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緒　言

　精子形成細胞は放射線照射に敏感な組織であり，放射線に照射された個体は容易に妊孕能を失う. しかし，照射が低
線量であった場合は残存した精子幹細胞の自己複製分裂により妊孕能を復活する. 精子幹細胞の放射線感受性を担う
分子機構については未だ未解明の問題が多く残されている. 例えば，DNA ダメージへの応答において重要な役割を担
う p53 は精子幹細胞の生存には関与しないと報告されている 1-3). また，DNA 修復についても体細胞とは異なる分子機
構を有しているとの報告もある 4). しかしながら，従来の研究では精子幹細胞がその形態を基礎に同定されており，そ
のために正確に幹細胞を同定できていない点，および生殖細胞周囲の組織へ及ぼす放射線の影響が無視されている点が
問題であると我々は考え，これらの問題を克服するために，本研究では機能的なアッセイ法である精子幹細胞移植法な
らびに培養精子幹細胞である Germline Stem (GS) 細胞の培養系という２つの新たな実験手法を用い，精子幹細胞にお
ける DNA ダメージ応答の分子機構の解析を行った.

方　法

　マウス GS 細胞は野生型および p53 knockout (KO) マウスから常法により樹立された 5). 全ての遺伝子 Knockdown
(KD) は Open Biosystem から購入された shRNA を発現するレンチウイルスを感染させることにより行われた. p53
KO マウスは相沢慎一博士，DR5 KO マウスは A. Winoto 博士，Trp53inp1 KO マウスは A. Carrier 博士より供与され
た. 細胞移植については輸精管への注入法により行われた.

結　果

　まず，p53 の関与について精子幹細胞移植法を用いて検討を行った. 蛍光を発する p53 KO マウス精巣を放射線照射
した後にトリプシンにより細胞をばらし，不妊処理を行ったマウスの精巣にマイクロインジェクションを行い，移植後
２ヶ月後にコロニー数を UV 照射下でカウントした. コロニー数を野生型と比較すると，p53 KO マウスの精巣には幹
細胞活性を保つ細胞が多く含まれていることが明らかとなった. 同様に野生型 GS 細胞よりも p53 KO GS 細胞は放射
線耐性能が高いことも確認された. これらの結果は p53 が精子幹細胞の生存に関与することを示す.
　次に我々は GS 細胞を用い p53 による放射線照射後の細胞死制御メカニズムの解析を試みた． p53 は内因性経路と
外因性経路という二つの異なる経路を用いて細胞死を引き起こす．まず内因性経路について，細胞死関連分子とされる
BH3-only family 蛋白質 に属する遺伝子群の KD 後に GS 細胞における放射線感受性を調べたところ，Puma を KD し
たときにのみ GS 細胞が多く生き残ることが明らかとなった．この結果は Puma が p53 の下流として細胞死を誘導し
ている可能性を示唆していた．しかしながら，GS 細胞の中には精子幹細胞は 1-2%しか含まれていないことから，Puma
を KD された GS 細胞中に含まれている精子幹細胞の存在の確認を移植アッセイにより試みた．
　移植後２ヶ月でドナー細胞由来のコロニー数を評価すると，Puma を KD された GS 細胞は対照群に比べ移植後のコ
ロニー形成能が著しく低下していることが分かった．従って，この移植実験の結果は幹細胞の性質を持たない分化決定
した細胞の生存に Puma が関与することを示唆した（図 1）．
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図 1． 放射線照射された GS 細胞における遺伝子 KD の影響.
A) 移植された精巣. 移植細胞は蛍光を発している．inset: 減数分裂マーカーである SYCP3 による免疫染色像.
B) 精巣に生じたコロニー数. Scale bar: 1 mm. Error bar: SE. Asterisk: p < 0.05.

　これらの GS 細胞を用いた実験はマウス胎児線維芽細胞上で行われたものであったが，GS 細胞をラミニン上で培養
し放射線照射を行うと，線維芽細胞との共培養時より放射線感受性が低下する. この観察から我々は GS 細胞の細胞死
には細胞死の外因性経路も寄与するのではないかと考えた. そこで培養上清に含まれる細胞死を誘導する候補分子を
Enzyme-linked immunosorbent assay により調べたところ，TRAIL が多く含まれていることが判明した. 更に GS 細胞
は放射線照射により p53 依存性に TRAIL の受容体である DR5 を発現することも Real-time polymerase chain
reaction の結果から明らかとなった. DR5 を GS 細胞で KD すると放射線照射しても移植アッセイ後の幹細胞の生存が
亢進したことから DR5 は精子幹細胞の生存に関与することが確認された.生殖細胞の欠損した Kit 変異マウスにおい
て放射線照射後に TRAIL の発現が増強することから，体細胞，恐らくは精細管内に存在するセルトリ細胞が TRAIL
を発現し，生殖細胞で発現される DR5 に結合する結果，精子幹細胞の細胞死が誘導されることが示唆された.
　最後に p53 が DR5 を誘導する分子機構ついての解析を行った. 我々は放射線照射により活性酸素の濃度が上昇して
くることに着目した. p53 には抗酸化活性があることから，p53 の下流であり抗酸化活性を持つ Trp53inp1 が DR5 の発
現誘導に関与するのではないかと我々は考えた 6). 実際に GS 細胞では Trp53inp1 を過剰発現すると DR5 の発現を誘
導するのみならず，Trp53inp1 を KD することにより GS 細胞の放射線感受性が低下した. 両遺伝子の KO マウスを用
いた解析を行った結果，生体内の精子幹細胞も放射線に対してより抵抗性を持つことが確認された（図 2）．
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図 2． 放射線照射された DR5 および Trp53inp1 KO マウスの精子幹細胞活性.
A) 移植された精巣. 移植細胞は蛍光を発している. B) 精巣に生じたコロニー数. Scale bar: 1 mm. Error bar: SE.
Asterik: p < 0.05.

　両遺伝子の KD は放射線のみならずシスプラチンやマイトマイシン C による抗癌剤による細胞死についても精子幹
細胞の生存を促進した.

考　察

　私たちは GS 細胞の培養により周囲細胞の影響を取り除くのみならず移植実験による機能的解析を利用することで，
p53 が精子幹細胞の細胞死に関与することを明確に示すことができた. 更に従来の報告では Puma が精子幹細胞の細胞
死に関わるとされていたが 7)，我々の実験結果から Puma は分化決定された精原細胞の細胞死に関わっており，精子幹
細胞においては外因性経路である p53-Trp53inp1-DR5 経路が関与していることが示された 8). Puma は体内の様々な組
織幹細胞の放射線照射による細胞死に関与すると報告されているが 9)，精子幹細胞はこれらの体細胞組織の幹細胞とは
異なったメカニズムにより細胞死を起こすのではないかと予想される.
　近年の悪性腫瘍治療法の進展により小児がんの７割以上の患者が５年以上生存する. その結果，現在では 20 代の若
者の 500 人に一人が小児がん経験者である. しかし一方で，治療の副作用により生存者の約３割が不妊症となることが
知られている. 成人の場合は，精子保存法を用いて精子凍結を行うことが可能であるが，未成熟な小児の場合には精子
を回収することができず，悪性腫瘍の治療による不妊症は深刻な問題となっている 10). しかしながら，精子幹細胞は小
児の精巣にも存在することから，悪性疾患の治療時にこの細胞を保護すれば妊孕性を維持することができる可能性があ
る. 我々の報告にある通り，p53-Trp53inp1-DR5 経路は放射線照射や抗癌剤に対する精子幹細胞の生存に関わる重要な
経路であることから，この経路を操作することで精子幹細胞の生存を保護することができれば将来的には男児患者の妊
孕性保護に役立つことが期待される.
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