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研究成果の概要：イモリ精巣と生後マウス精巣の培養系を用いてneuregulin(NRG)1やretinoic 

acid (RA)の減数分裂開始に対する作用を解析した。NRG1 や RA はイモリやマウス精原細胞の増

殖を直接促進する一方、セルトリ細胞を介して間接的に減数分裂を開始させること、NRG1 は RA

の下流で働くことが分かった。またプロラクチンによるイモリ精原細胞のアポトーシス誘起機

構は、RNA 結合タンパク質を介することによる。  
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１．研究開始当初の背景 
 精原細胞が減数分裂を開始する機構には、
精原細胞の分裂回数など intrinsicな機構と
体細胞から分泌されるパラクリンな因子に
よる extrinsicな機構の両方が関わっている
と考えられるが、どちらについてもほとんど
分っていない。 
 申請者らは、これまでにイモリ精巣の無血
清培養系において、哺乳類の濾胞刺激ホルモ
ン(follicle-stimulating hormone; FSH)単
独処理で精原細胞の増殖を促進し第８世代
において減数分裂開始を起こさせることに
成功した。精原細胞は第７世代に減数分裂開

始の decision ポイントが存在し、FSH/プロ
ラクチン濃度比が高ければ第８世代におい
て減数分裂を開始するが、濃度比が低ければ
第７世代でアポトーシスを起こすと考えら
れた。 
 そこで、減数分裂開始因子を探索する目的
で、イモリ精巣の EST library から cDNA の
マイクロアレイを作成し、＋FSH で発現が促
進される遺伝子を differential screening
した結果、その１つとして neuregulin(NRG)
を同定した。 
 



２．研究の目的 
 脊椎動物における減数分裂開始の
extrinsic な機構と intrinsic な機構を明ら
かにするために、イモリ精巣とマウス精巣で
neuregulin (NRG)の機能とその受容体である
erbB の発現と機能を調べることを目的とし
た。また、本研究開始後、retinoic acid (RA)
がマウス胎児卵巣で減数分裂開始因子であ
ることが報告されたため、生後精巣に対する
RA の効果も調べた。さらに、プロラクチンに
よるイモリ精原細胞に対するアポトーシス
誘起機構についても調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）イモリにおいて、種々の培養系を用い
て精原細胞ステージの精巣に対する NRG1 の
効果を調べた。 
（２）マウスにおいて、種々の培養系を用い
て生後 6日目精巣（精原細胞ステージ）に対
する NRG1 と RA の効果を調べた。 
（３）erbB4 の dominant negative 変異体ト
ランスジェニックマウスや NRG1 のセルトリ
細胞特異的 conditionalノックアウトマウス
を作成し、in vivo での機能を調べた。 
（４）プロラクチン（prolactin; PRL）によ
るイモリ精原細胞に対するアポトーシス誘
起機構を cell-free 系を用いて調べた。 
 
４．研究成果 
（１）イモリ精巣に対するNRG1 の効果 
 イモリ精巣に immunoglobulin(Ig)-typeと
cysteine-rich domain(CRD)-typeの２種類の
NRG1 が発現していることが分かった。どちら
のクローンも精原細胞ステージに強く発現
するが、CRD-type は精原細胞にも体細胞にも
発現するのに対して Ig-typeは体細胞に強く
発現する。また、FSH 処理によって Ig-type
は発現が著しく上昇するが、CRD-type はほと
んど影響を受けない。 
 NRG1 の機能ドメインである EGF-like 
domain の組み換えタンパク質をイモリ精巣
の器官培養や再凝集培養系や精原細胞のみ
の培養系に添加した結果、精原細胞の増殖を
促進することが明らかになった。精原細胞の
みの再凝集培養に加えても増殖を促進する
ことから、NRG1 は精原細胞に直接作用するこ
とが明らかとなった。ただし、いずれにおい
ても精毋細胞への分化は見られなかった。 
 器官培養に erbB1 阻害剤(AG1478), erbB2
阻害剤(AG879), erbB1, 4 阻害剤(PD153035)
を添加した結果、いずれも FSH による精原細
胞の増殖促進効果を阻害したが、PD153035 が
最も効果が高かった。イモリ NRG-EGF domain
の抗体を作成し、精巣の再凝集培養系に加え
た結果、有意に阻害したことから、FSH のシ
グナルの下流に NRGが働いていることが強く
示唆された。 

（２）生後マウス精巣に対するNRG1 の効果 
 生後マウス精巣に NRG1 と NRG3 が発現して
いることが分かった。NRG1 はセルトリ細胞に、
NRG3 は精原細胞にも体細胞にも発現してい
る。受容体の erbB は erbB2 のみセルトリ細
胞に、他の erbB1, 2/2, 4 はすべての細胞タ
イプに発現していた。 
 精原細胞ステージまでしか存在しない生
後 6日目精巣の器官培養に NRG1 の EGF- like 
domainの組み換えタンパク質を加え3日間培
養すると、精原細胞の増殖と精毋細胞への分
化を促進した。精巣を解離し、精原細胞とセ
ルトリ細胞を再凝集させた培養系でも同様
の結果を得た。Retinoic acid receptor 
(RAR)・特異的な agonist である AM580 も同
様な効果が見られた。しかし、精原細胞のみ
の再凝集培養系に NRG1 を加えると、精原細
胞の増殖は促進するものの精毋細胞への分
化は見られなかった。AM580 は精原細胞増殖
促進効果は見られなかったが、RAR にも
retinoic X receptor (RXR)にも結合できる
9-cis-RA は精原細胞の増殖を促進した。 
 FSH と NRG1 と RA との関係を調べた。器官
培養に FSH や RA を投与すると、セルトリ細
胞で NRG1 の発現が上昇することから、NRG1
は FSH や RA の下流で作用することが示唆さ
れた。精巣器官培養に AM580 を加えると、RA
の下流で働くことが知られているStra8 mRNA
が著しく発現するが、FSH や NRG1 を加えても
Stra8 の発現を亢進しない。また、同様にし
て AM580 を加えると、Stra8 がまず発現し、
遅れて NRG1 が発現する。さらに、erbB2 や
erbB1+4 の阻害剤は AM580 による増殖促進効
果を阻害する。これらの結果から、NRG1 は
RA の下流で働くことが示唆された。また、
NRG1 や 9-cis-RA は精原細胞に直接働いてそ
の増殖を促進するとともに、NRG1 や AM580 は
セルトリ細胞に働いて間接的に精原細胞か
ら精毋細胞への分化を促進すると考えられ
る。 
 
（３）erbB4 のdominant negative変異体トラ
ンスジェニックマウスとNRG1 のセルトリ細
胞特異的conditionalノックアウトマウスの
作成 
 erbB4のdominant negative変異体トランス
ジェニック(Tg)マウスについては、VASA 
promoterの下流にCre-ERTM遺伝子をつないだ
遺伝子を発現するTgマウス(VASA-Cre-ERTM)
と、全身で発現するCAG promoterの下流に
loxP配列で挟まれたCAT遺伝子をつなぎ、さ
らにloxP配列の下流にdominant negative変
異型ErbB4 (ErbB4-DN)を結合させた遺伝子を
発現するTgマウス (pCAG-loxP-ErbB4DN)を
交配させたダブルTgマウスの作製を行った。
現在その表現型を解析中である。 
 NRG1 のセルトリ細胞特異的conditionalノ



ックアウトマウスについては、ホモマウス
(NRG1-loxP)を作出し、セルトリ細胞特異的
にCreERTM タンパク質が発現するTgマウス
(MIS-CreERTM)と交配させ、生まれてきたNRG1 
Conditional KOマウスにタモキシフェンを投
与し、NRG1 遺伝子のexon6 を欠損させたマウ
スを作成し、現在解析中である。 
 
（４）プロラクチンによるイモリ精原細胞に
対するアポトーシス誘起機構 
 精原細胞は、体細胞と同じ有糸分裂を７回
繰り返して第８世代になると精母細胞に分
化して減数分裂を開始し、成熟精子を形成す
る。この精原細胞の増殖、分化は脳下垂体ホ
ルモンである FSHとプロラクチンによって制
御されている。イモリ血清中の FSH に対する
プロラクチンの相対的濃度比が高くなる秋
には６回の有糸分裂を終えた第７世代で精
原細胞がアポトーシスを起こして死を選択
し、精子が造られない。一方、相対的濃度比
が低くなる春には精原細胞は第７世代を通
り越して精子形成が進行する。このように、
第７世代の精原細胞に細胞の生死を決める
キーファクターの存在が考えられた。そこで、
我々はプロラクチンを注射したイモリの精
巣で mRNA 発現が変化する遺伝子をマイクロ
アレイ解析で探索し、そのうちの一つをプロ
ラクチンの作用で mRNA 発現が低下するクロ
ーンとして単離した。これは、アフリカツメ
ガエル、メキシコサンショウウオのような両
生類とマウス、ヒトのような哺乳類との間で
高度に保存され、アミノ末端に２つの RNA 認
識配列を有し、カルボキシル末端にグリシン
残基に富む構造的特徴をもつことから、イモ
リにおけるグリシンリッチ RNA結合タンパク
質と考えられた（以下では nRBP と記す）。PRL
によるアポトーシスの過程で nRBP の mRNA だ
けでなく第７世代の精原細胞の細胞質にだ
け発現しているタンパク質も低下すること
を見出した。これは、nRBP タンパク質の低下
がアポトーシスを誘導する引き金になって
いることを示唆した。次に、この可能性を立
証するために、プロラクチンを注射したイモ
リの精巣からの細胞質抽出液（nRBP タンパク
質が消失している）を、何も注射していない
イモリ精巣の生殖細胞から取り出した核と
混合すると、エネルギー源の ATP に依存して
ゲノム DNAが断片化されアポトーシスを起こ
した。この無細胞系に nRBP の組み換えタン
パク質を加えると、アポトーシスが抑制され
たことから、プロラクチンによる nRBP の消
失はアポトーシスを招くこと、nRBP はアポト
ーシス抑制因子であることが示唆された。 
  nRBP のアポトーシス抑制作用の分子機構
を明らかにするために、何も注射していない
イモリの精巣の抽出液から nRBP に対する抗
体を用いて nRBP タンパク質と結合する RNA

を共沈させたところ、programmed cell death 
protein 4（nPdcd４） mRNA を単離した。こ
れは、アポトーシスの誘導で mRNA の発現が
上昇する遺伝子としてもともと単離され、タ
ンパク質合成の抑制因子として機能するこ
とが知られており、ガンの抑制との関係が大
いに研究されてきた。また、nRBP は nPdcd4 
mRNA の３’非翻訳領域に結合することも明
らかにした。さらに、PRL によるアポトーシ
スの過程で nRBP の低下に伴い nPdcd４の
mRNA は一過的に誘導されるが、そのタンパク
質は減少することが示されたことから、
nPdcd4 mRNA は転写後、あるいは翻訳制御を
受けていると考えた。そこで、nRBP タンパク
質、nPdcd4 mRNA を共発現させた細胞を用い
て、nPdcd4 mRNA の安定性、及び翻訳におけ
る nRBP の機能を調べたところ、転写阻害剤
アクチノマイシン D の存在下で nRBP タンパ
ク質を発現する細胞に残存する nPdcd4 mRNA
の安定性は nRBP を発現していない細胞に比
べ高いことが分かった。また、nPdcd4 の翻訳
も nRBP が発現していると活性化しているこ
とが分かった。以上の結果をまとめると（図
１）、PRL の FSH に対する相対的濃度比が高い
と、第７世代精原細胞における nRBP の発現
が低下し、もはや nPdcd4 の安定性、翻訳に
寄与できず、精原細胞にアポトーシスを誘導
するのに対して、PRL の相対的濃度比が低い
と、nRBP が発現しているので、nPdcd4 mRNA
に結合して安定化し、その翻訳も促進するこ
とで第７世代精原細胞をアポトーシスから
守っていると考えられた。このように、本研
究経費の履行により、精原細胞の運命を決定
するキーファクターとして nRBP を発見する
に至った。 
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