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略語 

NANOG：Nanog homeobox 

POU5F1：POU class 5 homeobox 1 

OTX2：Orthidenticle homeobox 2 

TDRD1：tudor domain containing 1 

PIWIL2：Piwi-like RNA-mediated gene silencing 2 

DNMT3L：DNA methyltransferase 3 like 

NANOS2：nanos C2HC-type zinc finger 2 
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DND1：DND microRNA-mediate repressor inhibitor 1 

NMD：Nonsense-mediated mRNA decay 

NANOS3：nanos C2HC-type zinc finger 3 

PCR：polymerase chain reaction 

Tris：tris(hydroxymethyl)aminomethane 

EDTA：Ethylenediaminetetraaceticacid 

Taq：Thermus aquaticus 

APS：Ammonium Peroxodisulfate 

TEMED：N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 

SDS：Sodium Dodecyl Sulfate 

Tween20：Polyoxyethylene(20) Sorbitan Monolaurate 

EtBr：Ethidium bromide 

DMEM：Dulbecco’s modified Eagle Medium 

BSA：Bovine Serum Albumin 

HBSS：Hanks’ Balanced Salt Solution 

NBC：Newborn Calf Serum 

FOXP3：Forkhea box P3 

BCIP/NBT：5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphate/Nitroblue Tetrazolium 

HRP：Horseradish Peroxidase 

dNTP：Deoxynucleotide Triphosphate 

PLZF：Promyelocytic leukemia zinc finger 

AP：Alkaline phosphatase 

TAE：Tris acetate EDTA 

TBE：Tris borate EDTA 

LSB：Laemmli Sample Buffer 
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TBS：Tris-Buffered Saline 

DAPI：4’,6-diamidino-2-phenylindole 

PEI：polyethylenimine 

PAGE：Poly Acrylamide Gel Electrophoresis 

HE：Hematoxylin Eosin stain 

PFA：Paraformaldehyde 

CCD：Charge Coupled Devices 

LIF：Leukemia Inhibitory Factor 

bFGF：basic Fibroblast growth factor 

KI67：Marker of proliferation Ki67 

GFP：Green fluorescent protein 

DAZL：Deleted in azoospermia like 

SYCP3：Synaptonemal complex protein 3 

IgG：Immunoglobulin G 

KSR：Knockout serum replacement 

CAT：Chloramphenicol acetyltransferase 

PE：Proximal enhancer 

FACS：Fluorescent activated cell sorting 

7-AAD：7-Amino Actinomycin D 

cDNA：complementary DNA 

RPM：Read per million 

PCA：Principle component analysis 

DAVID：Database for annotation visualization and integrated discovery 

cKO：conditional Knockout 

flox：loxP flanked 
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SCF：Stem cell factor 

FSC：Forward scatter 

SSC：Side scatter 

SOX3：SRY-box transcription factor 3 

LEFTY1：Left-right determination factor 1 

FGF5：Fibroblast growth factor 5 

DEG：Differentially expressed gene 

SYCE2：Synaptonemal complex central element protein 2 

SPO11：SPO11 inhibitor of meiotic double stranded breaks 

MEIOB：meiosis specific with OB domains 

MEIKIN：Meiotic kinetochore factor 

TGF-β：Transforming growth factor β 

miRNA：microRNA 
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第一章 序論 

1-1 精巣胚細胞腫瘍について 

胚細胞腫瘍は胚細胞（生殖細胞）に由来する腫瘍である。発症率は 10万人に 2~3 人程度と稀で

はあるものの、小児期（0-14歳）や思春期・若年期（15-39歳）においては最も罹患率の高い疾患

の一つであり、本疾患への罹患は本邦における重要な課題である 1。発症部位は、縦隔・後腹膜・

仙骨部・脳・性腺など様々であるが、その中でも精巣に発症するものは精巣胚細胞腫瘍と呼ばれ

る。しかしながら、生殖細胞が精巣内で腫瘍化する分子メカニズムの詳細は未だに不明である。 

マウスにおいてよく観察される精巣胚細胞腫瘍として、精巣奇形腫瘍（精巣テラトーマ）が挙

げられる。精巣テラトーマは内胚葉・中胚葉・外胚葉の様々な組織・器官の混在する腫瘍であり、

ヒト乳幼児において最も多い精巣胚細胞腫瘍の一つである 2。これまでの研究からこの腫瘍は、胎

生期の生殖細胞が精細管内で多能性細胞マーカーNANOG・POU5F1（OCT3/4）・OTX2を発現する

Teratoma Precursor（TP）細胞に転換した後に、様々に分化することで発症すると考えられている。

したがって、胎生期の生殖細胞が TP細胞へと転換する分子メカニズムを明らかにすることで、精

巣胚細胞腫瘍発症機構の一端を明らかにできると考えられる。 

 

1-2 マウスにおける生殖細胞の発生と精巣テラトーマの発症について 

マウスの生殖細胞は、胎生 7.5日目（Embryonic day 7.5；E7.5）頃に、胚体外でエピブラストと

呼ばれる多能性細胞から数十程度の細胞集団として生じ、将来の生殖巣へと分裂しながら胚の中

を移動する（図 1：生殖細胞発生、移動増殖）。E11.5 頃に胎仔精巣に到達すると、生殖細胞は体

細胞からのシグナルを受けて雄性分化を開始して精子へと分化する（図 1：生殖巣へ到達、雄性

分化）3。すなわち、多能性関連遺伝子 Nanog・Oct3/4・Sox2の発現減少・G1/G0 期における細胞

周期の停止・Tdrd1, Piwil2, Dnmt3lなどの雄性生殖細胞に特徴的な遺伝子の発現上昇といった数々

の変化が引き起こされる 4,5。このような生殖細胞の雄性分化において、RNA 結合タンパク質

NANOS2 が重要な役割を担うことが知られている 6,7。これまでの研究により TP 細胞は、NANOS2

を発現せずに雄性分化不全が認められる未熟な生殖細胞から出現することが明らかとなっている
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（図 1：雄性分化不全）8。しかし、このような未熟な生殖細胞が生じる原因や、これらが TP 細

胞へと転換するメカニズムは未だに不明である。 

 

図 1 生殖細胞の発生と精巣テラトーマの発症について 

生殖細胞は、E7.5 頃に胚体外で発生した後、胚の中を移動しながら増殖する。その後、生殖巣に

到達すると体細胞からシグナルを受けると雄性分化を開始し、やがて精子へと分化する。一方、

NANOS2 を発現しない生殖細胞の中から生じた TP細胞は、生後に精巣テラトーマを発症する。 

 

1-3 マウスにおける精巣テラトーマ研究の歴史について 

TP 細胞の発生メカニズム解明のために、1954 年に Leroy C. Stevens らによって開発された 129

系統マウスは有用なツールといえる 9。129系統は精巣テラトーマを高確率で発症するマウス系統

であり、通常マウスにおける精巣テラトーマの発症は数万匹に 1 匹程度の割合であるのに対し、

129 系統においてはその確率が 1-7%にまで上昇する（表 1）。さらに、Stevensは 129/terSv という

129 の亜系統において、32%もの確率で精巣テラトーマを発症することも 1973 年に報告した 10。

129/terSvについては、野口武彦・野口基子博士らにより詳細な解析が行われた。野口らは、Ter が

単一遺伝子の変異であるという仮定の下、Terをヘテロで持つ変異体（+/Ter）、ホモで持つ変異体

（Ter /Ter）や野生型マウス（+/+）を区別する方法を確立して交配実験を行い、各々の遺伝型にお

ける表現型解析を行った 11。この実験により、+/Terは精巣テラトーマの発症率を野生型の 1.4%か



7 

 

ら約 17%へ、Ter /Terにおいては 90%以上にまで上昇させることが明らかとなった（表 1）。さら

に、Ter /Terにおいては移動期から生殖細胞が著しく失われ、精巣テラトーマを発症しない個体に

おいては精巣が矮小化していた 12。一方で、C57BL/6J（BL6）・LTXBJ・C3H/HeJのような 129以

外のマウス系統においては、Ter /Terであっても精巣テラトーマを発症せずに生殖細胞が減少する

のみであった 13。このように Ter変異体は、生殖細胞が TP 細胞へと転換するメカニズムを研究す

る上で有用であると考えられる。一方で、129系統由来の遺伝的な要因が精巣テラトーマの発症を

促進することは明らかではあるが、その実体は未だに不明である。 

 

表 1 129系統と Ter変異体における表現型のまとめ 

 野生型 +/Ter Ter/Ter 

129 系統 
精巣テラトーマ発症 

1-7% 

精巣テラトーマ発症 

約 17% 

・精巣テラトーマ発症 

90%以上 

・移動期から生殖細胞減少 

・精巣の矮小化（テラトー 

マを発症しない場合） 

129 以外 

の系統 

精巣テラトーマ発症 

約 0.0001% 

 ・移動期から生殖細胞減少 

・精巣の矮小化 

 

1-4  DND1と精巣テラトーマ発症の関係について 

Terの実体解明に向けた研究も行われてきた。具体的には、連鎖解析を中心とした手法により Ter

が存在するゲノム領域の絞り込みが行われ、2005 年には Dnd1 遺伝子の 3 番目のエキソン上に点

変異が発見された 14-16。この点変異は、Dnd1 遺伝子上に未成熟ストップコドンを生じさせて null

変異を引き起こすと考えられている。しかし一方で、別の研究により Dnd1 遺伝子を欠失させた

Dnd1KOマウスが作製され（図 3B）、Dnd1Ter/Terにおける精巣奇形腫瘍の発症率が Dnd1Ter/KOにおい

て減少すると共に、Dnd1KO/KO マウスは胚性致死であることが示された 17。このことから、Ter に

より DND1 の短いタンパク質 DND1Terが生じ、これが発現量に依存して精巣テラトーマの発症を

促進することが示唆されている。このように、Ter変異体が null変異体なのか、DND1の短いタン

パク質 DND1Terを生じる変異体なのかは議論の余地が残されている（図 2）。 
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図 2 Ter変異の詳細について 

Terは、Dnd1遺伝子のエキソン 3に生じた点突然変異である。しかし、mRNAへと転写された後

に NMD によって null 変異を生じるのか、未成熟終止コドンまでが翻訳された短いタンパク質

DND1Terが生じるのかは不明である。 

 

1-5 Dnd1と Nanos2・Nanos3について 

これまでの研究により、DND1 と in vivo で結合するタンパク質として、RNA 結合タンパク質

NANOS2と NANOS3が知られている 3,18。このうち、NANOS2は胎仔精巣に到達した生殖細胞に

発現し、DND1と結合して生殖細胞の雄性分化を促進することが知られている 3。一方で、NANOS3

は移動期の生殖細胞に発現し、その欠損マウスは Dnd1 欠損マウスと同様に移動期に生殖細胞が

減少して不妊となる 19。さらに、Nanos2や Nanos3欠損マウスは、129系統マウスにおいて精巣テ

ラトーマが発症することも明らかとなっている 20,21。このように、Nanos2や Nanos3は生殖細胞の

発生において Dnd1と関連の深い遺伝子であることが明らかとなっているが、生殖細胞が TP 細胞

へと転換する現象の制御においても相互作用するかは不明である。 

 

1-6 当論文の目的 

以上から、当研究においては、DND1 と精巣テラトーマ発症の関係を解明することを目指す。
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そのために、以下の①～③の 3点について解析を行う。まず、①当研究室により作製された Dnd1-

KO マウスと Ter 変異体の表現型を比較することにより、Ter 変異体が Dnd1 の null 変異であるの

か、短いタンパク質 DND1Terを生じる変異体なのかを明らかにする。そして、②生殖細胞が TP細

胞へと転換する現象におけるDnd1とNanos2やNanos3の相互作用の有無を検証するために、Dnd1

と Nanos2や Nanos3 との遺伝的相互作用の解析を行う。最後に、③Dnd1条件付き欠損マウスを利

用して精巣奇形腫瘍を発症させる実験系を報告する。これにより、特定の発生ステージにおける

Dnd1 の機能が TP 細胞への転換に重要であるとともに、129 系統を利用せずに精巣奇形腫瘍の発

症機構を解析できることを示す。 

当論文は五章から構成されており、各章の概要は以下の通りである。 

 

・第一章 序論 

本章においては、まず、129系統マウスが精巣テラトーマの研究に有用であることを述べた。さ

らに、精巣テラトーマを高確率で発症する遺伝子変異 Terについて述べ、これが Dnd1遺伝子上に

生じた点変異であることから、DND1 の機能を解析する必要性があることを示した。一方で、こ

の変異が DND1 の発現に与える影響が不明であることも説明した。そして、生殖細胞の発生にお

ける Dnd1 と Nanos2 や Nanos3 の重要性を述べた上で、これらの相互作用と精巣テラトーマの関

係性は不明であることを示した。最後に、当論文の目的について述べた。 

 

・第二章 Terは Dnd1の null変異を引き起こす 

本章においては、Ter変異体が Dnd1の null変異体であることを示した。そのために、当研究室

により作成された Dnd1欠損マウスと Ter変異体の表現型比較を行い、両者の表現型が酷似してい

ることを述べた。そして、Ter 変異体の胎仔精巣を用いて western blot を行い、DND1 の短いタン

パク質 DND1Terが検出されないことも示した。一方で、当研究室により作成された Dnd1欠損マウ

スと Ter変異体において異なる表現型も観察された。そこで、以前の研究で Dnd1欠損マウスが胚

性致死となる表現型が観察されたことも含めて、その原因について考察した。 
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・第三章 Nanos2と Nanos3は Dnd1 と協調的に精巣テラトーマの発症を制御する 

 本章においては、Nanos2 や Nanos3が Dnd1と協調して精巣テラトーマの発症を制御することを

示した。そのために、Nanos2や Nanos3と Dnd1のダブル欠損マウスを作製し、精巣テラトーマの

発症率が相乗的に上昇することを示した。 

 

・第四章 Dnd1条件付き欠損マウスを利用した精巣テラトーマ発症機構の解析 

本章においては、生殖細胞の移動期における DND1 の機能が、精巣テラトーマの発症に重要で

あることを示した。そのために、薬剤投与依存的に Dnd1遺伝子を欠損させることができるマウス

を利用し、各発生ステージにおける Dnd1 の欠損が精巣テラトーマの発症率を調べた。そして、

DND1 を失った生殖細胞について免疫染色や次世代シーケンス解析を行い、TP細胞に転換する前

の生殖細胞について詳細に解析を行った。また、この実験系は Ter変異体を利用しないことから、

129 系統の遺伝的背景を解明する手掛かりとなることが示唆された。 

 

・第五章 総括 

 本章においては、当研究を総括し、考察および今後の展望について述べた。 
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第二章 Ter は Dnd1 の null変異を引き起こす 

 

2-1 緒言 

序論で述べた通り、Terの実体は Dnd1遺伝子のエキソン 3に生じた点変異であることが明らか

となっている。しかしながら、この変異により Dnd1の null変異体を生じるのか、DND1 の短いタ

ンパク質 DND1Terを生じるのかは議論になっており、Dnd1と精巣テラトーマの関係は未だに不明

である。 

本章においては、当研究室によって作製された Dnd1 欠損マウスを 129、BL6、MCH（ICR）系

統に戻し交配し、Ter変異体と同様の表現型（表 1）が観察されるかを検証する。また、当研究室

により作製された抗 DND1 抗体 3を利用して western blot を行い、Ter 変異体の胎仔精巣において

DND1Terが検出されるかを確認する。これにより、Ter 変異体が Dnd1 の null 変異体であることを

示す。一方で、Dnd1+/Δ雄マウスは、129 系統の遺伝的背景において早期に不妊となる表現型が観

察されることを示す。この表現型は、Ter変異体において観察されなかったため、その原因につい

ても論ずる。 

 

2-2 結果 

 

2-2-1 Dnd1Δ/Δマウスはメンデル比で産まれるとともに、129系統では精巣テラトーマの発症を引

き起こす 

まず、当研究室により作製された Dnd1-Δアリルをホモで持つ Dnd1Δ/Δマウスが胚性致死となる

かを、遺伝子型の分離比の解析を行うことで確かめた。その結果、BL6、MCH、129系統全てにお

いて、Dnd1Δ/Δマウスがメンデル比に従って得られることが明らかとなった（表 2）。このように、

Dnd1Δ/Δマウスが胚性致死となる証拠は得られなかった。 

続いて、Dnd1-Δアリルが精巣テラトーマの発症に与えるか否かを解析した。そのために、精巣

テラトーマ発症有無の判定を行った（図 4A、表 3）。その結果、129 系統における精巣テラトー

マの発症率は野生型で 4.2%であるのに対し、Dnd1+/Δでは 28.8%、Dnd1Δ/Δ では 92.6%と有意に上
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昇した。一方、MCH 系統においては Dnd1Δ/Δで約 10%の確率で精巣テラトーマを発症したことか

ら、MCHは精巣テラトーマの発症において低感受性な系統であることが示唆された。また、BL6

系統においては、どの遺伝子型においても精巣テラトーマの発症を確認することができなかった。

このように、129 系統以外ではほとんど精巣テラトーマを発症しなかった。129 系統における

Dnd1+/Δと Dnd1Δ/Δマウスの精巣テラトーマ発症率が Dnd1+/Terと Dnd1Ter/Terマウスと同程度であっ

たことに加え、その他の系統ではほとんど発症しないことは以前の研究結果と同様であった

9,11,17,22。 

Dnd1Δ/Δマウスが胚性致死とならないことは Dnd1Ter/Terと同様であり、Dnd1-Δマウスにおける精

巣テラトーマ発症率も Ter変異体と同程度であった。 

 

表 2 遺伝子型の分離比の解析結果 

遺伝子型の分離比の解析結果 

 Dnd1の遺伝子型 

合計 χ2 p-value 

 

+/+ +/Δ Δ/Δ 

BL6 46 82 43 171 0.39 0.82 ns 

MCH 93 171 97 361 1.09 0.58 ns 

129 102 178 95 375 1.22 0.54 ns 

Dnd1+/Δの雄と雌マウスを交配して仔の遺伝子型を調べた。 

*ns：not significantly changed. 
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図 3 Dnd1変異ゲノムの概要 

(A) Dnd1の野生型アリル。 

(B) Zechel J, et al.17において作成された Dnd1欠損アリル。 

(C) Terアリル 14。 

(D) Suzuki et al.3において作成された Dnd1-floxアリル。 

(E) Suzuki et al.3において作成された Dnd1-Δ アリル。 
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図 4 Dnd1欠損マウスにおける精巣テラトーマの発症例 

(A) 4週齢の 129系統マウスにおけるDnd1+/ΔとDnd1Δ/Δにおける精巣テラトーマの発症例。Dnd1+/Δ

では、右側の精巣のみが腫瘍を発症しており、Dnd1Δ/Δ では、両側の精巣が腫瘍を発症してい

る。スケールバー：5mmを示す。 

 

表 3 精巣テラトーマ発症有無の判定の結果 

精巣テラトーマ発症有無の判定の結果 

BL6 

Dnd1の遺伝子型 合計 左側 右側 両側 

+/+ 0% (0/32) - - - 

+/Δ 0% (0/36) - - - 

Δ/Δ 0% (0/20) - - - 

MCH 

Dnd1の遺伝子型 合計 左側 右側 両側 

+/+ 0% (0/47) - - - 

+/Δ 0% (0/85) - - - 

Δ/Δ 10.2% (6/59) 5.1% (3/59) 1.7% (1/59) 3.4% (2/59) 

129 

Dnd1の遺伝子型 合計 左側 右側 両側 

+/+ 4.2% (4/97) 3.1% (3/97) 1.0% (1/97) - 

+/Δ 28.8% (42/146) 14.4% (21/146) 7.5% (11/146) 6.8% (10/146) 

Δ/Δ 92.6% (50/54) 9.3% (5/54) 20.4% (11/54) 63.0% (34/54) 

Dnd1+/Δの雌マウスと、Dnd1+/Δもしくは Dnd1+/+の雄マウスを交配して精巣テラトーマの発症

率を調査した。 

*Fischerの正確性検定：MCH-Dnd1+/ΔとMCH-Dnd1Δ/Δ, p=0.00404、129-Dnd1+/Δと 129-Dnd1Δ/Δ, 

p=2.2E-16、129-Dnd1+/+と 129-Dnd1+/Δ, p=5.28E-7 
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2-2-2 Dnd1+/Δマウスは精子形成に異常が起こる 

続いて、Dnd1-Δアリルが精子形成に与える影響を解析することにした。 

そのために、まず、4週齢の雄マウスについて、Dnd1+/+、Dnd1+/Δ、Dnd1Δ/Δにおける精巣重量と

体重の比の計測を行った。その結果、全てのマウス系統において、Dnd1+/Δマウスの体重に占める

精巣重量の割合は野生型に比べて有意に減少し、Dnd1Δ/Δにおいては野生型や Dnd1+/Δに比べて有

意に減少していた（図 5A-D）。 

さらに、精巣切片の HE染色を行うと、Dnd1+/Δでは精子形成に異常が生じている精細管が観察

され、Dnd1Δ/Δにおいては生殖細胞を観察することができなかった（図 5E-M）。Dnd1+/Δにおいて

異常な精細管の割合測定を行ったところ、全ての系統で野生型に比べて割合が上昇したが、129系

統では上昇幅が特に大きかった（図 5N-P）。このように、Dnd1-Δをホモで持ったマウスは生殖細

胞が消失し、ヘテロで持っても精子形成に異常をきたすことが明らかとなった。 

このように、Dnd1-Δアリルが精子形成に与える影響は、Dnd1-Terアリルとよく似ていることが

明らかとなった 11。 
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図 5 Dnd1欠損マウス精巣の組織学的解析 

(A－C) 各系統における Dnd1 欠損マウス精巣の代表的な写真。それぞれ、(A) BL6、(B) MCH、(C) 
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129 系統の写真を示す。(D) 各系統における Dnd1の遺伝子型を横軸に、精巣重量と体重の比を縦

軸に示した箱ひげ図。***：p<0.001 (studentの t検定) (E-M) 各系統における Dnd1欠損マウス精

巣切片の HE 染色。(E, F, G) BL6、(H, I, J) MCH、(K, L, M) 129系統、(E, H, K) Dnd1+/+、(F, I, L) 

Dnd1+/Δ、(G, J, M) Dnd1Δ/Δの写真を示す。アスタリスクは異常な精細管を示す。各写真に拡大写真

が埋め込まれている。(N－P) 遺伝子型を横軸に、異常な精細管の割合を縦軸に示した棒グラフ。

(N) BL6、(O) MCH、(P) 129 系統のグラフを示す。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。*：

p<0.05、**：p<0.01、***：p<0.001 (Studentの t検定)。スケールバー：5mm (A) は B, Cと共通、

200μm (E) は F－Mと共通。 

 

2-2-3 Dnd1Δ/Δマウスは卵形成に異常が起こる 

次に、Dnd1-Δ アリルが卵形成に与える影響を解析することにした。 

そこで、雌マウスについて卵巣の観察を行った。その結果、どの系統においても Dnd1Δ/Δにおい

て卵巣が著しく小さくなっていたが、Dnd1+/Δにおいては精巣とは異なり見た目に大きな差は観察

されなかった（図 6A-C）。さらに、129系統では、他の系統に比べて Dnd1Δ/Δの卵巣が大きいよう

に見えた（図 6C）。 

また、卵巣の HE 染色を行うと、BL6 やMCH 系統では卵がほとんど観察されなかったが、129

系統では他の 2系統に比べて多くの卵が残っていた（図 6D-L）。また、Dnd1Δ/Δ雌マウスの産仔数

計測を行ったところ、どの系統においても野生型と Dnd1+/Δで大きさの差は観察できなかった（図 

6M）。一方、Dnd1Δ/Δにおいて MCH や BL6系統では産仔を得ることができなかったが、129系統

においては野生型や Dnd1+/Δに比べて少ないものの、産仔を得る事ができた。 

以上の結果より、Dnd1-Δアリルが卵形成に与える影響は、Dnd1-Terアリルとよく似ていること

が明らかとなった 11。 
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図 6 Dnd1欠損雌マウスの卵巣と産仔数の解析 

(A－C) 各系統における Dnd1 欠損マウス卵巣の代表的な写真。それぞれ、(A) BL6、(B) MCH、(C) 

129 系統の写真を示す。(D－L) 各系統における Dnd1 欠損マウス卵巣切片の HE 染色。BL6  (D, 

E, F)、MCH (G, H, I) 、129系統 (J, K, L)、Dnd1+/+ (D, G, J)、Dnd1+/Δ (E, H, K)、Dnd1Δ/Δ (F, I, L)の

写真を示す。各写真に拡大写真が埋め込まれている。(M) 縦軸に 1 回あたりの産仔数、横軸に遺

伝子型を示した棒グラフ。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。青色：BL6、オレンジ色：

MCH、灰色：129系統を示す。スケールバー：5mm (A) は B, Cと共通、200μm (D) は E－L と共

通。 

 

2-2-4 129系統の Dnd1+/Δマウスは精子数の減少や精子の機能に不全があり、やがて稔性が著しく

低下する 

続いて、Dnd1-Δアリルと Dnd1-Terアリルが引き起こす表現型に差があるかを解析した。 

Dnd1-Δアリルがマウス個体に与える影響を調べる過程で、Dnd1+/Δの雄マウスにおいて、BL6や

MCH 系統においては産仔を継続的に得ることができるが、129系統は次第に稔性を失っていくこ

とに気が付いた。詳細な解析を行うために、Dnd1+/Δマウスの産仔数計測を行った。その結果、BL6

やMCHにおける Dnd1+/Δの雄マウスは、20-24週齢でも稔性を維持し続けた（図 7A, B）。しかし、

129 系統においては、10-12週齢で産仔を得られたものの、その後は稔性が著しく低下することが
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明らかとなった（図 7C）。なお、掛け合わせた雌マウスに膣プラグは付いたため、交配が行われ

ていることは確認できた。129系統であっても野生型の雄マウスは、20-24週齢においても産仔は

得られたので（図 7D）、この表現型は Dnd1-Δ アリルをヘテロで持った時に 129 系統特異的に引

き起こされる表現型であることが明らかとなった。 

この 129 系統における Dnd1+/Δ の雄マウスに特異的な表現型が観察される原因を探るため、各

系統の 4週齢と 12 週齢の Dnd1+/Δの雄マウスについて、精巣重量と体重の比の計測を行った。そ

の結果、上述の通り、どの系統においても、野生型に比べて Dnd1+/Δの精巣重量と体重の比は減少

することが明らかとなった（図 7E-G）。さらに、BL6やMCH系統においては、Dnd1+/Δの精巣重

量と体重の比は 4週齢から 12週齢にかけて増加するのに対し、129系統では減少することが明ら

かとなった。この結果から、129系統の Dnd1+/Δにおいては、精子形成の異常によって精巣の発達

に障害が起こっていることが示唆された。 

そこで、精子数計測を行ったところ、どの系統においても野生型に比べて Dnd1+/Δで精子数が有

意に減少することが明らかとなった（図 7H-J）。しかし、BL6やMCH 系統では精子数が半分程度

の減少に留まっていたのに対し、129 系統では 5 分の 1 程度まで減少していた。精子数の減少は

必ずしも、不妊に繋がるとは限らないため 23、129系統における Dnd1+/Δマウスの精子が機能的で

あるかを体外受精により確かめた。その結果、野生型においては 90%程度の卵がブラストシスト

まで到達したが、Dnd1+/Δでは 3.9%程度と大幅に減少した。このことから、12 週齢の 129 系統の

Dnd1+/Δマウスにおいて、精子の機能に異常が生じることが明らかとなった（図 7K）。以上のこと

から、129系統の Dnd1+/Δ雄マウスは稔性を失うことが明らかになるとともに、その原因は精子数

の減少と精子の機能に異常が生じることにあると考えられた。 

さらに、精子数の減少と精子の機能に異常が生じる原因について考察する過程で、このような

表現型が生じる原因が精原細胞における異常に起因しているのではないかと仮定を立てた。なぜ

なら、Dnd1は精原細胞において発現すると共に、これらの細胞の維持において重要な役割を持つ

ことが知られているからである 18。そこで、12 週齢において各系統の野生型と Dnd1+/Δマウスを

用いて、DND1 と同じ精原細胞に発現する PLZF に対する抗体を用いてフローサイトメトリー解
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析を行った（図 8A-H）。その結果、PLZF 陽性の精原細胞は、BL6 と 129 系統で有意に減少する

ことが明らかとなった（図 8C, F）。しかし、BL6系統における Dnd1+/Δマウスの精原細胞は 129系

統よりも減少するにも関わらず、精子数は 129 系統の方において減少の程度が大きかった。さら

に、MCH 系統は、精原細胞が減らないにも関わらず精子数は減少したことから、精原細胞の数と

精子数の減少には相関が観察されなかった（図 8I）。 

 

 

図 7 Dnd1ヘテロ欠損雄マウスの精巣重量と体重の比 

(A－D) 縦軸に膣プラグ 1回あたりの産仔数、横軸に雄マウスの週齢を示した棒グラフ。青色：マ

ウス 1、赤色：マウス 2、緑色：マウス 3を示す。(A) BL6 系統における Dnd1+/Δ、(B) MCH系統に

おける Dnd1+/Δ、(C) 129 系統における Dnd1+/Δ、(D) 129系統における野生型マウスの結果を示す。 

(E－G) 縦軸に体重当たりの精巣重量、横軸に遺伝子型を示した棒グラフ。青色：野生型、オレン

ジ色：Dnd1+/Δを示す。(E) BL6系統、(F) MCH 系統、(G) 129系統における結果を示す。(H－J) 縦

軸に 1 匹当たりの精子数、横軸に遺伝子型を示した棒グラフ。(H) BL6 系統、(I) MCH 系統、(J) 

129 系統における結果を示す。*：p<0.05、**：p<0.01、***：p<0.001 (Studentの t検定)。(K) 縦軸

にブラストシストまで到達した胚の割合、横軸に遺伝子型を示した棒グラフ。黒色のバーは、平

均値＋標準誤差を示す。***：p<0.001 (studentの t検定)。 
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図 8 Dnd1ヘテロ欠損雄マウスの精原細胞数 

(A, B, D, E, G, H) 各系統における Dnd1ヘテロ欠損マウス精巣のフローサイトメトリーの代表的

な写真。縦軸は SSC-H、横軸は PLZFのシグナルを示す。それぞれ、129 (A, B)、BL6 (D, E)、MCH

系統 (G, H)、野生型 (A, D, G)、Dnd1+/Δ (B, E, H)の写真を示す。(C, F, I) 縦軸に核型が 2N もしく

は 4Nの細胞に占める PLZF陽性細胞の割合、横軸に遺伝子型を示した棒グラフ。(C) 129、(F) BL6、

(I) MCH系統における結果を示す。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。*：p<0.05 (Studentの

t検定)。 

 

2-2-5 129系統の Dnd1+/Δマウスにおいて不妊となる表現型は観察されない 

精巣テラトーマの発症や精子形成、卵形成について、Dnd1-Δ アリルと Dnd1-Ter アリルが与え

る影響は類似していたが、129 系統において Dnd1+/Ter が不妊となる表現型はこれまでに報告され

ていない。そこで、Dnd1+/Terにおいて不妊となる表現型が観察されるかを確かめることにした 11。

そこで、まず、12週齢で、129 系統において野生型と Dnd1+/Terの精巣重量と体重の比を計測した。

その結果、Dnd1+/Ter において精巣重量と体重の比は 70%程度に減少していた（図 9A）。しかし、
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野生型と比較して Dnd1+/Δ マウスでは 50%程度まで減少していたため、その減少の割合は小さか

った。 

そして、精子数計測を行うと、Dnd1+/Ter では野生型よりも精子数が減少する傾向にあったが、

有意差は見られなかった（図 9B）。さらに、Dnd1+/Ter雄マウスの産仔数計測を行ったところ、129

系統における Dnd1+/Terの雄マウスは 20-24 週齢においても、稔性を維持し続けることが明らかと

なった（図 9C）。Dnd1+/Δ と Dnd1+/Terマウスの遺伝的背景は同一なため、Dnd1+/Δ と Dnd1+/Terに

おいて異なる表現型が観察されることは、両者の間に Dnd1の発現を失うこと以外に、別の遺伝子

発現の差が生じていることを示唆するものであった。 

そこで、Ter変異が DND1の発現を失う変異ではなく、DND1Terというエキソン 1-2とエキソン

3の一部からなる短いタンパク質を生じる変異であるという報告に着目した 17,24。DND1Terの発現

有無を解析するために、まず、western blottingによる培養細胞を用いた DND1Terの検出を行った。

実験には、当研究室が以前作成した DND1のウサギ（rabbit, rab）とギニアピッグ（guinea pig, gp）

抗体を利用した 3。その結果、ウサギ抗体による DND1Terの検出感度は低かったが、ギニアピッグ

抗体については#1、#2、#3全てにおいて抗 FLAG抗体と同程度のシグナル強度で検出することが

できた（図 9D）。次に、ギニアピッグの#2 抗体を利用して western blotting による胎生 15 日目精

巣を用いた DND1Terの検出を行った。その結果、Dnd1+/Terにおいて DND1 の発現は野生型に比べ

て有意に低かったが、5 匹の Dnd1+/Ter胎仔全てにおいて DND1Terを検出することができなかった

（図 9E, F）。 

このことから、Ter変異体は DND1の null変異体であることが強く示唆された。一方で、Dnd1+/Δ

マウスの精子数減少や稔性の低下は、Dnd1の発現が失われたこととは別の原因があることが示唆

された。 
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図 9 Dnd1+/Terの胎仔雄マウス精巣を用いた DND1Terの検出 

(A) 縦軸に体重に占める精巣重量、横軸に遺伝子型を示した棒グラフ。黒色のバーは、平均値＋標

準誤差を示す。**：p<0.01 (studentの t検定)。(B) 縦軸に 1匹当たりの精子数、横軸に遺伝子型を

示した棒グラフ。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。NS：Not Significantly Changed (Student

の t 検定)。(C) 縦軸に膣プラグ 1 回あたりの産仔数、横軸に雄マウスの週齢を示した棒グラフ。

青色：マウス 1、赤色：マウス 2、灰色：マウス 3を示す。(D) HeLa細胞に、3xFLAG タグ付きの

DND1 もしくは DND1Terをトランスフェクションし、αFLAG 抗体、rabbitで作成した αDND1抗体

（rabbit #1）、guinea pigで作成した αDND1抗体（gp #1、gp#2、gp#3）でウェスタンブロッティン

グにより検出した結果。(E) E15.5 の胎仔精巣について、αDND1 抗体（gp#2）と αDAZL 抗体を利

用してウェスタンブロッティングにより検出を行った結果。DAZL は loading controlのために検出

を行った。(F) 縦軸に DAZL のシグナル強度に対する DND1 のシグナル強度、横軸に遺伝子型を

示した棒グラフ。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。**：p<0.01 (studentの t検定) 

 

2-3 考察 

 本章では、まず、当研究室により作成された DND1 欠損マウスについて、「遺伝子型の分離

比」、「精巣テラトーマ発症有無」、「成体マウスの精巣」、「成体マウスの卵巣」について解析を行

い、Ter変異体と同様の表現型が観察されることを示した（表 2, 表 3, 図 5, 図 6）。さらに、胎

生 15日目精巣を用いた DND1Terの検出を試みたものの、DND1Terを検出することはできなかった
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（図 9E）。これらの解析から、Ter 変異体は、以前の研究と同様に DND1 の null 変異体であるこ

とが強く示唆された 14。しかしながら、本研究だけでは完全に DND1Ter の存在を否定することは

できなかった。それは、胎生 15 日目以外の発生ステージにおいて DND1Terが発現する可能性や、

DND1Ter検出できないレベルでごく少量発現する可能性が考えられるからである。実際に、Dnd1+/Δ

雄マウスが不妊となる表現型が Dnd1+/Ter 雄マウスで起こらなかったことは、DND1Ter によって

DND1 の機能の一部が補完されているからなのかもしれない。 

一方で、129系統における Dnd1+/Δ雄マウスが不妊となる表現型が Dnd1+/Ter雄マウスで起こらな

かったことは、Dnd1-Δ アリルが Dnd1のエキソン 2 と 3を含む配列を欠損させていることに起因

している可能性がある（図 3D）。つまり、Dnd1遺伝子座の周辺には 16の遺伝子が密集しており、

欠損させた配列に近傍の遺伝子の発現制御領域が含まれていて、それらの発現に影響を及ぼして

いる可能性が考えられる（表 4）。つまり、Dnd1 遺伝子座近傍の 15遺伝子の中に精子形成に重要

な遺伝子が含まれ、Dnd1-Δ アリルの導入によってその遺伝子の発現を変化させている可能性があ

る。さらに、以前報告された Dnd1 遺伝子のエキソン 1 から 3 までを欠損させたノックアウトマ

ウスが胚性致死となった理由も、同様のメカニズムが働いているからかもしれない 17。すなわち、

欠損させた領域に Dnd1遺伝子座近傍の 15遺伝子の発現制御領域が含まれており、その領域を欠

損させたことで胚性致死となる遺伝子発現変化が引き起こされた可能性がある。いずれにせよ、

これらの遺伝子について詳細に解析する必要があると考えられる。 
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表 4 Dnd1遺伝子座近傍の遺伝子と表現型報告 

 

Dnd1近傍の 15遺伝子を 18番染色体上の位置順に並べた。遺伝子欠損マウスラインと表現型につ

いて記載した。IMPC：The international Mouse Phenotyping Consortium。 

 

2-4 実験で使用した物品等 

2-4-1 使用した試薬・製品 

・PCRチューブ（理科研）   ・Protainase K (Fujifilm Wako) 

・DdeⅠ（Takara）     ・Tris（Fujifilm Wako） 

・タモキシフェン（TRC）    ・Sesame Oil（Sigma） 

・HCl（Fujifilm Wako）    ・EDTA （Dojindo） 

・グリセロール（Fujifilm Wako）   ・ブロモフェノールブルー（Fujifilm Wako） 

・キシレンシアノ―ル（Fujifilm Wako）  ・蒸留水（大塚製薬）   

・10x PCR バッファー（Toyobo）   ・dNTP（QIAGEN） 

・Taq DNA ポリメラーゼ（Takara）  ・酢酸（Fujifilm Wako）   

・アガロース粉（理科研）   ・ホウ酸（Fujifilm Wako）   

・アクリルアミド（Fujifilm Wako）   ・APS（Fujifilm Wako）   

・TEMED（Fujifilm Wako）   ・2-メルカプトエタノール（Fujifilm Wako） 

・NaOH（Fujifilm Wako）    ・スキムミルク（Fujifilm Wako）  

・10x Dulbeccos’ PBS（Fujifilm Wako）  ・SDS（Fujifilm Wako）   

・Canget Signal Solution1（Toyobo）   ・Canget Signal Solution2（Toyobo）  
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・ピクリン酸（Fujifilm Wako）   ・ホルマリン（Fujifilm Wako）  

・NaCl（Fujifilm Wako）    ・KCl（Fujifilm Wako）   

・Na2HPO4・12H2O（Fujifilm Wako）  ・KH2PO4（Fujifilm Wako）  

・tween20（Sigma）    ・EtBr（Nippon Gene）   

・エタノール（Fujifilm Wako）   ・ブタノール（Fujifilm Wako）  

・パラフィン（Sigma）    ・パラフィン包埋容器（硝英製作所） 

・スライドガラス（松浪）   ・カバーガラス（松浪）   

・キシレン（Fujifilm Wako）   ・ヘマトキシリン（武藤化学）  

・エオシン（武藤化学）    ・コラゲナーゼ（Fujifilm Wako）  

・K2HPO4（Fujifilm Wako）   ・血球計算版（Emtech Laboratories） 

・VectaMount Permanent Mounting Medium（Vector Laboratories） 

・CARD HyperOva（九動）   ・DMEM（Sigma） 

・human chorionic gonadotropin（hCG）（あすかアニマルヘルス） 

・流動パラフィン（ナカライテスク）  ・3cm ディッシュ（FALCON） 

・CARD MEDIUM（九動）   ・CARD FERTIUP（九動） 

・KSOM（九動）     ・セルストレーナー（FALCON） 

・BSA（Roche）     ・10x HBSS（Fujifilm Wako） 

・トリプシン（gibco）    ・NBC（gibco）    

・FOXP3 Transcriptome Factor Staining Buffer Kit（Life Technology） 

・pcDNATM3.1(+)（Thermo Fisher Scientific）  ・ニトロセルロースメンブレン（Pall） 

・BCIP/NBT phosphatase subtrate kit（SeraCare） 

・Western BLoT Chemifluorescence HRP Substrate（Takara） 

 

2-4-2 使用した機器 

・パラフィン溶解・包埋装置（Leica）  ・スウィング型遠心機（KOKUSAN） 
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・固定角型遠心機（トミー精工）   ・ミクロトーム（Leica）   

・ホットプレート（Omron）   ・光学顕微鏡（Carl Zeiss）  

・光学カメラ（Canon）    ・CO2インキュベーター（SANYO） 

・セルソーター（Beckman Coulter）  ・超音波発生機（トミー精工）  

・ルミノイメージアナライザー（GE Healthcare）  

・TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice Gradient（TaKaRa） 

 

2-4-3 使用したソフトウェア 

・Excel（Microsoft）    ・R（R Development Core Team、Ver.3.6.3） 

・KALUZA（Beckman Coulter）   ・ImageJ（NIH） 

・photoshop（Adobe） 

 

2-4-4 使用した primer 

表 5 使用した primerの詳細 

使用した Primer 

Dnd1-wild アリル 
Fw：AAGGCCCTGGTAGAAGGTAG 

Rv：GAGTTTGACACCAGCCTAAT 

Dnd1-Δ アリル 
Fw：GGAAGCCTTCTCAAACTCAC 

Rv：GAGTTTGACACCAGCCTAAT 

Dnd1-Ter アリル 
Fw：GCCTAATGATGACCTTCAGTGGTTT 

Rv：CAGCCTGGGCTATTACAAAG 
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2-4-5 使用した抗体 

表 6 使用した抗体の詳細 

使用した 1次抗体 

抗体名 免疫動物種 メーカー 

anti-PLZF 抗体 Rabbit SANTA CRUZ 

anti-FLAG 抗体 Mouse Sigma 

anti-DND1 抗体 Rabbit  

使用した 2次抗体 

Alexa488 conjugated anti-rabbit IgG 抗体 Donkey Abcam 

AP conjugated anti-mouse IgG 抗体 Goat DAKO 

HRP conjugated anti-mouse IgG 抗体 Goat MBL 

HRP conjugated anti-rabbit IgG 抗体 Goat SANTA CRUZ 

 

2-4-6 使用したバッファーの組成 

表 7 PCRに用いたバッファーの組成 

PCR に用いたバッファー組成 

試薬 使用量 

テンプレート DNA 1μL 

10x PCR buffer 1μL 

dNTP 0.8μL 

プライマー（Fw） 0.25μL 

プライマー（Rv） 0.25μL 

蒸留水 6.65μL 

Taq DNA ポリメラーゼ 0.05μL 

計 10μL 

 

表 8 タモキシフェン溶液の組成 

タモキシフェン溶液 

試薬 使用量 

タモキシフェン 0.2mg 

Sesame Oil 1mL 

計 1mL 
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表 9 1x TEバッファーの組成 

1x TE バッファー 

試薬 使用量 

1.0M Tris-HClバッファー 5mL 

0.5M EDTA（pH=8.0） 1mL 

イオン交換水 494mL 

計 500mL 

 

表 10 10x Loading dyeの組成 

10x Loading dye 

試薬 使用量 

100% グリセロール 5mL 

ブロモフェノールブルー 適量 

キシレンシアノール 適量 

0.5M EDTA（pH8.0） 100μL 

蒸留水 4.9mL 

計 10mL 

 

表 11 50x TAEバッファーの組成 

50x TAEバッファー 

試薬 使用量 

Tris 121g 

酢酸 28.55mL 

EDTA 50mL 

イオン交換水 Up to 500mL 

計 500mL 
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表 12 1.5%アガロースゲルの組成 

1.5% アガロースゲル 

試薬 使用量 

アガロース粉 2.7g 

1x TAEバッファー 180mL 

EtBr 1.8μL 

計 180mL 

 

表 13 2x TBEバッファーの組成 

2x TBEバッファー 

試薬 使用量 

Tris 10.8g 

ホウ酸 5.5g 

0.5M EDTA（pH=8.0） 4mL 

イオン交換水 Up to 500mL 

計 500mL 

 

表 14 10%ポリアクリルアミドゲルの組成 

10% ポリアクリルアミドゲル 

試薬 使用量 

30%アクリルアミド 4.67mL 

2x TBE 1.12mL 

蒸留水 6.376mL 

APS 140μl 

TEMED 14μl 

計 14mL 
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表 15 ブアン固定液の組成 

ブアン固定液 

試薬 使用量 

飽和ピクリン酸溶液 15mL 

ホルマリン 5mL 

酢酸 1mL 

計 21mL 

 

表 16 10x PBSの組成 

10x PBS 

試薬 使用量 

NaCl 80g 

KCl 2g 

Na2PO4・12H2O 35.8g 

KH2PO4 2.4g 

NaOH Adjust to pH7.4 

イオン交換水 Up to 1000mL 

計 1000mL 

 

表 17 PBS-Tの組成 

PBS-T 

試薬 使用量 

1x PBS 600mL 

Tween20 600μL 

計 600mL 

 

表 18 5% skim milk in 1x PBSの組成 

5% skim milk in 1x PBS 

試薬 使用量 

1x PBS 1mL 

Skim milk 0.05g 

計 1mL 
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表 19 中性緩衝ホルマリンの組成 

中性緩衝ホルマリン 

試薬 使用量 

ホルマリン 10mL 

NaCl 0.8g 

KH2PO4 0.4g 

K2HPO4 0.6g 

蒸留水 90mL 

計 100mL 

 

表 20 2x LSBの組成 

2x LSB 

試薬 使用量 

1M Tris（pH6.8） 1.5mL 

10% SDS 1.2mL 

グリセロール 3mL 

2-メルカプトエタノール 1.5mL 

ブロモフェノールブルー 0.18mg 

蒸留水 2.8mL 

計 10mL 

 

表 21 SDS-PAGE separation gelの組成 

12.5%（12%） SDS-PAGE separation gel 

試薬 使用量 

30% アクリルアミド 5mL（4.8mL） 

1.5M Tris pH8.8 3mL 

10% SDS 0.12mL 

10% APS 0.12mL 

TEMED 8μL 

蒸留水 3.76mL（3.96mL） 

計 12mL 

 

 



33 

 

表 22 SDS-PAGE stacking gelの組成 

SDS-PAGE stacking gel 

試薬 使用量 

30% アクリルアミド 0.296mL 

1M Tris pH6.8 0.3mL 

10% SDS 25μL 

10% APS 50μL 

TEMED 5μL 

蒸留水 1.829mL 

計 2.5mL 

 

表 23 20x TBSの組成 

20x TBS 

試薬 使用量 

Tris 121g 

NaCl 175.2g 

HCl adjust to pH=7.5 

蒸留水 Up to 1000mL 

計 1000mL 

 

表 24 TBS-Tの組成 

TBS-T 

試薬 使用量 

1x TBS 600mL 

Tween20 600μL 

計 600mL 

 

表 25 3% skim milkin TBS-Tの組成 

3%スキムミルク in TBS-T 

試薬 使用量 

TBS-T 50mL 

Skim milk 1.5g 

計 50mL 
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表 26 コラゲナーゼ in 1x HBSSの組成 

コラゲナーゼ in 1x HBSS 

試薬 使用量 

1x HBSS 1mL 

コラゲナーゼ 1mg 

計 1mL 

 

表 27 トリプシン/EDTA in 1x HBSSの組成 

トリプシン/EDTA in 1x HBSS 

試薬 使用量 

10x HBSS 10mL 

トリプシン 0.25g 

EDTA-2Na 37.224mg 

蒸留水 90mL 

計 100mL 

 

2-4-7 使用したマウス 

動物を使用した全ての実験は、本学の動物実験専門委員会により承認されており、動物実験専

門委員会の規定に従って行った。 

Dnd1+/Terマウスは、静岡大学の徳元俊伸教授より分与いただいた。なお、Dnd1+/Terマウスは、静

岡大学の徳元俊伸教授と野口基子博士により、精巣テラトーマを高確率で発症する 129/terSv系統

において維持されてきた 9,11。 

Dnd1-Δマウスの作成にあたって、まず、当研究室で作製された Dnd1flox/floxマウスに、当研究室

で作成された全身で CreERT2 を発現するノックインマウス Rosa26+/CreERT2 をかけ合わせ、

Dnd1flox/flox; Rosa26+/ CreERT2 マウスを得た。さらに、このマウスに野生型マウスを掛け合わせ、

Dnd1+/flox; Rosa26+/ CreERT2雌マウスを得た。この雌マウスに 75mg/Kgの濃度で Sesame Oilに溶解し

たタモキシフェンを投与した後、野生型マウスを掛け合わせることで Dnd1+/Δマウスを得た。さら

に、Dnd1+/Δマウスを日本クレアから購入した C57BL/6JJcl（BL6）、129+ter/SvJcl（129）、MCH (ICR) 

/Jcl（MCH）系統に 8 回以上戻し交配した。なお 129 系統は、以前、野口基子博士が 129/terSv 系
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統を日本クレアに分与し、日本クレアで維持されてきたマウス系統である。 

B6C3F1/Jcl系統は、日本クレアから購入した。 

 

2-5 実験方法 

2-5-1 ジェノタイピング 

① DNA 抽出：マウスの尾を採取し、PCR チューブに入れ、TE バッファーを 10μl 加えて、95℃

で 5 分間加熱し、DNaseを失活させた。そこに TE 4.75μlと Protainase K 0.25μlを加え、生後マウ

スに関しては 55℃で 2 時間反応させ、胎仔マウスに関しては 55℃で 15 分反応させてゲノムを抽

出した。その後、95℃で 5分間加熱し、Protainase Kを失活させ、45μlの蒸留水を加えて希釈した。 

② PCR反応、結果の取得：①で抽出した DNA をテンプレートとし、以下のバッファー、温度条

件、primerで PCRを行い、10x Loading dyeを 1μl加え、1x TAEバッファーに浸した 1.5% アガロ

ースゲルを用いて電気泳動した。 

Dnd1-Terアリルのジェノタイピングのために、まず、Dnd1-Ter アリルを検出するための primer

で PCRを行った。その後、制限酵素 DdeⅠを PCR 溶液に 0.25μL 加えて 2時間、37℃恒温槽内で静

置した。この溶液に 10x Loading dyeを 1μl加え、1x TBEバッファーに浸した 10% ポリアクリル

アミドゲルを用いて定電圧 230Vで 60分間電気泳動を行った。 

 

表 28 PCRの温度条件 

PCR の温度条件 

温度 時間 特記事項 

90℃ 2分  

90℃ 30秒 

33回繰り返した。 60℃ 30秒 

72℃ 45秒 

90℃ 4分  

 

 



36 

 

2-5-2 遺伝子型の分離比の解析 

BL6、MCH、129系統それぞれにおける Dnd1+/Δの雄マウスと雌マウスを交配させて産仔を得た。

生後 10日目以降において 2-5-1の通りジェノタイピングを行い、それぞれの遺伝型における産仔

の累計を計算し、Excelで χ2検定を行うことで分離比と理論値（Dnd1+/+：Dnd1+/Δ：Dnd1Δ/Δ = 1：

2：1）に差があるかを判定した。 

 

2-5-3 精巣テラトーマ発症有無の判定 

4 週齢においてマウスを安楽死させて解剖を行い、精巣を摘出した。その後、精巣の外観と精巣

の内部を観察することで、精巣テラトーマの有無を判定した。各遺伝子型間の発症率の有意差は、

R ソフトウェアで Fischerの正確性検定を行い計算した。 

 

2-5-4 精巣重量と体重の比の測定 

マウスを安楽死させて体重を測定した後、精巣を解剖により取り出して精巣重量を測定した。精

巣重量と体重の比を計算した。各遺伝子型間の有意差は、Excel で Student の t 検定を行い計算し

た。 

 

2-5-5 HE染色 

マウスの精巣または卵巣を以下の手順でサンプル化して染色した。 

① 組織固定：ブアン固定液に 24時間浸し、PBSで 3回洗浄を行った。 

② 包埋：ブアン固定サンプルの包埋は、以下の手順で行った。 

 

 

 

 

 



37 

 

表 29 ブアン固定サンプルの包埋の実験手順 

 

③ 切片作成：包埋したサンプルをミクロトームで 6μmに薄切し、水をのせたスライドガラス上

にのせた。このスライドガラスを 43℃にセットしたホットプレートで 12時間温めることによ

り、組織を伸展させ、水分を蒸発させた。 

④ HE染色：HE染色は、以下の手順で行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブアン固定サンプルの包埋の実験手順 

操作 時間 特記事項 

70% エタノール 浸漬 30分  

90% エタノール 浸漬 30分  

100% エタノール 浸漬 60分  

100% エタノール 浸漬 60分  

エタノール・ブタノール 

1：1 溶液 浸漬 

30分  

100% ブタノール 浸漬 60分  

100% ブタノール 浸漬 60分  

ブタノール・パラフィン 

1：1 溶液 浸漬 

30分 65℃ パラフィン溶解・包埋装置内。 

パラフィン 浸漬 60分 65℃ パラフィン溶解・包埋装置内。 

パラフィン 浸漬 O/N 65℃ パラフィン溶解・包埋装置内。 

パラフィン包埋   
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表 30 HE染色の実験手順 

HE染色の実験手順 

操作 時間 特記事項 

キシレン浸漬 30分  

キシレン浸漬 30分  

100% エタノール浸漬 5分  

100% エタノール浸漬 5分  

90% エタノール浸漬 5分  

70% エタノール浸漬 5分  

イオン交換水浸漬 3分  

ヘマトキシリン 10分  

流水 13分 水道水をゆっくりと流した。 

エオシン 4分  

70% エタノール浸漬 30秒  

90% エタノール浸漬 1分  

100% エタノール浸漬 5分  

100% エタノール浸漬 5分  

キシレン浸漬 5分  

キシレン浸漬 5分  

封入  VectaMount Permanent Mounting Mediumを使用。 

 

⑤ 観察：光学顕微鏡と光学カメラを用いて顕微鏡観察と写真撮影を行った。 

 

2-5-6 異常な精細管の割合計測 

精巣の HE染色を行い、1個体あたり 3切片について全精細管に占める異常な精細管の割合を

調べた。異常な精細管の割合の有意差は、Excelで Studentの t検定を行い計算した。 

 

2-5-7 産仔数計測 

Dnd1Δ/Δ雌マウスの産仔数計測にあたっては、BL6、MCH、129系統の Dnd1Δ/Δ雌マウスと

MCH の雄マウスを、雌が 6週齢から 30週齢の期間にわたって交配した。そして、出産一回当た

りの産仔数を計算した。 



39 

 

Dnd1+/Δ雄マウスの産仔数計測にあたっては、BL6、MCH、129系統の Dnd1+/Δ雄マウス及び

129 系統の Dnd1+/+雄マウスと MCH の雌マウスを、雄が 10週齢から 24週齢にわたって交配し

た。雌の膣プラグを毎日確認し、膣プラグ一回あたりの産仔数を計算した。 

Dnd1+/Ter雄マウスの産仔数計測にあたっては、129系統の Dnd1+/Ter雄マウスと MCH の雌マウス

を、雄が 10週齢から 24週齢に至るまで交配した。雌の膣プラグを毎日確認し、膣プラグ一回あ

たりの産仔数を計算した。 

2-5-8 精子数計測 

マウスを安楽死させ、精巣上体頭部から精巣上体尾部までを解剖により摘出し、1mL の温めた

PBS内で解剖鋏により組織をバラバラになるまで切断した。30分間、37℃でインキュベートした

後、組織を PBS ごと中性緩衝ホルマリン溶液に全量移して固定した。その後、精子数を血球計算

盤により計測した。精子数の有意差は、Excelで studentの t検定を行い計算した。 

2-5-9 体外受精 

以下の手順で、体外受精を行った。 

① 過排卵処理： B6C3F1/Jcl系統の 3週齢雌マウスに、CARD HyperOva を 100μL/匹投与し、48h

後に 50units/mL の hCGを 100μL/匹投与した。 

② 採卵：hCG 投与から 16～17h 経過後、3cm ディッシュ内の流動パラフィンで覆った 200μL の

CARD MEDIUMドロップ内に卵を回収した。その後、37℃、5% CO2インキュベーター内で 30～

60分間インキュベートした。 

③ 採精：12週齢において 129系統の Dnd1+/Δの雄マウスから精巣上体尾部を摘出し、精子塊を取

り出し、流動パラフィンで覆った 100μL の CARD FERTIUPドロップに回収した。その後、37℃、

5% CO2インキュベーター内で 30～60分間インキュベートして精子に受精能を獲得させた。 

④ 媒精：キャパシテーションした精子 3μLを、卵の入った dropに加え、180 分インキュベートし

た。 

⑤ 培養：卵を 80μL の KSOM ドロップで洗浄した後、100μL の KSOM ドロップに回収してイン

キュベーター内で培養開始した。 
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⑥ 定量：培養から 4日経過後、ブラストシストまで到達した胚の割合を測定した。 

2-5-10 フローサイトメトリー解析 

① 細胞懸濁液の作成：精巣を解剖により取り出し、白膜を剥がした後に、以下の手順で細胞懸濁

液を作成した。 

表 31 細胞懸濁液の作成法 

細胞懸濁液の作成 

操作 時間 特記事項 

コラゲナーゼ in 1x HBSS反応 15分 37℃ 恒温槽内で rotateさせながら行った。 

1x HBSS 洗浄 & 遠心分離・上清除去  3回繰り返した。 

トリプシン/EDTA in 1x HBSS 反応 5分 37℃恒温槽内で rotate させながら行った。 

NBC 反応  10% 容量を反応させた。 

セルストレーナーによる懸濁液のろ過 5分 スウィング型遠心機を使用した 

（1800rpm、5分間）。 
 

② 蛍光免疫染色：以下の手順で、細胞懸濁液の免疫染色を行った。 

表 32 細胞懸濁液の蛍光免疫染色の実験法 

細胞懸濁液の蛍光免疫染色 

操作 時間 特記事項 

0.1% BSA/5% NBC in 1x HBSS 懸濁 30分 4℃で rotateさせながら行った。 

遠心分離・上清除去 5分 スウィング型遠心機（1800rpm、5分間）使用。 

細胞固定 30分 FOXP3 Transcriptome Factor Staining Buffer Kit 

1次抗体 添加 30分 4℃で rotateさせながら行った。 

遠心分離・上清除去 5分 スウィング型遠心機（1800rpm、5分間）使用。 

0.1% BSA in 1xHBSS 懸濁  洗浄のため。軽くピペッティングを行った。 

遠心分離・上清除去 5分 スウィング型遠心機（1800rpm、5分間）使用。 

0.1% BSA in 1xHBSS 懸濁  洗浄のため。軽くピペッティングを行った。 

2次抗体 添加 30分 4℃で rotateさせながら行った。 

DAPI 10分 4℃で rotateさせながら行った。 

遠心分離・上清除去 5分 スウィング型遠心機（1800rpm、5分間）使用。 

0.1% BSA in 1xHBSS 懸濁  洗浄のため。軽くピペッティングを行った。 

遠心分離・上清除去 5分 スウィング型遠心機（1800rpm、5分間）使用。 

DMEM 懸濁   
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③ フローサイトメトリー：免疫染色した細胞について、セルソーターを用いて解析した。データ

の可視化のために KALUZA を用いた。解析は、DAPI のシグナルを元に 2Nと 4Nの細胞に限定し

て行った。 

 

2-5-11 Western blotting 

a) 培養細胞を用いた DND1Terの検出は以下の通り行った。 

① トランスフェクション：pcDNATM3.1(+)に 3x Flag-Dnd1 と 3x Flag-Dnd1Terを導入したプラスミ

ドを PEI法により HeLa細胞にトランスフェクションし、48h後に 1x LSBに細胞を回収した。 

② 電気泳動、タンパク質の転写：回収した細胞を 100℃でボイルした後、12% SDS - PAGE ゲル

を用いて電気泳動を行い、ニトロセルロースメンブレンにタンパク質を転写した。 

③ 抗体反応 : 以下の手順で抗体と反応させた。 

 

表 33 抗体反応の実験法 

抗体反応 

操作 時間 特記事項 

3% スキムミルク in TBS-T でブロッキング 30分  

1次抗体 反応 O/N Canget Signal Solution1使用。25℃。 

TBS-Tで洗浄 10分 3回繰り返した。 

2次抗体 反応 60分 Canget Signal Solution2使用。 

25℃で振盪しながら行った。 
TBS-Tで洗浄 10分 3回繰り返した。 

 

④ 検出：BCIP/NBT phosphatase subtrate kitを用いて抗原抗体反応を検出した。 

 

b) 胎生 15日目精巣を用いた DND1Terの検出は以下の通り行った。 

① サンプリング：Dnd1+/Terの雌マウスを野生型の 129+ter/SvJcl 系統の雄マウスと掛け合わせ、胎

生 15 日目で解剖して胎仔から精巣を取り出した。その後、1x LSB を加え、超音波発生機で精巣

を真空破砕した。 
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② 電気泳動、タンパク質の転写：真空破砕したサンプルを 100℃でボイルした後、12% SDS - PAGE

ゲルを用いて電気泳動を行い、ニトロセルロースメンブレンにタンパク質を転写した。 

③ 抗体反応：上述の手順で抗体と反応させた。 

③ 検出：Western BLoT Chemifluorescence HRP Substrate とルミノイメージアナライザーを用いて

抗原抗体反応を検出した。 
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第三章 Nanos2と Nanos3はDnd1と協調的に精巣テラトーマの

発症を制御する 

 

3-1 緒言 

 序論で述べた通り、RNA 結合タンパク質 NANOS2 と NANOS3は DND1と相互作用することに

より、生殖細胞の発生に必要不可欠な役割を持つことが知られている。さらに、NANOS2 や

NANOS3の欠損マウスは 129 系統において精巣テラトーマを発症することも明らかとなっている。

しかしながら、Nanos2 や Nanos3が Dnd1と協調して精巣テラトーマの発症を制御するかは不明で

ある。 

 本章においては、Nanos2 や Nanos3 と Dnd1のダブル欠損マウスを作製し、精巣テラトーマの発

症率が相乗的に上昇することを明らかにする。これにより、Nanos2 や Nanos3 は、精巣テラトー

マの発症において Dnd1と遺伝的に相互作用することを明らかにする。 

 

3-2 実験結果 

 

3-2-1 Dnd1 は精巣テラトーマの発症において Nanos2や Nanos3と遺伝学的な相互作用を持つ 

当研究室は、以前、NANOS2 や NANOS3 が DND1 と相互作用し、これらの複合体が生殖細胞

の発生に必要不可欠であることを示している 3,18。そこで、NANOS2と NANOS3 が DND1 と協調

して精巣テラトーマの発症を制御しているのではないかと仮説を立てた。そこで、Dnd1と Nanos2

や Nanos3の遺伝学的相互作用の解析を行った。 

まず、Nanos2 変異について解析を行った。その結果、Nanos2の変異をヘテロで導入したところ、

精巣テラトーマの発症率は野生型の 2.9%から 8.8%まで上昇し、Nanos2 の変異をホモで導入した

ところ、発症率は 11.8%まで上昇した（図 10A, 図 12A）。したがって、以前の報告通り、Nanos2

は精巣テラトーマの発症に関与する遺伝子であることが確認された 20。そこで、Dnd1+/Δを Nanos2

変異体に導入した。その結果、精巣テラトーマの発症率は、Nanos2のヘテロ変異に導入したとこ
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ろ 38.8%に、ホモ変異では 80.0%まで相乗的に上昇した（図 12A）。続いて、Nanos3変異について

解析を行った。その結果、Nasno3の変異をヘテロで導入したところ、精巣テラトーマの発症率は

野生型の 4.4%から 24.2%まで上昇した（図 12B）。したがって、以前の報告通り、Nanos3 もまた

精巣テラトーマの発症に関与する遺伝子であることが確認された 21。そこで、Dnd1+/Δ を Nanos3

変異体に導入した。すると、精巣テラトーマの発症率は、Nanos3 とのダブルヘテロ変異により

84.3%に上昇した（図 11A, 図 12B）。以上から、Nanos2 や Nanos3 が Dnd1 と協調して精巣テラ

トーマの発症を制御すると結論付けた。 

一方で、精巣テラトーマの発症は、Nanos3 ホモ欠損では観察されなかった（図 12B）。この原

因を明らかにするために、胎生 11 日目において Nanos3 変異体を用いて生殖細胞数の計測を行っ

た。その結果、Nanos3ホモ欠損においては、生殖細胞を観察することができなかった（図 12C）。

一方、Dnd1ホモ欠損においては、野生型やヘテロ欠損より少ないものの生殖細胞が残っていた（図 

12D）。この結果から、Dnd1 ホモ欠損では消失しなかった生殖細胞が精巣テラトーマを形成し、

Nanos3 ホモ欠損では生殖細胞が消失するために精巣テラトーマを発症しないことが示唆された。 

 

 

図 10 Dnd1と Nanos2のダブル欠損マウスにおける精巣テラトーマの発症例 

(A) 129系統における Dnd1+/Δ; Nanos2+/LacZマウスの精巣、Dnd1+/Δ; Nanos2LacZ/LacZマウスにおける精

巣テラトーマの写真。スケールバー：5mm。 
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図 11 Dnd1と Nanos3のダブル欠損マウスにおける精巣テラトーマの発症例 

(A) 129系統における野生型マウスの精巣、Dnd1+/Δ; Nanos3+/Creマウスにおける精巣テラトーマの

写真。スケールバー：5mm。 

 

 

図 12 Dnd1と Nanos3欠損マウスにおける生殖細胞数 

(A, B) 縦軸に遺伝子型、横軸に精巣テラトーマの発症率を示した棒グラフ。青色：左側精巣のみ

の発症率、オレンジ色：右側精巣のみの発症率、灰色：両側精巣における発症率を示す。Dnd1と

Nanos2 のダブル欠損マウスにおける発症率(C)、Dnd1 と Nanos3 のダブル欠損マウスにおける発
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症率を示す(D)。(C, D) 縦軸に生殖細胞数、横軸に遺伝子型を示した棒グラフ。Nanos3 欠損マウス

(C)、Dnd1 欠損マウス(D)における結果。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。 

 

3-3 考察 

Dnd1と Nanos2や Nanos3のダブル欠損マウスにおける精巣テラトーマ発症率が、相加的ではな

く相乗的に上昇したことから、DND1-NANOS2 や DND1-NANOS3 複合体が精巣テラトーマの発

症において機能することが強く示唆された。今後は、DND1-NANOS2 と DND1-NANOS3 の標的

mRNA について解析することで、精巣テラトーマ発症メカニズムの解明に貢献できると考えられ

る。 

 

3-4 実験で使用した物品等 

 

3-4-1 使用した試薬・製品 

・PCRチューブ（理科研）   ・Protainase K (Fujifilm Wako) 

・Tris（Fujifilm Wako）    ・K2HPO4（Fujifilm Wako） 

・HCl（Fujifilm Wako）    ・EDTA （Dojindo） 

・グリセロール（Fujifilm Wako）   ・ブロモフェノールブルー（Fujifilm Wako） 

・キシレンシアノ―ル（Fujifilm Wako）  ・蒸留水（大塚製薬）   

・10x PCR バッファー（Toyobo）   ・dNTP（QIAGEN） 

・Taq DNA ポリメラーゼ（Takara）  ・酢酸（Fujifilm Wako）   

・アガロース粉（理科研）   ・パラホルムアルデヒド（Fujifilm Wako） 

・NaOH（Fujifilm Wako）    ・10x Dulbeccos’ PBS（Fujifilm Wako） 

・ピクリン酸（Fujifilm Wako）   ・NaCl（Fujifilm Wako） 

・KCl（Fujifilm Wako）    ・Na2HPO4・12H2O（Fujifilm Wako） 

・KH2PO4（Fujifilm Wako）   ・tween20（Sigma） 

・EtBr（Nippon Gene）    ・エタノール（Fujifilm Wako） 
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・ブタノール（Fujifilm Wako）   ・パラフィン（Sigma） 

・パラフィン包埋容器（硝英製作所）  ・スライドガラス（松浪） 

・カバーガラス（松浪）    ・キシレン（Fujifilm Wako）  

・ヘマトキシリン（武藤化学）   ・エオシン（武藤化学）   

・VectaMount Permanent Mounting Medium（Vector Laboratories） 

・Fluolomount（DBS）    ・スキムミルク（Fujifilm Wako） 

・Untigen unmasking solution（Vector Laboratries）   

・Canget Signal Immunoreaction Enhancer Solution （Toyobo） 

 

3-4-2 使用した機器 

・パラフィン溶解・包埋装置（Leica）  ・高圧蒸気滅菌機（トミー精工） 

・ミクロトーム（Leica）    ・ホットプレート（Omron） 

・光学顕微鏡（Carl Zeiss）   ・光学カメラ（Canon） 

・CCD カメラ（Carl Zeiss） 

・TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice Gradient（TaKaRa） 

 

3-4-3 使用したソフトウェア 

・Excel（Microsoft）    ・ImageJ（NIH）    

・AxioImage（Carl Zeiss）    ・photoshop（Adobe） 
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3-4-4 使用した primer 

表 34 使用した primerの詳細 

使用した Primer 

Dnd1-wild アリル 
Fw：AAGGCCCTGGTAGAAGGTAG 

Rv：GAGTTTGACACCAGCCTAAT 

Dnd1-Δ アリル 
Fw：GGAAGCCTTCTCAAACTCAC 

Rv：GAGTTTGACACCAGCCTAAT 

Nanos3-wild アリル 
Fw：CCAGCCATGGGGACTTTC 

Rv：GGGACTGATAGATGGCAC 

Nanos3-Cre アリル 
Fw：CAAAGAAGCCTGAGCTTCAG 

Rv：GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG 

Nanos2-wild アリル 
Fw：GGCAGAGAAGAATGCCAGTT 

Rv：TGTTCCCAGTCAGACGACTT 

Nanos2-LacZ アリル 
Fw：GGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATT 

Rv：TCCCAGTCAGACGACTTG 

 

3-4-5 使用した抗体 

表 35 使用した抗体の詳細 

使用した 1次抗体 

抗体名 免疫動物種 メーカー 

anti-NANOG 抗体 Rabbit Bethyl Laboratories 

anti-DAZL 抗体 Guinea Pig  

使用した 2次抗体 

Alexa488 conjugated anti-rabbit IgG 抗体 Donkey Abcam 

Alexa594 conjugated anti-Guinea Pig IgG 抗体 Donkey In vitrogen 

 

3-4-6 使用したバッファーの組成 

・PCRに用いたバッファーの組成（表 7） 

・1x TE バッファーの組成（表 9） 

・10x Loading dyeの組成（表 10） 

・50x TAE バッファーの組成（表 11） 
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・1.5%アガロースゲルの組成（表 12） 

・ブアン固定液の組成（表 15） 

・10x PBSの組成（表 16） 

・PBS-Tの組成（表 17） 

・5% skim milk in 1x PBS組成（表 18） 

表 36 4% PFA固定液の組成 

4% PFA 固定液 

試薬 使用量 

パラホルムアルデヒド 8g 

5M NaOH 66.8μL 

10x Dulbeccos’ PBS 20mL 

蒸留水 180mL 

計 200mL 

 

3-4-7 使用したマウス 

動物を使用した全ての実験は、本学の動物実験専門委員会により承認されており、動物実験専

門委員会の規定に従って行った。 

Nanos2+/lacZ マウスと Nanos3+Cre-マウスは、国立遺伝学研究所の相賀裕美子教授より分与いただ

いた 19。これらの変異体を、129系統に 8回以上戻し交配した。 

 

3-5 実験方法 

3-5-1 ジェノタイピング 

2-5-1の通り行った。 

3-5-2 精巣テラトーマ発症有無の判定 

 2-5-3の通り行った。 

3-5-3  HE 染色 

 2-5-5の通り行った。 

3-5-4 生殖細胞数の計測 
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① サンプリング：129 系統における Dnd1+/Δおよび Nanos3+/Creのマウス同士を交配し、胎生 11日

目において母体を解剖して胎仔を取り出した。そして、図 13のようにトリミングを行った。さら

に、ジェノタイピングを行い、遺伝子型を判定した。 

 

図 13 生殖細胞の計測に用いる胎仔のサンプリングについて 

発生ステージを揃えるために、尻尾の先端から生殖隆起の先端までの体節数が 18の胎仔のみをサ

ンプリング対象とした。生殖巣を残すように”cut”の部分で胎仔のトリミングを行った。 

 

② 組織固定：4% PFA 固定液に 24時間浸し、PBSで 3回 washした。 

③ 包埋：以下の手順で、PFA固定サンプルのパラフィン包埋を行った。 

表 37 PFA固定サンプルのパラフィン包埋法 

PFA固定サンプルのパラフィン包埋 

操作 時間 特記事項 

70% エタノール 浸漬 30分  

90% エタノール 浸漬 30分  

100% エタノール 浸漬 60分  

100% エタノール 浸漬 60分  

エタノール・ブタノール 

1：1 溶液 浸漬 

30分  

100% ブタノール 浸漬 60分  

100% ブタノール 浸漬 60分  

ブタノール・パラフィン 

1：1 溶液 浸漬 
30分 65℃ パラフィン溶解・包埋装置内 

パラフィン 浸漬 60分 65℃ パラフィン溶解・包埋装置内 

パラフィン 浸漬 60分 65℃ パラフィン溶解・包埋装置内 

包埋   

 

④ 切片作成：包埋したサンプルについて、サンプルを余すことなく 6μm で薄切し、水を張った
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スライドガラスに乗せた。スライドガラスを over nightで風乾した。 

⑤ 蛍光免疫染色：以下の手順で蛍光免疫染色を行った。 

表 38 蛍光免疫染色の実験手順 

蛍光免疫染色の実験手順 

操作 時間 特記事項 

キシレン浸漬 30分  

キシレン浸漬 30分  

100% エタノール浸漬 5分  

100% エタノール浸漬 5分  

90% エタノール浸漬 5分  

70% エタノール浸漬 5分  

イオン交換水浸漬 3分  

抗原賦活化 15分 
Untigen Unmasking Solution 使用。 

105℃高圧蒸気滅菌機内で行った。 

1x PBS浸漬 5分  

5% skim milk in PBSでブロッキング 30分 25℃で振盪しながら行った。 

1次抗体 O/N Canget Signal Immunoreaction Enhancer Solution。 

PBS-T 10分 3回繰り返した。 

2次抗体 60分 25℃で振盪しながら行った。 

Canget Signal Immunoreaction Enhancer Solution。 
PBS-T 10分 3回繰り返した。 

DAPI 7分  

封入   

 

⑥ 観察、細胞数計測：蛍光観察は、光学顕微鏡と CCD カメラで行った。画像の補正は、AxioImage

と Photoshopを用いて行った。細胞数計測は、ImageJを用いて行った。 
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第四章 Dnd1 条件付き欠損マウスを利用した精巣テラトーマ

発症機構の解析 

 

4-1 緒言 

第三章においては、129系統に Dnd1-Δアリルを戻し交配し、DND1 が精巣テラトーマの発症を

制御するメカニズムについて解析した。しかし、上述の通り、Dnd1Δ/Δマウスや Ter 変異体は 129

系統以外では精巣テラトーマを発症しないことが明らかとなっている 11（表 3）。このように、精

巣テラトーマの発症には 129 系統の遺伝的な要因が強く作用するにも関わらず、その実体は未だ

に不明である。そして、Terや Dnd1-Δ アリルをホモで持つと生殖細胞が劇的に減少するため、精

巣テラトーマを発症する前の生殖細胞を解析に十分な量確保することが困難である。このように、

129 系統を利用した精巣テラトーマ発症機構の解析は難しいと考えられる。 

DND1 は生殖細胞の発生直後から発現し、その後も各発生ステージにおいて生殖細胞に発現す

ることが知られている（図 14）。一方で、NANOS2 は生殖細胞の雄性分化が開始する頃に発現し

始めるタンパク質であり、生殖細胞の雄性分化において重要な役割を持つことが知られている。

これまでの当研究室の研究により、DND1 と NANOS2 は生体内で結合するとともに、この複合体

が生殖細胞の雄性分化に必須であることを明らかにしている。しかし、NANOS2が発現する以前

の発生ステージにおける DND1 の機能は不明である。 

本研究においては、E10.5において Dnd1を条件付き欠損させたマウスは、精巣テラトーマをほ

ぼ 100%の確率で発症することを示す。このマウスは、混合型の遺伝的背景においても精巣テラト

ーマを発症するため、129系統を用いない解析が可能である。そして、本実験系においては、移動

期において生殖細胞の劇的な減少が起こらないため、解析に十分量の生殖細胞が確保できること

が明らかになった。 
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図 14 DND1と NANOS2 タンパク質の発現時期 

DND1 タンパク質は、生殖細胞の発生直後から発現し始め、その後は各発生ステージにおいて広

く発現することが知られている。一方で、NANOS2 は雄性分化の開始初期から発現し、雄性分化

に重要な役割を持つことが知られている。 

 

4-2 実験結果 

 

4-2-1 移動期の生殖細胞において Dnd1を欠損させると精巣テラトーマを発症する 

上述の通り、生殖細胞が雄性分化する前の時期における DND1 の機能は不明であるため、これ

を明らかにするために Dnd1flox/flox マウスに Oct4ΔPE-CreERT2トランスジーンを導入し、E9.5 にタ

モキシフェン投与を行った（図 15A）。4 週齢において Dnd1-cKO の雄マウスを解剖したところ、

controlに比べて精巣が大きく肥大していた（図 15B）。HE染色を行うと、control精巣においては

通常の精子形成が起こっていたが、Dnd1-cKO の肥大化した精巣においては様々な組織や細胞種

が混在する様子が観察された（図 15C, D）。その中には、外胚葉由来の毛根、中胚葉由来の骨格

筋、内胚葉由来の腸上皮細胞様細胞が観察された（図 15 E－G）。このことから、大きく肥大した

精巣は精巣テラトーマであることが明らかとなった。 

上述の通り、精巣テラトーマの発症に先立って胎生期精巣内に TP 細胞が発生することが明ら

かとなっている。そこで、TP細胞の存在を確認することで精巣テラトーマの発症有無が胎生期に

おいて判定できるのではないかと考え、TP 細胞をラベリングすることを試みた。そのために、

Dnd1-cKO マウスに Nanog-EGFP トランスジーンを導入した。Nanog は発生初期の生殖細胞や TP
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細胞で発現することが報告されている遺伝子である 25,26。E16.5において胎仔精巣の蛍光観察を行

うと、Dnd1-cKO 精巣の中に GFPの強い蛍光が観察される箇所が観察された（図 15H, I）。Dnd1-

cKO 胎仔精巣の蛍光免疫染色を行うと、NANOG、OCT3/4 といった多能性細胞マーカーと共に、

TP 細胞マーカーOTX220を強く発現する細胞集団が観察された（図 15 J－R）。一方で、GFP の発

現が低い生殖細胞は、多能性細胞マーカーの発現が検出されなかった。このことから、Nanog-EGFP

トランスジーンにより精巣テラトーマの発症を観察できることが明らかとなった。 

そこで、タモキシフェン投与のタイミングによって、このような細胞集団の発生確率が変化す

るか調べることにした。なぜなら、E13.5において Dnd1を欠損させたマウスは精巣テラトーマを

発症しないためである 3。そのために、E10.5 から E12.5 にかけてタモキシフェン投与を行い、胎

仔精巣の蛍光観察や胎仔精巣の免疫染色により細胞集団の有無を確かめた。その結果、E10.5にタ

モキシフェン投与を行った場合は 95.8%の確率で細胞集団が発生したのに対し、E11.5においては

46.2%、E12.5においては 0%と減少した（図 15S）。 

移動期において DND1 を欠損することが精巣テラトーマの発症に重要であることに加え、

NANOS2 は雄性分化が開始する E12.5から発現することから 27、DND1は NANOS2との相互作用

に依存せず精巣テラトーマの発症を抑制することが明らかとなった。 
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図 15 移動期の生殖細胞において Dnd1を欠損させると精巣テラトーマを発症する 

(A) Dnd1を条件付き欠損させる実験系の概略図。 

(B) control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP) (左側 ) と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP; Oct4ΔPE-

CreERT2) (右側)の精巣写真。 

(C－G) control (C) と Dnd1-cKO (D－G) 精巣切片の Haematoxylin and eosin (HE) 染色写真。 

(H, I) control (E) と Dnd1-cKO (F) 精巣の Nanog-EGFP による蛍光写真。スケールバーは 200μm。 

(J－R) E16.5 における Dnd1-cKO  (F) 精巣の蛍光免疫染色写真。GFP (J, M, P)、NANOG (K)、

POU5F1 (N)、OTX2 (Q)、DAPIとのマージ (L, O, R)。 

(P) control と Dnd1-cKO における Nanog-EGFP のコロニーが 1 個以上観察される個体が現れる確

率を示した表。タモキシフェン投与を E10.5, E11.5, E12.5 について行った。 

スケールバー：5mm (B)、100μm (C) は D と共通、200μm (H) は Iと共通, 100μm (J) は K－Rと

共通。 

 

4-2-2 TP 細胞は Dnd1を失った生殖細胞から生じる 

TP 細胞は、生殖巣に到達した生殖細胞から生じると考えられている 28,29。Nanog-EGFP 陽性の

細胞集団が TP 細胞であることを確かめるために、この細胞集団が Dnd1-cKO 生殖細胞に由来す

るかを調べることにした。そこで、CAG-CAT-EGFPトランスジーンを Dnd1flox/flox; Oct4ΔPE-CreERT2
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マウスに導入し、タモキシフェンを E10.5 に投与して細胞系譜解析を行った（図 16A）。TP 細胞

は、多能性細胞マーカーNANOG の発現が高く生殖細胞マーカーDAZL の発現が陰性という特徴

を持つため 20、GFP、NANOG、DAZL について、E17.5 における胎仔精巣の蛍光免疫染色を行っ

た。その結果、control精巣において GFPは DAZL陽性細胞の 70%程度を標識していた（図 16B-

E）。一方、Dnd1-cKOにおいては DAZL陽性の生殖細胞が顕著に減少していたことに加え、NANOG

陽性かつ DAZL 陰性の細胞集団が観察された（図 16F-M）。このような細胞集団は GFPで標識さ

れていたことから、NANOG 陽性かつ DAZL 陰性の細胞集団は、生殖細胞に由来する TP 細胞で

あると結論付けた。さらに、これらのデータは、DND1 非存在下において、E17.5までに多くの生

殖細胞が失われる一方で、残存した一部の生殖細胞が TP 細胞へと転換することを示唆していた。 

 

 

図 16 Dnd1-cKOにおいて TP細胞は生殖細胞から生じる 

(A) controlと Dnd1-cKO 生殖細胞の細胞系譜解析を行うための実験系の概略図。 

(B－M) 胎生 17 日目における control (Dnd1flox/flox; CAG-CAT-EGFP) (B－E) と Dnd1-cKO 
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(Dnd1flox/flox; CAG-CAT-EGFP; Oct4ΔPE-CreERT2) (F－I) 精巣の蛍光免疫染色写真。GFP (B, F)、DAZL 

(C, G)、NANOG (D, H)、merge (E, I)。より良い可視化のため、F－Iの四角形で囲まれた領域の拡

大写真を F’－I’に示す。スケールバー：100μm (B) は C－Iと共通。 

 

4-2-3 TP 細胞は E16.5以降に NANOGHigh、DAZLLowの細胞集団として発生する 

続いて、TP細胞がどのタイミングで発生するかを確認することにした。解析にあたって、Dnd1

のノックアウト効率を向上させるために、Oct4ΔPE-CreERT2 トランスジーンの代わりに Rosa26-

CreERT2を導入した。そして、controlと Dnd1-cKOに Nanog-EGFP トランスジーンを導入し、E14.5

～E17.5にわたって GFP、NANOG、DAZLについて胎仔精巣の免疫染色を行った。その結果、control

では、どの発生ステージにおいても DAZLが生殖細胞で発現していたが、NANOGの発現は E14.5

以降、徐々に低下していた（図 17A－P）。一方、GFP の発現は NANOG の発現が観察されない

E17.5 においても維持されていた。これは、GFP と NANOG の安定性に差があるためであると考

えられる。 

Dnd1-cKOの生殖細胞は、controlとは大きな差があった。DAZL の免疫染色結果から、E14.5に

おいては control と Dnd1-cKO で組織学的な差は観察されなかったが、E15.5 になると Dnd1-cKO

において生殖細胞数が減少し始め、E17.5になると大部分が失われる様子が観察された（図 17a－

d, 図 18A）。E15.5では、Dnd1-cKOにおいて NANOG の発現は一部の生殖細胞で高く維持されて

いたが、これらの細胞は DAZL を発現していて細胞集団を形成していなかった（図 17e－l, 図 

18B）。E16.5では、Dnd1-cKO 精巣内で NANOGHigh、DAZLLowの細胞集団が形成されていることが

明らかとなった。さらに、E17.5になると、NANOGHigh、DAZLLowの細胞数は多くなっていた（図 

17h, l, 図 18C）。一方で、GFP の発現は、生殖細胞と TP 細胞の両方で観察された（図 17m－p）。 

TP 細胞が生殖細胞に由来するデータと合わせると、Dnd1-cKO の生殖細胞は E16.5 において一

部が NANOGHigh、DAZLLow の TP 細胞へと転換することが明らかとなった。一方で、TP 細胞に転

換しない生殖細胞は、E15.5 から減少し始めて E17.5 には大部分が消失することが明らかとなっ

た。 
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図 17 Dnd1-cKOにおいて TP細胞は E16.5に一部の生殖細胞から生じる 

(A－p) E17.5 における control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP) (A－P) と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox; Nanog-

EGFP; Rosa26-CreERT2 (a－p) 精巣の蛍光免疫染色写真。DAZL (A－D, a－d)、NANOG (E－H, e－

h)、GFP (M－P, m－p)、NANOGと DAZL のマージ (I－L, i－l)。より良い可視化のため、c, g, k, 

oの四角形で囲まれた領域の拡大写真を c’, g’, k’, o’に示す。スケールバー：100μm。 
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図 18 E14.5, E15.5, E16.5, E17.5において Dnd1-cKO生殖細胞に現れる表現型の定量 

(A) 縦軸に DAZL陽性細胞の数を精巣切片面積で割った後に、各発生ステージの controlで正規化

した値、横軸に発生ステージを示したグラフ。(B) 縦軸に E15.5における 1細胞当たりの NANOG

蛍光強度の平均値、横軸に遺伝子型を示したグラフ。(C) 縦軸に TP細胞の数を精巣切片面積で割

った後に、E16.5の Dnd1-cKO の値で正規化を行ったグラフ。n=3の biological replicate かつ 1個体

当たり 3切片以上のデータについてカウントした。黒色のバーは、平均値＋標準誤差を示す。*：

p<0.05、**：p<0.01、***：p<0.001 (Studentの t検定)。 

 

4-2-4 DND1 を欠損すると雄性分化不全となる生殖細胞が出現する 

E10.5 においてタモキシフェンを投与すると、E16.5 頃に TP 細胞が発生することが明らかとな

ったため、それよりも前の発生ステージにおいて、Dnd1を欠損したことによって生殖細胞にどの

ような影響が現れるかを解析することにした。これまでの研究から、TP 細胞は、「多能性関連遺

伝子の発現維持」、「雄性分化関連遺伝子の発現遅延」、「細胞周期停止不全」、「減数分裂関連遺伝

子の上昇」といった雄性分化不全となった生殖細胞から出現するという報告がある 8,20。そこで、

Dnd1-cKOの生殖細胞において、雄性分化が正常に起こっているかを E15.5における胎仔精巣の蛍

光免疫染色を行うことで解析した。「多能性関連遺伝子の発現維持」は、NANOG についての免疫
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染色により確認した（図 17E－G, e－g）。続いて、NANOS2 について解析を行うことにした。こ

れまでの研究から、NANOS2 を欠損すると、生殖細胞が雄性分化不全となってアポトーシスを引

き起こすことが知られている 3。その結果、controlにおいては、中腎に存在する生殖細胞以外は、

ほぼ全て NANOS2 が発現していた（図 19A－C）。一方で、Dnd1-cKO においては、ごく一部が

NANOS2 を発現していたが、大部分の生殖細胞において NANOS2 の発現が検出されなかった（図 

19D－F）。一部存在する NANOS2発現細胞は、Creによる相同組み換えの効率が 100%でないため

に生じた DND1 を欠損していない生殖細胞だと予想されたため、DND1、NANOS2 について免疫

染色を行った。その結果、NANOS2発現細胞の中には DND1 を発現するものもあったが、大部分

は DND1 が検出されず、このような細胞において NANOS2 の発現は低いレベルに留まっていた

（図 20A－L）。したがって、NANOS2 の発現に DND1 は必須ではないものの、十分に発現するた

めには DND1が必要であることが示唆された。また、NANOS2が低いレベルながら発現している

ものの、以前の研究から、DND1 を失った生殖細胞は NANOS2がうまく機能せずに雄性分化不全

になると考えられる 3。 

上述の表現型に加え、雄性分化不全となった生殖細胞の表現型も観察された。まず、KI67陽性

細胞の割合は、controlの 24.0%から Dnd1-cKOで 71.6%まで上昇したことから、Dnd1-cKO の生殖

細胞は細胞周期の停止不全となることが明らかとなった（図 19G－M）。それに加え、SYCP3 陽

性の生殖細胞や（図 19N－S）、精細管外に脱出した生殖細胞も観察された（図 19T－Y）。さらに、

cleaved-CASPASE3 陽性細胞の割合は、control の 2.97%から Dnd1-cKO で 15.7%まで増加した（図 

19Z－f）。Cleaved-CASPASE3 陽性細胞の増加は、E15.5以降に細胞数が減少することの原因である

と考えられる。 

これらの表現型は Nanos2-KO においても観察されたことから 6、Dnd1を失った生殖細胞は雄性

分化不全となることが強く示唆された。 
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図 19 Dnd1を失った生殖細胞は雄性分化不全となる 

(A－F) E15.5 における control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP (A－C) と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox; Nanog-

EGFP; Rosa26-CreERT2) (D－F) 精巣の蛍光免疫染色写真。GFP (A, D)、NANOS2 (B, E)、DAPIと

のマージ (C, F)。(G－L) E15.5における control (G－I) と Dnd1-cKO (J－L) 精巣の蛍光免疫染色

写真。GFP (G, J)、KI67 (H, K)、KI67と GFP のマージ (I, L)。より良い可視化のため、拡大図が

各々の写真に埋め込まれている。(N－S) E15.5における control (N－P) と Dnd1-cKO (Q－S) 精巣

の蛍光免疫染色写真。GFP (N, Q)、SYCP3 (O, R)、DAPIとのマージ (P, S)。(T－Y) E15.5におけ

る control (T－V) と Dnd1-cKO (W－Y) 精巣の蛍光免疫染色写真。GFP (T, W)、LAMININ (U, X)、

DAPI とのマージ (V, Y)。矢頭は精細管外に観察された生殖細胞を示す。(Z－e) E15.5 における

control (Z－b) と Dnd1-cKO (c－e) 精巣の蛍光免疫染色写真。GFP (Z, c)、cleaved-CASPASE3(a, d)、

DAPIとのマージ (b, e)。矢頭は精細管外に観察された生殖細胞を示す。スケールバー：100μm (A

－F, N－S, Z－e)、50μm (G－L, T－Y)。(M, f) 横軸に遺伝子型、縦軸に GFP陽性細胞に占める KI67

陽性細胞の割合 (M)、もしくは cleaved-CASPASE3陽性細胞の割合 (f)を示した棒グラフ。各々の

遺伝子型について、3匹の胎仔を使用した。*：p<0.05、**：p<0.01、***：p<0.001 (Studentの t検

定)。黒色のバーは平均値±SD を示す。 
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図 20 E15.5における NANOS2の発現 

(A－F) E15.5における Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP; Rosa26-CreERT2) 精巣の蛍光免疫染色

写真。GFP (A)、DND1 (B)、NANOS2 (C)、マージ (D)。(A－D)中の上側の囲われた領域の拡大図

は(E－H)に、(A－D)中の下側の囲われた領域の拡大図を(I－L)に示す。スケールバー：100μm。 

 

4-2-5 Dnd1非存在下において EG 細胞の形成率が上昇する 

生殖細胞は、LIF、bFGF 存在下で SCF を発現するフィーダー細胞上で培養すると、EG 細胞と

呼ばれる多能性細胞に転換することが明らかとなっている 30,31。EG細胞の樹立効率は、生殖細胞

の発生直後が最も高く、発生ステージの進行と共に低下して E15.5にはほぼ樹立できなくなる 32,33。

一方で、Dazl欠損マウス生殖細胞は、生殖細胞が雄性分化不全になると共に、E15.5でも野生型に

比べて高効率に EG 細胞を樹立することができる 34。したがって、雄性分化不全となった生殖細

胞は多能性細胞に転換しやすいと考えられる。 

Dnd1-cKO の生殖細胞は Dazl 欠損と同様に雄性分化不全となることから、Dnd1-cKO 生殖細胞

は多能性細胞への転換が起こりやすいと考えられる。そこで、control と Dnd1-cKO の生殖細胞か

ら FACS により生殖細胞を分取し（図 21A－N）、EG 細胞を誘導した（図 22A）。control では、

E13.5における EG細胞の樹立効率は 7.99±1.37%であったが、E14.5においては 0.44±0.13%と減

少し、E15.5においては 0.13±0.02%と大きく減少した（図 22B－D, H）。この結果は、生殖細胞が
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EG細胞へと転換する効率が、胎仔の発生ステージの進行と共に減少して E15.5以降に樹立ができ

なくなる、という過去の報告と一致していた 35。一方で、Dnd1-cKO では EG 細胞の樹立効率が

E13.5 においては、7.90±1.11%と control に比べて有意差がなかったのに対し、E14.5 と E15.5 に

おいては、1.62±0.41%、0.50±0.06%と controlよりも有意に高かった（図 22E－G, H）。一方、雌

においてはどの発生ステージにおいても EG細胞の樹立効率に有意な差はなかった（図 23A－G）。 

これらの結果から、DND1 は E14.5 以降に生殖細胞の多能性を抑制し、DND1 非存在下におい

て生殖細胞が多能性細胞へと転換する現象を促進すると考えられる。 
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図 21 FACSのゲーティングストラテジー 

(A－N) control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP) (C－E, I－K) と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP; 

Rosa26-CreERT2) (F－H, L－N) の精巣 (C－H) と卵巣 (I－N) から、大きさ (FSC-H vs SSC-H) (A)、

シングレット (FSC-A vs FSC-H) (B)、GFPシグナルと生細胞 (GFP vs 7-AAD) (C－N)に応じて生殖

細胞を分取した。 
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図 22 Dnd1-cKO生殖細胞において EG細胞樹立効率は上昇する 

(A) EG細胞樹立実験の実験条件の概略図。(B－G) E13.5 (B, E)、E14.5 (C, F)、E15.5 (D, G) におけ

る control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP) (B－D) と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox_Tg(Nanog-EGFP)_Rosa26-

CreERT2) (E－G) から EG 細胞の樹立実験を行い、AP 染色により染色されたコロニーの代表的な

写真。スケールバー：10mm (B) は C－Gと共通。(H) 横軸に遺伝子型、発生ステージを、縦軸に

EG細胞の樹立効率（播種した生殖細胞 100細胞当たりのコロニー数）を示した棒グラフ。*：p<0.05、

**：p<0.01、***：p<0.001 (Studentの t検定)。黒色のバーは、平均値±SD を示す。 
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図 23 卵巣における controlと Dnd1-cKO生殖細胞からの EG細胞樹立 

(A－F) E13.5 (A, D)、E14.5 (B, E)、E15.5 (C, F) における control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP) (A－C) 

と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox_Tg(Nanog-EGFP)_Rosa26-CreERT2) (D－F) から EG 細胞の樹立実験を行

い、AP 染色されたコロニーの代表的な写真。スケールバー：10mm (A) は B－F と共通。(G) 横

軸に遺伝子型、発生ステージを、縦軸に EG 細胞の樹立効率（播種した生殖細胞 100 細胞当たり

のコロニー数）を示した棒グラフ。ns：not significantly changed (Studentの t検定)。黒色のバーは、

平均値±SDを示す。 

 

 

4-2-6 Dnd1-cKO生殖細胞のトランスクリプトーム解析 

生殖細胞が TP 細胞へと転換する原因を解析するために、control と Dnd1-cKO の生殖細胞にお

ける遺伝子発現の違いを明らかにしようと考えた。まず、Nanog-EGFPの発現をもとに FACSを行
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い、E11.5において RNAシーケンス解析を行った。Dnd1 の発現は、Dnd1-cKO において大きく減

少しており、180の発現上昇する遺伝子と 140の発現減少する遺伝子を検出した（図 24A, B）。し

かし、それらの遺伝子について GO解析を行っても GO termの濃縮はみられず、PCA解析を行っ

ても control と Dnd1-cKO は上手く分離されなかった（図 24C）。以上の結果から、E11.5 におい

て、controlと Dnd1-cKOのトランスクリプトームに大きな差はないと考えられる。 

そこで、E12.5 と E13.5 において、control と Dnd1-cKO 生殖細胞のマイクロアレイ解析を行っ

た。まず、PCA 解析を行うと、それぞれのサンプルは明確に分離されていた（図 24D）。さらに、

PC1 は発生ステージの差を、PC2 は遺伝子型の差を反映していた。また、Dnd1-cKO の生殖細胞

は、controlとは PC2に沿って別の方向へと進むことから、正常な生殖細胞の発生経路から逸脱す

ることが示唆された。control と Dnd1-cKO 生殖細胞の差を更に解析するために、Dnd1-cKO 生殖

細胞の DEGs を計算してクラスタリング解析を行った。クラスター1 と 2 は Dnd1-cKO で発現上

昇する DEGs で構成されており、クラスター1 は E12.5 から E13.5 にかけて発現減少する遺伝子

で、クラスター2は E12.5よりも E13.5で発現上昇する遺伝子であった（図 24E）。クラスター1の

DEG について Gene Ontology（GO）解析を行うと、Chemotaxis の GO term が濃縮することから、

Dnd1-cKOの生殖細胞において E12.5 においても移動期の遺伝子発現の特徴が維持され、その特徴

が減衰するタイミングが遅延することが示唆された。クラスター2の GO には、Otx2、Sox3、Lefty1、

Fgf5、Fgf15に代表される Multicellular organism developmentや Cell differentiation の GO termが濃

縮していた。これらの遺伝子は、プライム型多能性細胞のマーカー遺伝子であることから 36-38、

Dnd1 非存在下において TP 細胞への転換が進行しているのではないかと考えられる。 

一方、発現減少する DEGsは 2つのクラスターに分けられた（図 24F）。GO解析を行うと、ク

ラスター3にはMeiotic Cell Cycleや piRNA Metabolic Processが濃縮していたが、クラスター4にお

いては有意な濃縮が見られなかった。生殖細胞の発生において、Sycp3、Syce2、Spo11、Meiob、Meikin

のような減数分裂関連遺伝子の発現は、雌において E14.5 以降に特に大きく上昇するが、雄にお

いても E12.5以降に比較的低いレベルで発現上昇が見られる（図 25A, B）。さらに、Piwil1や Nanos2

のような piRNA metabolic process や Spermatogenesisに代表される遺伝子の発現も、雄性生殖細胞
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において発現上昇することもが知られている 5。したがって、これらのデータは、Dnd1-cKO生殖

細胞が雄性分化不全となることを示唆している。 

これらの解析から、Dnd1非存在下において生殖細胞は雄性分化不全となり、移動期の生殖細胞

の特徴を維持するとともに、TP 細胞へと転換する経路に入ると結論付けた。 

 

 

図 24 E11.5, E12.5, E13.5 生殖細胞におけるトランスクリプトーム解析 

(A) Dnd1-cKOと controlにおける Dnd1の発現。各々5つの replicateを示した。(B) E11.5における、

control (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP)と Dnd1-cKO (Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP; Rosa26-CreERT2) 生殖細胞

のトランスクリプトームデータに関する Volcanoプロット。赤色の点：p<0.05、fold change>1.5 の

遺伝子。青色の点：p<0.05、fold change<1.5 の遺伝子。(C) E11.5 における Dnd1flox/flox_Tg(Nanog-

EGFP)と Dnd1flox/flox_Tg(Nanog-EGFP)_Rosa26-CreERT2 生殖細胞トランスクリプトームの主成分解

析。一つの点は一つのトランスクリプトームと対応している。各々5つの replicate を取っている。

(D) E12.5、E13.5 における control と Dnd1-cKO 生殖細胞トランスクリプトームの主成分解析。一

つの点は一サンプルのトランスクリプトームと対応している。各々3つの replicate を取っている。

(E, F) E12.5、E13.5において、Dnd1-cKO生殖細胞で発現の高い遺伝子 (E)、もしくは低い遺伝子 

(F) についてのヒートマッププロットと、GO 解析結果。 
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図 25 E11.5, E12.5, E13.5, E14.5, E15.5生殖細胞における減数分裂関連遺伝子の発現 

(A, B) 雄・雌生殖細胞における Sycp3、Syce2、Spo11、Meiob、Meikinの発現量 (A)、雄のみの発現

量 (B)。前処理された雄と雌生殖細胞におけるトランスクリプトームデータを再解析した。 

 

4-2-7 Dnd1Ter/Terと Dnd1-cKO において発現変動する遺伝子の比較 

生殖細胞が TP 細胞へと転換する分子メカニズムの更なる解析のために、Dnd1Ter/Terと Dnd1-cKO

のトランスクリプトーム比較を行うことにした。そのために、まず、E12.5 と E13.5 の Dnd1Ter/Ter

の生殖細胞において 1.5倍以上発現変動する遺伝子を以前の研究結果から取得し、Dnd1-cKO生殖

細胞において発現変動する遺伝子と比較した。その結果、それぞれ 384・228 個の共通して発現上

昇・発現減少する遺伝子が検出された（図 26A, B）。共通して発現減少する遺伝子群に関して Gene 

ontology解析を行うと、Meiotic process、piRNA metabolic process、Spermatogenesisの GO termが濃

縮していた（図 26C）。これは、Dnd1-cKO において発現減少する遺伝子群の GO termと一致して

いたことから、雄性分化不全となることは共通のイベントであることが明らかとなった。一方で、
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共通して発現上昇する遺伝子群について GO 解析を行うと、apoptosis に関連する GO term が濃縮

していた（図 26D）。このことから、Dnd1Ter/Terと Dnd1-cKO の生殖細胞は、細胞死を起こしやす

い状況にあることが示唆された。それだけではなく、SMAD protein signal transduction の GO term

の濃縮も見られた。このことから、TP細胞への転換直前に、Dnd1Ter/Terと Dnd1-cKOの生殖細胞に

おいて TGF-β 経路の活性化が起こることが示唆された。TP 細胞において、TGF-β 経路の活性化が

起こることが報告されているため、この経路が TP細胞への転換を促進することが示唆された。 

 

 

図 26 Dnd1-cKO生殖細胞と Dnd1Ter/Ter生殖細胞のトランスクリプトーム比較 

(A, B) Dnd1-cKO および Dnd1Ter/Ter生殖細胞で発現上昇 (A) および発現減少 (B) する遺伝子に関

するベン図。(C, D) Dnd1-cKO および Dnd1Ter/Ter生殖細胞で共通して発現上昇 (C) および発現減少 

(D) する遺伝子の GO 解析結果。 

 

4-3 考察 

本章においては、生殖細胞の移動期に DND1 を欠損すると生殖細胞は雄性分化不全となり、
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E16.5になると一部の生殖細胞が TP 細胞へと転換することが明らかとなった。トランスクリプト

ーム解析の結果からも、雄性分化関連遺伝子の発現低下が検出された。また、多能性細胞関連遺

伝子の発現上昇も観察されたことから、生殖細胞が多能性細胞に転換しやすい状況にあることが

示唆された。さらに、Dnd1Ter/Terと Dnd1-cKO のトランスクリプトーム比較から、SMAD シグナル

経路の活性化が共通して検出された。このことから、TGF-β経路が TP 細胞への転換に寄与するこ

とが示唆された。一方で、一部の生殖細胞のみが TP細胞へと転換する原因については明らかにす

ることができなかった。原因の一つとして、精細管の基底膜や中腎などからパラクラインシグナ

ルが分泌され、それらを受け取った生殖細胞のみが TP 細胞へと転換するということが考えられ

る。一方で、iPS細胞への転換のように、確率論的に TP 細胞へと転換する生殖細胞が選択される

という可能性も考えられる 39。この点を明らかにするためにも、TP 細胞へと転換する生殖細胞と

そうでない生殖細胞の違いを比較するような解析が必要である。Dnd1-cKOは Ter変異体に比べて

多くの生殖細胞が生き残るため、シングルセル RNA-seq/ATAC-seq 解析に有用なツールになると

考えられる。 

以前の研究から、E13.5において DND1を欠損させると、NANOS2を controlと変わらないレベ

ルで発現するにも関わらず、生殖細胞は雄性分化不全となり細胞死が引き起こされることが明ら

かとなっている 3。これは、DND1 が存在しないことにより NANOS2 が機能不全に陥っているた

めだと考えられる。このことから、移動期に DND1 を欠損させても E13.5 における欠損と同様に

精巣が矮小化するのみだと考えていた。しかしながら、予想に反して精巣にはテラトーマが発症

していた。このことから、移動期に DND1 を欠損させると E13.5 で欠損させたときに比べて、生

殖細胞は TP 細胞へと転換しやすくなることが明らかとなった。トランスクリプトーム解析から、

DND1 非存在下において生殖細胞は移動期の性質を維持して雄性分化がうまく起こっていないと

考えられるが、E13.5における欠損においては既に雄性分化が起こっているために精巣テラトーマ

を発症しないと考えられる。また、移動期における DND1 の機能は、生殖巣に入った生殖細胞に

おける機能とは異なる可能性がある。移動期においては NANOS2 ではなく NANOS3 が発現する

ため、移動期における DND1のパートナーは NANOS3 であるのかもしれない。そのため、DND1-
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NANOS2 複合体と DND1-NANOS3 複合体のターゲットの違いを明らかにすることで、TP 細胞へ

の転換メカニズムが明らかになる可能性がある。しかし、DND1は miRNA依存的な RNA分解を

抑制するとの報告もあるため、NANOS を介さずに精巣テラトーマの発症を抑制する機能を持つ

可能性もある。そのため、生殖細胞が TP 細胞へと転換する現象を明らかにするために、移動期に

おける DND1や DND1-NANOS 複合体の結合 RNAを同定する必要があると考えられる。 

これまでに、遺伝子変異により精巣テラトーマを発症する例がいくつか知られているが、その

全てが 129 系統マウスに変異アリルの戻し交配を行った結果生じたものである 20,21,34,40。つまり、

精巣テラトーマの発症には 129 系統の遺伝的な背景が強く作用する。しかし、その実体は不明で

あることが TP 細胞への転換メカニズムを解明するための研究を複雑にしていた。一方で、Dnd1-

cKO マウスは 129系統を含まない実験系であるため、マウスにおいては移動期に DND1を欠損さ

せることにより精巣テラトーマを発症させることができるのかもしれない。しかし、一方で、KI67

陽性細胞の割合や EG 細胞の樹立効率は以前の報告よりも高い値を示した 32,33。このことは、この

マウス系統が精巣奇形腫瘍の発症を促進する遺伝的背景を持つことを示唆している。実際に、こ

のマウス系統に Dnd1-Δ アリルを導入して Dnd1 のホモ欠損マウスを作成すると 60%もの確率で

精巣テラトーマを発症することが明らかとなった（図 27）。B6やMCH 系統においては、Dnd1の

ホモ欠損マウスであっても殆ど精巣テラトーマを発症しないので、このマウス系統の遺伝的背景

は精巣テラトーマの発症を促進すると考えられる。DND1 を欠損することによる精巣テラトーマ

発症への影響をより詳細に調べるために、B6 や MCH 系統における Dnd1 条件付き欠損による解

析、順遺伝学的解析や全ゲノムシーケンスによる精巣テラトーマ発症の責任領域の同定が必要だ

と考えられる。 
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図 27 Dnd1-cKOと同じ系統において Dnd1の欠損は精巣テラトーマを引き起こす 

(A) Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP; Rosa26-CreERT2と同じマウス系統における、野生型、Dnd1+/Δ、Dnd1Δ/Δ

の精巣写真。以前の報告と同様に、Dnd1+/Δの精巣は野生型よりも小さかった。また、Dnd1Δ/Δの左

側精巣は精巣テラトーマを発症していた。スケールバー：10mm。 (B) Dnd1flox/flox; Nanog-EGFP; 

Rosa26-CreERT2 と同じマウス系統における、野生型、Dnd1+/Δ、Dnd1Δ/Δ の精巣テラトーマ発症率。

サンプル数は、野生型（n=47）、Dnd1+/Δ（n=96）、Dnd1Δ/Δ（n=51）。青色、オレンジ色、緑色のボ

ックスは、それぞれ左側、右側、両側における発症率を示す。 

 

4-4 実験で使用した物品等 

4-4-1 使用した試薬・製品 

・Canget Signal Immunoreaction Enhancer Solution （Toyobo） 

・ProteinaseK（Fujifilm Wako）  ・Tris（Fujifilm Wako） 

・酢酸（Fujifilm Wako）   ・アガロース粉（理科研） 

・EtBr（Nippon Gene）   ・飽和ピクリン酸（Fujifilm Wako） 

・ホルマリン（Fujifilm Wako）  ・パラホルムアルデヒド（Fujifilm Wako） 

・10x Dulbeccos’ PBS（Fujifilm Wako） ・NaOH（Fujifilm Wako） 

・NaCl（Fujifilm Wako）   ・KCl（Fujifilm Wako） 

・Na2PO4・12H2O （Fujifilm Wako）  ・KH2PO4（Fujifilm Wako） 

・Tween-20（Fujifilm Wako）  ・Skim milk（Fujifilm Wako） 

・EDTA（DOJINDO）   ・エタノール（Fujifilm Wako） 

・ブタノール（Fujifilm Wako）  ・パラフィン（Fujifilm Wako） 

・スライドガラス（松浪）  ・キシレン（Fujifilm Wako） 



74 

 

・ヘマトキシリン（武藤化学）  ・エオシン（武藤化学） 

・Sl/Sl4 m220フィーダー細胞 30  ・Accutase（Merck Millipore） 

・NBC（Cytiva）    ・7-AAD（Beckman Coulter） 

・KSR（Thermo Fischer Scientific）  ・Glutamax（Thermo Fischer Scientific） 

・NEAA（Thermo Fischer SCientific） ・2-メルカプトエタノール（Fujifilm Wako） 

・mLIF（Merck）    ・bFGF（PeproTech） 

・A83-01（Fujifilm Wako）   ・GSK3β阻害剤（REPROCELL） 

・MEK1/2阻害剤（REPROCELL）  ・ナフトール AS-MXリン酸（nacalai tesque） 

・N,N-ジメチルホルムアミド（FujifilmWako）・HCl（Fujifilm Wako） 

・MgCl2（Fujifilm Wako）   ・蒸留水（大塚製薬） 

・FAST Red TR（Sigma）   ・DMEM（Sigma） 

・Super ScriptⅢ（Thermo Fischer Scientific） ・AMPure XP（Beckman Coulter） 

・エキソヌクレアーゼ（Takara Bio） ・ターミナルトランスフェラーゼ（Roche） 

・MightyAmp DNA polymerase（Takara Bio） ・MinElute PCR Purification Kit（Qiagen） 

・Low Input Quick Amp Labeling Kit（One-color）（Agilent Technologies） 

 

4-4-2 使用した機器 

・実体顕微鏡（Olympus）   ・CCD カメラ（Carl Zeiss） 

・光学顕微鏡（Carl Zeiss）  ・光学カメラ（Canon） 

・ホットプレート（Omron）  ・ミクロトーム（Leica） 

・パラフィン溶解・包埋装置（Leica） ・CO2インキュベーター（SANYO） 

・Agilent2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies） 

・TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice Gradient（TaKaRa） 

・HiSeq1500（Illumina） 
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4-4-3 使用したソフトウェア 

・Miniconda3（Anaconda, Inc. released on 2022/2/15） ・R（R development Core Team, ver.4.2.1.） 

・AxioImage（Carl Zeiss）    ・Photoshop（Adobe） 

・ImageJ（NIH） 

4-4-4 使用したパッケージ等 

・STAR（ver.2.7.9a）    ・Rsubread（ver.2.8.2） 

・ENSEMBL GTFファイル（release98）  ・mouse reference genomeファイル 

・limma（ver.3.5.0.）    ・dplyr（ver.1.0.7）   

・ggplot2（ver.3.3.5）    ・gplots（ver.3.1.3） 

4-4-5 使用した抗体 

使用した抗体を以下に示す。 

表 39 使用した抗体の詳細 

使用した 1次抗体 

抗体名 免疫動物種 メーカー 

anti-cleaved CASPASE3 抗体 Rabbit Cell Signaling 

anti-LAMININ Rat ICN Biomedicals 

anti-KI67 Rabbit Thermo Fischer Scientific 

anti-OTX2 Rabbit Abcam 

anti-NANOG Rabbit Bethyl Laboratories 

anti-GFP Goat Novus Biologicals 

anti-NANOS2 Rabbit Suzuki A, et.al. 2016. 

anti-DND1 Rabbit Suzuki A, et.al. 2016. 

anti-DAZL Guinea Pig Suzuki A, et.al. 2016. 

anti-SYCP3 Rabbit A gift from Dr. Chuma. 

使用した 2次抗体 

Aquamarine conjugated anti-Guinea pig IgG 抗体 Donkey Jackson ImmunoResearch 

Alexa488 conjugated anti-goat IgG 抗体 Donkey Jackson ImmunoResearch 

Alexa594 conjugated anti-rabbit IgG 抗体 Donkey Jackson ImmunoResearch 

Alexa594 conjugated anti-mouse Pig IgG 抗体 Donkey Jackson ImmunoResearch 

Alexa594 conjugated anti-rat IgG 抗体 Donkey Invitrogen 
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4-4-6 使用した primer 

表 40 使用した primerの詳細 

使用した Primer 

Dnd1-Δ アリル 
Fw：GGAAGCCTTCTCAAACTCAC 

Rv：GAGTTTGACACCAGCCTAAT 

Dnd1-flox, Dnd1-wild アリル 
Fw：AAGGCCCTGGTAGAAGGTAG 

Rv：GAGTTTGACACCAGCCTAAT 

Tg (Oct4ΔPE-CreERT2) アリル 
Fw：GATAGCGCTCGCCTCAGTTT 

Rv：GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG 

Rosa26-CreERT2 アリル 
Fw：TGTTGCAATACCTTTCTGGGAGTTC 

Rv：GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG 

 

4-4-7 使用したバッファー 

・タモキシフェン溶液（表 8） 

・1x TE バッファー（表 9） 

・10x Loading dye（表 10） 

・50x TAE バッファー（表 11） 

・1.5% アガロースゲル（表 12） 

・ブアン固定（表 15） 

・10x PBS（表 16） 

・PBS-T（表 17） 

・5% skim milk in 1x PBS（表 18） 

・4% PFA固定液（表 36） 
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表 41 ソーティングメディウムの組成 

ソーティングメディウム 

試薬 使用量 

NBC 100μL 

Glutamax 50μL 

Non-essential amino acids 50μL 

DMEM 5mL 

計 500mL 

 

表 42 EG細胞培養培地 Aの組成 

EG細胞培養培地 A 

試薬 使用量 

KSR 0.15μL 

Glutamax 50μL 

Non-essential amino acids 50μL 

10mM 2-メルカプトエタノール 5μL 

1 x 107 unit/ mL mLIF 0.1μL 

250μg/mL bFGF 0.1μL 

DMEM 0.99mL 

Amphotericin B 10μL 

計 1mL 
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表 43 EG細胞培養培地 Bの組成 

EG細胞培養培地 B 

試薬 使用量 

KSR 0.15μL 

Glutamax 50μL 

Non-essential amino acids 50μL 

10mM 2-メルカプトエタノール 5μL 

1 x 107 unit/ mL mLIF 0.1μL 

250μg/mL bFGF 0.1μL 

2.5mM A83-01 0.1μL 

10mM Mek1/2 inhibitor 0.1μL 

10mM GSK3β inhibitor 0.1μL 

DMEM 1mL 

Amphotericin B 10μL 

計 1mL 

 

表 44 AP反応溶液の組成 

AP反応溶液 

試薬 使用量 

ナフトール AS-MX リン酸 5mg 

1M Tris HCl（pH8.8） 5mL 

N,N-ジメチルホルムアミド 250μL 

1M MgCl2 100μL 

蒸留水 Up to 50mL 

計 50mL 

 

表 45 AP発色基質溶液 

AP発色基質溶液 

試薬 使用量 

FAST Red TR 6mg 

蒸留水 240μL 

計 240μL 
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表 46 AP発色試薬溶液 

AP発色試薬溶液 

試薬 使用量 

AP反応溶液 1mL 

AP発色基質溶液 24μL 

計 1mL 

 

4-4-8 使用したマウス 

2-4-7 の通り行った。 

4-5 実験方法 

 

4-5-1 ジェノタイピング 

ジェノタイピングは、2-5-1の通り行った。 

 

4-5-2 タモキシフェン投与 

雌マウスと雄マウスを交配した。膣プラグを確認した日を E0とし、各ステージで妊娠雌マウス

にタモキシフェン溶液を 150μL投与した。 

 

4-5-3 精巣の観察 

胎仔精巣の蛍光観察においては、タモキシフェン投与を行い、E16.5に解剖により精巣を摘出し

た後に、ジェノタイピングを行った。観察は、実体顕微鏡と CCD カメラを用いて行った。 

成体精巣の観察においては、タモキシフェン投与を行い、E10.5においてジェノタイピングを行

った。そして、生後 4 週齢において解剖により精巣を摘出した。観察は、実体顕微鏡と光学カメ

ラを用いて行った。 

 

4-5-4 HE染色 

マウスの精巣・精巣テラトーマのサンプル化と HE 染色は、2-3-5の通り行った。 
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4-5-5 胎仔精巣の蛍光免疫染色 

① サンプリング：タモキシフェン投与を行った後、各ステージで解剖により胎仔から精巣を摘出

した。さらに、ジェノタイピングを行うことで遺伝子型を判定した。 

 

以下の実験操作は、2-5-12の通り行った。 

 

4-5-6 細胞系譜解析 

Dnd1flox/flox；Tg(CAG-CAT-EGFP)の雌マウスと、Dnd1flox/flox；Tg(CAG-CAT-EGFP)；Tg(Oct4ΔPE-

CreERT2)の雄マウスを掛け合わせ、E10.5においてタモキシフェン投与を行った。そして、E17.5 に

おいて、雌マウスを解剖して胎仔から精巣を摘出し、胎仔精巣の蛍光免疫染色を行った。 

 

4-5-7  FACS 

① 細胞懸濁液の作成：タモキシフェン投与を行い、胎仔精巣を解剖により取り出した後に、以下

の手順で細胞懸濁液を作成した。 

表 47 細胞懸濁液の作成 

細胞懸濁液の作成 

操作 時間 特記事項 

Accutase反応 20 分 37℃ 恒温水槽内で行った。 

ピペッティング  3回繰り返した。 

Accutase 反応 10 分 37℃恒温水槽内で行った。 

ピペッティング   

Accutase 反応 5 分  

ピペッティング   

NBC 反応  10% 容量を反応させた。 

遠心分離・上清除去 
 スウィング型遠心機を使用した 

（1800rpm、5分間）。 

ソーティングメディウムへの懸濁   

7-AAD の反応 5 分 0.5% 容量を添加した。 

② FACS：セルソーターを用いてソーティングを行った。 
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4-5-8 EG細胞の培養 

FACS を行い、雄と雌の生殖細胞をフィーダー細胞上に分取した。培養開始日を培養開始 0日目

とし、3 日目まで EG 細胞培養培地 A で培養した。3 日目以降、EG 細胞培養培地 B で培養した。

また、培地交換は 2日に一回の頻度で行った。さらに、培養は 5% CO2・37℃の条件で、CO2イン

キュベーター内で行った。 

 

4-5-9 AP染色 

以下の手順で AP染色を行った。 

 

表 48 AP染色の実験手順 

AP染色の実験手順 

操作 時間 特記事項 

PBSで洗浄  2回繰り返した。 

4% PFA 固定液で細胞固定 3分 室温。 

PBSで洗浄  2回繰り返した。 

発色試薬と反応 10分 37℃恒温槽内で反応させた。 

PBSで洗浄  1回行った。 

4% PFA 固定液で再固定 5分  

PBSに置換   

 

4-5-10 RNA シーケンス解析 

①  RNA シーケンス解析は表 49の通り行った。 
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表 49 RNAシーケンス解析の手順 

RNAシーケンス解析 

操作 時間 特記事項 

生殖細胞分取  E11.5から 100細胞ずつ。 

逆転写  Super ScriptⅢを使用 

逆転写プライマー除去  AMPure XP 

エキソヌクレアーゼ 
cDNA への 3’末端の付加  トランスフェラーゼ 

二本鎖 DNA合成  MightyAmp DNA ポリメラーゼ 

DNA 精製  MinElute PCR Purification Kit 

シーケンス解析用のライブラリー作成  LIMprep41 

シーケンス解析  HiSeq1500 

 

② リードファイルは、STAR ソフトウェアを用いてリファレンスゲノム（mm10）にマッピングし

た。 

③ RNAシーケンスデータの情報解析 

 

表 50 RNAシーケンスデータの情報解析 

RNAシーケンスデータの情報解析 

処理内容 使用した関数 

遺伝子のリードカウント集計 featureCounts (Rsubreadパッケージ) 

リードカウントを log2(RPM+1)に変換  

log2(RPM+1)の値が 4 より大きいサンプルが 1

つ以上ある遺伝子のみを抽出 

 

スケーリング scale 

 

④ PCA 解析は表 51の通り行った。 

表 51 PCA解析 

PCA 解析 

処理内容 使用した関数 

遺伝子発現行列のスケーリング scale 

PCA 解析 prcomp 

PCA プロットの描画 ggplot 
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④ Gene ontology解析は、DAVIDにより行った 42。 

 

4-5-11 マイクロアレイ解析 

① マイクロアレイデータの取得を以下の通り行った。 

 

表 52 マイクロアレイデータの取得 

マイクロアレイデータの取得 

操作 時間 特記事項 

生殖細胞分取  E12.5, E13.5から 120000細胞 

RNA精製  RNeasy Plus Micro kit 

RNA品質チェック  Agilent2100バイオアナライザー 

cDNA 逆転写、ラベリング(cyanine3)  Low Input Quick Amp Labeling Kit (One-Color) 

cDNA ハイブリダイズ 17h SurePrint G3 Mouse GE 8×60K v2 Microarray, 

65℃ 
洗浄  Gene Expression Hybridization Kit 

Gene Expression Wash Pack 
スキャン  Agilent SureScan G2600D 

イメージデータ処理  Feature Extractionソフトウェア（11.5.1.1） 

 

② 取得したマイクロアレイデータの処理は、R の limma パッケージを利用して以下の通り行っ

た。 

 

表 53 遺伝子発現生データの処理 

遺伝子発現生データの処理 

処理内容 使用した関数 

生データの読み込み read.maimages 

バックグラウンド補正 backgroundCorrect 

log2値への変換 normalizeBetweenArrays 

control プローブの除去  

遺伝子シンボルのないプローブの除去  

4サンプル以上でバックグラウンドよりも低いプローブの除去  

プローブ名の遺伝子シンボルへの変換  

遺伝子シンボルの重複を除去（最も蛍光強度が高いものを残した） distinct 
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③ PCA 解析は表 51の手順で行った。 

④ 発現変動遺伝子のクラスタリングは以下の手順で行った。 

 

表 54 発現変動遺伝子のクラスタリング 

発現変動遺伝子のクラスタリング 

処理内容 使用した関数 

遺伝子発現変動の平均値の計算 apply, mean 

遺伝子発現変動の有意差の計算（control vs Dnd1-cKO） lmfit, eBayes 

発現変動遺伝子の抽出（log2FC>1.5, p-value<0.05）  

発現変動遺伝子発現行列のスケーリング scale 

PCA 解析 prcomp 

発現変動遺伝子のクラスタリング dist, hclust, cutree 

ヒートマップの描画 heatmap.2 

 

⑤ Gene ontology解析は DAVID により行った 42。 
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第五章 総括 

第二章においては、Ter 変異体が Dnd1 の null 変異体であることを示した。そして、Dnd1+/Δマ

ウスは 129 系統マウスにおいて不妊となるが、Dnd1+/Ter においてはそのような表現型は観察され

なかった。これは、Dnd1-Δ アリルの導入により、Dnd1 遺伝子近傍の遺伝子発現に影響を与える

からではないかと考察した。そして、以前の報告において Dnd1欠損マウスが胚性致死となった原

因も、同様の現象が起こっているからなのではないかと考察した。 

第三章においては、Dnd1 と Nanos2・Nanos3 は精巣テラトーマの発症において遺伝的に相互作

用することを示した。将来的に、DND1-NANOS2 や DND1-NANOS3 複合体と相互作用する RNA

を同定することで、精巣テラトーマ発症メカニズムを解明できる可能性を示した。 

第四章においては、生殖細胞の移動期において DND1 を欠損させることが、精巣テラトーマの

発症に重要であることを示した。そして、DND1 を失うことにより生殖細胞は雄性分化不全とな

り、TP 細胞への転換が促進されることを明らかにした。また、本実験系は 129系統を用いない方

法であるとともに、Ter 変異体や DND1 欠損マウスとは異なり、TP 細胞へと転換する以前の生殖

細胞を十分量集められることが明らかとなった。そして将来的には、本実験系を用いてシングル

セルトランスクリプトーム解析を行うことで、より詳細な精巣テラトーマ発症メカニズムの解明

に繋がる可能性を示した。 

本研究においては、DND1 に着目して精巣テラトーマ発症メカニズム解明のための研究を行っ

た。今後、DND1を失った生殖細胞が TP 細胞へと転換するメカニズムの全容を解明することによ

り、分子メカニズムに基づいた精巣テラトーマの予防・治療法に結び付けられると考える。 
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付記 

・本論文を構成する学術論文 

本論文の内容は、以下に示す学術論文に基づく。 

 

・Atsuki Imai, Yoshihiko Hagiwara, Yuki Niimi, Toshinobu Tokumoto, Yumiko Saga, Atsushi Suzuki, Mouse 

Dead end1 acts with NANOS2 and NANOS3 to regulate testicular teratoma incidence. PLoS One. 15(4), 

e0232047, pp1-18, 2020. 

 

・Atsuki Imai, Kazuya Matsuda, Yuki Niimi, Atsushi Suzuki, Loss of Dead end1 induces testicular teratomas 

from primordial germ cells that failed to undergo sexual differentiation in embryonic testes. Scientific 

Reports. 15(4), e0232047, pp1-18, 2023. 
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