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論文内容の要旨

【目的】

近年、歯牙組織を含めた各組織系列における幹細胞研究の進展により、再生医療が現実のものとして検討されてい

る。しかし、幹細胞の自己再生と分化の制御には支持細胞が作り出す局所的環境が重要な役割を果たす報告がなされ

ているものの、幹細胞と支持細胞の関係が明確な組織が少なく、解析系として確立されたものがほとんどない。その

点、精巣生殖系は、幹細胞を含めた精細胞と支持細胞との関係が明確で、幹細胞からの分化が単純な組織系列である

ことから、幹細胞ー支持細胞解析のモデ、ル系として有用であると考えられる。

精巣生殖系においては、精細管上皮を構成するセルトリ細胞と呼ばれる支持細胞が互いに結合して血液精巣関門を

形成し、精細胞の増殖・分化に関わる局所的環境を提供している。この環境は成長や精子形成周期に従って変動して

おり、このような厳密な遺伝子発現制御の一翼を担う支持細胞の転写因子として GATA-l が同定されている。 GATA-l

は、マウス精巣において、生後 1 週で発現を開始し、 2 週でピークを迎え、精子形成周期が認められるようになると

これと同調した発現変化を示す。このことから、 GATA-l の発現調節機構に関する知見は精巣生殖幹細胞系における

生殖細胞と支持細胞の機能を理解する上での有力な手がかりになると考えられる。しかし、支持細胞を初代培養系へ

移すと GATA-l 発現が消失するため、その発現調節機構の解析はこれまでほとんど手付かずであった。そこで本研究

では、精巣支持細胞における GATA-l を発現する初代培養条件を確立した上で、支持細胞としての機能を評価するこ

と、さらに GATA-l 発現誘導の機構を明らかにすることを目的とした。

{方法・結果】

GATA-l を強発現する生後 2 週マウスの精巣支持細胞を初代培養したところ、その発現は培養系に移されると速や

かに消失することがノーザンプロットにより確認された。しかし、スライドグラス上で培養した支持細胞を抗 GATA-l

抗体にて免疫染色したところ、 -部の細胞密集部位に GATA-l 陽性細胞が認められた。そこで、その発現と細胞密度

との関係をノーザンプロット法で調べたところ、細胞密度が高くなるにつれ細胞外マトリックスの種類と関係なく、

GATA-l の発現が強くなった。それに伴い、数種の機能蛋白遺伝子の発現も変化していた。これら遺伝子の発現が

GATA-l の発現により誘導されることを、 GATA-l 消失状態にある細胞へ GATA-l を遺伝子導入することにより確認

した。さらに、二室槽培養系で培養した支持細胞の上に、精細胞をのせて共培養したところ、 GATA-l が高発現して
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し 1 る高密度培養時では、その発現がみられない低密度培養時より精細胞維持能が良好であった。

GATA-1 は精巣及び血球系細胞で発現しており、コード、領域を共用しているものの、各々に特異的なプロモーター・

第 1 エクソンに由来する精巣(1T) 型・血球系細胞(1E) 型 mRNA がある。そこで、 GATA-1 の発現調節機構を調

べるため、その 2 型の使い分けについて TaqMan PCR 法により解析した。その結果、高密度培養における GATA-1

発現の本態は、 1E 型によるもので、あった。また、生体においては生後 2 週以降とは対照的に、生後 1 週では精巣で

発現する GATA-1 発現量は 1E 型が 1T 型より優位で、あった。この時期は、分裂を繰り返している精巣支持細胞が互

いに接するようになる血液精巣関門の形成期にあたることから、生体においても培養系と同様に細胞間相互作用に基

づく GATA-1 の発現には 1E プロモーターが関与することが示唆された。そこで、精巣支持細胞における 1E 型の発

現調節領域を同定するため、プロモーター解析を行ったところ、 1E エクソン上流 136・ 117bp. に転写活性化領域を認

め、同領域内には、血球系細胞での増殖制御機能が示されている MZF 転写因子の結合配列が含まれていた。ゲルシ

フト解析では、その他の部位にも結合する因子が複数認められ、それらの部位に変異を入れたレポーター活性は野生

型と比べ半減したことから、同領域は複数の因子によって制御されていることが示唆された。

近年、血球系細胞でエリスロポイエチン (Epo) による 1T 型の誘導が報告された。そこで、精巣支持細胞に対す

る Epo の有効性を調べた。その結果、 Epo とその受容体 (EpoR) は共に細胞密度依存的に発現し、 Epo 刺激により

1T 型の発現が誘導された。このことから、精巣支持細胞においても Epo・EpoR システムが機能しうることが明らか

となった。

【結論】

・初代培養精巣支持細胞における GATA-1 発現は、細胞密度に依存し、支持細胞としての機能を変化させることから、

精細胞を維持する指標となりうる。

• GATA-1 は精巣支持細胞において 2 つのプロモーター(1E 型・ 1T 型)の使い分けがなされており、前者は細胞密

度に依存して誘導され、後者の誘導には Epo が関与しうる。

論文審査の結果の要旨• 

本研究は、幹細胞-支持細胞解析のモデル系として有用である精巣生殖系に着目して、精巣支持細胞において特徴

的な発現を示す GATA-1 転写因子の発現調節機構について初代培養系を用いて解析を行ったものである。その結果、

GATA-1 は、細胞密度に依存して発現し、支持細胞としての機能を変化させること、また、その発現には 2 つのプロ

モーター (1E 型・ 1T 型)が機能し、前者には細胞密度が重要であり、後者にはエリスロポイエチンが関与すること

が明らかとなった。

以上の結果は、組織幹細胞研究を推進する上で重要な知見を与えるものであり、博士(歯学)の称号を与えるに値

するものと認める。
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