 1:500（MBL, #PM020）、

マウス抗 FLAG抗体 / 1:500（Sigma, #F1804）、マウス抗 PLZF抗体 / 1:50

（Calbiochem, #OP128）をそれぞれ TNB blocking bufferで希釈し、4℃で 12

時間反応させた。ウサギ抗 FLAG抗体希釈溶液は 0.3％（w/v）アセトンパウダ

ーを 4℃で 24時間インキュベートした後に遠心して得られた上清を使用した。

アセトンパウダーは、液体窒素で凍結したマウス胚をすりつぶした後に懸濁液

の４倍のアセトンを添加、9000g で 15分遠心して得られた沈殿物に-20℃のア

セトン 30mlを混合し、0℃で 10分放置後、9000g で 15分遠心して得られた沈

殿物を乾燥させて作製したものを使用した。続いて TNBTで 10分間 2回洗浄

した後、2次抗体（Alexa-488、-594、-647 標識 抗ウサギ IgG抗体（1:400; 

invitrogen）、 Alexa-488、-594、-647標識 抗ヤギ IgG抗体（1:400; invitrogen）、

Alexa-488、-594標識 抗ラット IgG抗体（1:400; invitrogen）、Alexa-488標識 

抗マウス IgG抗体（1:400; invitrogen））を TNB blocking bufferで希釈して 1

時間室温で反応させた。その後、PBSTで 10分間 2回洗浄し、VECTASHIELD
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（Vector）で封入した。精巣をほぐす際にはMZ12.5実体顕微鏡（Leica）、観

察には BX51蛍光顕微鏡（Olympus）、TCS SP8共焦点顕微鏡（Leica）を用い

た。 

 

8. マイクロアレイ解析 

	
 セルソーター（Coulter Epics Alter、MoFlo XDP IntelliSort ll（Beckman 

coulter））を用い、10-12週齢のGfra1-EGFPマウスとNgn3-EGFPマウスからそ

れぞれGFRα1-EGFP+細胞とNgn3-EGFP+細胞画分を採取した。KIT+細胞は、

Ngn3-EGFPマウスからCyanine5 標識した抗KIT+抗体（Cosmo Bio）を用い

た染色により、GFP+, KIT+の細胞群として採取し、NGN3+細胞はGFP+, KIT−

の細胞群として採取した。GFRα1+、NGN3+、KIT+細胞はそれぞれ、3、6、3

匹のマウスから3サンプルずつの細胞画分を得た。RNeasy micro Kit（Qiagen）

を用いて、これらのサンプルからtotal RNAを抽出した。Low Input Quick Amp 

Labeling Kit（Agilent Technologies）を用い、RNAからcDNA、Cyanin3-CTP

ラベルしたcRNAを作成した。Gene Expression Hybridization Kit (Agilent 

Technologies Japan)を用いてハイブリダイゼーションを行った後、基礎生物学

研究所 生物機能情報分析室、および北海道システムサイエンスにて解析を行っ

た。DNAチップ（Agilent Technologies）はSurePrint G3 Mouse GE 8x60K 

Microarray（Agilent Technologies）を使用した。基礎生物学研究所 生物機能

解析室ではAgilent microarray scanner（G2565CA）を、北海道システムサイ

エンスではAgilent Technologies Scanner（G2505C）を用いてスキャンを行い、

共にFeature Extraction ver.10.7.3.1（Agilent Technologies）を用いて数値化
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した。アレイデータについては、Gene Spring v12.0.0.0（Agilent Technologies 

Japan）を用いて解析し、以下の条件でサンプル間の補正を行った（Threshold 

raw signals to 1.0、normalization algorithm: Percentile Shift、Shift to 

percentile 75）。表3、図22で表示した遺伝子はRAシグナリングに関連する因子、

核内受容体が転写する際に関与する因子(Perissi and Rosenfeld, 2005)の遺伝子

を抽出するため、GeneSpirng中の以下の Gene Ontology（GO）termを抽出し

た: retinoic acid receptor activity、retionoic acid receptor signaling pathway、

regulation of retinoic acid receptor signaling pathway、retinoic acid 

4-hydroxylase、histon acetyltransferase complex、mediator complex、histone 

acetylase complex, ligand-dependent chromatin remodeling、ATP-dependent 

chromatin remodeling。 

 

9. 細胞培養 

	
 C57BL/6JとICRマウスの交配から得られた生後7日齢のF1の精巣から樹立さ

れたGS（Germline stem）細胞を、横浜市立大学 小川毅彦博士より譲与してい

ただいた。GS細胞の培養に関してはKanatsu-Shinohara et al., 2003を参考に

して行った。GS細胞の培養にはマウス胚性繊維芽細胞（MEF）(Oriental Yeast)

をフィーダー細胞として使用した。培地はStemPro-34-SEM（invitrogen）に以

下の試薬を添加したものを使用した（2.6%（v/v）StsmPro-34 supplement

（invitrogen）、25µg/ml インスリン（Nakalai Tesque）、100µg/mlトランスフ

ェリン（Wako）、60µM プトレシン（Sigma）、30µM 亜セレン酸ナトリウム

（Sigma）、6mg/ml d-(+)-グルコース（Sigma）、 200µg/mlピルビン酸（Sigma）、
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1µl/ml dl-乳酸（Sigma）、5mg/ml ウシ血清由来アルブミン（MP Biomedicals）、

2mM I-グルタミン（Sigma）、5x10-5M メルカプトエタノール（Sigma）、1%

（v/v）MEM Vitamin solution（Invitrogen）、1%（v/v）Nonessestial amino acids

（Invitrogen）、1x10-4Mアスコルビン酸（Sigma）、10µg/ml d-ビオチン（Sigma）、

60ng/ml プロゲステロン（Sigma）、100U/ml ペニシリンス-トレプトマイシン

（Gibco）、1%（v/v）FBS（Hyclone）、20ng/ml EGF（MP Biomedicals）、15ng/ml 

GDNF（Perotech Inc.）、10ng/ml FGF2（Perotech Inc.））(Kanatsu-Shinohara 

et al., 2003)。培地交換は2日おきに行った。GDNFとFGF2の影響を調べる実験

では、上記の培地に含まれる試薬のうちFGF2を添加しない培地、GDNFを添加

しない培地、FGF2とGDNFの両方を添加しない培地を作成し、実験に使用した。 

 

10. 定量RT-PCR 

	
 マイクロアレイと同様の方法で採取したGFRα1+細胞とNGN3+細胞から、

mirVanaTM miRNA Isolation Kit（Life Technologies）を用いてtotal RNAを調

整した。DNA-freeTM Kit（Life Technologies）を用いてゲノムDNAを除去した

後、オリゴ(dT)とランダムヘキサマーの混合プライマーを含むSuperScript III 

First-Strand Synthesis SuperMix（Life Technologies）を用いて逆転写を行っ

た。FACSにより採取した細胞由来のRNAを用いた定量PCRは、TaqMan 

Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems）とプローブを含むTaqMan 

gene expression assay kit（Rarg; Mm00441091_m1、Rara; Mm01296312_m1、

Actinb; Mm00607939_s1）を用い、LightCycler 480 System（Roche）により

行った。Rarg遺伝子のイントロン配列に由来する転写産物の定量は
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THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（Toyobo）を用いて定量PCRを行い、Actinb

で補正した。Rargイントロン認識プライマーの配列は5′-TGATTGTTTGATTG 

CATATGGGTTG-3′と5′-AGTTGCCTTCTGACCTCTGC-3′、Actinbは

5′-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3′ と 5′-CCAGTTGGTAACAATGCCAT 

GT-3′。GS細胞におけるmRNAの発現解析には継代数が20回以内の細胞を使用

し、mRNAはRNeasy micro Kit（Qiagen）を用いて抽出した。MEF上で培養

しているGS細胞を室温で5分間トリプシン処理を行うことにより単一細胞に解

離した後、ゼラチン（関東科学）でコートした10cm培養プレート（IWAKI）上

で3-5時間培養して、培地中に浮遊している細胞を回収した。これにより接着能

の差を利用してGS細胞のみを回収した。MEFを除いたGS細胞を、ラミニン（BD）

コートをした24ウェルプレート（IWAKI）で1.5x105cells/wellの濃度で培養し

た。24時間後に適当な培地（GDNF、FGF2を含む、又は含まない培地、細胞培

養の項目を参照）に交換し、さらに48時間培養した細胞を用いた。培養細胞の

定量PCRはTHUNDERBIRD SYBR qPCR Mixを用いて行った。培養条件によ

りActinbの発現が変化したため、培養細胞におけるmRNA発現はTbpにより補

正した。使用したプライマーは、Rargは5’-GCATCAGCACTAAGGGAGCA-3’ 

と 5’-GGTTCTCCAGCATCTCTCGG-3’、Ngn3は5’-CGGGAGAACTAGGATG 

GCGCCT-3’ と 5’-ACTTCGTGGTCCGAGGCTCCGG-3’、Gfra1は

5’-CTCCTGGCCTACTCGGGACTGATTG-3’ と 5’-CCACTGTTGCTGCAAT 

CGGACCA-3’、Retは5’-GCATGTCAGACCCGAACTGG-3’ と 5’-CGCTGAG 

GGTGAAACCATCC-3’、Tbpは5’-CCTTGTACCCTTCACCAATGAC-3’ と 

5’-ACAGCCAAGATTCACGGTAGA-3’。  
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11. ルシフェラーゼアッセイ 

	
 ルシフェラーゼアッセイには、継代数が20回以内のGS細胞を使用した。上記

の定量RT-PCRの項目で記した方法と同様の方法でMEFを取り除いた。MEFを

除いたGS細胞を、ラミニンコートした48ウェルプレート（IWAKI）で

6x104cells/wellの濃度で培養した。約24時間後に、Lipofectamine 2000（Life 

Technologies）を用いて遺伝子導入を行った。1wellあたり0.2µgのDNAを10µl

のOpti-MEM®（Life Technologies）に溶解し、これを10µlのOpti-MEM®に0.4µl

のlipofectamin 2000を添加して5分間静置したものと混合し、さらに20分間静

置した後にこれを添加した。RNAiを用いた実験では、1wellあたり0.15µg の

DNAと3 pmolのsiRNAを同様の方法で使用した。培地交換を要する実験では、

遺伝子導入24時間後に培地交換してから48時間後の細胞を採取した。培地交換

を要さない実験では遺伝子導入48時間後に細胞を採取した。RAを処置する実験

では、遺伝子導入24時間後に、エタノールで溶解した1x10-2MのRA（Sigma）

を添加して濃度が1x10-6Mになるように調整した培地と交換し、24時間後に細胞

を採取した。ルシフェラーゼ活性はDual-Luciferase assay systemとGlomax a 

20/20 luminometer (Promega)を用いて測定した。内部コントロールとしてウミ

シイタケルシフェラーゼを発現するpGL4.7（Promega）ベクターを共導入し、

ホタルルシフェラーゼの値をウミシイタケルシフェラーゼの値で補正した。 

 

12．プラスミドおよびsiRNA 

	
 (RARE)9-pGL3pはnodalをコードする配列に含まれるRAREの9回反復配列

をpGL3プラスミドのSmaIとHincII間に挿入したもので、大阪大学 濱田博司博
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士より譲与していただいた。(Uehara et al., 2009)。RARγ-lucはC57BL/6ゲノ

ムDNA断片を含むBACクローン (B6Ng01-192E19、B6Ng01-041i09、

B6Ng01-191C03 (RIKEN Bioresource Center))由来の、Rarg配列の上流7kbp

と第三エクソンの開始コドンまでの配列を含むDNA断片を、pGL4.10（Promega）

プラスミドのEcoRlとNcol間に挿入した（図39c参照）。Ngn3-lucはNgn3配列の

上流6.8kbpの配列をpGL4.10のプラスミドのXbaIとNcoI間に挿入した（図39a

参照）pcDNA3-Ngn3プラスミドはPCRで増やしたNgn3配列をpcDNA3

（Clontech）のHindⅢとXbaI間に挿入した。pCAG-CAT-3xFLAG-Rargプラス

ミドはCAG-CAT-3xFLAG-Rargマウスの作成の項目に記載している。使用した

siRNAはS62708（Ngn3 #1）とs201064（Ngn3 #2）、コントロールはSilencer® 

Select Negative Control #2 siRNA を使用した。  
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Ⅲ．結果  

 

1. GFRα1+精原細胞と NGN3+精原細胞のレチノイン酸に対する反応性

の違い 

	
 本研究では、Aundiffが RAに応答して分化細胞を生み出すメカニズムを検討す

るために、VADマウスモデルを用いた。VADマウスは精子形成における RAの

影響を検討する上で有用なモデルである。このマウスでは、精細管にはセルト

リ細胞と Aundiffしか存在しないが、RAの前駆体である VAを投与することによ

り分化型精原細胞が生み出される (図 3) (Morales and Griswold, 1987; van 

Pelt et al., 1995)。しかし、この RAシグナルによって Aundiff が全て分化してし

まうことはない。Aundiffはどのようなメカニズムによって自己を維持しながら分

化細胞を生み出すのであろうか？このメカニズムを明らかにするために、Aundiff

を構成する GFRα1+細胞と NGN3+細胞が RA に反応してどのように挙動する

かを明らかにする必要があると考えた。そこで VADマウスを用いて、これら細

胞の性質の解明を試みた。 

	
  

1-1.ビタミン A 投与後の Gfra1+精原細胞と Ngn3+精原細胞の数の変化 

	
 VADマウスに VAを投与すると、生体内で RAへと代謝されて組織の RA濃

度が上昇する。精細管内で RAが合成されると Aundiffから KIT陽性の分化型精

原細胞（A1）が生み出される(Morales and Griswold, 1987; Sugimoto et al., 

2012; van Pelt and de Rooij, 1990)。そこでまず、VA投与によって A1が生み

出される過程における、Gfra1+細胞数、Ngn3+細胞数、および Kit+細胞数の経
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時的な変化を検討した。VADマウスに VA 投与して 0、2、4 日後の Gfra1+細

胞、Ngn3+細胞、Kit+細胞を、in situ hybridization法 によって検出し、これ

を計数した（図 4）。VA投与前は、Gfra1+細胞と Ngn3+細胞の存在が認められ、

Kit+細胞の存在は認められなかった（表１、図 5、6 day 0）。しかし、投与 2、

4日後にかけて Kit+細胞が出現、増加し、反対に Ngn3+細胞は VA投与前の 5%

以下までに減少した。一方で、Gfra1+細胞の数はほとんど変化せず VA 投与後

も一定して存在していた（表１、図 5、6）。これらの結果から、Gfra1+細胞と

Ngn3+細胞群が、RAに対して異なった動態を示すことが明らかとなった。そこ

で私は、RAによって GFRα1+細胞は分化しないが NGN3+細胞は KIT+細胞に

分化する、という作業仮説を立て、以下これを検証した。 

 

1-2. レチノイン酸に対する NGN3+精原細胞の応答 

	
 NGN3+細胞が、RA シグナルによって KIT+細胞に分化するかどうかを検証

するため、VADマウスに VAを投与して精子形成を再開させる実験系において、

NGN3+細胞の運命追跡を行った。VAD 状態で飼育した Ngn3-CreERTM; 

CAG-CAT-EGFPマウスに、TMを単回投与することで NGN3+細胞を GFP発

現により不可逆的にラベルした。その後 VAを投与後 0、2、4、6日の精細管を

whole-mount 免疫染色することで、TM 投与時に Ngn3 を発現していた細胞

（GFP+細胞）が GFRα1+、NGN3+、KIT+のいずれの細胞へと変化したかを検

討した（図 7）。GFRα1+細胞と KIT+細胞はそれぞれ GFRα1、KIT認識抗体を

用いて標識した。Aundiffは GFRα1+細胞と NGN3+細胞で構成されること、Aundiff

から生み出された分化細胞は KITの発現を継続する（A1-Bまで）という知見に
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基づいて、GFRα1陰性 KIT陰性の GFP+細胞は NGN3+, GFP+細胞にほぼみ

なすことが出来るため、NGN3+細胞としてこれを計数した。予想通りに、VAD

状態ではほとんど全ての GFP+細胞が GFRα1−Aundiff（NGN3+）細胞だった

（96％以上）（図 8、9 day 0）。しかし、VA投与 4、6日後にはほとんど全ての

GFP+細胞の細胞膜上に点状の KITが現れた（KIT陽性）（90％以上）（図 8、9）。

以上の結果から、NGN3+細胞は RA に反応して迅速に KIT+分化型精原細胞へ

と転換することが明らかとなった。 

 

1-3. レチノイン酸に対する GFRα1+精原細胞の応答 

	
 次に、Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスに対して同様の方法を用いる

ことで、GFRα1+細胞の RA に対する応答性を検討した（図 10）。VAD 状態に

したこの遺伝子改変マウスに TM を投与して GFRα1+細胞をラベルし、VA 投

与により精子形成を再開させた。VAD状態では、予想通り GFP+細胞の大部分

は GFRα1+細胞であった（図 11a、12 day 0）。VA投与後、GFP+細胞全体の数

は徐々に増加していった。しかし、NGN3+細胞の追跡実験（図 9）で観察され

たような、速やかな KIT+細胞への移行は観察されず、VA 投与 10 日後でも多

くの KIT−, GFP+細胞が観察された（図 11b）。さらに注目すべきことに、KIT−, 

GFP+細胞のうち、GFRα1+細胞は常にほぼ一定の数存在し、その数は追跡した

VA投与 10日後まで維持されていた（図 11a、12）。一方で、GFRα1+, GFP+

細胞から転換したと考えられる GFRα1−Aundiff, GFP+（NGN3+, GFP+）細胞は、

VA投与 8日後までゆっくりと増加を続けた。その後、VA投与 8から 10日後

の間で NGN3+, GFP+細胞の数は急激に減少し、同時に KIT+, GFP+細胞数が
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増加した（図 12）。これは、VAを投与してから精細管周期（8.6日）が一周し、

再び精細管内で RA が合成されたために、NGN3+細胞が KIT+細胞へ分化した

結果と考えられる（図 8、9 参照）。以上の結果から、GFRα1+細胞は RA に対

して速やかに反応せず、自己を維持しながらゆっくりと NGN3+細胞や KIT+細

胞を生み出していることが示された。 

 

1-4. GFRα1+精原細胞は直接 KIT+精原細胞に分化するか 

	
 図 12において、VA投与後 8日以前にも、KIT+, GFP+細胞は少数ながら観

察され、次第にその数を増やす現象が観察された。この結果は、GFRα1+細胞か

ら直接 KIT+細胞への分化が RA によって緩やかな速度で引き起されているこ

とによっても説明することが可能である。そこで、VA投与後に観察される GFP

標識された KIT+細胞が GFRα1+細胞から直接生じたのか、それとも NGN3+状

態を経由したのかをNgn3-EGFPマウスを用いて検討した。GFPは個体内で2-3

日の半減期を持つため、Ngn3-EGFP マウスでは過去数日の間に Ngn3 を発現

していた KIT+細胞が GFP+, KIT+細胞として検出できる。そこで、VAD状態

にした Ngn3-EGFPマウスに VAを投与して、生み出された KIT+細胞において

GFPタンパク質が検出されるかを免疫染色により検討した（図 13）。その結果、

VAを投与して 2、4日後には、99%以上の KIT+細胞で GFPタンパク質が検出

された（表 2、図 14）。したがって、RA によって生み出される KIT+細胞のほ

とんど全てが NGN3+の状態を経由していることが明らかとなった。以上の結果

から、図 12で RA投与後 8日以前に観察される KIT+細胞は、VAD状態で少数

観察される NGN3+細胞（図 12 day 0）から供給されたもの、あるいは GFRα1+
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細胞が供給した NGN3+細胞を経て分化したものと考えられた。 

	
 以上の結果をまとめると、GFRα1+細胞は RAが合成されても直接 KIT+細胞

に分化せず、緩やかな速度で NGN3+細胞に転換していることが明らかとなった。 

 

1-5. GFRα1+精原細胞から NGN3+精原細胞を生み出すためにレチノイ

ン酸は必要か 

	
 図 12 で示されるように GFRα1+細胞から NGN3+細胞が作られる。しかし、

この過程に RAが関与しているかは、この実験からは不明である。RAはNGN3+

細胞や組織内の他の様々な細胞に作用してしまうために、VA の投与によって

GFRα1+細胞から NGN3+細胞への転換に直接及ぼす影響のみを明らかにする

ことは困難である。そこで VADマウスを用いて、十分な RAシグナルが存在し

ない状況下で GFRα1+細胞から NGN3+細胞への転換が起こるか検討し、RAが

この過程に必須であるかを検証することにした。VAD 状態においた

Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスにおいて、TM投与により GFRα1+細

胞を GFPでラベルした後、VAD状態のまま飼育し続け、2、14、30日後の GFP+

細胞を追跡した（図 15）。GFRα1−細胞は NGN3+細胞とみなして計数した。ラ

ベル 14、30日後には、全 GFP+細胞数は増加し、GFRα1−Aundiff, GFP+（NGN3+, 

GFP+）細胞数は著しく増加していた。この結果は、VAD状態でも GFRα1+細

胞が増殖し、NGN3+細胞を供給していることを示している。また、これまでの

結果と同様、GFRα1+, GFP+細胞数は 30 日後でも一定数維持されていた（図

16、17）。一方で、VAD 状態において NGN3+細胞を追跡した実験 (図 18) で

は、ほぼ全てのラベル細胞が NGN3+状態に留まるとともに、総ラベル細胞数の
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減少が認められた(図 19、20)。このことから NGN3+細胞は VAD状態において

細胞死を起こしていることが示唆される。従って図 17 で見られる NGN3+, 

GFP+細胞の増加は、NGN3+細胞自身の増殖の影響よりも、GFRα1+, GFP+細

胞が分裂、増殖して NGN3+細胞を供給したことによる影響が大きいと考えられ

る。以上の結果から、十分な RA シグナルが存在しない状況下でも GFRα1+細

胞から NGN3+細胞への転換が起こっていることが示された。 

	
  

2. GFRα1+精原細胞と NGN3+精原細胞の RA に対する応答性の違いを

もたらすメカニズムの解明 

	
 これまでの結果から、Aundiffを構成している GFRα1+細胞と NGN3+細胞とい

う 2 種の細胞集団は RA に対して異なった応答をすることが示された。すなわ

ち、RA 濃度の上昇に対して NGN3+細胞は速やかに分化して KIT+細胞となる

が、GFRα1+細胞は KIT+細胞へは分化しない性質を持つことが明らかとなった。

そこで次に、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の RAに対する応答性に違いをもたら

すメカニズムを検討した。まず、RA が精細管内部で偏った分布をし、NGN3+

細胞にのみシグナルが届き、GFRα1+細胞には RAが届かないという可能性を考

えた。しかし、RAの合成酵素である Aldh1a2や RA分解酵素である Cyp26b1

の発現に空間的に大きな偏りは観察されず、精細管の内部ほぼ全周にわたって

発現が認められた（図 21）(Sugimoto et al., 2012)。また、RAの標的遺伝子で

ある Stra8は精細管全周の精原細胞で強い発現が観察され、RAシグナルが精細

管の全周で作用していると考えられた。さらに、基底コンパートメントにおい

て GFRα1+細胞と NGN3+細胞は混在しており（図 2）、これらの細胞は基底コ
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ンパートメント内を動き回っている(Hara et al., 2014; Yoshida et al., 2007)。

これらの知見は、基底膜上に位置している GFRα1+細胞と NGN3+細胞を含め

た全ての細胞が同様に RA に暴露されることを示唆する。これらのことから、

NGN3+細胞だけが RAに暴露されている、という可能性は考えにくい。 

	
 次に、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の細胞内の RAシグナリングの機構が異な

っている可能性を考えた。つまり NGN3+細胞のみが RAに対して応答する能力

がある、あるいはどちらも RAに応答するが、GFRα1+細胞と NGN3+細胞では

別のターゲット遺伝子を活性化する、という可能性である。これらの可能性に

ついて以下で検証した。 

 

2-1. GFRα1+精原細胞と NGN3+精原細胞の間の RA シグナリング関連

遺伝子の発現の比較 

	
 GFRα1+細胞と NGN3+細胞の間で、RAシグナリングに関連する遺伝子の発

現の違いを比較した。具体的には、Gfra1-EGFPマウスと Ngn3-EGFPマウス

(Uesaka et al., 2007; Yoshida et al., 2004)からそれぞれ GFRα1-EGFP+細胞と

Ngn3-EGFP+細胞を GFPの蛍光を指標に FACS（fluorescence activated cell 

sorting：蛍光標示式細胞分取器）により単離し、DNAマイクロアレイ解析を行

った。 

	
 項目 1-2と 1-3に記したように、NGN3+細胞は RAに応答しているように見

えるが、GFRα1+細胞は RAに応答しているように見えない。さらに、RAはセ

ルトリ細胞や、精原細胞や精子細胞などの分化細胞により産生される。以上の

ことから RA が標識細胞の遺伝子発現を誘導（あるいは抑制）するまでに関与
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する遺伝子群に着目し、GeneSpirng中の Gene Ontology（GO）アノテーショ

ンに従ってこれらを抽出した。抽出した遺伝子のうち、ほとんどのものは

GFRα1+細胞と NGN3+細胞間で同程度の発現が認められたが、少数の遺伝子に

ついては発現に偏りが見られた（表 3、図 22）。 

 

2-2. GFRα1+精原細胞と NGN3+精原細胞間の RARγ の発現の違い 

	
 私は、その中でレチノイン酸の受容体の一つである Rarg（retinoic acid 

receptor gamma）に特に注目した。RARγ は RA を受容するとともに核内で

DNA に直接結合して転写因子としても働く、RA シグナルで中心的な役割を果

たす極めて重要な因子である(Blomhoff and Blomhoff, 2006)。Rargの発現は、

GFRα1+細胞と比較して NGN3+細胞で顕著に高く、定量 RT-PCR でも同様の

結果が得られた（表 3、図 22、23）。さらに、Ngn3-EGFP マウスにおいて

whole-mount 免疫染色を行い、RARγ のタンパク質発現を GFRα1+細胞と

NGN3+細胞の間で比較した。その結果、ほとんど全ての NGN3+細胞の核で

RARγが明瞭に検出された（98.1%、図 24a、b）。GFRα1は RARγと相補的に

発現しており（図 24a、c）、GFRα1と RARγが共に発現している細胞では両方

のシグナルが弱く認められた（図 25a）。さらに、Aundiffのマーカーである PLZF

を発現する細胞のほとんど全てが（2085 細胞のうち 2057 細胞）、GFRα1 と

RARγのどちらか、または両方を発現していた（図 25b）。また、KIT+細胞では

細胞全体に弱い発現が認められた（図 26）。以上の結果から、RARγは NGN3+

細胞に特異的に高発現していることが明らかとなった。この結果は、Aundiff と

A1の一部の細胞で RARγが発現しており、RARγ+細胞は GFRα1を発現してい
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ないことを報告した結果(Gely-Pernot et al., 2012)と一致している。これに加え

て本研究では、Aundiffを構成する細胞の全てが GFRα1と RARγのいずれかを発

現していることを明らかにした。 

	
 また、他の RA受容体である RARαも GFRα1+細胞と NGN3+細胞で発現し

ていることを認めた。しかし、NGN3+細胞における発現は RARγ より低く、

GFRα1+細胞と NGN3+細胞で有意な発現の差はなかった（図 23）。 

	
 DMRT1 は分化型精原細胞において RA による減数分裂への導入を抑制する

因子であり、減数分裂に入る時に発現が低下する。同様に、GFRα1+細胞と

NGN3+細胞のRAの反応性の違いがDMRT1によって生み出されている可能性

を考え、DMRT1 の発現をマイクロアレイにより比較した。すると、GFRα1+

細胞、NGN3+細胞、KIT+細胞で差がなく、ともに発現が高かった（図 27）。こ

のことから、DMRT1が GFRα1+細胞と NGN3+細胞の RAに対する反応性の違

いに関与していないことが示唆された。 

	
 以上の結果から、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の RAに対する反応性の違いを

もたらす因子として、両者で発現が異なる RARγ が大きな役割を果たす可能性

が考えられた。次いで、この可能性を検証した。 

	
  

2-3. GFRα1+精原細胞における RARγ の強制発現 

	
 RARγの発現の違いが、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の RAに対する応答性に

影響を与えているかを検証するため、本来 RARγを発現しない GFRα1+細胞に

RARγ を強制発現させて GFRα1+細胞の RA に対する応答性が変化するかどう

かを検討した。 
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2-3-1. RARγ 強制発現マウスの作成 

	
 はじめに、Creタンパク質により FLAGタグ付き RARγ (FLAG-RARγ)を発

現する pCAG-CAT-3xFLAG-Rarg プラスミドを作成した。このプラスミドは、

普遍的プロモーターであるCAGの下流に、loxP配列で挟まれたCAT遺伝子と、

FLAG タグ付き Rarg 遺伝子を持つ（図 28a）。CAG-CAT-3xFLAG-Rarg 遺伝

子を持つ細胞では、Creタンパク質が共存するとき loxP配列が相同組み換えを

起こして FLAG-RARγ を発現する。はじめに、この CAG-CAT-3xFLAG-Rarg

遺伝子が GS 細胞において機能的な RARγ を生成するかを検討した。

pCAG-CAT-3xFLAG-Rargプラスミドと、Creを発現する pBS185ベクター、

さらにRARの結合配列であるRAREの下流にルシフェラーゼ配列を持ち、RAR 

が RA と結合するとルシフェラーゼを転写する(RARE)9-pGL3 を GS 細胞に共

導入し、その後に RAを処置した。すると、組換えを起こしていない GS細胞群

（pBS185 の代わりに pcDNA3 ベクターを導入した細胞群）と比較して、ルシ

フェラーゼ活性が顕著に上昇していた（図 28b）。以上のことから、

CAG-CAT-3xFLAG-Rarg遺伝子を持つ細胞では Creによる組換えが起こると、

RA に対して強い反応性を獲得することが示された。これは、

pCAG-CAT-3xFLAG-Rargプラスミドにより機能的なRARγが発現することを

示している。 

	
 次に、この CAG-CAT-3xFLAG-Rarg 断片を受精卵に顕微注入してトランス

ジェニックマウスを作成した。これを Gfra1-CreERT2 マウスと交配させて

Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rargマウスを得た。このマウスでは、TM

を投与することで GFRα1+細胞において CreERT2 が活性化され、その結果
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FLAG-RARγ が発現することが期待される。このマウスに TM を投与したとこ

ろ、GFRα1+細胞群のうち一部の細胞で FLAG の発現が認められた（図 29a）。

さらに、FLAG+細胞は同時に RARγ を強く発現しており（図 29b）、このマウ

スに TMを投与することでGFRα1+細胞の一部で FLAG-RARγの発現が誘導さ

れることが示された。 

 

2-3-2. レチノイン酸に対する RARγ 強制発現 GFRα1+精原細胞の応答 

	
 はじめに、VAD 状態にした Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rarg マウ

スを用い、FLAG-RARγ を強制発現した GFRα1+細胞が、VA 投与によってど

のような分化運命をたどるかを検討した。TM 投与によって GFRα1+細胞に

FLAG-RARγ を発現させたのち、FLAG を標識に FLAG-RARγ+細胞の運命を

追跡した（図 30）。VA 投与前（TM 投与 2 日後）では、FLAG-RARγ+細胞に

おいて KITの発現はほぼ認められず、RAが存在しない場合には RARγは分化

に関して大きな影響を与えないことが示唆された。VA 投与 2 日後、多くの

FLAG+, KIT+細胞が出現し、RARγ+細胞を強制発現していない GFRα1+細胞か

ら生み出された KIT+細胞（GFP+, KIT+細胞：Gfra1-CreER/EGFP）と比較し

て KIT+細胞の発現率は顕著に高かった（図 31、32）。この結果は、GFRα1+細

胞は RARγを発現するだけで、RAによって KIT+細胞へと分化する能力を獲得

することを示している。また FLAG+, KIT+細胞は、NGN3+から生み出された

KIT+細胞（GFP+, KIT+細胞：Ngn3-CreER/EGFP）より高い割合で出現して

おり、この結果から RARγ を強く発現させることでより迅速で確実に KIT+細

胞へと分化することが示唆された（図 32）。次に、FLAG-RARγ+細胞の VA投
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与 2日後における GFRα1と KITの発現について免疫染色により観察した。す

ると、正常なマウスではほとんど観察されない GFRα1+, KIT+細胞が数多く観

察され、FLAG-RARγ+細胞のうち半数以上（52%）を占めていた（図 33a、b）。

これは、RARγを強制発現させた GFRα1+細胞が、RAによって NGN3+状態を

介さずに直接 KIT+細胞に分化しているか、あるいは NGN3+状態を経由したと

してもわずかな期間で KIT+細胞へと分化したことが考えられる。 

	
 次に、通常環境下（VA存在下）で飼育した同マウスを用いて、定常状態にお

いて FLAG-RARγを強制発現した GFRα1+細胞が、その数を維持できるか検討

した（図 34）。対照として、Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスにおける

GFP+細胞を追跡した。TM投与直後（2日後）では、FLAG-RARγ+細胞（実験

区）でも GFP+細胞（対照区）においても、約 80%が GFRα1+細胞であった（図

36、37 day 2）。ラベル 10日後までには、一周 8.6日の精細管周期の１周期が、

全ての精細管領域で完了したと考えられる。このとき、対照群である GFP+細

胞は増加して、NGN3+細胞や KIT+細胞を生み出しながらも GFRα1+細胞数は

維持するという、典型的な幹細胞としての動態を見せた（図 36）。この結果は、

GFRα1+細胞が自己の細胞数を維持しながら分化細胞を生み出しているという

これまでの報告 (Hara et al., 2014) および、VADマウスにおける GFRα1+細

胞の追跡実験の結果（図 12、17）と一致している。 

	
 一方で、FLAG-RARγ+細胞は分化に偏る運命を見せた。すなわち、GFRα1+

細胞として残っている細胞が 10 日の間に約半数にまで減少した（図 35、37）。

さらに、NGN3+細胞数もほとんど増加が見られなかった。一方、多くの

FLAG-RARγ+細胞が KIT+に転換しており、標識細胞全体に占める KIT+細胞の
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割合は有意に増加した（図 37）。すなわち、FLAG-RARγ+細胞は増殖したが、

その多くが KIT+細胞に分化したと判断できる。また、組換え直後（TM投与 2

日後）に GFRα1+細胞のうち 16％観察された FLAG-RARγ+細胞は、30日後に

は 4%、50日後には 0.6%にまで減少していた（表 4）。以上の結果は、GFRα1+

細胞において RARγ を強制発現した結果、GFRα1+細胞の運命が分化方向に向

かったことを意味する。すなわち、GFRα1+細胞が RAに暴露されても分化せず

未分化のまま留まるのは、同細胞で RARγ が発現していないことが主な要因で

あることが示唆された。 

	
 また、Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPの正常マウスに TMを投与して４日

後では、ステージの IX-XIでは FLAG-RARγ+細胞の 71%が KITを発現してい

たが、ステージ IIX-IVでは 20％、V-VIIIでは 12％と、ほとんどの FLAG-RARγ+

細胞が KITを発現していなかった（図 38）。TM投与してから FLAG-RARγが

発現するまでの時間差を考慮すると(1-2 日間)、TM を投与して４日後にステー

ジの IX-XI に存在する FLAG-RARγ+細胞は、ステージ VII-IX あたりで

FLAG-RARγ の発現が誘導された細胞であると考えられる。つまり、ステージ

VII-IX を経験した FLAG-RARγ+細胞で KIT の発現率が高いと言える。

FLAG-RARγ+, GFRα1+細胞は RAが作用して初めて KITを発現するので、こ

の結果はステージ VIIIあたりで RA濃度が上昇するというこれまでの知見と矛

盾しない(Hasegawa and Saga, 2012; Hogarth and Griswold, 2010; Sugimoto 

et al., 2012)。 
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3. RARγ の発現を制御する因子の探索 

	
 以上の結果は、GFRα1+細胞は RARγ を発現していないために RA シグナル

を受容しないことで未分化状態を維持し、一方 NGN3+細胞は RARγ を発現し

ているために RAのシグナルを受けて分化することを示唆する。このことから、

RARγ の発現制御こそが GFRα1+細胞と NGN3+細胞の性質を分ける鍵である

と言える。そこで次に、RARγの発現を制御するメカニズムの解明を試みた。 

	
  

3-1. RARγ 発現の転写レベルでの制御の検討 

	
 第一に、RARγ の発現制御が転写調節によるものか、転写後調節によるもの

かを検討するため、転写直後でスプライシング前の RargのmRNA発現につい

て GFRα1+細胞と NGN3+細胞間で比較した。そのために、Rarg遺伝子が転写

された直後にのみ存在するイントロン領域の転写産物を、定量 RT-PCRによっ

て比較した。すると、GFRα1+細胞と比較して NGN3+細胞でこの発現が高かっ

た（図 39）。以上のことから、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の間で見られる RARγ

の発現の差は、転写調節が主要な制御要因であると考えられた。 

 

3-2. GDNF と FGF2、NGN3 による Rarg 発現の制御 

	
 in vivoにおいて、GFRα1のリガンドである GDNF (glial cell line-derived 

neurotrophic factor) は精子形成に必須の液性因子である。GDNF を過剰発現

させると Aundiffが異常に増加し、一方 GDNFの変異体（ヘテロ接合体）では生

後に一度成立した精子形成が進行性に障害を受け、幹細胞が正常に維持されな

い (Meng et al., 2000; Yomogida et al., 2003)。in vitroにおいては、GS細胞
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が増殖を繰り返して未分化状態を維持するために GDNF、FGF2 の液性因子が

必須であることが報告されている(Ishii et al., 2012; Kubota et al., 2004a, b)。

そこで、これら２種の液性因子の Rarg発現に対する影響を、GS 細胞を用いて

検証した。 

	
 通常、GS細胞は GDNFと FGF2を含む培養液中で培養し、GFRα1の発現が

高く保たれている(Kanatsu-Shinohara et al., 2003; Koubova et al., 2006)。こ

れまでの報告で示されているように、この培地から GDNFを除去すると Ngn3

の発現が有意に上昇した(Grasso et al., 2012; Oatley et al., 2006)（図 40a）。さ

らに、FGF2も除去することで、Ngn3発現は更に促進された。RARγは NGN3

とほぼ一致して発現していることから（図 24）、RARγの発現に対する GDNF、

FGF2の影響も検討した。すると、Ngn3と同様にGDNFを除去することでRarg

の発現が上昇し、この発現は FGF2 を除去することでより強く促進された（図

40b）。次に、一過性形質転換によるルシフェラーゼアッセイにより、これらの

液性因子による Ngn3と Rargの転写制御を検討した。Ngn3の上流 6.7kpbを

含むルシフェラーゼ発現ベクター（Ngn3-luc）(図 41a)を GS細胞に導入し、同

様に 4 種の培地で２日間培養した後にルシフェラーゼ活性を測定した。すると

GDNFと FGF2を除去することでルシフェラーゼ活性が上昇し、GDNF、FGF2

の両方がNgn3遺伝子の転写を抑制していることが示された（図 41b）。さらに、

同様の方法で Rargの上流７kbpと、第三エクソン中の開始コドンまでを含む配

列を上流に持つルシフェラーゼ発現ベクター（RARγ-luc）（図 41c）を用いてル

シフェラーゼ活性の測定を行ったところ、Ngn3 と同様に Rarg も GDNF と

FGF2により転写が抑制されていることが示された（図 41d）。 一方で、複合体
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を形成することで GDNFの受容体として機能する Gfra1と Retは、GDNFを

除去した場合に発現が低下し、この発現低下は FGF2 を同時に除去したときに

増強された（図 40c、d）。以上のことから、GDNF は Ngn3 と Rarg の転写を

抑制し、Gfra1と Retの発現を促進することが示された。また FGF2は単独で

は影響が小さいが、GDNFと同様の作用を示すことが明らかとなった。 

	
 次に、RARγ の上流で機能する制御因子について検討した。NGN3 は転写因

子であるので、Rargの発現を制御している可能性が考えられた。そこで、GDNF、

FGF2存在下で Ngn3発現ベクターと RARγ-lucを共導入し、ルシフェラーゼ活

性を測定した。すると、NGN3 によって Rarg の転写が促進されることが分か

った（図 40b）。また、GDNF、FGF2 非存在下で上昇していた Rarg の発現は

Ngn3 に対する siRNAにより抑制された（図 43b）。これらの結果から、NGN3

は Rarg の発現に促進的に関与していることが示された。さらに、NGN3 は自

身の転写も促進しており（図 42a）、Rarg と同様に GDNF、FGF2 非存在下で

上昇していた Ngn3 の発現は siRNA によって抑制された（図 43a）。以上の結

果から、Rargの発現は GDNFや FGF2によって抑制されており、一方 NGN3

によって促進的に制御されていることが示された。また、この GDNFや FGF2

は Ngn3の発現も抑制するため、これらの Rargの発現抑制の少なくとも一部は

Ngn3 の発現を抑制することにより行われている可能性が示唆さた。さらに、

Ngn3の発現は自身によって促進されることも示された。 

 

4. GFRα1+精原細胞数と NGN3+精原細胞数の周期的変動 

	
 最後に、定常状態における精細管周期と、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の細胞
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数の関係を検討した。これまで、精細管周期に伴って Aundiff の数が変動するこ

とは知られていたが (Tegelenbosch and de Rooij, 1993)、Aundiff を構成する

GFRα1+細胞と NGN3+細胞の細胞数の変動については、先行論文(Grasso et al., 

2012; Yoshida et al., 2004)はあるものの、両者を直接比較した詳細で定量的な

報告はなされていない 。そこで、精巣切片を用いた in situ hybridizationによ

り、各ステージの Gfra1、Ngn3、Kit を発現する精原細胞数を、セルトリ細胞

あたりの細胞数として計数した。各精細管断面のステージとセルトリ細胞数は、

隣接切片を PAS-H染色することにより判定した（表 5、図 44）。 

	
 第一に、VADマウスに VA投与した際に GFRα1+細胞数が一定であったよう

に（図 6）、Gfra1+細胞は精細管周期を通してほぼ一定数が維持されていた。一

方で、Ngn3+細胞の数は精細管周期に応じて増減し、ステージⅦまで徐々に増

加し、ステージⅧからは減少してステージⅫで最も少なくなった。同時に、分

化型精原細胞である Kit+細胞は、ステージⅦ以降急速に数を増やした（図 44）。

この細胞群は後に精母細胞となって減数分裂を経て精子細胞へと分化する 

(Russell et al., 1990)。これらの結果は、ステージをⅡ-Ⅳ、Ⅶ-Ⅷ、Ⅸ-Ⅺの 3つ

に分類したときに、この間で GFRα1+発現細胞数がほぼ一定であること、GFRα1

−の Aundiffの出現、あるいは Ngn3+細胞の出現がステージのⅡからⅧにかけて高

いことを記した先行論文の結果と合致した(Grasso et al., 2012; Yoshida et al., 

2004)。 

	
 この結果は、これまでの結果から得られた、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の

RAに対する反応性の違いを考慮すると、以下のように考えることができる。「ス

テージⅦ-Ⅷで RAが合成され、NGN3+細胞のみが RAに反応して分化して減少
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し、KIT+細胞が増加する。しかし、GFRα1+細胞は RA によって分化せず、周

期を通して一定数を維持しながら徐々に増殖するとともに NGN3+細胞を供給

する。」このように、Aundiffは RA に対する反応性の異なる２種の細胞集団を準

備しておき、これらが RA シグナルに暴露されることで、自己を維持する集団

（GFRα1+細胞）を残したまま、分化準備が出来ている集団（NGN3+細胞）が

分化して分化細胞（KIT+細胞）を生み出していると考えることが出来る。  
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Ⅳ．考察  

 

結果の総括 

	
 ほ乳類精巣において精子を継続的に生み出すことは、確実に子孫を残して種

を維持するために必須な営みである。精子形成は、ヒトの場合 50-60 年以上、

マウスでも２年近く継続する。この継続する精子形成は、精子幹細胞が分化と

自己維持のバランスを取り続けることによって保証される。しかし、その細胞

レベルでのメカニズムは明らかにはなっていなかった。本研究では、精子幹細

胞の集団（未分化型精原細胞；Aundiff）が、強力な分化誘導シグナルである RA

に対して、分化に関して異なる反応性を示す不均一な細胞集団からなることを

明らかにした。さらに、これらの精子幹細胞の性質の違いをもたらす分子メカ

ニズムを同定した。それによって、精巣組織の中で精子幹細胞集団が、未分化

な集団を維持しつつ分化細胞を産み出す新規の機構が浮かび上がってきた。今

回の結果を踏まえ、新たに見えてきた幹細胞システムついて考察する。 

 

1. NGN3+精原細胞と GFRα1+精原細胞の性質の違い 

	
 Aundiffは GFRα1 を発現している細胞集団と NGN3 を発現している細胞集団

の２種で構成されている。これまでの報告から、定常状態において GFRα1+細

胞が「真の幹細胞」actual stem cellとして働いており、NGN3+細胞は「潜在

的幹細胞」potential stem cell として働いていることが明らかとなっている

(Hara et al., 2014; Nakagawa et al., 2007; Nakagawa et al., 2010; Yoshida, 

2012)。つまり、定常状態では GFRα1+細胞が自己を維持しながら分化細胞を生
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み出し、NGN3+細胞は transit amplifying cellとして、ほとんど自己複製する

ことなく、分化型精原細胞、さらに減数分裂を経て精子へと分化する。しかし、

NGN3+細胞は GFRα1+細胞に逆戻りすることができ、幹細胞として振る舞う能

力は維持している。以上のように、これまでの研究から見えてきた GFRα1+細

胞と NGN3+細胞のふるまいは全く異なっている。しかし、どのような細胞内の

分子基盤によって両者の振る舞いの違いが生み出されているかは知られていな

かった。本研究では、パルスラベル法を用いて細胞の運命追跡を行い、GFRα1+

細胞と NGN3+細胞の性質の相違点を明確にした。更に、両者の性質の違いをも

たらす分子基盤について、少なくともその重要な一端を解明した。 

	
 NGN3+細胞の運命追跡実験により、RAによって NGN3+細胞は KIT+細胞に

分化することが示された。一方 GFRα1+細胞の運命追跡実験では、GFRα1+細

胞は RA に暴露されてもすみやかに分化することなく、未分化状態を保つこと

が示された。しかし、徐々に増殖して NGN3+細胞を供給している。RAがほと

んど存在しない VAD状態でも同様に、GFRα1+細胞から NGN3+細胞の供給が

起こっていることから、GFRα1+細胞から NGN3+細胞への転換に RAシグナル

は必須ではないことがわかった。このように本研究では、GFRα1+細胞と

NGN3+細胞は、RA シグナルに対する反応性が大きく異なることが明らかとな

った。この RA に対する反応性の違いが、両者の振る舞いの違いを生み出して

いたと考えられる。actual stem cellと potential stem cellの振る舞いを分ける

性質の違いに着目して、これを明確にした報告は本研究が初めてである。 
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2. GFRα1+精原細胞と NGN3+精原細胞の性質を決める因子 

	
 GFRα1+細胞とNGN3+細胞のRAに対する反応性の違いを産み出す分子基盤

を明らかにするために、マイクロアレイ解析により RA シグナリング関連遺伝

子の発現を GFRα1+細胞と NGN3+細胞間で比較した。その結果、RA受容体の

一つである RARγ の発現が NGN3+細胞で高いことが分かった。さらに、

GFRα1+細胞に RARγ を強制発現させたところ、GFRα1+細胞が RA により分

化することが分かった。このことから、RARγの有無が GFRα1+細胞と NGN3+

細胞の性質の違いを生み出す主要な要因であることが示された。つまり、

GFRα1+細胞は RARγ を発現していないために RA シグナルを受け取らず、未

分化状態を保っている。一方 NGN3+細胞は、RARγを発現しているために RA

シグナルを受容することができ、分化方向に進行する、と考えることができる。 

 

3. NGN3+精原細胞はどのような細胞か 

	
 actual stem cellである GFRα1+細胞が、ただ一つの遺伝子 RARγだけを発現

することで分化する細胞へと運命を転換したことは驚きであった。また、マイ

クロアレイの結果から、Rarg 以外のほとんどの RA 関連遺伝子の発現は

GFRα1+細胞と NGN3+細胞で大きな差を示さなかった。さらに、GFRα1+細胞

と NGN3+細胞の間で、ゲノムのエピジェネティックな状態に大きな差は認めら

れないことも報告されている(Shirakawa et al., 2013)。以上のことから、「RA

に反応した分化のしやすさ」に関して、GFRα1+細胞と NGN3+細胞ではほとん

ど同じ能力を持つが、唯一、鍵となる RARγ の発現が NGN3+細胞でのみ起こ

るために、RAに対する反応性に大きな違いが生じると考えることができる。以
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上のことをふまえるとNGN3+細胞は単純に分化途中である transit amplifying 

cellではなく、「幹細胞としての性質を持ちながらも分化誘導因子（RA）に対す

る反応性を獲得した細胞」であると言えるのではないだろうか。また、GFRα1+

細胞に戻ることができる予備細胞として NGN3+細胞を準備することは、傷害時

でも GFRα1+細胞を補充することができ actual stem cellを枯渇させないため

の保証システムになる。また、一定間隔で分化シグナル（RA）が作用したとき

に、必ず分化する細胞を一定数準備しておくことにもなり、絶えず成熟精子を

生み出すことができる。このように NGN3+細胞は、強固な幹細胞の維持と安定

した分化細胞の供給を両立するためになくてはならない細胞である。 

 

4. RARγ と RARα の発現とその働き 

	
 DNA マイクロアレイ解析や強制発現の実験から、GFRα1+細胞と NGN3+細

胞の RA に対する性質の違いは、主に RARγ 発現の違いに起因するものだと考

えられた。RA 受容体には RARα、β、γ の 3 つアイソタイプがある。RAR は

RAと結合するのみならず、自ら DNAに結合して転写因子として働く核内受容

体である。そのため RARタンパク質が発現していなければ RAシグナルは作用

せず、RAシグナルにおいて最も重要な因子の一つであるといえる。免疫染色に

より RARγ の発現を検討すると、RARγ は NGN3+細胞の核に局在して強く発

現し、一部の KIT+細胞の細胞全体に弱く分布していた。この結果は、Aalや A1

において RARγの発現が認められること、Aalの中でも GFRα1−細胞で発現が見

られるという先行研究の報告と一致している(Gely-Pernot et al., 2012)。それに

加え、本研究では核に局在した RARγ発現が NGN3発現とほぼ完全に一致して
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いることを明らかにした(図 24)。 

	
 一方、他の RA受容体では、RARαが GFRα1+細胞と NGN3+細胞の両者で発

現していた(図 23)。先行研究では、Ngn3-Cre 遺伝子により Ngn3+細胞特異的

に RARγを単独で欠損させると精子形成に異常を来すが、Ngn3+細胞特異的に

RARαを欠損させても異常は見られないことが示されている(Gely-Pernot et al., 

2012)。このことから、NGN3+細胞においては、RARγ がより重要な働きをし

ていることがわかる。また、RARγ の 50%有効濃度は~0.5-2nM、RARα は

~20-200nMと報告されており、RARγは RARαと比較すると RAに対する反応

性が強い。このことからも、RARγの発現の増減が細胞の RAへの反応性により

大きな影響を与えていることが予想される(Astrom et al., 1990; Brand et al., 

1988; Giguere et al., 1990)。しかし、Ngn3+細胞特異的に RARγと RARαを二

重欠損させると RARγ 単独で欠損させたものより重篤な精子形成異常が現れる

事から、NGN3+細胞で発現する RARαも正常な精子形成の維持に関与し、補助

的な役割を果たしていると考えられる。本研究において私は、RARγ が発現し

ていない GFRα1+細胞に強制的に RARγを発現させると RAに反応して分化す

ることを見いだした。今回の gain-of-function の実験と、先行研究の loss-of 

-functionの実験結果を合わせて考えると、RARγの発現が Aundiffを分化方向に

向かわせるための中心的な要因あることが示唆される。RARγ 欠損マウスで精

子形成に異常が現れたのは、RA 刺激を受けても受容体が存在しないために

NGN3+細胞が正常に分化しなかったためと推察できる。NGN3+細胞が分化せ

ずに未分化のまま留まっていれば、分化細胞の供給は進まず精細管内は Aundiff

のみが残るはずである。事実 12ヵ月齢の RARγ欠損マウスの精細管では Aundiff
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はみとめられるものの、ほとんど分化細胞が存在しなかった(Gely-Pernot et al., 

2012)。このとき少数ながら Kit+細胞が観察されるのは RARα が補助的に働い

ているためではないだろうか。このように NGN3+細胞における RARγ の発現

は、正常な精子形成を持続させるために非常に重要であると考えられる。 

 

5. 精子形成におけるレチノイン酸シグナルの制御 

	
 RA は多くの組織の発生や組織の恒常性を維持する上で非常に重要な役割を

果たす。これは、生殖に関連する過程でも同様であり、様々な方法で RA の働

きが精密に制御されていることが分かっている。例えば、哺乳類の雌雄決定で

観察されるような、Cyp26b1により RAを分解する機構 (Bowles et al., 2006; 

Koubova et al., 2006)、体細胞分裂と減数分裂の切り替えにおいて DMRT1が

示すような RAの標的遺伝子の発現を抑制する機構(Matson et al., 2010)などが

報告されてきた。私は今回新しく、RA受容体の発現の有無によって RA受容能

を調節することで精子幹細胞システムが維持される機構を示した。 

	
 RAは精子形成において非常に重要な役割を担っている。とりわけ、本研究で

解析した未分化型精原細胞から分化型精原細胞を生み出す過程とともに、体細

胞分裂をする精原細胞が減数分裂に入る過程の２つの分化過程の制御が重要で

ある。本研究の成果により、これらの２つの過程において RA の作用を巧妙に

制御する機構が明らかとなってきた。すなわち、未分化型精原細胞は、RARγ

発現によってRA受容能を獲得すると分化方向に傾く“potential stem cells”とな

り、実際に RA を受けると KIT+細胞（分化型精原細胞）へと分化する。KIT+

細胞は DMRT1 を高発現することで減数分裂に入ることなく、体細胞分裂を持



 46 

続する。さらに、続いて DMRT1 の発現が低下して RA シグナルを受けると、

減数分裂に必要な RA 標的遺伝子の発現抑制が解除され減数分裂が始まる。

KIT+細胞でも RARγ の弱い発現が確認されること、分化段階が Ngn3+細胞以

降の細胞すべてでRaraが欠損しているマウス（Ngn3+特異的Rara欠損マウス）

において精子形成に異常が観察されないことから、減数分裂の際にも RARγ が

関与しているのかもしれない。このように、異なる分化段階の細胞が、同じ RA

シグナルを受けるにもかかわらず複数の異なった反応を示すのは、各段階で RA

シグナルの制御方法を変えることで RA の標的遺伝子の発現に変化を与えてい

るためではないだろうか（図 45）。一方で、他の転写因子の関与、エピジェネチ

ィックな状態や、RARファミリー間での標的遺伝子の違い、など他にも多くの

要因も関与している可能性は十分に考えられる。これら要素が組み合わさるこ

とで RA による制御が更に多彩で精密になることだろう。今回の研究は、精子

形成に留まらず多くの RA による制御機構に対して理解を深めるために重要な

知見であると言える。 

 

6. RARγ の発現制御機構 

	
 本研究の結果、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の性質を大きく分ける要因は

RARγの発現の有無であると考えられた。したがって、RARγの発現がどのよう

な機構によって制御されているかが、次に解決すべき課題として浮上した。

RARγ の発現制御に関しては転写制御と転写後の制御の２つの可能性が考えら

れる。 

	
 転写調節を受けているか検証するため、転写直後でスプライシングなど転写
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後修飾を受けていない Rarg の mRNA 発現に着目した。Rarg が転写された直

後にのみ認められるイントロンの転写産物を定量的 RT-PCRで定量した結果か

ら、Rargの転写活性が NGN3+細胞で高いことが分かった。Rargが NGN3+細

胞でより多く転写されているか、あるいは GFRα1+細胞で転写の抑制がかかっ

ている可能性が考えられた。 

	
 細胞内における Rargの発現制御は、細胞外のシグナルを受けて引き起こされ

ている可能性がある。GDNFと FGF2は幹細胞を維持する際に重要な因子であ

ることが知られている。今回の結果から、GS細胞において GDNFと FGF2が

Rargの転写を抑制し、さらにこの制御の一部が Ngn3の発現抑制を介して行わ

れることを明らかにした。GFRα1+細胞では受容体を持つために GDNFのシグ

ナルを受けて RARγ 発現が抑制され、一方で NGN3+細胞では転写因子である

NGN3 が Rarg の転写を促進させ、RARγ を発現させていると考えることが出

来る。 

	
 さらに、GDNFと FGF2は Ngn3の発現を抑制し、Gfra1と Retの発現を促

進させることが示された。これらの結果から、in vivoにおいて以下の制御機構

が働いている可能性が考えられる。つまり、細胞が GFRα1/Ret を介して GDNF

シグナルを受けると、ポジティブフィードバックが働いて GFRα1/Retをより強

く発現して GFRα1+細胞として安定化する。それと同時に、Ngn3の発現を抑制

して NGN3+状態への移行を抑制する。一方、GDNF シグナル系が阻害される

とその抑制が外れて Ngn3 が転写され、ポジティブフィードバックにより自身

の発現を促進させてNGN3+細胞として安定する。そして転写因子であるNGN3

は RARγの発現を促進し、NGN3+細胞は分化能を獲得する。この制御機構によ
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り GFRα1+細胞と NGN3+細胞は安定して存在し、NGN3+細胞のみ RARγを発

現して RAにより分化できる（図 46）。しかしながら、Ngn3欠損マウスの精巣

ではっきりとした異常が観察されておらず、RARγの発現制御には NGN3以外

の因子も関与している可能性が考えられる（未発表データ）。また、近年 GFRα1+

細胞の一部でNGN3などの besic-helix-loop-helix構造を持つ転写因子の機能を

阻害する機能を持つ inhibitor of DNA binding 4（Id4）が高発現していること

が明らかにされ、GFRα1+細胞において RARγ の発現を抑制する機構が存在す

ることも予想される(Chan et al., 2014)。 

	
 しかしながら、FGF2の in vivoにおける発現や働きが十分に分かっていない

ために in vivoにおいてこれら因子が実際にRARγ発現にどのような影響を与え

ているかは不明である。実際、in vivoにおいて GDNFの発現には周期性があり

(Johnston et al., 2011; Sato et al., 2011) 、ステージⅫ-Ⅱ.Ⅲで発現がピークに

なる(Grasso et al., 2012)。しかし、この時期に Ngn3+細胞数が増加しており、

GDNFが Ngn3の発現を抑制する、という今回の結果とは矛盾するように見え

る。これは、FGF2や他の FGFファミリー、その他の様々な因子が NGN3+細

胞の発現に関与しているため、より複雑な制御機構が存在する可能性を示唆し

ている。さらに、ライブイメージングによる GFRα1+細胞と NGN3+細胞の挙

動解析から、どちらの細胞も基底膜上のセルトリ細胞の間をダイナミックに移

動していることが明らかになっており(Hara et al., 2014; Yoshida et al., 2007)、

Aundiffは精細管内を移動しながら様々な細胞外シグナルを受けて、細胞内の状態

を変化させ続けていることが予想される。様々なシグナルがどのような機構で

制御し合い RARγ の巧妙な発現制御が実現されているのかは、今後の興味深い
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課題である。 

 

7. 精子幹細胞の精細管周期におけるダイナミクス 

	
 これらの結果をまとめると、精細管周期を通して精子幹細胞集団は、以下の

ようなダイナミクスを示すと考えられる（図 47）。すなわち RAが存在しないス

テージでは、Aundiffは GFRα1+細胞と NGN3+細胞で構成されている（図 47a）。

RA 合成が上昇するステージ（ステージⅦ-Ⅷ）になると、精細管内の広範囲で

RAが合成され、GFRα1+細胞と NGN3+細胞を含めた細胞全体が RAに暴露さ

れると考えられる（図 47b）。そのうち、RARγ を発現している NGN3+細胞の

みが RA シグナルを受け取り、それに反応して KIT+細胞に分化する。一方で、

RARγ を発現していない GFRα1+細胞は RA に暴露されてもシグナルを受け取

ることなく、Aundiff のまま未分化状態を維持する(ステージⅦ-Ⅻ、図 47c)。

GFRα1+細胞は RAが存在しないステージでもNGN3+細胞を供給してNGN3+

細胞の細胞数を増やす（図 47d）。その結果、Aundiff は再び、GFRα1+と十分な

数の NGN3+細胞で再構成されることになる（ステージⅣ-Ⅶ、図 47a）。その後、

RAに暴露されると NGN3+細胞のみが分化し、Aundiff として残された GFRα1+

細胞が NGN3+細胞を供給する。このサイクルを繰り返すことで、Aundiff 全体と

して枯渇することなく、持続して分化細胞をうみだすことができる。このよう

な、一見独立した現象に見える、分化シグナルに対して反応の異なる 2 種の未

分化な細胞と、分化シグナルが周期的に合成される現象が組み合わさることで

円滑で安定した幹細胞システムを形成する。マウス精子幹細胞ではこのような

システムが働いているために、自己を維持しながら安定して分化細胞をつくり
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続けていると考える。 

 

8. Open niche における新たな幹細胞維持のパラダイム 

	
 一般に幹細胞は、幹細胞ニッチと呼ばれる微小環境により維持されていると

考えられる。従来議論されてきた幹細胞ニッチは、多くが、“definitive niche”

あるいは“closed niche”とよばれる限定された狭い領域である (Fuller and 

Spradling, 2007; Stine and Matunis, 2013)。この場合は、ニッチに位置する細

胞は未分化状態に保たれており、ニッチから外れた細胞は分化する運命をたど

る。しかし、マウス精子幹細胞システムでは幹細胞が血管近傍に偏るものの、

精細管全体にわたって散在している。また、幹細胞と分化細胞は同じ環境に存

在すると考えられる。このような“facultative”あるいは“open” nicheでは、どの

ようなメカニズムで幹細胞を維持しつつ、分化細胞を生み出すバランスを取っ

ているのか、これまでほとんど議論されてこなかった。 

	
 本研究の結果から、マウスの精子幹細胞システムでは、限定されたニッチが

なくても幹細胞を維持する方法として、従来の考え方とは異なる方法をとって

いることがわかった。つまり、分化シグナルに暴露される前から、幹細胞の集

団自身が分化シグナルに対して反応性の異なる不均一な細胞に分かれているの

である。さらに分化シグナルが合成されない期間では、分化シグナルに応答性

のない細胞から応答性のある細胞を生み出すことができ、分化予定細胞は枯渇

することがない。マウス精子形成以外でも、Open nicheをもつ幹細胞系では同

様のメカニズムで幹細胞の維持と分化細胞の産生を行っているのではないだろ

うか。 
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 しかし、このシステムを成立させるには RA が作用する前に予め細胞の性質

が２種に分かれている必要がある。図 12、17でも見られるように、マウス精子

幹細胞システムには GFRα1+細胞を一定に保つ何らかの仕組みが備わっている

と考えられている（Hara et.al. 2014）。これはすなわち、一定数の細胞で RARγ

の発現を抑制するための制御であるとも言い換えられる。今後 RARγ の発現制

御機構をより詳細に明らかにするこで、精子幹細胞システムへの理解がより深

まると考える。 

 

結語 

	
 本研究によって、マウス精子幹細胞が、細胞外からの分化シグナルに応答す

る細胞集団と、応答しない集団の 2 種の細胞群から構成されていることが明ら

かとなった。この細胞群に分化シグナルが一定間隔おきに作用することで、幹

細胞は未分化な集団を維持しながら一定数の分化細胞を生み出し続けることが

できる。今回、精子幹細胞の性質の解明を通して明らかとなった幹細胞システ

ムは、限定されたニッチがない、あるいははっきりとしたニッチが明らかにな

っていない他の組織幹細胞システムにも共通する現象である可能性が考えられ

る。従って、本研究成果は精子幹細胞システムのみならず、多くの組織の幹細

胞維持システムを理解する上で重要な基盤となると考える。 
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Ⅶ．図表  
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表１. VAD 条件下で飼育したマウスに VA を投与した後に出現する Gfra1+, 
Ngn3+, Kit+細胞の数 
 

  
マウスを VAD 条件下で飼育して VA 投与により精子形成を再開させ in situ 
hybridizationを行い、各遺伝子を発現する細胞を計数した。それぞれ 2-3個の
精巣断面から観察された細胞数の合計を示す。図６でセルトリ細胞あたりの各

遺伝子発現細胞数を示す。 
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表 2. VAD条件下で飼育したNgn3-EGFPマウスで、VA投与後に出現するKIT+
細胞における GFP発現 
 

 
 
Ngn3-EGFPマウスを VAD条件下で飼育し、VA投与により精子形成を再開さ
せた。KIT+細胞数、KIT+, GFP+細胞数、KIT+, GFP+細胞数/KIT+細胞数（％）
を示す。数値は、VA 投与 0、2、4 日後について、それぞれ 4、3、3 精巣にお
ける精細管長さ（cm）あたりの細胞数の平均値と標準誤差を示す。0 日後にお
いては KIT+, GFP+細胞が認められない精巣を含むため、KIT+, GFP+細胞数
/KIT+細胞数（％）の平均値は表記していない。 
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表 3. マイクロアレイによる GFRα1+細胞と NGN3+細胞間の RA関連因子、核
内受容体が作用する際に働く因子の発現比較 
 
Ratioは log2([NGN3+]/[GFRα1+])を示す。GFRα1+細胞は 1個体分から採取し
た細胞を 1サンプル、NGN3+細胞は 2個体分から採取した細胞を 1サンプルと
し、[GFRα1+] と[NGN3+]はそれぞれ3サンプルずつのGFRα1+細胞とNGN3+
細胞のシグナル強度の平均を表す。図 22に散布図を示す。 
  



 70 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

表 3. マイクロアレイによる GFRα1+細胞と NGN3+細胞間の RA 関連遺伝子の発現比較    表 3. （続き） 
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表 4. Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rargマウスで、TM投与 2日後と 30
日後の GFRα+細胞における FLAG-RARγ+細胞の割合 
 

 
 
 	
 Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rargマウスを TM投与により GFRα+
細胞で FLAG-RARγを強制発現させた後、2日後と 30日後の精細管において
GFRαと FLAGの免疫染色を行った。各細胞を計数し GFRα+細胞のうち
FLAG+細胞の割合を計測した。2、30、50日後と、GFRα+細胞のうち FLAG+
細胞の割合は徐々に減少していた。 
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表 5. Gfra1+, Ngn3+, Kit+細胞数の精細管周期に伴う変化 
 

 
 
精細管周期の各ステージにおける Gfrα1+, Ngn3+, Kit+細胞数。In situ 
hybridizationにより各遺伝子発現細胞を判定し、その合計細胞数を示す。ステ
ージとセルトリ細胞は近隣切片を PAS-H染色により判定、計数した。図 44に
セルトリ細胞あたりの各遺伝子発現細胞数を示している。 
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図 1. 精細管の構造と精子形成 
 
(a) 精子形成は、精細管内の基底膜側から内腔に向けて、体細胞のセルトリに支
えられながら進む。未分化型精原細胞と分化型精原細胞は共に、セルトリ細胞

のタイトジャンクションと基底膜の間の基底コンパートメントに存在する。(b)	
 
精細管断面の PAS-H染色。(c) GFRα1+、NGN3+、KIT+細胞の階層構造の模
式図。GFRα1+細胞はより未分化な細胞であり、NGN3+細胞、KIT+細胞、更
に減数分裂へと分化が進む。NGN3+細胞は幹細胞能を維持しており、GFRα1+
に逆戻りすることができる。 
  

(a) (b) 

(c) 
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図 2. Whole-mount免疫染色による GFRα+細胞、NGN3+細胞、KIT+細胞の精
細管基底コンパートメントにおける分布 
 
	
 Ngn3-EGFP マウスにおいて、GFRα1（赤）、GFP（緑）、KIT（青）の
whole-mount 免疫染色を行った。未分化型精原細胞である GFRα1+と NGN3+
細胞、分化型精原細胞である KIT+細胞はお互いに入り交じって存在する。スケ
ールバーは 100µmを示す。 
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図 3. VADマウス精巣の組織染色 
 
VADマウス（左）と VADマウスに VAを投与して 35日後（右）の精巣の組織
切片の PAS-H染色を行った。VADマウスでは未分化型精原細胞から分化型精
原細胞への分化が停止しており、精細管にはセルトリ細胞と未分化型精原細胞

のみが観察される。VA投与 35日後では精子形成が再開され、分化細胞が観察
される。スケールバーは 100µmを示す。 
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図 4. VADマウスへの VA投与による細胞数の変動：実験スケジュール 
 
	
 野生型マウス（WT）へ VAD餌を与えることにより VADマウスを作成した。
VA投与（腹腔内）後は VAを含んだ通常餌を与えて飼育した。VA投与 0、2、
4日後の精巣を採取した（図５）。 
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図 5.  VADマウスへの VA投与による細胞数の変動：各マーカー遺伝子を発現
する細胞の検出 
 
	
 VAD マウスに VA を投与した 0、2、4 日後の精巣の切片。Gfra1、Ngn3、
Kit を認識するプローブを用いて in situ hybridizationを行った。矢頭が各細
胞を示す。Gfra1+細胞は 0、2、4 日後いずれにおいても一定数観察されたが、
Ngn3+細胞は徐々に減少した。また、Kit+細胞は 0日後で観察されないが 2、4
日後徐々に観察されるようになった。Kitは間質でも発現が認められるため、こ
れをアスタリスクで示す。スケールバーは 100µm。  
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図 6. VADマウスへの VA投与による細胞数の変動：各マーカー遺伝子を発現す
る細胞の変化 
 
	
 図 5 より得られた結果から、各細胞数を計測し、セルトリ細胞あたりの数を
示した。それぞれ、125-323精細管断面から計測した。 
VA投与直後から Kit+細胞数は急速に増加した。同時に Ngn3+細胞は急激に減
少した。Gfra1+細胞は VA投与後も一定数認められた。実数値は表１に示す。 
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図 7. VADマウスへの VA投与後の NGN3+細胞の運命追跡：実験スケジュール 
 
	
 Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFPマウスを VAD条件下で飼育し、VADマウ
スにした後、TM投与（腹腔内）により NGN3+細胞をラベルした（day −2）。
2日後、VAを投与し（day 0）、VA投与 0、2、4、6日後の精巣を採取した。 
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図 8. VADマウスへの VA投与後の NGN3+細胞の運命追跡：免疫染色 
 
	
 VAD時に NGN3+細胞であった細胞にパルスラベルをし、VAを投与した 0、
2、4、6 日後の精細管を whole-mount 免疫染色した。ラベル細胞は GFP を発
現する。GFPを緑、KITをマゼンタで示す。VA投与後、GFP+細胞のうち KIT+
細胞(白矢頭) が徐々に増加した。スケールバーは 50µmを示す。 
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図 9. VADマウスへの VA投与後の NGN3+細胞の運命追跡：ラベル細胞数の変
化 
 
	
 図 8より得られた結果から、GFP+細胞のうちGFRα1+ Aundiff、GFRα1− Aundiff	
 

（NGN3+ Aundiffにほぼ対応する）、KIT+細胞の数を計測し、精細管 cmあたり
の細胞数として表示した。GFRα1− Aundiff（GFRα1−, KIT−, GFP+）細胞は VA
投与後急激に減少し、KIT+（KIT+, GFP+）細胞は増加した。GFRα1+ Aundiff

（GFRα1+, GFP+）細胞はほとんど現れなかった。精巣数は 0、2、4、6日後そ
れぞれ、3、3、5、5サンプル使用した。グラフは平均値、エラーバーは標準誤
差を示す。GFRα1− Aundiff細胞において VA 投与 4、6 日後、KIT+細胞におい
て 2、4、6日後でそれぞれ 0日後と比較して有意な差が認められた（*P = 0.041、
**P < 0.002 (t-test)）。 
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図 10. VADマウスへの VA投与後の GFRα1+細胞の運命追跡：実験スケジュー
ル 
 
	
 Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスを VAD条件下で飼育し、VADマウ
スにした後、TM投与により GFRα+細胞をラベルした（day −2）。2日後、VA
を投与し（day 0）、VA投与 0、2、4、6、8、10日後の精巣を採取した。 
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図 11. VADマウスへの VA投与後の GFRα1+細胞の運命追跡：免疫染色 
 
	
 VAD時にGFRα1+細胞であった細胞をパルスラベルし、VAを投与した 0、2、
4、6、8、10日後の精細管を whole-mount免疫染色した。(a) GFPを緑、GFRα1
をマゼンタで示す。GFP+細胞のうち、GFRα1を発現する細胞は 10日後まで観
察された。(b) GFPを緑、KITをマゼンタで示す。VA投与後、GFP+細胞のう
ち KITを発現しない細胞が一定数認められた。スケールバーは 50µmを示す。 
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図 12. VADマウスへの VA投与後の GFRα1+細胞の運命追跡：ラベル細胞数の
変化 
 
	
 図 11 より得られた結果から、GFP+細胞のうち GFRα1+ Aundiff、GFRα1− 
Aundiff (NGN3+ Aundiffにほぼ対応する)、KIT+細胞の数を計測し、精細管 cmあ
たりの細胞数として表示した。VA投与後も GFRα1+ Aundiff（GFRα1+, GFP+）
細胞は一定数存在していた。GFRα1− Aundiff（GFRα−, KIT−, GFP+）細胞は徐々
に増加し、10 日後急激に減少した。KIT+（KIT+, GFP+）細胞は 10 日後に増
加した。精巣数は 0、2，4、6、8、10 日後それぞれ、5、5、7、6、4、3 サン
プル使用した。グラフは平均値、エラーバーは標準誤差を示す。GFRα1+ Aundiff

細胞の 2、6、8、10 日後を除いたすべての点で、0 日後と比較して有意な差が
認められた（P < 0.003［t-test］）。 
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図 13. VADマウスへの VA投与後に現れる KIT+細胞の由来をたどる：実験ス
ケジュール 
 
	
 Ngn3-EGFPマウスを VAD条件下で飼育し、VAD状態とした。VAを投与後
0、2、4日後の精巣を採取した。 
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図 14.VADマウスへの VA投与後に現れる KIT+細胞の由来をたどる：免疫染色 
 
	
 VA投与 4日後の精細管の whole-mount免疫染色による KIT（マゼンタ）と
GFP（緑）の染色。GFPの半減期が長いために、NGN3を一度発現した細胞は
数日間GFPの発現を残している。KIT+細胞の99%以上がGFPを発現していた。
定量した結果は表 2に示す。スケールバーは 50µm。 
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図 15. VAD状態における GFRα1+細胞の運命追跡：実験スケジュール 
 
	
 Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスを VAD状態で飼育し、VADマウス
にした。その後、TM 投与により GFRα1+細胞をラベルし、2、14、30 日後の
精巣を採取した。 
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図 16. VAD状態における GFRα1+細胞の運命追跡：免疫染色 
 
	
 図 15で示したように採取した精細管を whole-mount免疫染色した。GFPを
緑、GFRα1をマゼンタで示す。GFP+細胞は一定数 GFRα1+細胞として維持さ
れ、GFRα1−（NGN3+）細胞は増加した。スケールバーは 50µmを示す。 
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図 17. VAD状態における GFRα1+細胞の運命追跡：ラベル細胞数の変化 
 
	
 図 16 より得られた結果から、GFP+細胞のうち GFRα1+ Aundiff、GFRα1− 
Aundiff細胞数(NGN3+ Aundiffにほぼ対応する)を計測し、精細管 cmあたりの細胞
数として表示した。VA 投与後も GFRα1+（GFRα1+, GFP+）細胞は一定数存
在していた。GFRα1−（GFRα1−, GFP+）細胞は徐々に増加した。精巣数は 0、
14、30日後それぞれ 8、3、5サンプル使用した。グラフは平均値、エラーバー
は標準誤差を示す。全細胞数、GFRα1− Aundiff細胞数において TM投与 14、30
日後は 2 日後と比較して有意な差が認められた（*P = 0.0032、**P < 0.002 
［t-test］）。 
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図 18. VAD状態における NGN3+細胞の運命追跡：実験スケジュール 
 
Ngn3-CreERTM; CAG-CAT-EGFPマウスを VAD状態で飼育し、VADマウスに
した後、TM 投与により NGN3+細胞をラベルした 2、14、30 日後の精巣を採
取した。 
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図 19. VAD状態における NGN3+細胞の運命追跡：免疫染色 
 
	
 図 18で示したように採取した精細管を whole-mount免疫染色した。GFPを
緑、GFRα1をマゼンタで示す。GFP+ 細胞は徐々に減少した。一部は GFRα1+
細胞として観察された。スケールバーは 50µmを示す。 
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図 20. VAD状態における NGN3+細胞の運命追跡：ラベル細胞数の変化 
 
	
 図 19 より得られた結果から、GFP+細胞のうち GFRα1+ Aundiff、GFRα1− 
Aundiff (NGN3+ Aundiffにほぼ対応する)細胞数を計測し、精細管 cmあたりの細胞
数として表示した。VA投与後、GFRα1−（GFRα1−, GFP+）細胞は徐々に減少
した。精巣数は 2、14、30日後それぞれ 5、3、2サンプル使用した。グラフは
平均値を示す。2、14日後は標準誤差をエラーバーにて示す。 
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図 21. Aldh1a2、Cyp26b1と Stra8の in situ hybridization 
 
WT の精巣切片において in situ hybridization を行った。RA 合成酵素である
Aldh1a2はステージ VII-VIIIを中心に精細管の全周にわたり精母細胞で強く発
現しており、分解酵素である Cyp26b1はステージを問わずほぼ精細管全周にわ
たり管周細胞に発現していた。RAのターゲット遺伝子である Stra8はステージ
VII-VIII を中心に精細管の全周の精原細胞で発現していた。スケールバーは
100µmを示す。 
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図 22. マイクロアレイによる GFRα1+細胞と NGN3+細胞間での RA 関連遺伝
子発現の比較 
 
成体マウスから FACS によって採取した GFRα1+細胞と NGN3+細胞に対して
マイクロアレイを行い、ドットブロットにより RA 関連遺伝子について比較し
た。中央の緑線は log2([NGN3+]/[GFRα1])の値が 0、上方の緑線は 1.0、下方の
緑線は−1.0を示す。赤のドットは有意な差が認められる遺伝子を示す（P < 0.05
［t-test］）。Rar、Rxr ファミリー遺伝子のドットは個々に示している。各遺伝
子の発現量、GFRα1+細胞と NGN3+細胞の定量的な比較は表 3に示す。 
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図 23. GFRα1+細胞、NGN3+細胞、KIT+細胞間の Rara、Rarg mRNAコピー
数の比較 
 
	
 成体マウスから FACS によって採取した GFRα1+細胞と NGN3+細胞におけ
る、Rara、Rarg mRNA発現の発現を定量 RT-PCRによって比較した。コピー
数既知のサンプルで標準曲線を作成することで、コピー数を定量した。さらに

Actinb mRNA でサンプル間の cDNA 量を補正することで、各サンプルにおけ
る全 RNAに含まれる各mRNAのコピー数の相対値を求めた。グラフは 3個体
の平均値、エラーバーは標準誤差を示す。Rarg の発現は、NGN3+細胞で、
GFRα1+細胞および KIT+ 細胞と比べて有意に高かった（*P = 0.00065、**P = 
0.011［t-test］）。 
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図 24. GFRα1+細胞と NGN3+細胞における RARγタンパク質の発現 
 
 (a) Ngn3-EGFPマウスにおいて、GFP（緑）（上段）、GFRα1 (緑)（下段）と
RARγ（マゼンタ）の whole-mount免疫染色を行った。NGN3+細胞では RARγ
を発現していたが、GFRα1+細胞ではほとんど発現が見られなかった。スケール
バーは 50µmを示す。(b, c) RARγ+細胞と NGN3+細胞（b）、GFRα1+細胞（c）
の構成比を示す。NGN3+の 98％以上が RARγ+と一致しており、GFRα1 は
RARγとほぼ相補的に発現していた。グラフ上部に合計細胞数を示す。  

(a) 

  (c) (b) 



 100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 25. RARγと未分化型精原細胞マーカーとの発現比較 
 
	
 WTマウスの精細管の whole-mount免疫染色。 
(a) GFRα1 とRARγは相補的に発現しており、GFRα1 (緑)とRARγ（マゼンタ）
が共発現している細胞は、どちらのシグナルも弱く発現していた（矢頭）。(b) 
GFRα1 と RARγ を緑に、PLZF をマゼンタで示す。ほぼ全ての PLZF+細胞が
（98.7%）、GFRα1と RARγ、またはその両方を発現していた。スケールバーは
50µmを示す。  

(a) 

(b) 
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図 26. KIT+細胞における RARγのタンパク質の発現 
 
	
 Ngn3-EGFPマウスにおいて、RARγ（赤）、GFP（緑）、および KIT（青）の
whole-mount 免疫染色を行った。NGN3+細胞では RARγ が核に強く局在して
いたが、KIT+細胞では細胞全体で弱い発現が観察された。スケールバーは
100µmを示す。 
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図 27.	
 GFRα1+細胞、NGN3+細胞、およびKIT+細胞におけるDmrt1のmRNA
発現 
 
Dmrt1のmRNA発現量を DNAマイクロアレイにより定量した。GFRα1+細胞
を１としたときの比を示す。３者で発現の差は認められなかった。グラフは

GFRα1+細胞、NGN3+細胞、KIT+細胞それぞれ 3、6、3 個体から 3 サンプル
ずつ作成し、これらの平均値を示している。エラーバーは標準誤差を示す。 
 
 
  



 103 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 28. FLAG-RARγを強制発現した GS細胞における RAに対する反応性 
 
(a) CAG-CAT-3xFLAG-Rarg 遺伝子の模式図。Cre タンパクが活性化すると
loxPで挟まれた CAT遺伝子が除去され、CAGプロモーター下流で FLAGタグ
付き RARγが発現する。(b) CAG-CAT-3xFLAG-Rargベクターと、RAの結合
配列（RARE）の下流にルシフェラーゼ配列を持つ(RARE)9-pGL3 ベクター、
さらに Cre 発現ベクターである pBS185 を導入した GS 細胞（Cre+）、または
空ベクターを共導入した GS 細胞（Cre−）に RA を処置した際のルシフェラー
ゼ活性を測定した。Cre+では Cre−と比較して RA処置後のルシフェラーゼ活性
が大きく上昇していた（*P < 0.0001［vs RA−; t-test］）。 
  

(a) 

(b) 
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図 29. Gfra1-CreERT2;CAG-CAT-3xFLAG-Rarg マウスにおける FLAG-RARγ
の発現誘導 
 
（a）Gfra1-CreERT2;CAG-CAT-3xFLAG-Rargマウスに TMを投与して２日後
のマウスの精細管とTMを投与していない精細管のwhole-mount免疫染色を行
った。FLAGを緑、GFRα1をマゼンタで示す。TMを投与することで GFRα1+
細胞のうち一部の細胞が FLAGを発現した。スケールバーは 100µmを示す。（b）
同マウスに TM を投与して２日後に精細管の whole-mount 免疫染色を行った。
FLAGを緑、RARγを赤、ヘキストを青で示す。FLAG+細胞は同時に RARγを
強く発現していた。スケールバーは 20µmを示す。 
  

(a) 

(b) 
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図 30. RARγを強制発現した GFRα1+細胞の運命追跡：実験スケジュール 
	
  
	
 Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rargを VAD条件下で飼育し、VADマ
ウスにした後、TM 投与により GFRα+細胞をラベルした（day −2）。2 日後、
VAを投与し（day 0）、VA投与 0、2日後の精巣を採取した。 
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図 31 VAD状態における RARγを強制発現した GFRα1+細胞の運命追跡：免疫
染色 
 
	
 図 29で示したように採取した精細管を whole-mount免疫染色した。Flagを
緑、KITをマゼンタで示す。VA投与 2日後、FLAG+細胞の多くが KITを発現
した。スケールバーは 50µmを示す。 
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図 32. VADマウスへ VA投与 2日後での、FLAG-RARγ強制発現 GFRα1+細胞
と正常な GFRα1+細胞、NGN3+細胞から供給される KIT+細胞数の比較 
	
  
	
 図 30 より得られた結果から FLAG-RARγ+, KIT+細胞を計数し、VA 投与 0
日後（TMによりラベルした2日後）の全ラベル細胞数を1としたときの、FLAG+, 
KIT+細胞数の割合を示した（Gfra1-CreER/FLAG-Rarg）。また、図 9 (NGN3+
細胞の追跡実験)と図 12 (GFRα1+細胞の追跡実験)より得られた結果から、同様
の方法で GFP+, KIT+細胞数の割合（それぞれ Ngn3-CreER/EGFP と

Gfra1-CreER/EGFP）を示した。VA投与 2日後、Gfra1-CreER/EGFPが 0.23
であるのに対し、Gfra1-CreER/FLAG-Rargは 1.84と、RARγを強制発現させ
ることで KIT+細胞が８倍多く発現していた。また、Gfrα1-CreER/FLAG-Rarg
は、Ngn3-CreER/EGFP と比較してより速やかに増加していた。グラフは平均
値、エラーバーは標準誤差を示す。（*P < 0.003 ［vs Gfrα1-CreER/FLAG-Rarg; 
t-test］）。  
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図 33. VAD マウスへの VA 投与 2 日後の FLAG-RARγ+細胞における GFRα1
と KITの発現 
 
	
 (a) VAD時に GFRα1+細胞であった細胞で FLAG-RARγを強制発現させ、VA
を投与して 2 日後の精細管を whole-mount 免疫染色した。GFRα1 を赤、KIT
を青、FLAGを緑で示す。正常では観察されない GFRα1+, KIT+細胞が多数観
察された。GFRα1+, KIT+細胞を白抜き矢頭、GFRα1+, KIT–細胞を矢頭、
GFRα1–, KIT+細胞を矢印で示す。スケールバーは 50µm を示す。 (b) 
FLAG-RARγ+細胞のうち、GFRα1+細胞と KIT+細胞の構成比を示す(FLAG+)。
対照群として Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFP の VAD マウスにおいて

GFRα1+細胞を GFP標識したのち、VAを投与して 2日後の GFP+細胞の構成
比を示す（GFP+）。GFP+細胞ではほとんど観察されない GFRα1+, KIT+細胞
が、FLAG-RARγ+細胞では約 52％発現していた。グラフ上部に合計細胞数を示
す。	
 	
 

(a) (b) 
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図 34 定常状態において FLAG-RARγ を強制発現した GFRα1+細胞の運命追
跡：実験スケジュール 
	
  
Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-3xFLAG-Rarg マウスにおいて TM 投与により

GFRα1+細胞において FLAG-RARγを強制発現させた。TM投与後 2、10日後
の精巣を採取した。対照群として FLAG-RARγ のかわりに GFP を発現する
Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスを使用した。 
 
 
  

対照群	
 RARγ過剰発現群	
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図 35. 定常状態においてFLAG-RARγを強制発現したGFRα1+細胞の運命追跡
（RARγ強制発現群）：免疫染色 
	
  
	
 GFRα1+細胞に TM 投与により FLAG-RARγ を強制発現させたのち、2、10
日後に採取した精細管を whole-mount 免疫染色した。FLAG-RARγ を緑、
GFRα1をマゼンタで示す。スケールバーは 50µm。 
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図 36. 定常状態においてFLAG-RARγを強制発現したGFRα1+細胞の運命追跡
（GFP発現による対照群）：ラベル細胞数の変化 
 
	
 Gfra1-CreERT2; CAG-CAT-EGFPマウスにおいて図 33のスケジュールで実
験を行った。whole-mount免疫染色により GFP+細胞のうち GFRα1+ Aundiff、

GFRα1− Aundiff（NGN3+ Aundiffにほぼ対応する）、KIT+細胞数を計測し、精細
管 cmあたりの細胞数として表示した。10 日後も GFRα1+（GFRα1+, GFP+）
細胞は一定数存在していた。GFRα1−（GFRα1−, KIT−, GFP+）細胞と KIT+
（KIT+, GFP+）細胞は徐々に増加した。精巣数は 0、10 日後それぞれ 4 サン
プルずつ使用した。グラフは平均値、エラーバーは標準誤差を示す。全ラベル

細胞数、GFRα1− Aundiff細胞数、KIT+細胞数において、TM 投与 10 日後は 2
日後と比較して有意に増加していた（*P < 0.002［t-test］）。 
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図 37. 定常状態においてRARγを強制発現したGFRα1+細胞の運命追跡（RARγ
強制発現群）：ラベル細胞数の変化 
 
	
 図 34 より得られた結果から、FLAG-RARγ+細胞のうち GFRα1+ Aundiff、

GFRα1− Aundiff（NGN3+ Aundiffにほぼ対応する）、KIT+細胞数を計測し、精細
管 cmあたりの細胞数として表示した。10日後、GFRα1+（GFRα1+, FLAG+）
細胞は減少していた。GFRα1−（GFRα1−, KIT−, FLAG+）細胞数はほとんど変
化せず、KIT+（KIT+, FLAG+）細胞は増加した。精巣数は 2、10 日後それぞ
れ 4 サンプルずつ使用した。グラフは平均値、エラーバーは標準誤差を示す。
GFRα1+細胞数は、TM投与２日後と比較して有意に減少していた（*P < 0.05
［t-test］）。 
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図 38. FLAG-RARγを強制発現したGFRα1+細胞のステージごとのKIT発現率 
 
	
 Gfrα1-CreERT2;CAG-CAT-3xFLAG-Rarg の正常マウスに TM を投与して 4
日後のステージごとの FLAG-RARγ+細胞中の KIT+細胞の割合を示した。
FLAGと KITの whole-mount免疫染色を行い、ステージ XII-IV、V-VIII、IX-XI
それぞれ 161、57、76個の FLAG+細胞を計数した。TM投与から FLAG-RARγ
が発現するまでの時間（1-2日間）を考慮すると、FLAG-RARγが誘導されたス
テージは測定時の 3-4 ステージ早い段階であると予想される。そのため、KIT
の発現する細胞の割合が最も高いステージ IX-XI は、FLAG-RARγ が誘導され
たときにはステージ VII-IXであったと考えられる。 
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図 39. GFRα1+細胞および NGN3+細胞における、Rarg遺伝子のイントロン配
列に由来する転写産物の定量 
 
	
 定量 RT-PCRにより、Rarg mRNA のイントロンを認識するプライマーを用
い、Rarg遺伝子に由来する、スプライシングを受ける前の一次転写産物の発現
を定量した。テンプレートには、FACS によって採取した GFRα1+細胞と
NGN3+細胞の total RNA の逆転写産物を用いた。GFRα1+細胞と比較して
NGN3+細胞で有意に発現が高かった。Actinbの発現で補正し、GFRα1+細胞を
1として比率で示している。GFRα1+細胞 3サンプル中 2サンプルで発現が検出
できなかったため、１サンプルの結果を示す。  
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図 40. GS細胞における各遺伝子発現に対する GDNF / FGF2の影響：mRNA
発現量 
 
GS細胞を GDNF、FGF2存在、または非存在下で 48時間培養した場合の（a）
Ngn3（b）Rarg（c）Gfra1（d）Ret mRNA 発現量を定量 PCR 法にて測定し
た。独立で培養した細胞をそれぞれ 3サンプルずつ使用した。グラフは平均値、
エラーバーは標準誤差を示す。GDNF 非存在下または GDNF、FGF2非存在下
では Ngn3, Rarg mRNA発現が促進され、Gfra1, Retは抑制されていた（*P < 
0.02 ［vs GDNF−/FGF2−; t-test］,†P < 0.02［vs GDNF+/FGF2+; t-test］）。 
  

(a) (b) 

(d) (c) 
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41. GS細胞における Ngn3、Rargの転写に対する GDNF / FGF2の影響：ルシ
フェラーゼアッセイ 
 
	
 (a、c) マウス Ngn3遺伝子と Ngn3-luc（一部分）（a）とマウス Rarg遺伝子
及び RARγ-lucプラスミドの構造（一部分）（c）。（a）Ngn3-lucはルシフェラー
ゼ遺伝子上流にNgn3配列の上流 6.7kbpとエクソン 2の開始コドンまでの配列
を含む DNA断片を挿入した。（c）RARγ-lucはルシフェラーゼ遺伝子の上流に
マウス Rarg配列の上流 7kbpとエクソン 3内の開始コドンまでの配列を結合し
た。白四角が 5’UTR、黒四角が ORF部分を示す。（b、d）Ngn3-luc（b）また
は RARγ-luc（d）を導入した GS細胞を GDNF、FGF2存在下、または非存在
下で 48時間培養した際のルシフェラーゼ活性を測定した。独立で培養した細胞
をそれぞれ 3 サンプルずつ使用し、グラフは平均値を示した。エラーバーは標
準誤差を示す。GDNF、FGF2 いずれもルシフェラーゼ活性を有意に抑制した
（*P < 0.02 ［vs GDNF−/FGF2−; ttest］,†P = 0.016［vs GDNF+/FGF2+; 
ttest］）。  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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図 42.	
 Ngn3と Rargの転写における NGN3の関与 
 
Ngn3-luc（a）または RARγ-luc（b）を Ngn3 発現べクターと共導入したとき
のルシフェラーゼ活性の比較。いずれも Ngn3 発現ベクター（pcDNA3-Ngn3）
を共導入するとルシフェラーゼ活性が上昇した（*P < 0.005［t-test］）。 
 
  

(a) (b) 



 118 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 43.	
 Ngn3と Rargの転写における Ngn3 に対する siRNAの影響 
 
	
 Ngn3-luc（a）または RARγ-luc（b）を Ngn3 に対する siRNAと共導入した
ときのルシフェラーゼ活性の比較。siRNA を共導入するとルシフェラーゼ活性
が抑制された（*P < 0.05［t-test］）。 
 
 
 
  

(b) (a) 
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図 44. 精細管周期の各ステージにおけるGfra1+, Ngn3+およびKit+細胞の数の
変化 
 
	
 精細管周期のそれぞれのステージにおいて、Gfra1+、Ngn3+、Kit+細胞の数
をセルトリ細胞あたりの数で示した。3精巣の切片から in situ hybridizationに
よって精細管計 894断面の Gfra1+、Ngn3+、Kit+細胞を計数し、セルトリ細胞
あたりの数として表示した。ステージは隣接切片の PAS 染色により判定した。
実数値は表 5に示す。 
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図 45.	
 RARγと DMRT1の発現パターン 
 
RARγは NGN3+細胞に、DMRT1は未分化型精原細胞から KIT+細胞まで発現
している。同じ RAシグナルに対して、RARγが未分化型精原細胞から分化型精
原細胞へ分化する際の制御を、DMRT1 が減数分裂に入る際の制御に主に関与
している可能性が考えられる。 
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図 46. GFRα1+状態と NGN3+状態を保つ機構と、RARγ発現によって分化能を
生み出す機構のモデル 
 
GDNFの受容体である GFRα1/Retは GDNFシグナルを伝達するとともに、そ
れら自身の遺伝子発現を活性化する。これによってポジティブフィードバック

を形成し、GFRα1+細胞として安定する。一方で GDNFシグナル系が弱まると
Ngn3 転写の抑制が外れ、NGN3 自身によるポジティブフィードバックにより
NGN3+細胞として安定する。NGN3 は RARγ の転写を活性化し、RARγ を発
現した NGN3+細胞は RAにより分化する能力を獲得する。 
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図 47. 精細管周期にともなう、精子幹細胞システムの挙動 
 
	
 Aundiffは RARγ を発現していない GFRα1+細胞（マゼンタ）と、RARγ を発
現している NGN3+細胞（緑）で構成される（a）。RAが合成されて細胞全体が
RAに暴露されると（b）RARγを発現しているNGN3+細胞のみが反応してKIT+
細胞に分化する（c）。未分化状態を維持した GFRα1+細胞は RA 非依存的に
NGN3+細胞を生み出し（d）、再び Aundiffが GFRα1+細胞と NGN3+細胞で構成
される（a）。GFRα1+細胞は周期を通して一定数保たれている。このサイクル
をつくることで精子幹細胞を維持しながら分化細胞を生み出している。 

 

（a） 

（b） 

（c） 

（d） 


