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論文内容の要旨

(目的)

晴乳類における精子形成は、非常に複雑かっ長時間を要する過程を経て精原幹細胞が精子へと成熟分化する。この

過程は大きく三つに分けることができる。精原細胞の自己増殖と分化の開始、精母細胞の減数分裂、半数体となった

精子細胞の精子への形態形成の三つである。特に形態形成期ではアクロソーみと鞭毛の形成、核の凝縮、細胞質の廃

棄が時期特異的に生じ、これらは厳密に制御された遺伝子発現機構に支えられている。これは少なくとも二つ以上か

らなり立っている。一つはクロマチンの再構築で、あり、もう一つは特異的遺伝子配列に結合する転写因子である。こ

れまでの研究から精子細胞の形態形成期には数種類の転写因子が発現していることが知られ、特に CREM (cAMP 

responsive element modulator) は Cre 配列に結合することで精子形成を制御していることが示されてきた。しかし

精子細胞特異的遺伝子の中にはそのプロモーター領域に Cre配列のない遺伝子もあり別の転写調節機構が存在するは

ずである。我々はこれまで半数体精子細胞特異的遺伝子を精巣サブトラクティッドライブラリーから単離解析してき

た。このライブラリーから得られた遺伝子 Rosbin はホメオボックス様ドメインを持ち新規の転写調節因子の可能性

が考えられ、この解析を進めた。

(方法ならびに成績)

我々は以前に半数体精子細胞特異的遺伝子ライブラリーを全ての分化精細胞がそろう 35 日齢マウス精巣 cDNA か

ら、未だ半数体精子細胞の出現していない 17 日齢マウス精巣 mRNA を差し引くことで作製した。このライブラリー

より得た Rosbin cDNA の推定アミノ酸配列にはホメオボックス様ドメイン、転写活性化ドメイン、核移行シグナル

および四カ所のプロテインキナーゼ A (PKA) リン酸化サイトが存在した。データベース検索からはヒトホモログ遺

伝子の存在も示唆された。 Rosbin mRNA は精巣および精細胞特異的発現を示し、マウスでは半数体精子細胞の出現

する 17 日齢以降に発現していた。合成ペプチドで免疫したウサギより得た抗体を用いた ROSBIN タンパク質発現解

析では精巣特異的に 3 週齢より発現がみられた。精巣組織では CREM の発現とほぼ同じ後期円形精子細胞の核に限

局していた。 GFP-ROSBIN 組み換えタンパク質を培養細胞に発現させるとこのタンパクは核に限局した。さらに

ROSBIN が四カ所のプロテインキナーゼ A (PKA) によりリン酸化を受ける可能性のあるサイトを持つことからリン
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酸化について検討した。マウス精巣溶解液より抗 ROSBIN 抗体を用いた免疫沈降法で ROSBIN と PKA が共沈降す

ること、抗 GFP 抗体を用いた免疫沈降法で GFP-ROSBIN 組み換えタンパク質が PKA でリン酸化されることを見い

だした。

(総括)

精細胞の分化を研究する上で、特異的に発現している遺伝子を単離解析することはきわめて重要である。我々は精

巣サブトラクティッドライブラリーを用いて精子細胞に特異的発現をする遺伝子を多く解析してきた。その中で

Rosbin は、ホメオボックス様ドメインと転写活性化ドメインを持ち遺伝子配列特異的に DNA に結合する新規の転写

調節因子と考えられる。 ROSBIN は精巣で PKA と会合し、 ROSBIN 組み換えタンパク質が PKA でリン酸化される

ことから、 PKA によるリン酸化により機能調節される可能性が示唆される。つまり ROSBIN は cAMP を介したシグ

ナル伝達機構下に制御される可能性がある。 CREM の遺伝子欠損マウスは円形精子細胞で分化が停止し、雄性不妊で

あり、ヒト精子形成不全症の一つのモデルとされる。 ROSBIN は CREM と同時期に発現する転写調節因子のーっと

考えられ、ヒトにも存在することを考えると Rosbin もまたヒト精子形成不全の原因遺伝子の一つの候補になる。

論文審査の結果の要旨

申請者らは半数体精子細胞特異的遺伝子ライブラリーから 5'RACE 法等を用いて新規遺伝子 Rosbin をクローニン

グし、その解析を行った。 Rosbin 転写産物の全長は約 3kb で、 Homeobox domain、核移行シグナル、 PKA リン酸

化ドメインを含む転写調節因子と考えられる 89 kDa のタンパク質をコードしていた。ウエスタンブロッティング、

免疫組織染色、培養細胞を用いたリコンビナントタンパク質の解析の結果、 Rosbin タンパク質は非常に限られた段階

の精子細胞核に局在し、 PKA によりリン酸化されることが明らかとなった。精巣ではゴナドトロビンから cAMP と

PKA を介してシグナルが伝達されることからも PKA によってリン酸化される転写因子の重要性が理解される。欧米

先進各国では生殖年齢カップルの 1 割以上が不妊に悩まされている。その半分は男性側要因で、その多くを原因不明

の精子形成不全が占めているが、ヒトにおける Rosbin 相同遺伝子の存在からもこれが精子形成不全の責任遺伝子の

一つで、ある可能性が考えられる。本論文はこのような重要牲に関連のある新規の遺伝子を報告したものであり、学位

に値するものと認められる。
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