
 

45. 精原細胞維持･精子形成に関わる新たな分子機構の解明 

村雲 芳樹 

北里大学 医学部 病理学 

Key words：REV7，精子形成，プロモーター解析，結合蛋白，ヒストンメチル化 

緒緒  言言  
 

REV7 は、DNA 損傷トレランス、二本鎖切断修復などのDNA 修復機構に大きく関わり、細胞周期調節、遺伝子発

現にも関与する多機能蛋白であり、研究代表者らが精巣で特異的に高発現している新規蛋白として同定した［1，2］。
Rev7 ノックアウトマウスを樹立し解析した結果、雌雄ともに生下時から生殖細胞が完全に欠損していること、胎生初

期に始原生殖細胞がアポトーシスに陥り胎生中期までに完全に消失することが明らかになり、REV7は始原生殖細胞の

生存に必須であることを報告した［3］。精巣での精子形成におけるREV7 の重要性を明らかにするために、Rev7-flox
マウスを用いた研究を計画した。Rev7-floxマウスをUbc-Cre/ERT2マウスと交配してRev7flox/flox/Ubc-Cre/ERT2マウ

スを作製し、8 週齢にて tamoxifen を投与しRev7 を欠損させたところ、1 ヶ月後には精巣は著しく萎縮し、精細管内

の生殖細胞はほぼ完全に消失した（図1）。このことは、REV7が精巣の生殖細胞生存・精子形成に必須であることを示

している。Rev7 欠損後の精巣に生じる形態学的変化を詳細に解析した結果、tamoxifen 投与 1 週後から未分化型精原

細胞が徐々に減少し、少し遅れて精母細胞の減少が始まり、最終的に4週後にはほぼ全ての生殖細胞が消失した。また、

生殖細胞のアポトーシスの増加は認められなかったことから、Rev7 欠損により精原細胞の自己複製能が阻害され、精

原細胞が全て分化してしまい、4週後には全ての生殖細胞が枯渇したと考えられた。これらの結果から、REV7は生殖

細胞維持・精子形成において、非常に重要な役割を担っていると考えられるが、その作用機序については明らかになっ

ていない。 
本研究の目的は、個体の遺伝情報を次世代に伝える役割を担う精巣の生殖細胞において、生殖細胞維持・精子形成を

コントロールする新たな分子メカニズムを提唱することである。DNA 損傷応答、細胞増殖、遺伝子発現に関与する多

機能蛋白REV7に着目して、生殖細胞における役割と作用機序を明らかにする研究を遂行した。 
 

 

図1．Tamoxifen誘導性Rev7ノックアウトマウスの精巣 
Tamoxifen投与8週間後には精巣は著明に萎縮した。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．RReevv77欠欠失失にによよるる生生殖殖細細胞胞ででのの遺遺伝伝子子発発現現のの変変化化のの解解析析  

Tamoxifen誘導性にREV7をノックアウトできる遺伝子改変マウスを用いて、tamoxifen投与後5日目、7日目の精

巣と tamoxifen投与前の精巣（図2）からRNAを抽出し、cDNAマイクロアレイ解析により遺伝子発現プロファイリ

ングを行った。そして、パスウェイ解析により Rev7 欠損により影響を受けるパスウェイを明らかにした。その結果、

spermatogenesisパスウェイに属する遺伝子に発現低下を示すものが多く認められた。 
 

 
 

図2．Tamoxifen誘導性Rev7ノックアウトマウスの精巣でのRev7 mRNA発現 
Tamoxifen投与前と投与5日後の遺伝子改変マウスの精巣のパラフィン切片を用いて、

in situ hybridizationによりRev7 mRNA発現を調べ、Rev7がノックアウトされてい

ることを確認した。Scale bar：100μm。 
 

22．．生生殖殖細細胞胞ににおおけけるる新新規規RREEVV77結結合合蛋蛋白白のの同同定定  
精巣胚細胞腫瘍細胞株を用いて、BioID（近位依存性ビオチン標識）法により REV7 とともに REV7 結合蛋白を共

沈させ、共沈蛋白を質量分析にて網羅的に解析した。その結果、REV7結合蛋白が多数同定され、その中には既知の結

合蛋白が複数含まれており、実験方法は信頼できるものであると考えられた。同定された蛋白の中に、始原生殖細胞維

持と精子形成に重要な役割を担っていることが明らかになっている蛋白 A が含まれていたため、蛋白 A を発現する発

現ベクターを作製してHEK293T 細胞に発現させ、免疫沈降法により内因性REV7 蛋白との結合を検討した。その結

果、蛋白Aの免疫沈降によりREV7の共沈が確認でき、蛋白AとREV7は細胞内で相互作用していることが明らかに

なった。 
 

33．．RREEVV77遺遺伝伝子子ププロロモモーータターー解解析析  
ヒトREV7の生殖細胞特異的高発現のメカニズムを解明するため、ヒト精巣胚細胞腫瘍細胞株NEC8とヒト胎児腎

臓細胞株HEK293Tを用いてルシフェラーゼアッセイによるヒトREV7遺伝子プロモーター解析を行った。その結果、

REV7 プロモーター領域内に 2 カ所の転写活性化領域を同定した（図 3）。バイオインフォマティクスによりその領域

の転写因子結合配列を検索し、4 塩基の部位特異的欠損変異体を 4 カ所で作製して転写活性への影響を見たところ、   
1カ所の部位特異的欠損変異体で転写活性の低下を認めた。そして、その部位に結合する可能性がある転写因子Bの発

現ベクターを作製して細胞に強制発現させたところ、転写活性に変化が認められた。さらに、クロマチン免疫沈降法に

より転写因子BがREV7プロモーター領域に結合することを確認し、内因性のREV7の発現にも影響することを見い

だした。以上より、転写因子BはREV7遺伝子の発現を調節する転写因子の可能性があることを示した［4］。 
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図3．ルシフェラーゼアッセイによるREV7 プロモーター領域の解析 
REV7 プロモーター領域の欠損変異体を用いて、その領域の転写活性をルシフェラーゼアッセイによ

り解析した。右図は用いた変異体の領域、左は転写活性を示す。赤枠で示した領域は転写活性化領域。 
 
44．．精精子子形形成成不不全全患患者者のの臨臨床床検検体体ににおおけけるるRREEVV77発発現現のの検検討討  
男性不妊症患者の精巣生検検体を用いて、REV7蛋白発現を免疫組織化学染色にて評価した。そして、精原細胞にお

けるREV7 発現の低下とJohnsenスコアによる精子成熟度の関係を統計学的に解析した。その結果、精原細胞におけ

るREV7発現レベルは、精子成熟度と正の相関を示す傾向があることが明らかになった。 
 

55．．RReevv77欠欠失失にによよるるエエピピゲゲノノムム制制御御へへのの影影響響のの解解析析 
REV7は始原生殖細胞のエピゲノム制御への関与が報告されているため［5］、tamoxifen投与後の遺伝子改変マウス

の精巣を用いて、生殖細胞の生存に関係するヒストンメチル化への影響を解析した。H3K9me2、H3K9me3、
H3K27me3 についてRev7 欠失後の経時的な変化をwestern blotting により解析したところ、tamoxifen 投与後1 週

間でH3K9me2の増加、H3K9me3の減少が認められた。H3K27me3には影響は認められなかった。 
 

考考  察察  

 
本研究により、REV7は精巣における精子形成に必須の蛋白であることが明らかになった。その作用機序として、本

研究の結果から REV7 欠損によりヒストンメチル化に影響を及ぼし、その結果、精子形成が障害される可能性が考え

られる。また、精子形成に重要な働きをしている蛋白 A との相互作用が明らかになったことから、REV7 の欠損が     
蛋白 A の機能に影響を及ぼしている可能性も考えられる。また、REV7 発現をコントロールする転写因子として、始

原生殖細胞生存に必須である蛋白B が同定されたことから、REV7 が蛋白B の下流分子として重要な機能を担ってい

る可能性も考えられた。さらに、男性不妊症症例において、精原細胞におけるREV7発現が精子成熟度と関連を示した

ことから、REV7の発現低下が男性不妊症の原因になっている可能性も考えられた。今後のさらなる研究の進展により、

精巣における精子形成において、REV7の重要性とその作用機序が解明され、将来的に男性不妊症治療の分子標的とし

ての有用性も明らかになると考えられる。 
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