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論文内容の要旨

精子形成 (spermatogenesis) は幹細胞である精原細胞の増殖・分化から始まり，減数分裂を経て最終的に精子を

産生する一連の分化過程であるO この様な著しい形態的な変化のみならず，精子形成の各分化段階において様々な分

子の産生が行われていることはよく知られており 特に細胞膜構成成分については今まで数多くの報告がなされてい

る。そしてこれらの分子が精子形成過程の成立・維持に重要な役割を果たしていることが示唆されているが，その大

部分は精子形成後期の精細胞にのみ発現しており，分化初期段階の制御機構についてはほとんど知られていない。そ

こで初期の精細胞のみに特異的に発現する細胞膜上の分子をモノクローナル抗体を用いて同定し その生化学的特性

およひ守機能について解析を行ったO

【方法】 モノクローナル抗体 (mAb) の作成

未分化な精原細胞を含む出生直後のマウス精巣より回収した細胞を抗原として雌ラットに牌内免疫を 2 回行った後，

常法に基いてハイブリドーマを作成した。精巣の凍結切片を用いた間接蛍光抗体法によりスクリーニングを行った。

免疫組織染色 ブアン回定を施した精巣およびその他の組織のパラフィン切片を作成し mAb を反応させた

後，通常の ABC 法により抗原分子の検出を行ったO

抗原分子の解析常法に基いて免疫沈降， SDS-PAGE，酵素抗体法による VVestern-blotting を行い抗原分子

の生化学的特性を調べた。さらにレクチンに対する結合性および糖鎖分解酵素の影響を検討したO

抗体投与実験 精製した mAb を生後12 日齢のマウスの腹腔内に投与した 3 日後に精巣を回収し，その影響を

組織学的に検討したO さらに精細胞-Sertoli 細胞の共生培養系に mAb を添加し，精細胞の接着能を検討した。

【成績】

1.初期の精細胞を認識する 2 種の mAb (CA12 , BC7) が得られた。免疫組織染色の結果，きわめて限定された

分化段階の精母細胞，すなわち減数分裂初期の zygotene および early pachytene 期にのみ反応が認められた。一方，

より分化した精母細胞や精子細胞，また肝臓や腎臓，脳など他の組織において抗原分子は検出されなかったO

2. CA12および BC7は分子量95K の共通のたんぱく分子を認識することを明らかにした。この抗原分子 (TDA95)

は免疫組織染色の結果と同様に，精巣および減数分裂初期の精母細胞に特異的であった。

3. TDA95は細胞膜表面に存在するシアン酸を含む糖たんぱく分子であることが確認できたO
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4. BC7を若齢マウスに投与したところ，精細管内に Sertoli 細胞から遊離した精細胞が多く見られ，精子形成に

顕著な障害が認められた。また BC7 ， CA12は共生培養系において精細胞の Sertoli 細胞への接着に阻害効果を示した。

【総括】

マウスの精細胞を認識するモノクローナル抗体を作成し，膜表面に局在する糖たんぱく分子 (TDA95) を同定し

た。この分子は減数分裂初期の精母細胞に一過的に存在し，その後速やかに消失する分化特異抗原であり，すでに報

告されている他の抗原分子の発現様式と明らかに異なっているO さらにこの分子が精細胞の Sertoli 細胞への接着に

関与していることを示した。

以上の結果より TDA95は精細胞 Sertoli 細胞間相互作用に関与し精子形成の初期の分化段階を制御する重要な

因子であることが推測される。

論文審査の結果の要旨

ヒ卜を含めた晴乳動物における精子形成は幹細胞の増殖，分化から始まりその後減数分裂を経て半数体の精細胞を

形成し，最終的に精子を産生する一連の複雑な分化過程であるO これらの分化過程，特に減数分裂期以降の後期にお

いては各種遺伝子ならびにその産物の特異的な発現が知られているが，一方，精子形成の初期においてはその様な知

見がほとんど得られていない現状である O

本研究は初期の精子形成における制御機序を解明する一環として，初期分化段階の精細胞にのみ発現する分化特異

抗原分子をモノクローナル抗体を用いて同定し，その分子の生化学的特性および精子形成における機能について解析

を行った。今回得られたモノクローナル抗体 (BC7およびCA12) は減数分裂前期の zygotene 期から early pachytene 

期までの限られた分化段階の精細胞のみを認識した。現在までこの様な初期の精細胞のみに，しかも一過性に発現す

る分子は報告されていない。またこの抗原分子 (TDA95) が細胞膜上の糖たんぱく分子であることが生化学的実験

により明らかにされた。さらに抗体投与実験によりこの分子が雄性生殖細胞の支持細胞である Sertoli 細胞との接着

もしくは細胞間相互作用に関与する機能分子であることが示唆された。

以上の知見は分化段階初期の精子形成における精細胞 Sertoli 細胞問の相互作用の重要性を明確に示唆し，さら

に今回同定された新規の抗原分子は今後の精子形成の研究に大きく寄与するものと高く評価できる。よって本研究は

学位に値するものと考えられる。
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