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緒　言

　ヒトの遺伝性疾患の中には、ほぼ 100 ％が父由来の孤発例で、父親の加齢に伴い子の発症率が指数関数的に上昇す
る、「父年齢効果」を示す一群の常染色体優性の疾患群がある。その一例が、FGFR2（線維芽細胞増殖因子受容体タイ
プ 2）遺伝子の点突然変異により軟骨形成不全を来す Apert 症候群である（図 1）。父年齢効果の原因には諸説あるが、
①精子幹細胞で変異が起こり、②変異を生じた精子形成幹細胞が、変異を持たない幹細胞に比して優位に増え、③年齢
とともに変異を持つ精子の割合が増加するという説が有力である１）。

図 1． Apert 症候群の示す父年齢効果
父親の年齢の増加に伴い、子における発症率が指数関数的に増加することがわかる２）。

　Apert 症候群の他にも、FGFR2 の異なる部位の点突然変異を原因とする Crouzon 症候群や Pfeiffer 症候群、FGFR3
の変異に起因する achondroplasia、Ret（GDNF 受容体）遺伝子の変異による RET 症候群などが父年齢効果を示すが、
いずれも、上記のメカニズムによるという仮説が提唱されている。しかし、実際に精巣内で起こっていると想定され
る、精子幹細胞間の競合の細胞学的･分子生物学的実態や、この突然変異が競合に与える影響など、これらの疾患が父
年齢効果を示すメカニズムは謎に包まれている。
　我々は、マウスを用いて継続する精子形成を支える幹細胞の実態とその動態の解明に取り組んできた。その結果、
GDNF の受容体を形成するコンポーネントの一つ、GFRα1 を発現する細胞が幹細胞として機能することを明らかにし
た。さらに独自に開発した生体内ライブイメージングやパルス標識法による GFRα1 陽性細胞の挙動の詳細な観測結
果を、数理モデリングを用いて解析した。その結果、正常（野生型）のマウス精巣において、幹細胞がお互いに競合関
係にあり、細胞集団のレベルで自己複製と分化のバランスを保って長期にわたる精子形成を維持していることが明らか
となった３-８）。これらの結果は、「正常の状態において、精子形成幹細胞集団はすでにダイナミックな競合状態にある」
ことを明確に示す。さらに、「通常の状態では優劣のない中立（neutral）な競合関係にある幹細胞の一部に、競合にわ
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ずかでも優位な変異が生じると、この幹細胞が優位にテリトリーを増やす」というシナリオが容易に想定できる。これ
は、まさに父年齢効果から想定される仮説と一致し、この分子細胞学的メカニズムに最も近いところに、我々は位置し
ていると考えている。
　本研究では我々の研究を発展させ、以下の目的を掲げた。すなわち、１）精子幹細胞が、何を、どのように競合しあ
っているのか？という分子メカニズムを解明すること、および、２）Apert 症候群など父年齢効果を示す疾患の変異
が、この競合に対してどのような効果を与えるのかを解明すること、である。

方　法

　本研究では、上記２つの目的に対して以下のような研究方法でアプローチした。
１．精子幹細胞が、何を、どのように競合しあっているのか？という分子メカニズムを解明する
　この目的に対しては、まず第一に、精子幹細胞が競合し合っている対象の実態を、遺伝学的な解析により解析した。
我々の精子幹細胞の動態解析より、競合の対象となる分子（あるいはそれに密接に関連する分子）の発現量が変化する
と、幹細胞（GFRα1 陽性細胞）の数が変化すること、その変化した幹細胞数で定常状態が生まれることが予測され
る。そこで、そのような表現型を示す変異体を検索した。

２．Apert 症候群など父年齢効果を示す疾患の変異が、この競合に対してどのような効果を与えるのかを解明する
　この目的のために、Apert 症候群の原因となる変異に相当する変異を人為的に、任意のタイミングで誘導できる遺伝
子改変マウスを作製することを目指し、そのための遺伝子座ををデザインし、第一段階として培養細胞を用いて開発を
進めた。

結果および考察

　本研究の結果、以下の結果を得た。
１．精子幹細胞が、何を、どのように競合しあっているのか？という分子メカニズムを解明する
　FGFR2 を活性化するリガンド分子の一つ（X とする）の変異体を解析したところ、X の遺伝子量と GFRα1 陽性細
胞数が正の相関を示した。しかも、これらの変異体マウスでは、長期間（一年弱）を通して GFRα1 陽性細胞の数（正
確には野生型に対する比）が不変であった（図 2）。この結果は、X が GFRα1 陽性細胞同士が競合する対象そのもの
である、あるいはそれと密接に関わる分子である、ということを強く示唆する。
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図 2． 遺伝子 X 変異体における精子幹細胞数（野生型に対する相対値）の長期間における変化
図に示したコピー数の遺伝子 X を持つ変異マウスにおける精子幹細胞数を、同齢の野生型との相対値で示す。
横軸は月齢。エラーバーは標準誤差を示す。（0 コピー：欠失変異ホモ接合体、1 コピー：同ヘテロ接合体、2 コ
ピー：野生型、3 コピー：野生型の 2 コピーに加えて、X 遺伝子座を含む人工染色体を１コピーもつトランスジ
ェニックマウス）幹細胞数が遺伝子 X のコピー数に相関することが観察された。一方、長期間にわたってホメ
オスタシスが維持され、幹細胞が枯渇したり異常に蓄積したりすることは観察されなかった。

　GFRα1 陽性細胞が X を競合し合う、という考え方を反映した単純な数理モデルを構築し、in silico での挙動を解析
した。その結果、上記その他の X 変異体の表現型が、このモデルによって説明することができた（一例を図 3 に示す）。
このことは、「X を対象とした競合が幹細胞のダイナミクスを規定している」という仮説を支持するものである。

図 3． 遺伝子 X の量が変化した変異体における精子幹細胞数のシミュレーション
我々の数理モデルにおいて、一定の幹細胞数の定常状態に収束すること、その時の幹細胞数は、遺伝子 X の量
に相関すること、が予測された。これは、図２に示す実験結果を良く再現した。時間はコンピュータ上の任意の
値。本図で用いた初期条件以外の任意の初期条件からでも、同様の定常状態に収束した。

　この数理モデルはまた、「X をめぐる競合に優位な変異を起こした幹細胞が存在すると、時間経過とともに優位にテ
リトリーを拡大する確率が上昇する」ことを予言した。
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２．Apert 症候群など父年齢効果を示す疾患の変異が、この競合に対してどのような効果を与えるのかを解明する
　CRISPR/Cas9 システムを用いてマウス Fgf2 遺伝子に Apert 型の変異を任意に導入できるように改変する手法の開
発を進めた。種々の検討を行ったのちに、線維芽細胞株を用いて予備的な遺伝子座改変を試みた。これは、マウス作製
の予備実験の意味を持つとともに、変異線維芽細胞株を用いて FGFR2 受容体の機能を詳細に解析することを目的とし
ている。デザイン通りの改変遺伝子座が作出されたことがゲノム PCR によって示されたものの、その作出頻度は大変
低いことが明らかとなった。そこで、当初の計画の通り CRISPR/Cas9 法を用いたマウス作出と並行して、ES 細胞を
用いたマウスの作出をともに試みることに計画を変更し、現在進行している。
　以上本研究では、精子幹細胞が競合している対象の分子的実体の有力候補を同定し、その競合によって幹細胞集団が
維持されるダイナミクスを数理モデルによって理解することに成功した。Apert 型変異導入実験系の開発が、効率が予
想以上に低いことで計画通りには進んでいないが、着実に進行した。本研究の結果を基盤として、生理的状態における
精子幹細胞の制御機構、特にその競合メカニズムの解明が進展するとともに、今まで謎に包まれていた父年齢効果のメ
カニズムが解明されることが期待される。
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