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Premeiotic　 germ　 cell　defect　 in　seminiferous　 tubules　 ofAtm-null　 testis

　　　　　　　　　　磁勧 遺伝 子 欠損 精 巣 にお け る精原 細胞 の異 常)

内容の要旨

田　久　保

　哺乳類の請 子形成は精巣 の中にある綱細 管で行われ る。 精子 は精

原細 胞か ら分 化 して造 られ る。糟 原 細胞 分画 の 中 に、自 己複製 に

よって 自己を維 持す る精子幹 細胞 が存在 し、この幹細胞 分画 によ っ

て便体の精子 形成が生涯 に亘 り維 縛 され てい く。 このよ うに精 子形

成にお いて電要な役割 を担 う精子幹細胞 であ るが 、その完全 な純化

と、性状解 析はいまだ行 われ ていない。

　我 々の研 究グループは これ までに成体骨 髄の遺血 幹細胞の未 分化

性維 持 と自己複 製機惚 で ヒ トの 毛細血管 拡張性 小脳 失翻症(Atmcia

丁cl鋤夢㏄㎏幽A。T)の 原 因遣伝子 であるAtaxia7elangiectagia・Mulcted

U伽)に 注 目してきた。 この ノックア ウ トマ ウスのsr髄 造血幹細胞

は活性酸棄種(ROS)の 上昇に より、p38MAPKお よびp!6駄翰が活性

化 し、最終的 に枯渇す るこ とが明 らか とな った。 このマ ウスの籾子

形成不全 は、減 数分裂期のDNA修 徴 の異常が 寄与 して いる とされ て

いるが、幹細胞 を含む精原細 胞分画につ いての解析 はほ とん どな さ

れ ていない。 近年 になって齢細胞 システ ム閥で共通 の分子基盤 がそ

の未 分化性維 縛 に寄与 してい るこ とが明 らか となって いるた め、今

回われ われは箭巣 の幹細胞 システ ムの未 分化細胞 分画 を維持 す る分

子基盤 につい て、Atmノ ックア ウ トマ ウスを用 いて検肘 を行 った。

　 まず、ATMは 綱原細 胞では核内に ドッ ト状 の染色パ ター ンで活性

化 していることが明らか となった。 これ まで濯伽遭伝子 を欠損 した請

巣 では減数分裂期 の異常 しか言及 されて こなか ったた め、改 めて4励

遺伝 子欠損マ ウスの輌細 管の形歯学的 変化 を経時 的 に観 齋 した とこ

ろ進 行性の精原細 胞の喪失 を認 めた。 これ らの観 察 を併せ る と、精

原細胞の維押 に肋 π遺伝子が寄与 している可能 性が示 唆 され た。

　 次いで精 巣にお いて もAtm欠 損 マ ウスにNACを 軽 口投 与 して 、こ

の精原 細胞の喪 失 も回復で きるかを検etし た が、ほ とん ど回 復で き

ないこ とが明 らかにな った。また、Alm欠 損 造血斡細胞の枯 渇に寄 与

す るp16mx.aの 上昇 も認 め られなか った。す なわち、造血 幹細 胞の異

常とは異な るメカニズムの寄与が強 く疑われた。

　 その一方、8週 齢の マ ウスではπ伽 ノ ックア ウ トでB認U陽 性の精

細 管がzs.o士S.B%と 、野生型(61.1ｱ4.4%)に 比 して著名 な減少 を

認 め、またTUNELE法 お よびFACSに よって精原緬 胞 は野生型 に比 ぺ

て有意にアポ トー シス が冗進 している ことが確 認 され た。 これ らの

異常 の分 子 基 盤 を検 肘 す る た めに、EpCAM陽 性 の 糟 原 細 胞 で の

cyclin　Dフ ァ ミリー とBaxの 遺伝子発現 を リアル タイムPCRに よって

検 討 した ところ、囎原 細胞で はcyclin　D1とD2の 発 現 が低下 とBaxの

発現 の上昇 を蕗 めた。 これ らの遺伝子発現の変化はAim欠 授 精原細胞

の細胞周期 停止 とアポ トー シスの分子 基盤の 一端 に寄 与 してい る と

考 えられ る。

　本研究か ら、河伽遺 伝子を欠損 した籾巣では、 これま で他 のグルー

プによって紀載 され て きた減数分裂期 の異 常に加 え て、それ 以前 の

分化段階 の輌原細胞 に も細 胞周期停止 とア ポ トー シ スの充進 とい う

異常 があるこ とが明 らかにな った。精原 細胞分画 は精子 幹細 胞 を含

む分画であ り、海〃置遣 伝子欠損 によって造血幹細胞以外の 幹細胞 シス

テム にも異常があ る可能性が示 唆 された。

圭　誉

論文審査の要旨

　 囎乳類篇 巣の精 細管 内に ある精子 幹細胞 システ ムは、幹細胞 を含

む未分 化細胞 か ら終末分 化 した糟子 にいた るまで を核 の染色 性 をも

とに容 易に峻別 で きる とい う点で特 異な幹綱 胞 システム であ る。そ

の一方 、幹細 胞 分画の維 持に 関与す る分子基盤 や 、表 面抗原 等の分

子マー カー にっ いて は未だ明 らか とな って いない 部分が 多い。本研

究では 、ノックア ウ トマ ウスモデル を用いたκ枷遺伝 子の機能解析 を

通 じて 、幹細 胞 分画 を含む 精原 細胞 の 継持 にATMが 必要 で あ り、

A伽 欠失条件下 では進行性の精原細胞 の消失が見 られ る ことを明 らか

に した。 また、そ の メカ ニズ ム としては細胞周 期の停 止 とアポ トー

シスの冗進の 関与 が示唆 され るこ とも明 らか となった.本 研究 はこ

れ まで知 られ ていた滅数 分裂期 にお けるATMの 機能 に加 え て、よ り

未分化 な細胞分 画にお いて もATM7が 活性化 し、その機能 が糟原細胞

分画の維縛 に寄与 してい るこ とを明 らか に した。

　 審査 では、まず 、抗酸化 剤N・acetyl-L・cysteine(NAC)が 血 液請 巣

関 門を通過 して作用 してい るか につい ての質問 があ%,活 性酸棄 の

指標 とな るジハ イ ドロエチデ ィ ウム染色の染 色性 の充 進が 、NAC投

与群 に よって低減 してい るこ とか ら通過 してい る と考 えられ る との

回 答が なされ た。 さ らに,ジ ハ イ ドロエチデ ィ ウム染 色 の具体的 方

法 につ いての質間 が あn,精 巣の未 固定新 鮮凍結 切片 を作成 後、可

及的 遠やか に37℃ の イ ンキ ュベー シ ョンテ ヤ ンバ ーにお いて染色 を

行 うとの回答 がな された。

　 次に、濯励欠 損マ ウスにお ける籾 子形成 不全は、糟細胞そ の もので

はない、体細胞 成分 であ るライデ ィ ッヒ細胞 やセ ル トリ細胞の 異常

に よる機序 を除外す るこ とはで きる かについ て議 論 され た。 これ に

対 し、 ノックア ウ トモデル におい て進行性 の幹細胞 減少 が見 られ る

こ と、早期の 、ライデ ィッヒ細 胞の 過形成 がみ られ ない 時期 におい

て も、濯伽欠損 マ ウス由来 の精巣細胞は糟細 管へ の移植 実験 において

移植 生着能 が強度 に障害 され て いる こ と、さ らに は向VlflOの精 子幹

細胞 培養系 にお いて もATM阻 害に よっ て幹細胞 の喪失 がみ られ る こ

とな どか ら、幹細胞 自体 の欠陥 と結瞼 した との回答が あった。

　 また、Afm欠 損マ ウスにおけ る造血幹細胞 減少 と今回発表 された精

子幹細 胞 の減 少 の機 構 の違 い につ い ての 質問 が あ った。 これ に対

し.前 者 は、P且6b畑の発現 上昇 を介 した老化 シ グナル によ る幹細胞

の枯渇 であ り、後者 は、細胞 周期 停止 とアポ トー シスシグナル に よ

る もの で、お そ らくは、組 織 ご とのDNA損 傷 に対す る反 応 の違 い で

はない か と脱 明 され た、その 他、ATMの 擦的 遺伝子 、小 脳失鯛 の機

序 な どについて も、質問 があ ったが 、おお むね的 確な回 答が 得 られ

た。

　 本 論文 は精 子 幹細胞 を含 む未 分 化粗 巣細 胞分 画 の検 肘 に よ り、

ATMの 新た な精子形成 にお ける役割 を明 らかに した意磯 は大 きく、

学位瞼文 と してふ さわ しい と評価 され た。
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