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研究の概要 
マウスの生殖細胞の発生過程では RNA制御を介した遺伝子発現が非常に重要機能をもつ。我々 

はそのなかでも、生殖細胞の性分化及び精子幹細胞の維持に必須な RNA結合タンパク質 Nanos2 

の上流シグナル及び下流遺伝子カスケードを明らかにすることを目的にして研究をおこなって 

いる。これまでに、雄の生殖巣では FGFシグナルの下流で TGF-bシグナルが機能し Nanos2が誘 

導され Nanos2による減数分裂関連遺伝子の分解により雌性分化が抑制されることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
マウス、ヒトなどの哺乳類の生殖細胞は発生
の初期から体細胞系列から分離され、独自の
維持システムを確立する。胎生期では、性分
化過程をへて、精子・卵子への決定をうける。
生殖細胞の性分化決定機構とその維持機構
の理解は個体の維持のみならず、種の維持に
必須な基本概念をもたらす。我々は、これま
でに種をこえて生殖細胞のみに発現し機能
する RNA結合蛋白質 Nanos2及び Nanos3に関
する解析を行なってきた。近年この中でも特
に Nanos2 蛋白質が生殖細胞の雄性分化及び
精子幹細胞システムの構築と維持に重要な
鍵分子であることを突きとめた。 
生殖細胞はその独自性の維持機構や、減数分
裂の制御機構のみならず、哺乳類に特徴的な
インプリンティング確立などエピジェネテ
ィックな側面からも注目されている。このよ
うな、生殖細胞特異的なシステムを維持する
機構の解明は、種を越えて維持されてきた生
殖細胞の形成機構に加えて細胞生物学、幹細
胞システムなどの理解につながる重要な情
報を寄与する。 
 
２．研究の目的 
Nanos2 の上流シグナルを同定し、Nanos2 の
標的あるいは下流で機能する遺伝子群の生
殖細胞の性分化における機能、意義を明らか
にする。すなわち Nanos2 を中心とした RNA
制御機構を明らかにしようとするものであ

る。また Nanos2 の生後の精子幹細胞システ
ムの維持における機能を明らかにし、生後の
Nanos2 の作動原理を明らかにすることによ
り精子幹細胞システムの制御機構を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
胎生期における Nanos2の上流シグナルを明
らかにするため、遺伝子発現解析によって示
唆されたシグナル系の機能を、器官培養系用
いて解析すると共に、生殖細胞特異的ノック
アウトマウスの解析により、そのカスケード
を明らかにする。また性分化における Nanos2
の機能を解析するために、免疫沈降により
Nanso2の標的 RNAを同定する。それら標的遺
伝子の機能に関しては遺伝子ノックアウト
あるいは強制発現系を用いた個体レベルの
解析を行う。また Nanos2を解した RNA制御
分子機構を解明するために、Nanos2と相互作
用するタンパク質を同定しその機能解析に
より、推進する。 
また生後の精子幹細胞システムを理解する
ため、生殖細胞と体細胞であるセルトリ細胞
の両者の相互作用に着目し、セルトリ細胞か
らの因子(GDNF)と生殖細胞特異的因子
Nanos2の関係を明らかにする。また、セルト
リ細胞の遺伝子発現に着目し、その遺伝子発
現と生殖細胞分化の関係を明らかにする。ま
た精子幹細胞(GS細胞)を樹立し、Nanos2の
欠損及び過剰発現の効果を調べる。 
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４．これまでの成果 
１）Nanos2の上流で機能している因子を明ら
かにするため、Nanos2に先だって発現する遺
伝子群の検索を試み、TGFbファミリーに属す
る Nodal シグナル系を見いだした。Nodal シ
グナルは生殖細胞から分泌され、体細胞・生
殖細胞両方に機能する可能性が示唆された。
器官培養系を用いた阻害剤実験から、Nanos2
の上流に TGFb シグナルが機能していること
が明らかになった。TGFbは FGFの下流で機能
して生殖細胞の雄性分化を誘導することを
明らかにした。 
２）Nanos2欠損マウスの遺伝子発現解析によ
り、Nanos2 は 始原生殖細胞に発現している
遺伝子、雌性生殖細胞の分化に関与する遺伝
子（特に減数分裂関連遺伝子）及び生後の精
子形成に関与する遺伝子を抑制し、雄性生殖
細胞の分化に関与する遺伝子の活性化に寄
与することが分かった。そこで減数分裂の進
行が雄性分化を阻害するのではと考え、減数
分裂に必須な遺伝子 Stra8とのダブルノック
アウトマウスを作成した。結果、減数分裂の
抑制は観察されたが、雄の遺伝子発現の進行
は観察されず、Nanos2は Stra8の発現抑制以
外の機構で雄性分化を制御していることが
わかった。 
３）Nanos2と結合する蛋白質を MAS 解析で同
定した。その結果 Nanos2 は、CNOT タンパク
質、CNOT1 と直接に結合し標的 RNA の分解に
関与することが分かった。Nanos2-RNA複合体
を単離し、標的 RNA を同定したところ、減数
分裂関連遺伝子、始原生殖細胞に発現する
Sox2や Nanog等の遺伝子の結合が確認できた。 
４）生後の Nanos2 発現細胞が精子幹細胞で
あることを、細胞系譜追跡実験によって明ら
かにした。また生後に Nanos2 をノックアウ
トすると、精子幹細胞が速やかに分化し精子
形成が停止すること、また生後に Nanos2 を
強制発現すると、精子幹細胞の分化が抑制さ
れ幹細胞が蓄積することから Nanos2 は精子
幹細胞に発現し、分化を抑制することにより
精子幹細胞の維持に関与する重要な因子で
あることを明らかにした。Nanos2 は GDNF の
下流で機能するが、GDNF不在化でも分化抑制
能を持ち、幹細胞の維持に寄与することも明
らかにした 
 
５．今後の計画 
平成 24年度からの２年間で Nanos2の上流シ
グナルカスケードを in vivo で解析したい。
そのためにはまず Smad の条件付きノックア
ウトによる解析を完了させる。また Nanos2
と相互作用する因子 Dnd1及び Nanos2の標的
候補遺伝子に関して条件付きノックアウト
マウスを作成中であり、その解析を中心に行
う。さらに Nanos2 の標的遺伝子群の強制発
現も計画している。これらの解析を通して、
Nanos2 の上流シグナルおよびその下流の遺

伝子カスケードが明らかになり、生殖細胞の
性分化機構の解明につながると期待される。 
また生後の精子幹細胞の維持機構に関して
は、セルトリ細胞から分泌される GDNF と内
的因子である Nanos2との関係に関して GS細
胞を用いた解析を行う予定である。また最近、
精子幹細胞およびセルトリ細胞両方に FGFシ
グナルが重要な機能を持っている可能性が
あり、FGF8及びその受容体である FGFR1の条
件付きノックアウトマウスを導入してその
解析を進める。 
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