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Ⅰ．要旨

始原′巨殖細胞（PGC）は雌雄酉雄も子の起源細胞である。マウスのPGCは胎齢7日頃

約3（）個のアルか川ネスフアクーゼ陽性細胞として胚体外申胚葉に出現し、9．5　日で

は後腸・腸間膜を移動し、11．5［廿二生殖隆起へ達する。12．5　日で精巣と卵巣の件分化

が始まり、この間PGCは約1万偶にまで増加するc PGCの移動、増姉、隼存及び分

化は周囲の体細胞から産隼される種々の因子により制御される。しかし、PGCに関わ

るこれらの分子機構は今なお未解決である。

本研究では、マウスの′ピr‖ピタ一雌雄にPGC欠損を引き起こす第1H番染色体に位置

する劣性自然突然変異teratomとl（ler）に注目し、PGCの増殖と′f三存に関わるJer遺

伝子の機能を発生遺伝学的に解析した。

129／Sv－＋／lef・系で発見されたJer遺伝子をLTXBJ系へ戻し交配法で導入し樹立さ

れたferコンジェニック系LTXBJ－＋／terには、3種の遺伝門■4（＋／＋、＋／tet・及び

fピJl‖ビJ・）が混在する。各遺伝子型はJビJ・遺伝子に連鎖するマイクロサテライト　DNA

のPCR増幅産物の系統間多型から推定される。＋／＋及び十日eJ・（以後＋／－）型マウス

は妊性をもつが、ter／ler雌雄はPGCが増殖を開始する発年初期からPGCを欠損し、

倭小生殖巣となる。／ビr‖ビJ一胎仔精巣の体細胞と＋／－PGCから作製した再構成精巣では

生殖細胞が死滅したことから、Jビアカビデ′体細胞の欠陥がPGC欠損の原因と示唆された。

これらの知見を元に行った本研究の成果をまとめた。

第1として、ter／terPGC自体の増殖能や生存能及びPGC欠損を引き起こすIef・／fel・

体細胞とPGCとの細胞間相互関係を明らかにするために、LTXBJ一十／／er系9．5及び

11．5口胚から分離したPGCと胎仔精巣の体細胞を／ピJ・遺伝子型を組み換えてフィーダ

ー細胞上で“交換土日合養”した。その結果、＋／一体細胞と共培養した／ビタカビJ■PGCは

＋／－PGCと同様に直常にDNAを合成し、増殖し、生存したが、Eel・／let・体細胞仁では

PGCはIer遺伝子型によらずDNA合成はしたもののアポトーシスを起こし、その数

は減少した。どの培養系でもPGCは共培養されたセルトリ細胞と判定された体細泡と

接触し、PGCの′1三存を支持する＋上里体細胞の膜結合型因子が存在する可能件が示唆

された。

第2として、胎仔隼殖巣の体細胞は／ピタ・遺伝召こ関連した液性因子を井′仁するかを明

らかにするため、LTXBJ－＋／lef・系胎仔精巣及び卵巣の体細胞の培養仁清（CM）を、

クロ…ズドコロニーICRマウス9．5及び11．5冊台仔のPGCと体細胞の“混合培養系”

に添加した。その結果、由来によらず＋／一里CM（2（）％）はPGC数を増加させ、Jcl・／lcf・
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里CMはPGCのアポトーシスを弓は起こした。いずれのCMもPGCのDNA合成を

阻苦しなかった。＋／一里CMはfer／t〝里CMには無いPGCの′主存を支特する成分を

含んでいた。CMを塵′仁する体細胞の種類や増殖速度にはh〃一遺伝子型による差は無か

った。次に、体細胞やPGCに対する既知の増殖因子と圧J一遺伝子との関係を明らかに

するために、LTXBJ－＋／f（リ・系胎仔、幼君仔及び成体マウスの精巣における増殖因子SCF、

TGFβ1、bFGF、ル4、OSM及びNRGβまたそれらの受容体C－Kitとgp13（）の発現

を免疫組織学的及びRT－PCR法により解析した。その結果、＋／＋及びIer／ler精巣い

ずれに於いてもこれら園子の発現パターンやmRNA量にも違いはないことから、ter

遺伝子はこれら増殖因子とは独立に作用している可能性が示された。

第3　として、／ピタ・遺伝予及びその関連遺伝子を同定するために、12．5　日胎仔及び′圭

後7日幼若仔の＋／＋精巣cDNAからfet・／ter精巣cDNAを差し引いたcDNAサブト

ラクシヨンライブラリーを作製し、塩基配列を決定した。更に、マクロアレイにより＋／＋

精巣で強く発現している遺伝子を調べた結果、JビJ・関連の候補遺伝子が複数同定された。

本研究から得られた主な結論は、（1）＋／一胎仔生殖巣の体細胞はJビJ・遺伝子座にコ

一一ドされた膜結合型と液性型の成分からなる新規PGC増殖因子（TERFと命名）を産

／圭し、PGCの′冒享を支持する。（2）ter／ter体細胞は、その因子を欠くためPGCのア

ポトーシスを抑制することができずに死滅させるものの、種々の既知の増殖閃子は庫

勺三する。（3）Jピ7月ピタ・PGC自体は正常な増殖能や生存能を所持し、体細胞との細胞間相

互作周を行う。本研究はJピタ・遺伝自室の遺伝子がマウスの発生初期からPGCのアポト

ーシスを抑える役割を担っていることを初めて明らかにしたものである。
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lI．略語

ActR：

AP：

B（1：

Bax：

bFGF：

BMP：

hp：

BrdU：

BRL：

BSA

cM：

CM：

DAB：

DMEM：

aclivin recepl（一r；アクチビン受唇体

alkalinc ph（－SPhatasc；アルカリ性ホスプアダーゼ

C57BL／bJ

Bcト2－aSSOCiatcd XproIcin

basicribr。bhslgrowth ractor；塩基性繊維芽細胞増殖因子

boncmorPhogenelicprotein；骨形成因子

basepairs；塩基対

5－brom0－2’－deoxyuridine；グロモデオキシウリジン

bul、ral（一ratliver；バッファローラット肝臓

bovine scrum albumin；ウシ血清アルブミン

Centim（一rgとIn；センチモルガン

COnditioncd medium；培養上清

3，3f－diaminobenzidine telrahydrochloride；3－3一ジアミノベン

ジジンテトラヒドロクロリド

Dulbecco’s mod汀ied Eagle medium；ダルヘツコ改変イーグル

培地

dNTP：　　dcoxyribOnuCIcosidetriphosphales

EDTA：　　CthylenediamincletraaccticとlCid

ESM：　　embryonicsIcm cellmedium；胚性幹細胞用培地

EST：　　eXPrCSSCdsequencctag；発現タグ配列
FBS：　　　rCtalbovine scrum；牛胎仔血清

FRSK：　　forskolin；フォルスコリン

Gas6：

GAPDH：

CJ・〃：

H－E－A：

HMC：

IL－4：

lL－11：

JAK：

kDil：

Kil、5b：

LIF：

MEM

Mvh：

growth arresトSPCC汀icgene6

glyccraldehydephosphaledehydrogcnase

glucocorticoidreccpIor－1；グルココルチコイド受容体l

hcmaloxylin－COSin－alcian blue；へマトキシリンーエオシンーア
ルシアンブルー

Hoffman modulation contrasl；ホフマンモジュレーションコン

ストラクト

inlcl・leukin－4；インターロイキン4

interleukin－11；インターロイキン11

Janus kinasc

kik）dalt（1n

kincsinl、amily memhcr5B

leukcmiilinhibit（一ryl’；lCtOr；自血病抑；抑人目二

minimum csscntiとl】mcdium

mouscvasa homoIoguc
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Nr3cl：

NRGβ：

OS－CM：

OSM：

PACAP：

一IuC】carrcceptol・3gr（一ur Cnurnbcrl

NcuI・Cgulin　β；ニューレグリン

OVarian s（一matic cclls conditioned mcdium；卵巣休細胞培養上
溝

OnCOStatin M；オンコスタチンM

Pituitary adcnylatc cyclasc acli、′ating polypcptide；下垂体ア
デニル酸活性化ポリペプチド

PBS：　　　Phosphalcburrcred saline

PCR：　　　POlymerasechain rcaction

PGC：　　Primordialgerm ccll；始原生殖細胞

PI3K：　　Phosphatidylinosito13kinase

PLCγ：　　Phospholipase C　γ

RA：　　　relin（1icacid；レチノイン酸

RRM：　　RNArecognition motil、

RT－PCR：　reVerSetranSCrlPtaSePOlymerasechain rcaction

SCF：　　　SIcm cellfactor；幹細胞因子

Sky‥　　　C－Searelaledpr（一Icinkinasefortyrosinc

∫7．・　　　　　▲†J（ノくり

SSLP：　　Simplesequencclengthpolyn”一rPhism

STAT：　Slgnaltransduccrandactivator（一ftranscrlPt10n ramily

TβR‥　　tranSforming growlhl、actorβreceptor；トランスフォーミン

グ増殖因子受容体
TdT：

JeJ一：

TERF：

TGFβ1：

TNFα：

TS－CM：

lerminとIldeoxynucleotidyltransrcrasc；ターミナルデオキシト
ランスフェラーゼ

terat（1ma；テラトーマ

TER Factor

lransrorming growth fac10rβ］；トランスフォーミング増殖因
子β1

tumMr neCrOSis facIorα；腫瘍壊死因子α

lesticu】ar somatic ccHs conditioned mcdium；精巣体糾胞培養

TUNEL‥　tCrminal deoxynucleolidyl transferase－mCdiatcd dUTP－

hiotin nickendhhcHing
Ⅳ：

WTl：

domillantWhilcsp（一日ing

Wilms－tumor日ウイルムス腫瘍
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lII．序論

′主殖細胞は雌雄配偶子に分化し、体細胞とは異なり、遺伝情報を次世代に伝達する

細胞である〇年殖細胞の研究にはショウジョウバエ、アフリかソメガエル、ニワトリ

及びマウスが広く用いられてきた。生殖細胞の発′仁過程にはこれらノ仁物種において多

くの共通点がある0その代表的な過程には隼殖細胞の形成或いは出現、移動、増姉、

生存及び配偶子への分化がある。侍にショウジョウバエにおいてこの発′主過程に関わ

る因子の研究が進んでいる。ショウジョウバエの隼殖細胞形成機構に関しては卵母細

胞後極の極細胞質（或いは生殖質）を含む領域が受精後、核の進入により極細胞を形

成し、これが後に生殖細胞へと分化することが知られている（Campos－Ortcgailnd

Hartenstein，1985）。即ち、生殖細胞になりうる細胞質領域は卵形成期に既に決定さ

れている0極細胞中には／圭殖細胞形成過程を制御する母性国子が局在する（Illm。。S。。

andMahowald，1974）。√）∫kar、l′aSa及びIudol・遺伝子の産物が極細胞質中に存在し、

極細胞の形成に重要な働きをしている（Ephrussiand Lehmann，1992）。しかし、極

細胞が正常に形成されても、極細胞の分化に関わる因子がなければ生殖細胞は形成さ

れない。この分化を制御する因子として〃〟〃〃∫遺伝子産物が同定されている

（Kobayashielal・，1996）。また、Nanos蛋自質は極細胞の年殖巣への移動も制御し

ている（Kobayashiet a／．，19蝋）。一一一一万、マウスではショウジョウバエやアフリカツ

メガエルにみられる生殖質に類似するものは確認されていない。マウスにおいて隼殖

細胞の前駆細胞である始原生殖細胞（PGC）は受精後6日頃の卵筒期の原始外胚葉の

仁端部に位置する細胞から分化する（Yoshimizu elal．，2001）。これらの細胞は胚体

外外胚葉からのBMP4及びBMP8Bのシグナルにより体細胞とは異なるPGCへと分化

することが運命づけられる（LawsonandHagc，1994；Lawsonetal．，1999；Yingel

正，2（）00hその後、PGCは胎齢7．25日頃の胚体外中胚葉域に数個のアルカリ性ホス

フアクーゼ（AP）の陽性細胞集団として検出される（Ginsburgelal．，1990）。出現部

位から移動を開始した直後のPGCは胎齢8．5日では約10（）個程度が屁嚢基狛こ分布し、

、†均して1狛時間に1回の分裂を繰り返し、胎齢9．5日から10．5日では後腸・腸間膜

を通って移動しながら増殖し、胎齢11．5日で生殖隆起に到達し、胎齢12．5　日には′仁

殖巣の性分化が起こり、胎齢13．5Ⅲ二は約25，00（）偶にまで増える（TとImil。dS。。W，

19椚）。その後、PGCは増殖を1仁め、雅の精巣では召糸分裂の休旧剛こ入り、牛後7

日頃に有糸分裂を再開する。PGCから分化した精原細胞が隼殖幹紬泡として分裂を繰

り返し、その一一部は精子形成過程を経て精子へと分化する。雌の卵巣ではPGCから分
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化した卵原紺胞が増姉を停侶ノ、第・減数分裂期に入り、牛後、卵形成過程を経て卵

へと分化する。マウスのPGCの移動、増殖、′仁存及びアポトーシスといったPGCの

発′圭過程を調節する分子機構については近年多くの知見が得られており、これら発牛

過程には生殖細胞とその環境をなす周囲体細胞（精巣ではセルトリ細胞及び卵巣では

ろ胞細胞）との相互作用が重要であるが、発狂初期のPGC一体細胞の相互作用はまだ仁

分に解明されていない。

マウスの胎齢8・5－11・5日胚から単離した移動及び増殖期にあるPGCをSTO細胞

（Donovanefal・，1986）、TM4細胞（DeFeliciandDoIci，1991）、Sl／S14－m22O細

胞（Matsuielal・．1991）及びST2細胞（Uchida et al．，1り95）など適当なフィーダ

ー細胞仁で培養すると数日間は増殖し、生存する。これらのフィーダー仁では、胎齢9．5

日の後腸・腸間膜から単離したPGCは3日間、胎齢11．5日の′巨殖隆起から単離した

PGCでは1日間、それぞれ増殖し、以後増殖を停止する。このことは生体内における

PGCの発生段階による増殖サイクルが培養系でrli現されることを示す。

このようなPGCの培養系を用いて解析されたPGCの発生過程に関わる増殖因子等

を表1にまとめた。これらのうち生殖巣で発現が確認されているものがいくつか明ら

かになっており、その代表的なものに幹細胞因子（SCF）がある。SCFはPGCの隼存

を助ける増殖因子でPGCのアポトーシスを抑えている（Dc Feliciand DoIcL1991；

DoIcieEal・，1991；Godinetal・，1991；Matsuielul．，1991；Pesceetal．，1り93）。SCF

は第10番染色体のSIccl（Sl）遺伝子座にコードされ、PGCの周囲の体細胞から分泌

される。これに対する受容体は第5番染色体のdominanlwhite spotling（W）遺伝

fJ剰こコードされているC－kit　というレセプター型チロシンキナーゼで、PGCにおい

て発現している（Gcissleretal．，198勘CopelandeLal．，199（）；Malsuielal．，1990）。

∫J及びWの突然変異マウスはそれぞれ生殖細胞を欠損する。この事実はこれらが′主殖

細胞の生存にとって必須であることを示している。しかし、これら変異マウスは隼殖

細胞欠損とともに血球系、色素細胞等にも異常が見られる。

現在までに多数の因子が報告されているが、これら因子を培養系に添加してもPGC

の長期間の勺三存は維持できない。また、これら因子の機能を欠損させたノックアウト

マウス及び突然変異マウスの中にPGC欠損を引き起こさせるものはSCFだけであり、

生殖細胞のみに働く因子は報告されていない。

私が本研究で右目したtcrak一ma（t（1）はPGC欠損をおこす突然変異遺伝Fである

（N（一guChiこlnd Nogucl亘1り85）。この／ef・遺伝予の機能を解析することはPGCの増

殖及び隼存の機構の解明に役立つと考えられる。Jビ′・遺伝子は、精巣杵テラトーマ高発
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表1：増殖因子及びそのレセフタ、一一

マウスにおいて遺伝子がマップされている囚召こついてはその染色体番号を
示している。

因予　　マウス 受容体と　　　　　PG（二への効果参考文献

染色体　シグナル伝達因予

SCF l（）番　　いkit

PLCγ、Pl3Ⅰく

生存　　　　　DoIci（1g刀工19別

LIF l1番　lJIFR＋gf）130　　　生存

J．′＼K、Sl二㌧113

D（－lFeliL・ic　雨．，1991

rr（＿汀β17番　　T／目し」，］　　　移動・

SMÅr）　　　　　　増殖抑制

GU〔liTIPH上川91

hRiF　3番　　FGITR　　　　　　増殖　　　　加tstlic巨～仁1992

PL（∴γ

TNIT（Y17番　　rrR55　　　　　　増殖　　　　掠lW；tSeJr召上199′1

PKC

LL弓　11番　lLiR（rγC　　　　増殖　　　（、0（）ke刷り199」て1

⊥AK、S′LYI、（う

RA R′＼Ⅰく　　　　　　　増殖　　　　Koshimizt1（由仁1993

Cノノu41）

PACAP　一一　　　PACAPR　　　　　増殖　　　　p、SCeHd㌦199G

C．′u張）

（）SM　ユ1番　　OSMlそ＋gD130　　生存　　　（11－（、11g（加工199（う

上＼1（、S′nく′＼Tこう

II：11　7番　ILllR＋gI）130　　生存　　　　Koshi1－1izll（1tltI．，1996
上ゝ1（、S′LYr3

G；lS6　8番　　slqr　　　　　　　生存　　　　M山SUb肌er召上199（i

P13K

NlそGβ　　　　　ErhB3　　　　　　生存　　　　Toy（〕（lz卜（）hn。（〕tlll，．1999

PLCr

Acti＼血　仇113番ActR」，］　　　増殖抑制　　Rkhlて1sef召上1999

／Hう1番
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系統129／Sv－・／ler（Stcvenstlり73）から、雌雄の鋤殖細胞の欠損を引き起こすとと

もに、雄性のPGCを起源とする精剰′抒ラトーマの高発性に関する単一・劣性突然変異

遺伝子として兄い出された（NoguchhIndNoguchi，1985）。さらに、129／Sv＿．／tビ′′

系統から、C57BL／u（B6）及びLTXBJ系統に／el・遺伝子を交配導入した／。′‘コンジ

エニック系統C57BL／6J－・／ler（B6－＋／lビ′一）及びLTXBJ－＋／lerが樹立されている

（Noguchietal・，1996）otel・コンジェニック系統において、十／＋型及び＋／／er型′†湖

巣で生殖細胞は正常に増殖分化するが、′ビ′カビ′一型生殖巣は雌雄とも生殖細胞欠損が起

きる0また、′ピ′力ど′一雄は精巣性テラトーマを自然発症しない。これにより、隼殖細胞

欠損と精巣性テラトーマの形成という二つの現象が分離され、h”一遺伝子が単　一で

Jピ′カビ′・胚におけるPGC欠損を起こす遺伝子であることが明らかにされた。

Jピ′・遺伝子は、第18番染色体仁のグルココルチコイドレセプター1（G′・／月遺伝子

座の極近傍に位置する（B6－・／ler系統においては組み換え率2％）（S。kumi。（。l．，

1994）。マウスでは染色休日こマップされた各種のマイクロサテライトDNAのPCR

増幅より生じる多型simp】c sequencelength polymorphsm（SSLP）には系統間で

多型が存在する（Dietrich et al．，1992）。Gr11遺伝子のマイクロサテライトDNA

（D18Mit17）のSSLPを周いるとIel・コンジェニック系統の胚や個体の．／＋、＋／′e，・

及びJe机ビ′・遺伝子型を数時間で判定でき、この方法が如・遺伝子型の判定のついた胎

仔を用いて、ter遺伝子の機能を解析することを可能にした（S。k。r。i。ltLl．，1995）。

この方法を用いて、B6－＋／ier系の＋／＋及び＋／ler胚のPGCは、他の種々の近交系と

同様に増殖し、胎齢8・（用では約5。個あったPGCが胎齢11．5日では約1，400個に達

する。ソ穴′ビ机ピ′・胚においてはPGCのH凋期の胎齢7．（）日は出荷であるが、胎齢

S・（‖1で約20個と減少し、極少数しかないPGCは正常な移動経路を通り、胎齢11．5

日で生殖隆起に到達する。性分化が起こり形態的に雌雄の勺三殖巣の区別が可能な胎齢

12・5日までPGCは僅かに残り、その数は約100個である。PGCは胎齢13．5日以降、

精巣においてJl性前に完全に欠失し、精巣は倭小となり、Je机ビ′・雄マウスは不妊とな

る0雌では僅かに妊性を持つ（Sakuraietal．，1995；Noguchiet。l．，1996）。この特徴

は本研究で用いたLTXBJ－・／ter系においても同様である（Noguchiet。l．，1996）。／C，・

遺伝子はW遺伝子より早い時期から働くことも示された（Sakur。i。（，ll．，1995）。

次にIer遺伝予によるPGC欠損の機構を解明するため、N（一guChieltEl．（19。5）は

B6－＋／ferの胎齢8・（川のPGCを含む部域を解離し、Sl／S14－m22（）フィーダー細胞を

用いた培養系で培養した結果、＋／＋及び＋／k′・胚のPGCは培養3川肛増殖するが、

t（”’／te′棚のPGCは増殖障書を示した。これにより、fel・遺伝召こよるPGC増殖障告

ボ



がilHノi”0で再現されたo既知の増殖因予SCF、LIF、FRSK、TNFα及びhFGFを添

加しても／ビ打／ピr胚のPGC欠損は回復されなかった。

さらにNoguchiet aL（1997）はこのようなf”遺伝召こよるPGC欠損はIef・／（。，

マウスの全身的な血流を介した内分泌的な異常ではなく′ビ…ビJ・精巣の精細閂内部七原

囲があることをLTXBJ－＋／ler系の胎仔精巣の移植実験で示した。そこでIcr変異体の

PGC欠損がPGCの周囲の体細胞により引き起こされるのかを解明するために分裂休

止期前後の正常な（＋／＋）胎齢1－3・5日の隼殖細胞を自身の体細胞或いは′ビ机ヴ′・体細

胞で組み換えた再構成精巣を作出した0この結果、′ビ′カビ′・体細胞と＋／＋PGCとで作

製した再構成精細管内ではPGCは精原細胞として休旧期から分裂再開はするものの、

その後の精子形成過程において欠失した（Noguchietal．，1997）。このことから、t。，

遺伝子による／闘殖細胞欠損は少なくとも精巣体細胞に原因があり、M期には作用せず

Gl期に障害を起こすことが示唆された。しかし、再構成精巣を作製するためには

Ier／terPGCは少数しかとれないため、Iel・／terPGC自体の増殖能や隼存能の解析は行

われていなかった。また、′ビ巾ビ′一精細管を構成するセルトリ細胞等の体細胞がPGC

欠損を引き起こす際のPGCと体細胞の相互作用、即ち、闘妾細胞間接触を要するか、

或いは液性成分を介するか等、′ビ′・遺伝子産物に関わる問題点は未解決であった。

本研究では＼はじめに、少数のPGCの解析に適したPGCと体細胞の共培養系を用

いてIer／l”PGC自体は正常な隼存能及び増殖能を持つか、また、托，／t。，体細胞がPGC

と接触を介して作用するか否かを明らかにすることを目的とした。従来、PGCの培養

は普通マウス系統のPGCとそれを含む周囲の体細胞を解離し、同時に適当なフィーダ

一一細胞仁にまいて椎々の因子を添加してその効果を調べた報告がほとんどである。本

研究ではPGCと周囲体細胞を分離して、PGCと体細胞のter遺伝子型を組み換え、そ

れぞれのPGCと体細胞を直接接触させて、膜結合型SCFを産隼するSl／S14＿m220フ

イ鵬ダー細胞上で他の因子は加えずに培養した。これを“交換共培養”系と呼ぶ。

マウスでは胎齢り・5日のPGCは増殖期にあるため、数日間は培養可能であり、増殖

能をみることができる（Godinelal．，1991）、また、胎齢11．5日生殖隆起のPGCは2、

3日後には休旧紺こ入るため増殖能をみるには適さないが一〃，ノ〟r〟では隼存能をみる

ことができる（D（－1iciビ′〟Llり里：CllCngビJ〟仁19舛）。増殖囲召二は分泌型と膜結

合型が知られているので、ここでは分泌型の効果を除くために、培養時間に注意した。

単離した胎齢り・5日の′ビ机どげGCを甲離した胎齢12．5日＋／．体紺胞仁で培養し、

Jビ′ソhリ‘PGCの隼存能及び増殖能を解析した。次にFii離した胎齢11．5日＋／十　PGCを

＋／十及び／ビ山ビ′・体細胞仁で共培養し、さらに、逆の組み合わせで甲離した胎齢11．5

り



HIct’／let’PGCを＋／＋及びIer／（ぐ′・体細胞巨で培養し、各tcr遺伝予型PGCの′ト存能

及び体細胞とPGCの接着の効果について解析した。

次に、生殖巣体紺胞は′ピ′・遺伝子に関連する液件因子を分泌しているのか、また、

′ビ机ピ′㍉精巣体細胞は既知のPGCに対する増姉因子とどのような関係にあるかを解析

した0まず、LTXBJ一・／ter系胎仔隼殖巣体細胞の培養仁活（CM）を得て、これをICR

マウスの増殖能の強い胎齢り・5日及び生殖隆起に移入した胎齢11・511のPGCを含む

都城のPGC培養系に添加し＼隼殖巣体細胞が分泌する“”・遺伝子に関わる液性成分の

効果を解析した。既知のPGCに対する増殖因子について＋′＋及び如月ピタ・精巣での発

現を免疫染色またはRT－PCRを用いて解析した。

最後に＼′ビ′一遺伝子或いは′ビ′・遺伝子に関連する遺伝子の同定を目指し、＋／＋及び

Ier／ter精巣からmRNAを抽出し、両者のcDNAを引き算して、。DNAサブトラクシ

ヨンライブラリ…を作製した。

本論文では、生殖剤朋包と体細胞の相互作用及びfe′一遺伝子に関連するPGCのアポト

ーシスを抑制する体細胞の塵生する膜結合型及び分泌型の新規増殖因子（TER fact。r

（TERF）と命名）の可能性が示された。

1日



IV．材料と方法

IV－1．マウス

実験に使用したマウスは′ピ′‘コンジェニック系LTXBJ一十日〝■及びクローズドコロニ

ーSIc‥lCRを用いたo LTXBJ－＋／lピ′一系は129／Svq＋′lピ′・系統からLTXBJ系統にt（リ‘

遺伝予を交配導入し、戻し交配を繰り返して樹立されたので（N（一guChiピJ〟仁丹叫、

戻し交配が25世代以上進んだマウスを実験に用いたoLTXBJ－＋／ter系統のJer遺伝

子型を検定交配法とSSLP法（後述）により判定し、＋／ter同上の交配から＋／＋、＋／tel〃

及び′gr／ge′・胎仔及び成体マウスを得たo sIc：ICRは日本エスエルシー株式会社から購

入したものを適宜繁殖させて用いた。

マウスの胎齢は膣栓を確認した日の招隼を胎齢（上5日とした。

IV－2．溶液

溶液はすべて超純水NanopurclI（Barnstead）を用いて調製した。培養用に用いた

DMEM、ESM及びダルべヅコPBS（－）は孔径0．22〟m　のミリポアフィルター

（Millip（－rC）を用いて、加圧濾過滅菌後使用した。

1．SSLP反応液

1検体分の組成は次の通りである。

1．25mMdNTP混合溶液・・・

×10PCR反応緩衝液・・・

D18MitI7（RcsearchGenetics）
フォワードプライマー・・・

リバースプライマー・・・

7’〟ヴDNAポリメラーゼ（日本ジーン）
超純水・・・

2・ブアン液（Bouinfsrixalive）

飽和ピクリン酸水溶液・‥
ホルマリン・・・

酢酸・・・
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3・′用台仔血清（rclalb（一、パncscrum；FBS）

FBS（Morcg；llc）は560Cで3（）分間、補休を非働化した後、分注し、－2（）OCで保存し、
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使用した。

4・高グルコースダルペソコ改変仁一グル培地（Dulheec（了s ModH、icd Ei1gle

Mcdiunl；DMEM）

PHは7・38－7・40に合わせた。11の組成は以卜の通りである。

DMEM（Gibco）

HEPES（Sigma）

NaHCOl

ストレプトマイシン（明治製菓）

ペニシリン（明治製菓）

13．50

3．57

3．70

（）．1（）

tT
b

ぐ†
と・

lT
b

l▼
b

10（J unit

5．DMEM（10）

Sl／S14－m220細胞の培養の際に用いた。この溶液の1川）mlの組成は次の通りであ

る。

DMEM

FBS

り（）ml

l（）Illl

6．塩基溶液

lUUmlの組成は以上の通りである。370Cに温めて溶解し、－200Cで保存した。

ヌクレオチド溶液からチミジンを除いたヌクレオチド溶液（－T）をBrdUの取り込

みに用いた。

アデノシン（Sigma）

シトシン（Sigmil）

グアノシン（Sigma）

チミジン（Sigma）

ウリジン（Sigma）

（）・08（）g

（）・073g

O・073g

日・（）85g

り・（）24g

7・胚性幹細胞培地（ESM）（10）＊及びESM（2（＿））＊＊

CM回収用の隼殖巣の培養にはESM（20）を、PGC培養にはESM（1（））を用いた。

＊はESM（1（））の組成を示し、＊＊はESM（20）の組成を示している。

DMEM

】2

リ（）．（）111巨



DMEM

FBS

FBS

H）mMMEM非必須アミノ酸溶液（Gibco）
ヌクレオチド溶液

紬．（）mlキメ＊

1（日）ml＊

2什（）mPこ＊

（上5m1

1．日m】

8．ダルペソコPBS　仁）

胎仔の摘出、生殖巣のトリミング及びフィーダ一組胞の洗浄の際に用いた。この溶

液の11の組成は次の通りである。

NaC】

KCI

NaっHPOJ・12H，O

KHっPOl

免疫染色の洗浄の際に用いた。11の組成は次の通りである。

NaCI

NaヱHPOl・12HっO

NaH，POヰ・2H、0

8・Og

O・2g

2・9g

O・2g

10．マイトマイシンC溶液

フィーダー細胞の調製の際に用いた。以下の組成でストヅク液を作り、5川）〟lずつ

分注し、－2OOCで保存した。DMEM（10）で最終濃度5pg／mlに希釈して使用した。

マイトマイシンC（Sigma）

滅菌水

IV－3． プライマー

SSLP及びRT－PCRに用いたプライマーの配列を表2に示す。

IV－4．抗体

培養細胞及び組織切片の免疫染色に用いた抗休を表3に示す。

13
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表2：フライマ一一

遺伝子　FonⅥ汀汀プライマーー（5㌧3－）　　Re＼rerSeフライマ一一（5㌧3・）

I〕181IIt17（GJJI）’rcÅGGC▲lG▲r「T（て1心IGCJLゝG CTGTGG（汀AGCCCAAGT〔LIT

G一一U）D〃

A Tて訂㌧‖

DFGJr

CGTGG▲lGTCllACTGGTGTCTTCACC G．YrGGCATGGACTGTGGTCjrlて；AGC

GAGCTCC：＼〔AACllGC11AACG（LIGT（二（▼C（；rCC∴C尤r「LICÅC（TCTrGJ・LLuT（丁Ir，rCTr

GG（二Ll（rTcATG▲uCCAGATCA GCAAAG（：ACATTGCTGAGGAGG

CTC（二㌧CGTGGふuTCAACGG（吉rC GCTGACCT「GCAGGAGCGCÅ（、尤IT

：LIG（二GGCTCTlCTGCj・uG∴＼ACG lTCTGTCCAGGT（二CCGTmてiG

PCR産物　参考文献

19（ト21∴1hl）sal（川・a血創㌦‖漸う）

2591〕Ⅰ〕
＼Ⅴ〉▼SOll√11（汀Skid召上，（1995）

81俳叩lそoss山新．，＝99：う）

3181）。＼＼加gr…仁（19鋤

∴i771）‡）szihss）▼（加工（199（i）

3十11－）1）l点）Tl肌巨盤上（199こう）



表3；抗体

抗体　　　一次抗体　購入先

の希釈率　及び入手先
二次抗体　　　二次抗体の標識

抗4C9　　100倍　Dr・T．Muramatsu　　ラットIgG　　ビオチン

抗BrdU　100倍　Amersham　　　　　マウスIgG　　ベルオキシダーゼ

抗WT1　100倍　Dr・T．Akiyama　　　ラビットIgG　ビオテン

抗SCF lO0倍　SantaCruz（sc－1303）ヤギIgG　　　ビオチン

抗LIF　　　　50倍　SantaCruz（sc－1336）ヤギIgG　　　ビオチン

抗TGFβ1100倍　SantaCruz（sc－146）ラビットIgG　ビオチン

抗bFGF　　200倍　SantaCruz（sc－79－G）ヤギIgG　　　ビオチン

抗TNFα　　50倍　SantaCruz（sc－1351）ヤギIgG　　　ビオテン

抗IL－4　　100倍　SantaCruz（sc－1260）ヤギIgG　　　ビオチン

抗OSM　　　50倍　SantaCruz（sc－5488）ヤギIgG　　　ビオチン

抗NRGβ　　50倍　SantaCruz（sc－1793）ヤギIgG　　　ビオチン

二次抗体のマウスIgGはAmersham社から購入した。

残りのものはすべてVector社から購入した。
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事V－5・呵遺伝千里の決定

LTXBJ一十／lef・系統から得られた胎仔のIef・遺伝子型は検定交配により確認した

（N（－guChiビ′〟いり。症＋／＋及び＋＝ビ′瀾体は雌雄ともに車用な生殖巣を持つが、

′ビ机ピr個体は生殖細胞を欠損した楼小な不妊′欄巣を持つ（図1、2）。胎仔牛殖栗で

は＋／一里と′ビ机（車里で／陳巣に大きさの差は無いが、前者は多数のPGCが後者は極

僅かなPGCを含む（図3）。成体の′ピ′一遺伝子型の検定には既知の＋‖ピタ・個体（テスタ

ー）との検定交配を行い、得られた生後2ケ月齢の個体の精巣及び卵巣で外部形態と

組織学的観察から削、で且つ生殖細胞を欠く生殖巣を持つ個体を′ビ机ピJ▲型とし、その

親を＋／Jビ才一型と判定した。

堕」上二日・世堂マイクロサテライトDNAのSSLPを用いたtet・遺伝子型型進定

“り一遺伝子座の近傍、約2cM以内に位置するG沼遺伝子座は129系から／ピタ一遺伝子

と共にLTXBJ－＋／ler系に導入されたので、マイクロサテライトDNAマーカー、DI8

Mit77（Rcsearch Gcnetics）により増幅されたPCR産物は129系とLTXBJ系では

異なるSSLPの多型を示す（Sakuraietal・，1994，1995）。これに従って、日月胤＼

は胎仔の肝臓からDNAを抽出し、940Cで20秒、550Cで20秒、720Cで4。秒のサイ

クルを3（）サイクル行った0図4に示すように、対照として用いたLTXBJ系統及び

129／Sv－＋／ler系統のPCR産物はそれぞれ214bp／214bp及び190bp／1鮒bpの単一

バンドである（レーン1、5）。LTXBJ－＋／ler系統で＋／＋、＋／ter及びIer／terと判定

されたマウスのPCR産物のバンドはそれぞれ214bp／214bp、214bp／19（”）P及び

190bp／190bpであった（レーン2－4）。そこで外観からではJビ′′遺伝子型を推定でき

ない胚の＝リ・遺伝子型はこれらのバンドパターンからそれぞれ＋／十、十日ピタ・及びピ畑座J・

と判定した0培養に用いた胎仔の遺伝子型の判定は後述の…寺間のPGCと体細胞の“分

離培養”の間に行った。

狸二＿7・組織学的標本の佐里

採取した隼殖′巣はブアン液で固定、パラフィン包埋によるb〟mの連続切片とし、

ヘマトキシリンーエオジンーアルシアンブルー三重染色（H－E－A染色）又は後述の免疫

組織化学染色を行った。

Ⅸ二8・フィーーダー紺胞の遡製

Matsuielul・（1992）に従って、Sl／S14－m220細胞はPGCの培養用のフィーダ～

lh
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山　　　　加地r

図3；mBJ－＋力er系統の胎齢12．5日の精巣。アルカリ性ホス
フアターゼ活性染色により精巣内のPGCが赤色を呈している。
左は＋／＋型精巣、多くのPGCが散在している。付随している
中腎の中腎管内が僅かにアルカリ性ホスフアターゼ活性陽性を示
し、赤色を呈している（矢じり）。＋力er型精巣もこれに似ている。
右はJgr力gr型精巣、ごく少数のPGCがみられる（矢印）。
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1　　2　　　3　　4　　　5

芸縄

図4；Ⅰ二ⅨRト＋／励系統における＋／＋、＋／ねr及び短〟たr型マウス

のGdlプライマーを用いたR二R増幅産物のSSLP多型を示す電気泳
動像。

uⅨRト＋／鯛続の＋／＋型（レーン2）および知ノ励型（レーン

4）は、それぞれmBJ系統（レーン1）と129／Sv一十／kr系統
（レーン5）と同じタイプの単一バンド（それぞれ214bpおよび
190bp）を示す。I」ⅩBJ－＋／kr系統の＋／ter型（レーン3）は、

uXⅣ系統と129／Sv十／鯛続のFlタイプのバンドパターンを示

す。ここで用いた＋／十、十／短rおよび励ゾ短r型はあらかじめ交配検
定で短r遺伝子型が決定されている。よって、各胚の励一遺伝子型
は、LⅨ凹型、129型およびへテロ型バンドからそれぞれ＋／＋、kr
／kr及び＋／krと判定する。
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細胞として用いた（Malsuielul．，1992）。Sl／S14Ym22。紬泡はDr．D．Wi枇ImS

（Howard Hughcs Medicallnslitutc，Ind血一a UE－ivcrsily）及びDr．K．Zs。h（、

（Connclicscorpor；ltion）の好意により松属靖久先年（大阪府立母子保健総合医療セ

ンター）を通じて分与された。Sl／S14－m22日細胞は川％FBS（Morcgate）を含むDMEM

（1（））で培養した0シャーレは。・1％（W／V）ゼラチン溶液（Sigma）でプレコM卜

したものを用いた0コンフルエントになった細胞は2時間、5／∠g／mlマイトマイシン

C（Sigma）で処理後、トリプシンーEDTA（Sigma）で細胞を剥がした。1穴当たり2．（）

×軒個になるように4穴プレート或いは24穴プレートにまいた。それらの細胞は18

時間培養後、フィーダー細胞として用いた0培養は370C、5％coニー95％空気の炭酸ガ

ス培養器（Heracus）を用いた。

王V－9・PGCと体細胞の“分離培養二

LTXBJ一十／Jビ′‘系の＋／lel・同仁の交配から得た胚の後腸・腸間膜（胎齢9．5日）、隼

殖隆起（胎齢11・5日）、精巣（胎齢12．5－14．5日）及び卵巣（胎齢14．5日）をトリプ

シンEDTA（Sigma）により370C、10－15分間処理し、単一一細胞に解離した。シャー

レへの接着性の違いにより生殖細胞と体細胞を分離するため、解離した細胞は・胚ご

とシャーレに播種し、ESM（1（月で6時間、370C炭酸ガス培養器で培養した（これを

“分離培養”と呼ぶ）。培養6時間後に浮遊している細胞を“pGC分画”として回収し、

シャーレに付着した細胞はトリプシンーEDTAで再び解離し、“体細胞分画”として回

収したo pGCと体細胞の分離率は後述のAP清性染色で検出したPGC数により計算し

た。AP陽件細胞と陰性細胞の率は後腸・腸間膜の“PGC効軒，においてはそれぞれ

約70と30％、年殖巣の“PGC分画”においてはそれぞれ約90と10％であり、AP

陰性の血球細胞や′用材巣体細胞の僅かな混入がみられた。“体細胞分画”は全てAP陰

性であった。回収したそれぞれの分画の生存率をトリパンブルーを用いた色素排除法

により調べた結果、どちらもほぼ＝）0％であった。

lV＿＿＿「＿＿10・PGCと体細胞の“交換共箪養二

胎齢り・51」の“PGC分画”はり．5胚分、胎齢12．5日の“体細胞分画”はり．25胚分、

胎齢11・5日の“PGC分画”及び“体細胞分両”はり．25胚分になるようにそれぞれ、

Sl／S14－m220フィーダー細胞仁にまいた。それらの細胞は2（）％FBSを含むESM（2（））

で12時間、1日或いは3川制服酸ガス培養器で培養した。培地は字引l交換した。
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些＿二日．胎仔生殖巣体細胞CMの調製

Kaw；lSCefal・（19輔）がBRL細胞のCMの調製に用いた方法を改変して）旧一た。

LTXBJ－＋／ler系の胎齢13・5卜日立び胎齢14．5日の胎仔精巣及び胎仔卵巣の“体細胞

分画”をESM（1（りで3川乱培養し、コンフルエントになった細胞の培養液をそれぞれ

精巣体細胞培養日清（TS－CM）及び卵巣体細胞培養仁清（OS－CM）として回収した。

ここで得られたTS－CM及びOS－CMは体細胞の／ef・遺伝門型からそれぞれに＋／＋、

十日er及びte，・／terCMとし、同じ遺伝子型のCMはまとめた。集めたCMは2，（）（，（，g

で遠心によって混入した細胞や破片を除いた後、－8（）OCで保存した。このストックを

100％cMとし、必要に応じてESM（10）で希釈して使用した。さらに実験に応じて

CMに各柁処理、熱変性及び限外濾過を施した。熱変性は100℃で5分間煮沸し、蛋

白質を変性させた。また、遠心型限外濾過フィルター［セントリブレツプ3r）（AI雨C（－n）］

により分f質量3OkDa以仁の分画と30kDa以下の分画に分離した。

＿IV－12．ICRマウスのPGCの培養

PGCの初代培養はMatsuielal．（1991、1992）の方法に従って行った。

PGCの分布している部域を限定して得るため、ICRマウスの胎齢9．5日胚の後腸・

腸間膜及び胎齢11．5　日胚の生殖隆起を採取し、トリプシン処理により単・細胞に解離

した。PGCを含む細胞懸濁液を24穴プレートのフィーダー細胞日こ（）．5月棚1当（胎

齢9．5日）或いは0．25胚相当（胎齢11．5日）播種し、1－3日間、炭酸ガス培養器にて

培養した。

IV－13・AP活性染色及び4C9抗体を用いた免疫染色によるPGCの同定

培養したPGCはMatsuief al．（］991）の方法に従って、PGCのAP清性を指標に

同定した。培養後シャーレに付着した細胞を90％アルコールで20分間、50Cで固定後、

染色液（25mMTris－maleatepH9、8mMMgC】二、naPhlhoI AS－MXphosphalc

（Sigma）、（）・4mg／ml、Fast Rcd TRsalt（Sigma）1mg／ml）で染色した。赤褐

色に呈色した持徴的な細胞膜（AP陽性細胞）を持つ細胞をPGC　と判定し、ホフマン

モジュレーションコントラスト（HMC）付き倒、招型顕微鏡（オリンパス）を用いてPGC

数をカウントした。さらに、胎齢り．5日の後腸上皮及び胎齢14．51似降の隼殖巣体細

胞はAP陽件となるので、胎齢15．5　日以前のマウスのPGCを同定できるラットモノ

クローナル抗4C9抗体の免疫染色を行った（Yoshinaga（Hal．，1991：Kawascelal．，

22



1り。4主4C9抗体は村松喬先隼（名古屋入学）より分与された0後述の方法により免疫

染色を行い、4C。反応陽性細胞質は黒色を呈した0さらに詳しく見るためにAP活性

染色と4C9免疫染色との薫染色により、茶褐色を呈したAP／4C9陽性細胞をPGC

と判定した。上皮様AP陽性／4C叫；性細胞はPGCとは判定しなかった。AP陽件及び

AP／4C9陽性PGC数の集誹二は2－3回の実験を繰り返し、少なくとも6穴分の合計

の平均と標準偏差を求めた。さらにその僻はSludcnl－st検定を用いて評価したoJr値

が（J・（）5以ドならば有意な差があると判定した。

！＿V＿＿＿「＿＿＿14＿・免疫組織化学染色（免疫染色⊥

4％パラフォルムアルデヒドで固定した培養細胞及びブアン囲定した精巣組織切片を

PBSで洗浄後、0・3％過酸化水素（H二02）／メタノールで2（）分間処理して、内在性の

／、1）レオキシダMゼを失清させた。PBSで洗浄後、表3に示す各種抗体を1％BSAを含

むPBS或いは3％ラビット或いはヤギ正常血清を含むPBSで適当な濃度に希釈し、培

養細胞は室温で60分間、組織切片は40Cで1晩反応させた。PBSで洗浄後、表3に示

したそれぞれの抗体に対する二次抗体を3％正常血清を含むPBSで200倍に希釈し、

45分間反応させたo pBSで洗浄後、ベルオキシダーゼ結合ビオチンーアピジン複合体

（VecIor）（1：100PBS）と30分間反応させた。最後にベルオキシダーゼの基質とし

てO・。05％H20ニ及び0・（）2％3－3Ti）アミノベンジジンテトラヒドロクロリド（DAB）を含

んだDAB溶液（pH7・5）で褐色に発色させた。培養細胞の染色はDAB溶液にさらに

。・006％CoCl，を加えて、黒色に発色させた。組織切片においてはDAB発色後、ヘマ

トキシリンによる核染色を行った。Santa Cruz社から購入した抗体においてはそれぞ

れの抗体のペプチド抗原（Santa Cruz）と40C一一晩反応させ、反応させた抗体で免疫

染色を行い、抗体の特異性を調べた。

壁．．：iiLPGCのBrdUの取り込み率の免疫染色による検出

PGCの細胞周期における合成期（S期）の細胞を検出するためチミジンのアナログ

であるBrdUを用いた。1日或いは3「澗培養したPGCは固定する1時間持崩こ、培養

液からチミジンを除き、BrdU（1〟1／ml）を含んだESM（20）に置き換えた。l時

間後、先にPGCを同定するため、AP清作染色を行い、次にBrdUに対する前述の免

疫染色を行った。細胞膜にAP清件をもち、圧つBrdUを取り込んで黒色に染まった

核をS期にあるPGCと判定した。AP／BrdU陽性細胞数を仝PGC数で除した伯をBrdU

取り込み率とした。
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旦旦＿＿＿－‾16・PGCのアポトーシスの＿換出

アポトーシスを起こしているPGCはAP清作染色により形態仰こ断片化を椎認する

と共にTACS’mlin silLlApopl。Sis dclecli（一n kil（Trい′igcn）を用いてTUNEL法

（Gavrielietal・・1992）により検出した。方法を略記する。培養したPGCを固定後、

プロディナーゼK処理を室泥で行った0日コ0二により内在性のベルオキシダーゼの不清

化後、ターミナルデオキシトランスフェラーゼ（TdT）とビオチン化dUTPを含むdNTP

ミックスを370Cで反応させ、断片化DNAを標識した○黒色の核の断片を持つAP陽

性の細胞をアポトーシスを起こしたPGCと判定した。

IV－17・WTl免疫染色によるセルトリ細胞の坦定

精巣においてセルトリ細胞とその前駆細胞は核内に転写因子であるWilms・l。m。rl

（WTl）を発現している（Pellctieretal．，1991；Mundl（，Set。l．，1993）。培養系にお

いてもWTlの抗体に対する免疫染色を用いることにより、セル上リ細胞を同定するこ

とができるので（Pe11etierelal・，1991；Kud（一hetal・，1995）、前述のようにWTl抗血

清を用いて免疫染色を行い、WTl陽性の黒色の核を持つ細胞をセル上リ細胞として検

出した。WTl有1日帖与は秋山徹先年（東京大学）の好意により野崎直美先生（人阪大学

微隼物病研究所）を通じて分与された。

！V一川．精巣の免疫染色

LTXBJ－＋／tel・系胎齢14・5日、／t後7H齢及び約1ケ月齢以上の精巣をブアン国定

後、6〃mの切片を作成した。これらを生殖細胞の増殖因子として知られているSCF、

LIF、TGFβ1、bFGF、TNFα、Ⅰし4、OSM及びNRGβに対するポリクローナル抗

体により前述した方法で免疫染色を行った。

Ⅳ＿＿二＿＿19．全RNAの抽出

全RNAはRNAisolation kil（Slratagene）のプロトコールに従って抽出した。胎齢

12・5　日の2胚分及び隼後7　日の（）．5匹分の＋／＋及び／ピタカピ′一精巣にS（血Ii州D

（Slr旺lgCnC）を加えてホモジナイズし、2M酢酸ナトリウム（pH4・0）（StratとIgCne）、

水飽和フェノール（GilっC（－）及びクロロホルムーイソアミルアルコール（Sll・illagenc）を

順次加え、40Cで1岬0°呂、20分間遠心する。口汚の水層をチューブに移し、イソプ

ロパノールを加え、一三（）OCに1時間おき、40Cで1岬（）（）g、2（）分冊遠心した。仁清を除
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き、RNAの沈殿に再びSolulion Dとイソプロパノールを加え、混和し、－200Cに1時

間おき、40Cで10j）川）g、1（巨分間遠心し、RNAの沈殿を得た。

RT－PCR

約1〟gの＋／＋及びter／ter精巣の全RNAをオリゴdTプライマーとSuperScript

Il逆転写酵素（Gibco）を用いて6（）OCで1時間反応させ、それぞれの1本鎖の。DNA

を合成した。CDNAを増殖因子に対する特異的な配列のオリゴヌクレオチドプライマ

ー（表2）を用いてPCR反応により増幅した。PCR反応は940Cで1分間、6（）OCで1

分間、720Cで1分間のサイクルをGAJⅥJJの発現の検出には28サイクル、他の増殖

因子の発現の検出には38サイクル行った。PCR産物はアガロースゲル電気泳動によ

り分離し、バンドを検出した。

IV－21・CDNAサブトラクシヨンライブラリー

＋／＋及びter／tel・精巣の全RNAから　SMARTT＾lPCR cDNA Synthesis Kit

（Clontech）を用いてcDNAを合成した。約200ngの全RNAは制限酵素Rsalの切断

領域（旦エ△∈）を持つプライマーSMARTIIオリゴヌクレオチドプライマー及びDNA

合成プライマーを用い、SupcrScriptII逆転写酵素（Gibco）により420Cで1時間反

応させ、それぞれの1本鎖のcDNAを合成した。1本鎖のcDNAをPCRプライマー

を用いてPCR反応させ、2本鎖のcDNAを合成した。合成した胎齢12．517及び7日

齢の＋／＋型及びter／ler型cDNAはそれぞれのステージでPCR＿SelcctTM cDNA

Subtraction Kit（CIonlech）をj‾削＼、テスターとして＋／＋型cDNA及びドライバーと

してIer／ter型cDNAを用いる組み合わせ（W－Jer）及びテスターとしてIer／lel・型

CDNA及びドライバーとして＋／＋型cDNAを用いる組み合わせ（leトW）の2柁類、

合計4椎類のサブトラクションを行った（12．5／W－Jビ′・、12．5／／〝－W、7／W一化，一、

7／ter－W）。ここで合成したcDNAはその配列にRsalの切断領域を持つので、370Cで

3時間、月∫〟Ⅰを反応させ、突出末端を作らせた。テスターにはアダプター1及びアダ

プター2RをT4DNA’リガーゼにより160Cで1晩ライゲーション反応させ、付加させ

た。テスターCDNA及びドライバーCDNAを混合し、980Cで1本金則こして、その後680C

で1晩ハイプリグイゼーシヨンを行った。ドライバーと相補的な配列を持つテスター

は引き算され、ドライバーとハイブリッド形成しないテスタ一月よアダプターー配列を両

末端に持つのでアダプター配列に特異的なPCRプライマーー1によりPCRで増幅され

る。これにより12．5／W－ler、12．5／lL，f・－W、7／W－ter及び7／ler－Wのサブトラクシ
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ヨンcDNAプールを得た。，

サブトラクシヨンcDNAのクローニングはTAC】oningKit（lnvitrogcn）を用いた。

PCRlIベクターにサブトラクシヨンcDNAをライゲ鵬ションし、CDNAを含んだベク

ターを大腸菌（INV（lF’）に導入した。大腸菌はLBプレート仁で370C、1晩培養し、

カラーセレクション法にてインサートを含むプラスミドを持つ人腸菌のコロニーのみ

を回収し、サブトラクションcDNAクロ…ンとした。サブトラクション。DNAクロー

ンは96穴プレート2枚分を回収した。それぞれ12．5／W一gビ′一及び7／W＿加のクロー

ンはマルチキヤピラリーDNAシークエンサーMegaBACElO（）O（Amersh。m）を用

いて塩基配列を決定した。

IV－22．ホモロジー検索

12・5／W－ler　及び　7／W－lel・の　cDNA　ライブラリーの塩基配列を　BLAST

（http：／／www・nCbi．nlm．nih．gov／blq旦）によりホモロジー検索を行った。

IV－23．cDNAマクロアレイ

W－ler及びter－WのサブトラクシヨンcDNAライブラリー岬から得たクローンから精

製したcDNAをナイロンメンブレン日こ固定化した。1枚のメンブレンには9十穴プレ

ート相当のcDNAを固定化した。さらに1穴分のcDNAについて9点にドットした。

このメンブレンを32pでラベルしたW－EercDNAプールとハイブリタイゼーシヨンを

行った。
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V．結果

V－1・PGCと体細胞の“交換共培養系”を用いた′ピ′′遺伝子の機能解析

VTl－；1）胎齢。・5日＋／＋、＋／l”及び′er／lel・PGCと胎齢12・5日十／＋精巣体細胞と

のh交換期鳩”によるt（”・／［（リ・PGCの増殖能及び隼存能の解析及びPGC－体細胞伸王作

用の解析（図5参照）

J什／h”一附こおけるPGC欠損が胎仔精巣体細胞に何らかの欠陥があり引き起こされ

ることはNoguchielal・（1997）により再構成精巣法で示唆されたが、J。，／f。，・PGC自

体の隼存や増殖の能力に欠陥があるために起こるか否かは不明であった。そこで、第▲

の問題として・、′ef・／terPGCが＋／＋及び＋／lerPGCと同様に′圭存能及び増殖能を石する

のかを解析するために、胎齢り・5ト1の各′ビ′一遺伝子型の後腸・腸間膜からPGCを単離

し、胎齢12・5日の・／＋精巣から単離した体細胞とSl／S14－m220フィーダー細胞上で

3日間共培養した0この代交換共培養乃系では共培養した精巣体細胞の効果を明確にす

るために、フィーダー細胞が産′主する膜結合型のSCF以外の増殖因子は添加せず、毎

日培地交換を行った。結果を図6及び図7に示した。

まず、培養細胞の形態的特徴をまとめると、培養1日後、＋／＋、＋／Jビ′一又は〆。′ソ。′ヤGC

はAP陰性の精巣体細胞日こ個々に分散したアメーバ状の形態を示し、隼体内における

移動期の形態をよく反映していた（図6A）。培養3日後、いずれのt。，・遺伝子型のPGC

も増殖し、PGCは球形へと変化し、多くはコロニーを形成していた（図6B－D）。PGC

はAP陽性（図6B、D）及び4C9陽性（図6C、D）であった。これらのPGCの形態

的な特徴は胎齢12・5日の精巣内の正常なPGCの特徴とよく似ていた（S。kur。i。（。l．，

1995；Noguchietul・，1996）〇　一一万、培養3日日のAP陽件のコロニー（図6B，D）

中に培養1日では見られない4C9陰性の上皮様の形態を示す細胞が見られた（図6C）。

これらの細胞は分化した精細管の周囲筋様細胞或いは胎齢。．5日の“PGC分画”に混

入している後腸上皮細胞であると考えられる。培養3旧］でみられたこれらの細胞は

PGCよりAPの染色性が弱く形態的にも裕易に区別できるが、AP／4C9　二重染色を行

いAP陽性の体細胞とPGCとを厳密に区別した（図6D）。

培養系においてPGCと共培養された精巣体細胞及びフィーダ一柳泡は抑工作用し、

PGCは増姉を続け、隼存することが知られている（MとItSuicl。l．，1州）。そこでPGC

と有情…胞及びフィーーダー紬泡の闇係を見るため、2種類の方法を用いた。まず、各培養
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アルカリ性ホスフアターゼ活性染色によるPGC数の集計

図5；胎齢9．5日の胞ゾ励PGCの生存能及び増殖能の”交換共培養”
法を用いた解析。

各遺伝子型の胎齢9．5日のPGCを含む後腸・腸間膜を解離し、分離

培養により体細胞からPGCを単離し、それぞれを胎齢12．5日の単離

した体細胞上で1日から3日間、共培養する。培養後アルカリ性ホス

フアターゼ活性染色或い闇C9免疫染色によりPGCを同定し、集計

する。さらにWTl免疫染色によりセルトリ前駆細胞を同定し、PGC
と体細胞の相互関係を調べる。
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図（1；uXBJ一十／／（リ・系胎歯師5日のAIcr遺伝子型の単離されたPGC

と胎齢12．封‡の甲離された＋パ里精巣体細胞との“交換得た養”後

の培養顕微鏡像。

PGCはアルカリ性ホスフアクーゼ清作染色により赤色（A、B、D）
或いは4C9免疫染色により褐色（C、D）を呈している。セルトリ前

駆細胞はWTl免疫染色により黒色の核を有する細胞として示される

（E、F）。（A）1日間培養された＋／＋型PGC。アメーバ状で仮足

を持つPGCは生体内の移動期のPGCと類似した形態を示している。

PGCはフィーダー細胞（lt）より肘培養された体細胞（自矢じり）

仁に散在している。／ビJ・遺伝四一！問でPGCの形態に差はなかった。

（B）3日間培養されたl（H・／tel・PGC。多くの濃いアルカリ性ホス

フアターゼ陽性のPGCが集まりコロニーをつくっている。PGCは

フィーダー細胞（k）より共培養された体細胞（自矢じり）とよく

接触している。また、形態及び染色の強度ともにPGCとは異なるア

ルカリ性ホスフアクーゼ陽性の上皮様細胞がみられる（黒矢じ

り）。（C）3日間培養された＋／＋型PGCの4C9免疫染色。コロニー
を形成しているPGCは全て4C9陽件である。体対朋包は4C9陰性であ

る的矢じり）。（D）（C）のアルカリ性ホスフアターゼ及び4Cり
二重染色。PGCはアルカリ件ホスフアクーゼ及び4Cり陽性である。

灘のアルカリ性ホスプアクーゼ陰性及び4Cり陰性の体細胞が見ら

れる（黒矢じり）。フィーダー細胞はどちらも陰性である。（E）
アルカリ性ホスフアタ～ゼ及びWTl二重染色。＋／＋PGCは培養3H

後WTl陽件のセルトリ前駆細胞上（矢印）で隼存していた。赤色

PGCを透してWTl陽件の黒い核を持つセル上リ細胞がみえる。

（F）pGCを含まない（E）の近接部。セルトリ前駆棚包はWTl陽性を
示し、核が黒色を呈している。フィーダーー細胞及び　▲部の小型の核

を持つ精巣体糾胞はWTl陰性である



定東通痙≡β

B　．

≠　鮎述
、凛で∵賢一

岬諺
■ヽ

■ト、一つ　〔■

．≡繋血

●■・上．＋与．L
l

J

十か環▲亀で∴㌔・モ
響、一’」

▲＿　　　　　　■

、T

、、ヽ、

一、●∴、．▲．ヽ

＼∴　疇穣
－　J■▼【

鮎・．1ご写す
貞節転、－す

E・・一．船Ji－

29

烏再臨■、義
．　■

・鮎　●

●

■　一　　　■し，

▲　●■、　■

∴＿托

●ニー「■・・

■丁て：』■島



紺胞の焦点に圭汗圧、ホフマンモジュレーションコントラスト（HMC）を用いて観察

した。その結果、培養されたPGCは入きな核を特つフィーダー細胞より小さな校を持

つ精巣体細胞仁或いは接触して多数存在していた（図6んD）。次に、共倍養した胎齢

12。5日体細胞がセルトリ細胞に分化していれば、それらの核のマーカーである抗WTl

抗血清（Mundloselul・・1993；Kudohelul・，1995）に対する免疫染色により識別さ

れることを期待して、招養体細胞におけるWTlの発現パターンを調べた。その結果、

多くの精巣体細胞はその核にWTl陽性のシグナル（黒い核）を示し、セルトリ前駆細

胞であることが確認された（図6E，F）0そのようなシグナルはAP陽性の上皮様細胞

やフィーダー細胞には全く掛目されなかった。また、AP陽性のPGCはWTl陰性であ

り、核に染色性を持たないが、PGCは黒色の核を持つ細胞仁或いはその付近に局在し

ていたので、赤色を呈するPGCの卜に黒い核を持つセルトリ前駆細胞がみられる像が

しばしば観察された（図6E）。そこで、WTl陽性細胞仁とフィーダ一組胞を含むWTl

陰性細胞日こ分布するPGCの数を比較すると、WTl陽性細胞の上のPGCが遥かに多

い傾向が示された。これらのことからPGCはフィーダー細胞や他の体細胞よりむしろ

共培養されたWTl陽性のセル上リ前駆細胞とよく接触し、相互作用していることが示

唆された。

“交換共培養”後の各PGC数の変化を見るためPGCのIepr遺伝子型別に集計した

結果を図7に示した。培養1日後、PGC数は＋／＋、＋／t。，・及びte，／l。，・PGCでそれぞ

れ約3（上3（1及び10個と遺伝子型による有意な差はみられなかったが、僅かに

ter／lerPGCは少なかった。3日後には、PGCはどれも約5（）O偶にまで増殖しており、

遺伝予型による差はみられなかった。即ち、胎齢9．5日から単離された／。′ソ。′・PGCは

胎齢12・5日の正常な体細胞上で＋／＋及び＋／lerPGCと同様に生存及び増殖し、PGC

数が増加した。このとき、胎齢12．5日の＋／＋精巣から甲離した体細胞分画中にはPGC

の混入は認められなかった。しかし、胎齢9．511のPGC分匝沖には体紺胞の混入がみ

られており、この体細胞がPGCの生存及び増殖を促進している可能件が考えられる。

そこで、単離した胎齢9．5トト／＋PGCを胎齢12．5日の体細胞を加えずにフィーーダー

細胞仁で培養した。その結果、培養3日後、PGC数は川（）個程度にしか増姉しなかっ

た（図7）0従って、ter／（CrPGCは＋／＋及び＋／tel・PGCと同様に′圭存能及び増殖能を

持ち、PGCの＋／＋型体細胞と出て養されると隼存能を発現し増殖することが′J薄れた。

また、精巣体紬泡はPGCとの紺胞接触することによってPGCの／L存と増姉を支持し

ていることが明らかとなった（Takabayashiビ／ul．、2（）01）。
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穴当たり0．5胚相当のPGC数を示し、横軸は培養日数及びPGCのter

遺伝子型を示している。星印（★）は精巣体細胞を加えずにフィー
ダー上で培養されたPGC数。
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Vrトh）／圭殖隆起から甲離した胎齢11・5日＋／＋及びIer／lef・PGCと体細胞の“交換

期喜好’による′ピ机ピ′・体細胞の作用と／ピ机ビ′・PGCの′巨存能の解析（図8参照）

汀常な体細胞仁で培養された牛殖隆起へ移人後の′ビ再（リ・PGCはi王常な′主存能を発現

するか、また、／ピr／行′一体細胞は〃〃V r〃においてPGCにどのような作用をするか、

これらを明らかにするため、胎齢11．5日十／＋及び／ピ机ビ‖治仔隼殖隆起から甲離した

PGCと体細胞を′ビ′・遺伝P里で組み換えて、フィーダー仁に0．25胚当たりの数で各培

養ウェルに播き、“交換共培養”を行った。その結果、＋／＋体細胞と共培養を開始され

た多数の＋／＋PGC及びより少ない数のtビr／fel・PGCは培養12時間及び24時間共によ

く似た形態を示し、移動能を著しく減じた球形の形態を示していた（図9A）。これに

対して、／er／ler体細胞と兵培養を開始した多数の＋／＋PGC及びより少ないJe，／f。，・PGC

も2種類の形態を示した。即ち、正常な球形のPGCとinl，il，・。のPGCのアポトーシ

スに特徴的な細胞質の断片化を起こしたAP陽性のアポトーシス小体を示すものがみら

れた（図9B、C）0そこで、これらはアポトーシス小体かを確認するためTUNEL染色

を行った0その結果、AP陽性の種々の大きさの細胞質の断片に、やはり、種々の人き

さのTUNEL陽性の核断片が検出された（図9D）。そこで“交換共培養”結果をアポ

トーシス小体ではない正常なPGCのみを数えて図10に示した。体細胞の遺伝子型を

変えて“交換共培養”した12時間後の＋／＋PGCの数は＋／＋体細胞仁で44．1±14．4個、

Jピ机ビ′・体細胞上で16・0±5．0個であった。さらに、培養24時間後、＋／＋PGC数は＋／＋

及びJビ机ピ′一体細胞仁でそれぞれ20．2±6．5個、8．7±7．3個であった（図10A）。＋／＋

体細胞上で隼存していたPGCが／ビ机ピ′一体細胞仁ではアポトーシスを起こし、数が減

少していた。PGC数には共培養した体細胞の遺伝子型の違いにより有意な差がみられ

た。一万、gビ′カピ′一PGCの数は12時間後、＋／＋体細胞上で25．5±4．2個、Jピ′力。，・

体細胞上で1・5±〔上7個であった。さらに、培養24時間後Jビ机ビrPGC数は12時間後

に比べ減少はしたが、＋／＋体細胞上で14．（吐1．2個とPGCは維持されていたのに対し

て、fピ′カピ′・体甜胞上では（）・5±0・7個でPGCはほとんど死滅していた（図1。B）。日食

定の結果、PGC数には共培養した体細胞の遺伝子型の違いにより有意な差がみられた。

ところで、Iel・／lel・PGC数は＋／＋PGC数に比べ1胚当たりの細胞数が少ないので、初

めに播かれる数（（－）・25胚相当）に遺伝子型による差が任じる。そこで、＋′／＋体細胞仁

で培養された各遺伝子型のPGCの12時間後の数を1川）とした相対伯でグラフに示し

た（図1（JC）。24時間後、PGC数の相対佃よそれぞれ、＋／＋PGCは45．8％、1（リ・／l。，一PGC

は54・9％であり、いずれの遺伝門型のPGCも胎齢の問題からPGC数は減少するもの
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図8；“交換共培養”法を用いた胎齢11．5日＋／＋及びた〟励・生殖隆
起のPGCの生存能及び体細胞の効果の解析。

胎齢11．5日生殖隆起からPGCと体細胞を分離し、遺伝子型を組み
換えてフィーダー上で12から別時間“交換共培養”を行う。培養
後、アルカリ性ホスフアターゼによりPGCを同定し、PGC数を比較
する。
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図9：LmIi仁一寸ノLer系の胎齢1上5日牛殖巣のPG（二と体細胞との如遺

伝予型を組み換えた“交換共培養”後のPGeの培養像。

PGeはアルカリ性ホスフアタ一一ゼ活性染色により赤色を呈してい

る。（Å）＋／／＋体細胞仁で12時間培養された十／＋型IG（二。nGCは移

動能を減じ球形の形態を示している。（D）如ソ血体細胞仁で12

時間培養された十／＋型I斗〕C。正常な形態のPGCとアルカリ性ホス

ファタ一一一ゼ陽性の壊れかけた細胞（矢印）が見られる。（（二）（B）

の矢印で指示された細胞の拡大。アポトーシスに特徴的な細胞質の
断片化（自矢印）を起こしている。仕））アルカリ性ホスフアタ、一一一ゼ

活性染色とTUNElノ染色による二重染色像。細胞質の断片化（矢印）
はTUNEIJ陽性の核（黒色）の断片を含み、これらが上斗iCのアホ

トーシス小体である。PGCは共情養された体細胞（‖矢じり）仁或
いは接触して散在している。

ド線は2（〕√‖11（Å、C、Ⅰ▲））及び50／川1（B）
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図10；IXXBJ－＋／ter系の胎齢11．5日生殖隆起から単離したPGCと
体細胞をfer遺伝子型で“交換共培養”した後のPGC数の変化。

（A、B）縦軸は1穴当たり0．25胚相当のPGC数を、横軸は培養時間
及び体細胞の遺伝子型を示している。＊は同期間内で有意な差があっ

たことを示し、そのp値を示している。（A）各遺伝子型の体細胞上
で共培養した＋／＋PGC。（B）各遺伝子型の体細胞上で共培養した
ter／terPGC。（C）＋／＋体細胞上で共培養した各遺伝子型のPGC。

縦軸は培養12時間のPGC数を100％とした場合の相対的なPGC数
を、横軸は培養時間及びPGCの遺伝子型を示している。
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体細胞：＋／＋　re〟rer　　＋／＋　re〟rer

培養時間： 12 24

体細胞：＋／＋　re〟とer　　＋／＋　拒〟とer

培養時間：　　12 24

PGC：＋／＋　re〟rer　　＋／＋　re〟とer

培養時間 12 24
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の、PGCの隼存は維指されており＼遺伝子型の違いによる差がなかった。

ところで、これらの日常なPGCにもアポトーシスを起こしたPGCも井培養された

棚隆起体細胞と接触してみえる場合が多く、同様な傾向は前述の胎齢9．5冊GCで

も兄られたので、これらの焙養細胞をWlll染色し＼セルトリ細胞或いはろ胞細胞とPGC

の関係を調べた。全PGC数とWTl陽件の休細胞は存在するPGC数を数えた結果、

その割合は約85％であり、PGCはフイ…ダートに接右するよりむしろ具培養したセル

トリ細胞様或いはろ胞翻胞様体細胞と接触していた（表4）。

これらのことをまとめると、胎齢11・5－怖＋′＋及び′ビ机ピ′・PGCは同程度に隼存能

を持ち、共培養した＋／＋体細胞に反応し、生存が維持されたo L方、′ピ机ピ／・体細胞は

培養12時間にいずれの遺伝子型のPGCの′圭存を維持できずにPGCにアポトシスに

よる細胞死をもたらした。

これらのPGCと体細胞の関係は共培養して12時間以内に引き起こされている細胞

間接触を介した細胞間柳沼用であると示唆された（Takabayashiピ／〟／．，2。01）。
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割：胎齢11・5日＋／＋生殖巣体細胞及びフィーダー細胞と共培養された
胎齢11．5日＋／＋PGCの局在

セルトリ細胞上＊

PGC数 263±43（85％）

フィーダー細胞上＊＊

44．5±0．7（15％）

セルトリ細胞上とフィーダー細胞上に局在するPGC数の間には有意な差
があった（拝0．01）。

＊；セルトリ細胞はWTl陽性の黒い核を有していた。

＊＊；WTl陰性の生殖巣体細胞とフィーダー細胞を含む。
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V一一2・胎仔生殖巣体細胞の培養上浦（CM）を剛、た′ピ′′遺伝子発現の解
析

交換共培養の結果から＋／＋胎仔隼殖巣体細胞はPGCとの接触を介してPGCの′用

及び増殖を支持していること及び、′ど′カピ′・体細胞はPGCのアポトシスを誘導する

ことを明らかにした0しかしながら、㍑交換共塙養”系では′ピ机ピ′・体細胞の膜に結合

した何らかの因子がPGCのアポトシスを誘導する可能性、或いは＋／＋体細胞に存在

する因子を′ビ′カピ′・体細胞が欠くため接触するPGCがアポトシスを起こすかは不明

であった0また、体細胞は′ビ′・遺伝子に関係する分泌性の因子を培地中に放出している

可能性も考慮する余地がある。これらの点を解明すると共に、′ビ′・遺伝子に関わる因子

が既知の種々のPGCに対する増殖因子とどのような関係を持つのかを明らかにするた

め、既知の増殖因子やサイトカインの＋′＋及び′ビ机ピ′・精巣における発現を調べた

（Takabayashjelal．，印刷中）。

V－2－a）′ビ′・遺伝子の隼殖巣体細胞の培養仁清（CM）の調製（図11参照）

Jビ′・コンジェニック系マウスの′ビ机ビ′・隼殖巣は勺三殖細胞を欠損し、廿つ＋／一生殖巣

の3分のl以下の大きさになる（図1）0また、胎仔精巣では／ピJ・遺伝子型による大き

さの差は見られない（図3）。′ビ′カビ′・生殖巣の体細胞月体に増殖能に差があるかは不明

である0そこで、胎仔隼殖巣体細胞を培養し、CMを得る前に培養系においてJビJ・遺伝

子型による体細胞の増殖の差があるか吾かを調べたo LTXBJ一十／ler系の胎齢14．5日

の1胚分の／1殖巣のPGCと体細胞を分離し、分離率と細胞数を遺伝子型ごとに比較し

た0“分離培養”によって分離した細胞をAP染色後、血球計算盤によって各遺伝子型

の細胞数を概算した。その結果を表5に示した。SSLPにより推定された＋／＋、＋／lef・及

び′ピ′ソ如精巣から単離されたPGC数は一・個体当たりそれぞれ約12，250個、lL軋り

個及び583佃であり、＋／＋及び＋／lerPGC数とIer／lerPGC数の問には有意な差があ

り（匹。・01）、′ピ′カビ‖治仔においては隼殖細胞欠損がみられた。このことから用いら

れた胚で′ビ′・遺伝欄と（n川遺伝自棄で組み換えのないことが示された。HpGC分両”

における全細胞分のAP陽件細胞数の割合は＋／十、十座J・及び／ピ机ビJ・においてそれ

ぞれ63、66及び】蛸であり、いずれの遺伝子型の“PGC分画”にもほぼ同数のAP

陰性の体細胞が混入していたが。これに対して、＋／＋、＋／／ピタ・及びJビ机（リ・体細胞分

画におけるAP陰件の体細胞数は1・抑×扉仰右1・8（）×】（）㍉個及び1．H4×1冊軒であり、
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mBJ－＋／rer

胎齢14．5日

精巣亀
〆一／

SSLPによるとer遺伝子型の推定

－　　■■－ 214bp
－　　－■■190bp
＋／＋　＋／rerk〟とer

（図4参照）

解離

J

“分離培養”

J

▼　ヽ

モ㌍
＋／－

0●0

●●●●●

体細胞数と生殖細胞数の集計

（アルカリ性ホスフアターゼ活性染色）

〉

体細胞のみ培養

・WTl免疫染色

J
増養日吉の回収 率朋率率

●●●●●

率朋率
図11；uⅨ且ト＋／teGの胎仔精巣体細胞培養上晴nS－CM）及び卵巣体細胞培養上沼（OS－CM）の

調製0各遺伝子型の胎齢14・5日の精巣及び卵巣を解離し、‘‘分離培養”により体細胞と生殖細胞を分
け、細胞数を集計する。体細胞の培養上晴（CM）を回収する。体細胞はWTl免疫染色する。



表5；mBJ－＋／rer系統胎齢14．5日精巣から単離した生殖細胞数と体細胞数

分離培養後

生殖細胞数　　　　　体細胞数

培養3日後

体細胞数

＋／＋　12，250±195（630。）

＋／rer　11，880±206（660。）

とe〟とer　　　583±340（190。）

1．90×105（1000。）

1．80×105（1000。）

1．84×105（1000。）

2．75×105（1000。）

2．68×105（100q。）

2．67×105（1000。）
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′ビバ首伝了里の問に有意な差は無かった（〝＞－）冊）0“体細胞分両”へのAP陽性細胞の

混入は全くみられなかった。どの遺伝了型においても分離率は10。％であった。さらに

分離後の体細胞を3川軋コンフルエントになるまで培養し、各遺伝子型の体細胞の

増殖能の差を比較した0培養後の＋′′＋、＋パビ′－及び化机ビ′・体細胞数は2．75×軒個、

2・68×1両囲及び2・67×1（日岡であり、各々有意な差は無かった（ダ＞（川5）。これらの

結果から、胎仔精巣体細胞の増殖能には′ピ′・遺伝子型による差はないこと及び／CJ・遺伝

予は体細胞の増殖や生存には関与しないことが示された。

さらに“体細胞分画刀を構成する細胞の柁類や分布にge′・遺伝子型間で差がないかを

みるため、セルトリ細胞の核内マーカーである抗WTl抗血清を剛、て分離直後と3＿6

日培養後の体細胞を免疫染色した。砧分離培養乃後、どの遺伝子型の“体細胞分画”も

多くはWTl陽性のセル上リ前駆細胞から構成されていた（図12A、B）。培養3－6日

後、遺伝子型に関係なくH体細胞分画乃はWTlを発現するセルトリ細胞とWTl陰性

の繊維芽細胞等から構成されていた。また、WTl抗血清を抜いた対照及び繊維芽細胞

由来のS】／S14－m220フィーダー細胞にはいずれも染色性はみられなかった。

これらの結果から、′ビ′ソ如体細胞は増殖能でも形態的にも＋／＋或いは＋／JビJ・体細胞

と同様であり、′ビ′・遺伝子は生殖巣体細胞の増殖や分化には影響を及ぼさないことが明

らかとなった0このことから、生殖巣体細胞CMには体細胞数の差による成分の濃度

差等がないことが確認されたので、各gg′一遺伝子型の生殖巣体細胞CMを回収して、

その遺伝子型に起因すると考えられる効果を解析した。

V－2－b）マウスPGCの生存及び／或いは増殖における隼殖巣体細胞TS＿CM及びOS＿

CMの効果（図13参照）

CMの効果は普通の多産系のマウスICRのPGCと体細胞をフィーダー上で共培養す

るPGC培養系を用いて解析した0胎齢14・5日胎仔精巣から分離した3柁類の遺伝子

型の精巣体細胞CM（TS－CM）（20％に希釈して使用）をICRマウスの胎齢9．511の

PGC培養系に添加し、3日即だ養してその効果を調べた。培養1廿後、いずれの遺伝

子型のTS－CMを添加しても同様に、移動期のPGCに特徴的な仮足を延ばし、アメー

バ状のPGCが休細胞日こ散在していた（図14A）。しかし、3川甘培養されたPGCは

＋／＋及び＋／／erTS－CMと′er／（ビf・TS－CMで形態的な差がみられた。前石では散在して

いたPGCは集まってコロニーを形成していた（図14B）。他方、後者ではそれらに加

え、

41



∵上
嶋ヽ

一養い

†’雷　、●

、鼻◆＿｛　lk・・’

．●－

‘た　一
●｛

嘉　．

、止忌避儀

図12；mBJ－＋力er系の胎齢14．5日精巣“分離培養”後のWTl免
疫染色像。＋／＋型（A、C）及びねr力er型（B）精巣体細胞は全て
アルカリ性ホスフアターゼ陰性であった。多くの黒色を呈した核を有
するWTl陽性のセルトリ前駆細胞（黒矢印）とWTl陰性の核を持つ
繊維芽細胞等（白矢印）にAとBで差はない。対照の1次抗体（抗W
Tl抗体）を抜いた染色像（C）とSl／S14－m220フィーダー細胞の像
（D）はすべてのWTl陰性。下線は50〟m
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ICR系マウス

胎齢9．5日　　　胎齢11．5日

或いは

後泡生殖隆盛
腸間膜

解離

pGC耳
体細胞

0●0
●　〈●

＋／・一一T S－C M ，te血 r T S－C M ，

＋／・－“O S・C M 或 いは 加地 r O S－C M

の添加

（図11参照）

各種処理

CMの熱変性

CMの分子量分画

上或いは3万以下）

1－3日間培養

アルカリ性ホスプアターゼ染色
或いは4C9免疫染色

nTNEL法

BrdU免疫染色

PGC数の集計、形態の観察

図13；ICRB杢PGC及び体細胞“共培養系”を用いたPGCの増殖及び

生存に対するI」ⅩRト＋／terWIS－CM及びOS－CMの効果の解析。胎

齢9．5日或いは11．5日のPGC培養系へ各たr遺伝子型（＋／＋、＋／拒r

或いはteIlteLj WIS－CM或いはOS－CMは無処理或いは各種処理後

添加し、1日から3日間培養する。培養後アルカリ性ホスフアターゼ

或いは女二9免疫染色によりPGCを同定し、集計し効果を比較する。

さらにTUNEL法及びBrdU免疫染色を行う。
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図14；TS－CM（20％）で培養されたlCR系胎齢9・5日仏、B）及び
胎齢11．5日（C－F）のPGC。
PGCは後腸或いは生殖隆起（C－F）の体細胞と共にSl／S14－m220

フィーダー上で培養した。培養後、亜二9免疫染色仏、B）、アルカ
リ性ホスフアターゼ染色（C、D）及びBrdU免疫染色／アルカリ性

ホスフアターゼ二重染色（E、F）を行った。
仏）＋／＋TS－CMで1日培養後のPGC。移動期のPGCに特徴的な仮

足を持つPGCが点在している。（B）＋／＋TS－CMで3E］培養後の
PGC。仮足を無くしつつある球形fGCがいくつか固まりコロニーを

形成している。（C）＋／＋1S－CMで1日培養後のPGC。隣接した
pGCが観察される。（D）teHtefIyCMで1日培養後のPGC。アポ

トーシスに特徴的なアポトーシス小体（黒矢じり）の像が観察され

る。正常なPGCもみられた。下線は25〃′111
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アポト…シス小体を′」けPGCが多数侶現した。これらPGCの特徴はi′日，i川の特徴

とよく似ていた。次に、PGCが隼殖隆起に定什する時期の胎齢11．5日のICRマウス

PGCの培養系にTS－CM（2（）％）を添加し、1川即培養して効果を調べた。＋／十及び

十／lef’TS－CMを添加した培養系ではPGCは球形を帯びていた（図14C）。これに対し

てIe7’／（erTS－CMを添加したものでは球形のPGCに加え、PGCのアポトーシスに特

徴的なAP陽件のアポトーシス小体を示している像が多数観察された（図14D）。前述

のり・5日PGC培養系でみられた像とよく似ていた。そこでter／terCMでPGCのアポ

トーシスが起きたかを確認するため、培養後、TUNEL染色を行った。その結果、典型

的なTUNEL陽性の核断片を含むPGC細胞質断片が多数観察された（図14E）。そこ

で、各CMの効果を判定するため正常な形態を示すPGC数を集計した（図15）。PGC

数は対照として用いたCM無添加の培地（対照培地）で日‾澗培養されたPGC数を1（）0％

とした相対値で示した。胎齢9．5「1PGCでは培養1日では、いずれの（。r遺伝予型CM

でもPGC数に差はみられなかった。培養3日日、＋／＋及び＋／ler TS－CMで培養され

たPGCは増殖し、l川1の数に比べて2倍に増えていた。しかしながら、Jer／teT・TS＿CM

で培養されたPGCはllj培養に比べ、僅かに増えているのみで、その数は対照培地と

同じ程度であった（図15A）。

te，・遺伝召こよる′欄潮胞欠損は雌雄差がある（N（一guChielal．1996）。Jビ′■コンジ

エニック系統において雄は生殖細胞を欠き不妊であるが、雌は少数の′巨殖細胞が残り、

僅かに妊性がある。この雌雄差が卵巣の体細胞にあるかを確認する必要がある。そこ

で、胎仔卵巣体細胞のCM（OS－CM）がTS－CMと同様に／er遺伝子型によるPGCに

対する効果の差を持つかを調べた。その結果、胎齢9．5日のPGCは培養ト3日後には

いずれのCMでも形態はTS－CMと同様に移動期に特徴的な形態から生殖巣に定住し

てコロニーを形成する時期に特徴的な形態に変化したが、Jピr‖ビJ・CMではアポトーシ

スを起こしたものが多数みられた。描常なPGC数を数えた結果（図15B）、1日後はPGC

数に遺伝子型による差はなかった。培養3日後、＋／＋及び十日ビ′一OS－CMは対照培地

とIer／lel・OS－CMに比べてPGC数を増加させた。この結果はTS－CMにおいても

OS－CMにおいてもPGCに対する効果に雌雄差はないことを示唆した。

同様にICR胎齢11．5日PGCを各種CMF卜で1日培養した後、両帝なPGC数を数

えた結果を図16にijげ。TS－CMを2（）％濃度で添加した場合（図16A）、＋／＋及び

十／J（リ・TS－CMを添加したPGCは袖軌r持出及び／Cr／tcr TS－CMで培養されたPGCに

比べ約1・5侶こ紬泡数が増加しており、その差は有意であった（JJ＜（川5）。他方、／ピr‖ピ′・
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各CMの濃度は20％とし、CM無添加を対照とした。縦軸は1日培養
後のO．5胚相当の対照のPGC数を100％としたPGC数の相対値を示
し、横軸は培養目数を示している。
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図16；ICR系胎齢11．5日Ⅰ℃Cの増殖に対するTIS－CMの効果。CM無
添加を対照とした。縦軸は対照の0．25月が日当のⅠ℃Cの1日培養後の
数を100％とした時の相対的なmC数の変化を示している。それぞ
れ1日培養。ei）20％の濃度でTS－CMを添加。（B）（十排）％と濃

度を変えてTS－CMを添加。（C）TS－CMを各種処理をして添加0
＊有意差あり、△有意差なし。
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TS－CMと対照培地ではPGC数は変わらなかった。ICR胎齢11．5HPGC培養系を用

いて香椎CMのPGCに対する効果を見た結果、胎齢9．5日PGCの場合と同様に、＋／＋

及び＋／Jピ′一CMでは対照培地に比べPGC数の増加があり、Ier／lerCMでは対照培地程

度に留まった。このことから、PGCの生存を支持する成分が＋／＋CM及び＋／（”CM

にはあるが、tel・／tet・CMにはその成分を欠くためPGCのアポトーシスが救えない可能

件が考えられる。そこでCMの濃度による効果を調べた。＋／＋及び＋／tcf・CMは濃度4（1

及び6（）％でPGC数は20％より僅かに増加を示したが、／er／lerCMではPGC数は対

照より僅かに減少した（図16B）。即ち、Jer／tet・CMには＋／＋CMにあるPGCを支持

する成分が欠けていることが示唆された。

＋／－CM中に含まれるPGCの生存に効果がある成分が蛋白質件のものであるかを確

かめるために、1000Cで5分間煮沸し、各TS－CMをICR胎齢11．5日のPGC培養系

に添加しその効果を調べた。その結果、＋／＋TS－CMにおけるPGC数を増加させる効

果が煮沸したことにより消失し、PGC数は＋／＋TS－CM及びJer／ferTS＿CMどちらに

おいても対照培地以下になり、互いに同程度であった（図16C）。さらに十日及び

f（1／lcrTS－CMを限外濾過フィルターを用いて、分子量3万以上の分画と3万以卜の

分画にそれぞれ分けて培養系に添加した。その結果、＋／＋TS－CMの分子量3万以仁の

分画でPGCを培養したときのみPGC数は増加していた。＋／＋TS－CMの分鍔i3万

以卜の分画及びter／terTS－CMのそれぞれの分画を添加した場合はPGC数の増加は、

対照培地と同程度だった（図16C）。

これらの結果から＋／＋及び＋／／ピr胎仔隼殖巣体細胞を培養して得られるCM中には

PGCの増殖或いは′主存を助ける成分が含まれていることが明らかとなった。この成分

は分子量3万以仁の蛋白質性の液性因子であることも同時に明らかとなった。そして、

′ピタソJピタ■体細胞はこの成分の庫生を欠くことそれにより　PGCのアポトーシスが抑えら

れないことが示唆された。

V－2－C）培養されたPGCのBrdU取り込みに対するTS－CMの効果

＋／＋及び＋／lerのTS－CM中に含まれる液性因子がPGCの増殖を促進する因子なの

か或いは′仁存を維持する因予なのかについて明らかとするために、細胞周期のDNAの

合成期（S期）にある細胞へのBrdUの取り込みに対するCMの効果を調べた。省遺

伝子型のTS，CMを添加して胎齢9．5H及び胎齢11．5日のPGCを培養し、培養終了

の1時朝川吊こチミジンを除きBrdU　を加えた招地に交換して、AP染色及びBrdU抗
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体免疫染色の二重染色を行ったC　いずれのCMにおいても同様にAP陽性PGC、AP

陽性でF‾了つBrdUを取り込み黒い核を持つPGC（AP／BrdU陽性PGC）及びAP陰性

で黒い核を待つ体細胞（BrdU陽性体細胞）がそれぞれ観察された（図17A、B）。そ

こでAP／／BI・dU陽性PGC数を全AP陽性PGC数で割ってBrdUを取り込んだPGC

数の割合をまとめた（区＝牒）。その結果、胎齢9．5日（図18A）及び胎齢11．51日図

18B）のPGC培養系に＋／＋、＋／fer及びJel・／lerいずれのTS－CMを添加してもPGC

のBrdUの取り込みに差はなく約3（）％であった。PGCのBrdUの取り込み率は既に

他で報告されている率と等しかった（DoIcielal．，1993；Kawase et al．，1994）。この

ことから、＋／＋及び＋／lerCMはPGCのDNA合成（S期）を促進させて、PGC数を

増加させているのではなく、生存を維持する作用を持っており、その結果、PGCは増

殖するため、数を増していたことが明らかになった。他方、tCr／terCMはPGCのS期

には影響しないがPGCの生存を維持できずアポトーシスが起きてしまい、糾胞数が減

少することが明らかとなった。これはter遺伝子の機能がPGCのS期に関係しないこ

とを意味する。

V－2－d）　＋／＋及び／ビ71日eJ・精巣における増殖国子の発現

“交換共培養”とCMを用いたPGC培養系の結果は隼殖巣体細胞はSl遺伝Fのよ

うにJピJ・遺伝召こ関連したPGCの増殖因子を産生していることを示唆した。この／ビJ・

遺伝子に関連する増殖因子がSCFの様な既知のPGC増殖囚了とどのような関係にあ

るかを確認するため、′ビJ一コンジェニック系統の各遺伝子型精巣における増殖因子の発

現を免疫染色とRT－PCRを用いて調べた。

免疫染色は胎齢14．5日の胎仔及び1ケ月齢以」の成熟マウスの精巣を用いた（図1り、

2（））。各ステージの精巣はSSLPにより遺伝子型を推定後、切片にしたものの　▲部をHE

染色し、牛殖細胞の有無を確認した。さらに、胎仔については4C9抗体を用いて、PGC

の有無を確認した（図19A、B）。

SCF蛋自質の発現はすべてのステージの＋／＋及び／ピメカピタ・精巣において確認された。

胎齢14．5　日では、＋／＋及びJビJ一日ビJ・精／巣でSCFの発現の局在に差はみられなかった

（図19C、D）。成熟精巣ではセルトリ細胞の細胞質で発現が強かった。さらに＋′／＋精

巣の精母緋胞の核においても発現がみられた（図2OA、B）。

TGFβ1とbFGFの発現パターンは血球系の発現を除き、非常によく似ていた（図
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図19；IJX団－＋力er系胎齢14．5日の精巣における各種増殖因子に対

する免疫染色像。＋／＋精巣仏、C、E、G、1、1（、M、0、Q）の

精細管内には丸い大型の生殖細胞が多数みられる。一一万、とe〟とe雄古

巣（B、D、F、II、J、L N、P、R）の精細管内にはごく僅かの生

殖細胞が残っているのみである。また、精細管は＋／＋精巣に比べて
細い。仏、B）瑛二9免疫染色。＋／＋精巣では多数の女二9陽性の生殖

細胞が精細管内に詰まっている仏）。拒r力er精巣における生殖細
胞の一一部がアポトーシスをおこしており、∠虻9　陽性のアポトーシス

小体（矢印）が多数点在していた。また、僅かに残っている生殖細

胞（矢じり）の4C9染色性が薄れ始めている（B）。ノ虻9免疫染色に
より生殖細胞の有無を確認後、各種増殖因子

β1（E、F）、bFGF（G、H）、OSM（I、

．

，

　

）

－
J

SCF（C、D）、TGF

、LIF（1（、L）、

II：4（M、N）、NRGβ（0、P）、m（Y（Q、R）に対する抗体

を用いて免疫染色を行った。＋／＋精巣とer／励備巣においてPGCに
対する既知増殖因子の発現に差はみられない。

下線は50〃111
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図20；uXBJ－＋パeJ・系成熟精巣の各椎増殖因子に対する免疫染色
像。＋／＋精巣（A、C、E、G、I、K、M、0、Q）の精細管内には

精子形成過程の精原細胞、精母細胞及び精子がみられる。一一一一万、Jer
／ter精巣（B、D、F、H、J、L N、P、R）の精細管内には生殖細

胞は全くなくセル上リ細胞のみがみられる。各種増殖因子；SCF

（A、B）、TGFβ1（C、D）、bFGF（E、F）、OSM（G、H）、

LIF（Ⅰ、J）、IL－4（K、L）、NRGβ（M、N）及びTNFα（0、
P）に対する抗体を用いて免疫染色を行った。＋／＋精巣とfeJl‖eJ・精
巣においてPGCに対する既知増殖因子の発現に差はみられない。そ

れぞれの抗体に対する抗原ペプチドを用いた対照（Q、R）。抗SCF

抗体（Q）や抗JGFβ1抗体（R）を用いた免疫染色でみられた染色
性が抑えられている。下線は50〟m
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1りE－H、図2（）C－F）。胎齢14．5冊こおいてはそれぞれの増殖囲了は遺伝門圧二関係せ

ずに精細管の内側と外側で同様に検出された（図1りE－H）。＋／＋及び／ピ机。′・成熟精巣

では同様に精細管の周囲筋様細胞と問質細胞で強いシグナルがみられた（図2（）C－F）。

TGFβ1はさらに血管内の血球が強い陽性を示した（図20C、D）。

OSMは＋／＋及びt”／le，・宥〔巣で弱い発現を示していた（図1軋J、図2（）G、H）。

胎齢14・5日ではどちらの遺伝戸里も精細管内のセル上リ細胞の細胞質に僅かに強い発

現がみられた（図1明、J）。OSMは機能的にも構造的にもLIFと関連したサイトカイ

ンであり（RoseandBruce，1991）、生殖巣で発現していることが知られている。しか

しながら、本研究の免疫染色では胎仔精巣及び成熟精巣いずれにおいてもLIF蛋白質

の発現は検出できなかった（図19K、し、図20Ⅰ、J）。それぞれのサイトカインは細胞

表面上のレセプターgP130を介して細胞内に情報を伝達する（Gcar恒ピピ〟Ll。92）。

gp130蛋自質の発現は′圭殖細胞及び体細胞の膜表面に局在していた。Jビ机ビ′一精巣に

おいても強い発現がみられた（図示せず）。

Ⅰし4の発現は胎齢14・5日ではlL4の強いシグナルが＋／＋及びJピrパビ，・精巣の体

細胞の細胞質と＋／＋精巣の生殖細胞の細胞質において確認された（図19M、N）。成

熟精巣の血管内の細胞に強く確認された。弱い染色性が精細管の外側の問質細胞でみ

られた（図2OK、L）。

NRGβは胎齢14．5　日の＋／＋及びJビrパピr精巣のセルトリ細胞と問質細胞で発現し

ていた（図190、P）。しかし、その発現は牛後7日では弱まり（図示せず）、成熟精巣

におけるNRGβの発現はいずれの遺伝門型の精巣においてもみられなかった（図2（＿）M、

N）。

TNFαの発現は胎齢14．5日の′圭殖細胞で僅かに発現しているようだが非常に弱かっ

た（図190、R）。成熟精巣においてはどちらの遺伝子型の精巣でも発現していなかっ

た（図2（）0、P）。

これらの染色性の特異件はそれぞれの抗体に対する抗原ペプチドによるブロッキン

グの実験により確認した。その結果、SCFやbFGF等の特異的な染色性が抑えられ、

これら抗体の特異件が確認された。

さらに、いくつかの重要な増殖囚召こついてRT－PCRを用いて、tCr遺伝門潤の

RNAレベルでの発現量を、ll定甜畑こ比較した。PGCに対して特に重要な増姉囚fSCF、

LIF、TGFβ1、hFGF及びTNFαのmRNAの発現を／圭後7日及び胎齢12．5Hの＋／＋

及び／er／ler精巣から柚出したcDNAを用いて調べた。陰件対照としてcDNAの代わ
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りに水を用いてPCR反応を行い、PCR種物がないことを確認した。SCF、TGFβ1

及びbFGF nlRNAの発現は＋／＋．及び／”／lef・精巣において同様に発現していた。その

発現凱こも差はなかった（図21）。しかし、lJTFとTNFαのmRNAの発現は＋／＋及び

′ピ＝′（リ・精巣にどちらにおいても検出できなかったCこのことは、これら蛋自質が免疫

染色で検出されなかったことと　▲致した。

これらの結果から′ビ机ピ′・精巣も＋／＋精巣と同様に既知の増殖因子を産生している

ことが明らかになった。即ち、′ピr遺伝子はこれら既知の増殖因子ではなく、これら増

殖因子と直接関係しない新規の増殖因子であることが示唆される。
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GAPDH
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TGFβ1
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259bp

816bp

477bp

344bp

図20；mRト＋／ler系統胎齢12．5日精巣におけるRT－PCR
を用いたPGCの増殖因子の発現。コントロールとして用いた
GAPl〕Hの＋／＋及びter／ter精巣における発現量を一定にして、

各種増殖因子の発現を半定量的に調べた。SCF、TGFβ1及
びbFGFはそれぞれのプライマーに対して特異的に十／十及び
Jgr力gr精巣で同程度発現していた。
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Vy3・CDNAサブトラクシヨンライブラリーによる＋／＋精巣で特異的に発

現する／ピJ′関連遺伝子の探索（図22参照）

“交換肘吾養”及びCMを用いた∫′日加〃の解析及び免疫染色等による′〃、弓、・。の解

析から、／ビ′・野牛型遺伝召よ隼殖細胞の′仁存を支持する新規増殖因子或いは増姉囚予を

調節する遺伝子をコードしており、＋／＋隼殖巣体細胞でJeJ・野′闇型遺伝予が働いてい

ることが示唆された。そこで、＋／＋型体細胞で発現しているJピタ・野年型遺伝子及びそ

の関連遺伝子を同定することを目的とし、＋／＋型精巣とgピタ石打型精巣のcDNAとの

間でcDNAサブトラクシヨンライブラリーを作製した。ter遺伝子は胎齢8．（汗1からそ

の機能が発現し、性分化が起こる胎齢12．5日においては＋，／＋型精巣には多くのAP陽

性のPGCが散在するが、Jel・／tef・型精巣では僅かにPGCが残っている（図3）。しか

し、佳作前にほとんどの生殖細胞がアポトーシスにより死滅し、当ミ後7　仁‡の＋／＋型精

巣においては有糸分裂を再開した隼殖細胞が多数みられるのに対して、hリカピ′・里精ノ巣

内は′招輔細胞を欠きセル上リ細胞のみである。今回、2つの違った発生段階、胎齢12．5

日及び年後7日の精巣を用いてサブトラクションライブラリーを作製した。胎齢12．5

日のサブトラクシヨンライブラリー（12．5／W－／ビJ・）では日こJビア・野牛型遺伝了及びそ

のカスケードに関連する遺伝子の同定を目的とした。生後7　日のサブトラクシヨンラ

イブラリー（7／W一gピタ・）では主に′ピタ・野隼型遺伝子及び生殖細胞で特異的に働いている

遺伝子の同定を目的とした。

12．5／W－／ピ／・及び7／W－約一サブトラクシヨンライブラリーからそれぞれ190個及び

187個のcDNAクローンが得られ、それらの塩基配列を決定した。塩基配列のホモロ

ジーを検索した結果を表6及び7に示す。12．5／W－／ピJ・サブトラクシヨンライブラリー

から得たcDNAは61個が既知の遺伝子と34個がマウスのESTとホモロジーを持っ

ていることがわかった。さらにどちらともホモロジーがない未知のcDNAが13個あ

った。また、7／W－terサブトラクションライブラリーから得たcDNAは69個が既知

の遺伝子と22個がマウスのESTとホモロジーを持っていることがわかった。さらに

どちらともホモロジーがない未知のcDNAが25個あった。

次にW－lCrで優弛畑こ発現している遺伝子のスクリーニングをするためにcDNAマ

クロアレイを行った。胎齢12．5日の4枚のメンブレン（12．5／W一g＝㌧1、12．5／W－J（リ・－2、

12．5／／Cl・－W－1及び12．5／lCt・－W－2）に対してLミニpでラベルした12．5／W－［（リXサブトラ

クシヨンライブラリーをハイブリタイゼーシヨンさせた（図23）。さらにサブトラクシ
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図21；CDNAサブトラクションライブラリーを用いたter関連遺伝子の探索。

＋／＋精巣cDNAからter／ter精巣cDNAを引き算して＋／十で特異的に発現している遺伝子を同定する。



表6－1；12・5／W－terCDNAサブトラクションライブラリー（プレート1）

ク ロー ン番 号

lA

インサートサイズ（b　49 3 p）　　　　　 ホ モ ロジ ーn r　　　　　　該 当 な し
染 色 体 ホ モ ロ ジー B T ＊発現 強 度

2A 70 6 P
該 当 な し

B B 27 9 0 17 ．1（29 2）98 ％

3A

4A

4 6 8

4 10

　 該 当 な し　該 当 な し

M 8 0 36 0 ・1 マ ウス R e p－3 p ro te in r3 9 2 9 ）9 7％

U 7 6 1 12 ・1 マ ウス tra n s）ation rep ress or N A T l （3 78 9 ）9 8 ％

　該 当な し

JO 1 42 0 1 マ ウス こ ト 、 －I ワ

B B 2 5 7 394 （3 13 ）1 00 ％

B B 126 5 63 ．1（2 9 7）93 ％

B

C

5A

6 A

3 76

59 7

C 8 80 9 8 ．1r37 2）9g ％

A W 9 8 63 58 ．1r38 3 ）9 9％

7A 6 4 2
B E 5 7 3 82 5．1（753 ）98 ％

A W 54 0 47 1 ．1r5 4 2）99 ％gA 6 19

9A

10 A

7 8 6

5 19

　　 ー コ ノ ト ノノD N A r16 29 5 ）9 8 ％　　　該 当 な し

N M OO 136 3 1 ヒ ト d ysk erto sis

A V O 80 0 37 ．1r8 17 ）97 ％

C 8 5 22 7 r4 2 1）9 7 ％

l lA 3 93 　　　　　　　 C O 堀 e m ta l （D K C l ）（2 4 22 ）9 1 ％

A B OO 9 2 75 マ ウ

C h r．X A Il 15 9 0 1．1 （8 20 ）9 9 ％

12 A

lB

4 35

38 0

・1 スm atr】n 3 （1 8 95 ）9 7 ％

U 2 8 75 4 ・1 ヒ トH M G IC r4 4 51）83 ％

A B O 4 28 0 9 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r1 62 9 9）96 ％

　　該 当 な し

Cb r．18 －15 ．O c M

C b r．10 －6 7 ．5 cM

A W l O 62 20 ．1（69 5）99 ％

A W 55 0 86 2 ．1（64 3）99 ％

2 8 55 7
A W 4 7 5 25 4 ．1（5 46 ）9 6 ％

B E 13 5 9 94 （5 1 4）99 ％

A A 68 4 50 7（4 26）9 8 ％

A

3 B

4 B

4 8 3

5 3 1

　　　　　 該 当 な し

JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r1 62 9 5）10 0 ％

5 B 4 9 2 　　　　 （）
該 当な し

B E 5 7 2 66 3 ．1（85 6）98 ％

B B 25 7 3 94（3 13 ）10 0％ C
6 B

78

7 00

60 9

J O 14 2 0・1 マ ウス ミ トコン ド リアD N A （1 62 9 5）10 0 ％　　　　　該 当な し 　　 p
B E 5 72 6 6 3．1 rg 56 ）9 g ％

B B l O 29 78 r27 6）97 ％8B 76 8 A B O 4 28 0 9 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 2 9 9）9 7 ％

A B O 4 28 0 9 ・1 マ ウス ミ トコ ン ド リア D N A （16 2 99 ）9 8 ％98

10B

3 7 3

4 2 9

A A 6 16 1 74 ．1r63 0）9 7％

A W 4 7 52 54 ．1 r54 6 ）9 8％

C

　　　　　　 該 当 な し

U O 7 7 95 ・1 ラ ッ ト R ap lB r18 74 ）9 6 ％l lB 6 5 9 該 当 な し

A L 3 64 4 04 1 r40 0 1 98 畷 c

c
12 B

lC

7 1 3

4 86

JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （16 2 95 ）10 0 ％

JO 14 2 0・1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリアD N A r16 29 5 ）9 9 ％

JO 1 42 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （16 29 5 ）1 0 0 ％

A F O5 4 0 45 ・1 ラ ッ トp o lY n）O rp h ic m a rk e r D 1 2 U IA lr3 95 ）1 00 ％

N M O O 7 91 7 ・l マ ウス eu k a rY O tic tran s latio n in itjatio n Ea cto r 4 E （2 3 6 0 ）

　該 当な し

　　　　　 r
B E 5 72 6 63 ．1（8 56 ）9 7 ％

2C

3 C

4 30

40

A W 5 5 77 3 9．1 r5 2 1）9 9 ％

A A 27 6 2 04 ．1（60 6）1 00 ％

B

4 C 43 2
ch r1 2 25 ．O cM

A V 13 6 56 7 ．1r28 7）1 00 ％

5 C 4 19

7 9 5

4 80

A W 5 41 6 16 ．1r6 11）98 ％

B B 12 46 4 7 ．1（244 ）96 ％

A W 5 5 6 20 3．1 （7 26 ）9 7 ％
6C

7C

A B O 25 0 24 ・1 マ ウス A M D －l rm 4 7 3）9 7％

N M O O5 7 83 ・1 ヒ トA T P b in djn g p rotein （14 3 2 ）8 7 ％

N M O O 13 63 ・1 ヒ トd v sk erto sis c o n g en ita l （D K C l ）（2 4 2 2）9 0 ％

A J 13 10 17 ・1 マ ウス S C L 那e ne g 63 8 0 ）86 ％

　　該 当な し

cb r．1 0

8C 5 20
A IO 98 0 20 ．1（7 7 9）9 8 ％ C

9C

10C

65 6

53 9

c h r．X A I1 15 90 1．1（8 20）9 9 ％

B E 3 3 50 0 0．1 （5 1 3）86 ％

11C

1 2C

27 5

5 2 1

JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r1 62 95 ）10 0 ％

N M OO 1 36 3 ・1 ヒ トd Y Sk erto sis co n g en ita l （D K C l）（2 4 2 2 ）9 0 ％

A W 98 9 47 5r47 7）9 7％

C 7 7 93 1 ．1 （5 77 110 0 ％

lD

2D

5 5 0

6 35

該 当な し

該 当 な し

C　r． A I115 9 0 1．1 （8 20 ）9 9 ％

B E 57 1 83 4 ．1（85 3）9 2 ％

B E 5 6 92 5 4 1r8 6 8）96 甥

C

3 D 70 6 該 当な し 　　　　　 √
B E 3 0 80 3 9 1 （6 3 6）9 6 切

4 D

5 D

6D

44 8

7 14

5 2 1

JO 1 42 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A r1 6 295 ）99 ％　　　該 当な し

N M OO 136 3 ・1 ヒ トd v sk erto sis co n g en ita lrD K C l）（24 2 2 ）9 0 ％

　　 p
A W 68 1 6 75 ．1（6 80 ）9 9 ％
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C7D

8 D
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該 当 な し
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C　r． A Il 15 9 0 1．1（8 2 0）9 9 ％

A IO4 7 64 ．1 r4 1 1）97 ％

9 D
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24 0

55 9

　　　　　 該 当 な し

N M O O 8 40 8 ・1 マ ウス in te rg ra）m em b ran e p ro tein l（3 0 9 4 99 ％
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A A 2 ＆59 5 g ，lr4 9 4）9 品％

1 1D 27 5 　　　 ） p
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　　該 当な し

A B O2 5 0 24 ・1 マ ウス A M D －l r2 04 73 ）9 9 ％

A B O2 5 0 24 ウ

cb r．9 2 0c M A W 98 94 7 5 ．1（4 7 7）97 ％ C

1 2D

lE

4 4 9

5 4 5

C 7 7 9 3 1．1 r5 77 ）10 0 ％
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c h r．10 A W 5 5 62 0 3．1（7 26）9 9 ％

A V 30 96 6 7 ．1（72 6）99 ％

B

5E

6 E
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4 6 7

JO 1 42 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r1 62 9 5）10 0 ％
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B O 42 8 09 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 9）99 ％

M －0 08 4 48 ・1 マ ウス k in esin fam ilY m em b er 5 B rK if5 b ）3 79 1 9 7切

r． c　　 A　　　A W 6 8 26 8 5．1r6 13 ）9 8 ％

W O 4 49 4 1．1（5 48 ）9 9 ％

C

B

9 F

1 0F

4 29

5 2つ　 N

　 （ ） p c　該 当 な し

M O O 13 63 ・1 ヒ ト d ysk erto sis c on g en …ta lrD K C l）（24 2 2 ）90 ％ c

l 110 7 ・3 ヒ トIT G B d g en e for in teg rin b eta 4 su b u n it（2 8 7 9 8）9 1 ％

B O 42 8 09 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r162 9 9）10 0 ％

B O 42 8 09 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A H 6 2 9 9）9 1％

1 1 10 7 ・3 ヒ ト IT G B 4 g en e fo r integ rin b eta 4 su b u njt（2 8 79 8 ）9 4 ％

　該 当 な し

L 13 31 5 3・3 ヒ ト chr・1 4 D N A seq ue n ce B A C R －8 9 5 M l l（つ3 14 9 O 90

b r．1 8 1 ．O c M　 A　　　A A 5 5 5 77 0 ．1（6 4 3）98 ％

V 20 90 7 3 ．1（40 7 ）96 ％

B

l lF 8 94　　　　 Y
h r．X　　　　　　　 A 11 15 90 1 ．1（82 0）99 ％

12 F

l G

3 7 7　 A

4 8 8　 A

8 1 1 Y

該

B

ス当な し

E 53 4 3 9 1．1（6 0 1）10 0 ％ A

2G
A A 65 5 47 8 ．1（59 0 ）8 8％

3G

4G

3 05

6 79　 A

A

A

W 6 8 17 03 ．1（3R l ）9 0 ％

178 9 65 3 ．1（43 0 ）9 7％

5 G 29 5 　　　　　　 ） ％　　　 A
該 当な し　　　　　 I　　 A

W 54 190 5 ．1（5 8 2 ）96 ％

W O 6 0 25 5 ．1（4 0 9）99 ％
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6G 5 12 該 当 な し A W 4 90 1 08 ．1（4 96 ）9 6 ％ B

7G 7 7 8 D 45 2 0 3 ．1 マ ウス p en ty len ete tra zo ILre 】a ted m R N A P T Z －17 （1 6 1 8）9 3 ％ W 83 86 7 ．1 （4 73 192 ％ A

8G 3 2 2 該 当 な し B B 5 5 6 65 6 ．1（3 1 1）9 5 ％

9G 78 7 M 9 77 0 1 ．1 マ ウ ス F B P l（10 0 019 7％／M 9 9 2 79 マ ウス IL －3（1 00 3 ）9 3 ％ A A 5 6 27 3 （）．1（6 1 1）9 4 ％ B

10 G 4 4 4 突当 な し 該 当な し A

1 1G 4 6 9 A J 23 8 2 78 ．1 ラ ッ トC R M l p rote n （2 0 99 ）9 3 ％ A A 5 49 3 6 0 ．1 （5 0 9）9 9 ％

12 G

lH 4 3 5 N M O l lO 34 ．1 マ ウ ス p ro liferatio n －a SSO Cia te d g e n e A （9 2 0）9 9 ％ c hr．4 －4 7 ．O cM A W 54 9 16 9 ．1（6 50）99 ％ A

2H 6 0 1 JO 1 42 0 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリアD N A （162 95 ）98 ％ B E 53 19 4 1．1（4 5 2）97 ％

3H 3 3 2 該 当な し C 8 8 0 98 ，1（3 72 ）99 ％

4 H 6 6 1 U 2 96 6 9 ．1 マ ウス M E K k in a se （M ek k ）in tro n se qu e n ce （2 0 6 ）9 8 ％ c b r．13 A A 9 20 0 50 ．1（3 7 8）9 8 ％

5 H 3 14 L O 2 8 9 7 ，1 ト ソグ n o n erth ro id b eta LSp eC trin （2 3 9 ）9 3 ％ A I6 64 0 2 6 ．1（4 13 ）10 0 ％ C

6H 3 7 1 A B O 4 2 80 9 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 29 9 ）9 9 ％ A W 4 7 5 25 4 ．1（5 4 6）99 ％

7 H 4 5 0 JO 1 42 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （16 2 95 ）82 ％ B E 6 5 2 2 6 9．1 （6 5 6）8 2 ％ B

8H 7 8 6 A C O O 6 3 13 ．1 ヒ トc hr．9，C lon 占h R P K ．4 6 5 F 2 1 （18 6 5 5 5）85 ％ B E 57 1 8 3 4．1 （8 5 3）9 9 ％

9 H 4 0 3 A C O 2 09 7 2 ．3 マ ウス ch r．18 c lon e R P 2 3 －6 P 18 （2 18 10 0 ）9 1 ％ A F O 9 3 4 5 3．1 r5 90 ）9 0 ％ B

1 0H 7 0 0 JO 1 42 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A r16 2 95 ）8 7 ％ 該 当 な し

l lH 10 1 1 久当な し A W 6 8 22 5 1 ．1（3 9 519 7 ％

1 2H 6 8 3 当な し A W 9 8 94 7 5 ．1 （4 7 719 7 ％

ホモロジーnrはアクセス番号、種、相同性のある遺伝子名、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。

ホモロジーESTはアクセス番号、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。
＊；A－Cはマクロアレイによる胎齢12．5日ter／ter精巣と比較した＋／＋精巣での発現の強度を示す。A＞B＞C
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表6－2；12．5／W－terCDNAサブトラクションライブラリー（プレート2）

ク ロー ン番 号 インサートサイズ（bp） ホ モ ロジ ーn r 染 色体 ホモ ロジー E S T ＊発 現 強度

lA 4 6 0 N M O O 4 8 9 1 ．1 ヒ ト rib oso m a lp ro te in L3 3 －1ike （5 12 1 8 2％ A A O 6（）13 2 ．1 （43 4 ）9 6 ％

2A 4 5 8 N M O O 4 8 9 1 ．1 ヒ ト ribo so m a lp ro te in L3 3 －1ike （5 12）83 ％ A A O 6 0 132 ．1 （4 3 4 ）9 6 ％ B

3A 5 9 4 A 7 13 10 17 ，1 マ ウ ス S C L g e n e （8 63 80 ）8 5 ％ B E 3 3 50 0 0 ．1 （5 13 ）8 6％

4 A 5 8 9 ．10 14 2 （1．1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （16 29 5）8 4 ラく A A 4 3 5 0 44 ．1 （69 71 9 9 ガ B

5A （5 7 6） 該 当な し A V 29 4 3 8 9 ．1 （2 75 1 9 9 ％ B

6A （6 2 3） A l．0 7 8 6 30 ．1 マ ウス G A B A B 受 容体 1 （15 4 6 14 ）9 3 ％ Ch r．1 7 A W 4 9 2 0 7 7 ．1 （52 2 ）10 0 ％

7A （9 5 1） 該 当な し 該 当 な し C

8A （9 1 6） Al ＿D 3 1 84 6．1 ヒ ト R P 4 －74 2 C 19 0 n C h r．2 2 （12 2 74 S）83 ％ A IO 2 11 9 4．1 （64 2 ）9 9 ％ C
9A 4 14 L 15 3 5 1 ・1 ハム ス ター αC a rd ia c m y o sin h ea v y cha in g en e （3 2 4 1 5）89 ％ B B 19 7 8 9 2．1 （2 22 ）8 9 牙

lnA （6 7 2） N M O l〔叫4 1．1 マ ウス H m g ic （33 82 ）9 1％ C h r．1〔ト6 7 ．5 c M A W 5 5 0 8 62 ．1 （64 3）9 7 ％

11A （4 54 ） N M O O 7 3 7 5．1 ヒ トT A R D N A b in d in g p ro te in （27 4 3 ）9 6％ A l 15 6 1 1 3．1 （4 9 1）9 8 ％

12A （4 2 7） A C O O 4 8 54 ．1 ヒ ト P A C clo n e R P 4 p 6 7 3M 15 （9 8 69 7 ）9 3 ％ B E 2 8 3 2 63 ．1 （8 5 2）9 7 ％

lB 22 0 A m 13 9 67 ．1 ラ ッ ト Z is （2 5 9 9）9 5％ ch r ．3 B E 6 3 4 9 23 ．1 （4 8 9）9 6 ％

2 B 3 7 6 JO 14 20 ．1 マウ ス ミ トコ ン ドリアD N A （1 62 9 5） 100 ％ A W 6 8 1 67 5 ．1 （6 8 0）1 00 ％ B

3 B （5 3 7） A B O 2 5 0 24 ．1 マ ウス A M D －1 （2 04 7 3 ）9 8 ％ c h r．10 A W 5 5 6 20 3 ．1 （7 2 6）9 8％ C

4 B 3 1 1 JO 14 2 0 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリアD N A （1 62 9 5）9 6％ B E 5 7 34 3 9 ．1 （7 7 9）9 6％ B
5 B 53 9 N M O l O8 9 1．1 マ ウ ス N e d d 5 （3 17 0）9 9 ％

un A A O4 2 0 50 ．1 （62 0 ）9 9 ％

6 B 4 60 該 当 な し A W 5 50 65 1 ．1 （6 64 ）9 7 ％

7 B （6 1 7） JO 14 2 0 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリアD N A （1 62 9 5）9 8％ A A 4 3 5 0 44 ．1 （69 7 ）9 8 ％

8 B 4 3 0 Z 22 9 2 3 ．1 マ ウ ス a lp h a 2 （Ⅸ ）co lla g e n （19 4 7 9）93 ％ C h r．4 －53 ．O c M A W 90 8 7 9 6 ．1 （4 9 6）9 2 ％ B

9 B 4 6 4 A C O O 4 3 99 マ ウス m O 3m 0 3 1 （38 5 8 8 ）8 4 ％ A I89 18 9 9 ．1 0 9 3 ％

10 B 63 2 M 9 7 7 0 1 ．1 マ ウス fo h te －b in d irlg p rO te in （F B P l）（10 0 0）9 7％
Lln A A 5 6 2 7 36 ．1 （6 11）9 6 ％ C

11 B 67 4 M 9 7 7 0 1 ．1 マ ウス fo h te －b in d ln g p ro te in （F B P l）（10 0 0）9 7％
tln A A 5 6 7 3 6．1 （6 1 1）9 5 ％ B

12 B （69 4 ） N M OO 9 8 3 0 ．1 マ ウス Cy C lin E 2 （12 12）9 8％
u n B E 30 4 0 9 4 ．1 （8 29 ）9 8 ％

lC （3 4 3 ） N M O 1 63 8 9 ．1 ヒ ト H S P C O 68 （2 8 0 1 ）9 2 ％ A A 5 53 2 16 ．1 （5ぐ）8）10 0 ％ A
2C （63 1） M 9 7 7 3 ．6 ヒ ト 100 0E l O （14 （）2 0 7 ）9 1％ C h r．lp 1 2 －13 ．3 該 当 な し

3C （59 3 ） N M O O 9 5 7 7 ．1 マ ウ ス Z ik l（30 4 2 ）9 9 ％
u rユ A W 3 2 1 3 8 5．1 （3 3 9）9 8 ％ B

4 C （52 5 ） N M O O 7 3 7 5 ．1 ヒ トT A R D N A b in d in g p ro te in （27 4 3 ）94 ％ A A 6 17 49 0 ．1 （5 3 3）99 ％ C
5C （7 4 6 ） JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （16 2 9 5）8 4 ％ B E 3 8 2 1 7 0．1 （69 1）8 6％

6C 4 5 8 Z 2 2 9 23 ．1 マ ウス a lp ha 2 （Ⅸ ）co llag en （194 7 9 ）9 3 ％ C h r．4 －・53 ．O c M A W 5 5 0 6 5 1．1 （6 64 ）9 9％ C

7C （5 4 4 ） A B O2 50 2 4 ．1 マ ウス A M D l （20 4 7 3 ）9 8 ％ C h r．10 A W 5 5 6 20 3 ．1 （7 2 6）9 8％ B
8C 3 0 6 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （162 9 5 ）9 7 ％ B E 5 7 34 3 9 ．1 （7 7 9）9 7％ C
9C 5 4 4 N M O 13 1 3 5 ．1 ラ ッ トR A S p 2 l p ro tein a ctiv a to r （R a sa ）（3 1 17 ）9 5％ C h r．13 －4 7 ．O cM A A 64 5 3 2 2 ．1 （50 2 ）9 9 ％ C

10 C 3 1 4 L O 2 89 7 ．1 ドッグ n o n e rth ro id b eta －Sp e Ctrin （23 9 ）9 3 ％ A 16 64 0 2 6 ．1 （4 13 ）10 0 ％

1 1C 5 2 1 該 当な し 該当 な し C
12 C 4 4 3 毒亥当 な し Z 3 12 6 5 ．1 （2 9 7）98 ％

lD （4 6 7） D 50 5 23 ．1 マ ウス T 1 －2 2 7 （3 57 7 ）10 （）％ A 13 1 68 2 8 ．1 （5 8 1）9 9 ％ C

2 D （7 3 6） A C OO 5 9 2 1 ．3 ヒ ト C h r．17 d o n e h R P K T．22 （16 4 6 79 ）9 0 ％ B E 6 2 70 6 8 ．1 （5 54 ）9 7％

3 D （6 3 8） N M O 1 4 1 12 ．1 ヒ トT R P S l （10 0 11 ）9 1 ％ C h r8 q 24 ．1 2 A W 9 85 8 13 ．1 （4 57 ）9 7 ％

4 D 5 4 6 A B O4 15 5 5 ．1 マウ ス b ra in cD N A clo n e N M C b －0 169 （2 17 5）9 8 ％ A W lO 7 83 3 ．1 （6 2 5）9 8％

5 D 5 2 7 該 当 な し 該当 な し

6 D 3 5 5 A F l1 62 68 ．1 マ ウ ス G －P rO teln X la lp h as （2 65 5）9 9 ％ B E 63 19 0 3 ．1 （6 99 ）9 9 ％

7 D 5 （）2 該 当 な し B B 4 79 3 6 7 ．1 （2 80 ）9 8 ％

8 D （7 0 4） A L O 3 18 4 6 ．2 ヒ ト R P 4 －7 4 2 C 19 0 n C h r．2 2 （12 2 74 8 ）83 ％ A A 2 3 8 63 7 ．1 （5 7 7）9 9％

9 D 34 0 U 6 2 13 6 ．2 ヒ ト e n te ro cy te d iffere n tiatio rla SSO C ia te d fa c to r（12 2 6 ）9 5 ％ A 12 8 7 18 2 ．1 （4 59 ）10 0 ％

10 D （7 7 9） N M O 1 3 68 0 ．1 マ ウ ス t，CO m P le x p rotin l（T c p l）（18 12）9 6％ C h r．17 －7 ．5c M A W lO 8 3 9 5 ．1 （86 5 ）9 7 ％ B

11 D （7 1 3） 該 当な し B E 13 7 7 5 3 ．1 （5 29 ）9 9 ％

12 D （7 （〕6） A F O 93 6 7 7 ．1 マ ウ ス A T fも se s ub u n it 6 （84 0 ）9 8 ％ A W 54 0 2 59 ．1 （60 1）9 7 ％ C

lE （6 1 6） A B O 4 2 80 9 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリ アD N A （16 2 99 ）9 8 ％ A A 6 1 6 17 4 ．1 （6 3 0）9 8％

2E 5 64 N M OO 34 53 ．1 ヒ ト zin c fin g e r p ro te in 1 9 8 （50 5 0）9 1％ C h r．13 q 12 H H 2 0 4 5 14 ．1 （4 55）9 6 ％

3 E （糾 0 ） 該 当な し B E 5 6 9 25 4 ．1 （8 68 ）97 ％

4 E （5 6 6） A C O O 6 3 13 ．1 ヒ トC h r．9 c Io n e h R P K 4 65 12 1 （18 6 5 5 5）8 5 ％ B E 57 18 34 ．1 （8 53 ）9 8 ％

5E

6E （69 5） 毒亥当な し A A O 60 13 2 ．1 （4 34 ）9 6 ％

7 E 2 7 5 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 29 5）10 0 ％ C 7 79 3 1 ．1 （5 7 7）10 0 ％

8 E （77 9 ） 該 当な し B E 13 7 7 5 3．1 （5 29）9 7 ％

9 E 4 17 S 4 58 12 ラ ッ トm o n oa mi n e o x id a se A （2 10 4 ）9 1 ％ Ch r ．X －5 ．2 cM A 164 7 3 2 6 ．1 （5 19 ）9 9 ％

10 E （78 5 ） JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリアD N A （16 29 5 ）9 8 ％ A W lO 6 8 12 ．1 （75 1）9 7 ㌢

11 E （75 5 ） 該 当な し 該 当な し B

12 E （6 16 ） A B O4 28 0 9 ．1 マ ウス ミ トコン ドリアD N A （1 6 29 9）9 8 ％ A A 6 16 17 4 ．1 （63 0 ）9 8 ％

lF （4 8 0 ） 該 当な し A W 9 88 58 5 ．1 （5 4 0）10 0 ％ C
2 F （4 2 5 1 該 当 な し 該 当な し C

3 F 3 5 8 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコン ドリアD N A （162 9 5） 100 ％ B E 3 0 84 5 8 ．1 （6 60 ）10 0 ％ C

4 F （4 3 6 ） N M O O 7 5 64 ．1 マ ウス b u ty ra te resp o n s e fa c to r l（B rf l）（2 6 59 ）9 6％
u rl B E 63 50 5 2 ．1 （5 48 ）97 ％

5 F （7 8 〔1） U 2 87 54 ．1 ヒ ト H M G IC （4 4 5 1）8 2 ％ C h r．10 －67 ．5c M A W 5 50 8 6 2 ．1 （64 3 1 9 7 ％

6 F （5 8 8） A 713 10 1 7 ．1 S C L g e n e （8 63 S O）8 5％ A W 54 12 4 3 ．1 （5 95 ）8 5 ％ C

7 F 3 2 7 該 当 な し 該当 な し

8 F （7 6 21 N M O 6 84 08 マ ウ ス in terg ra l m em b ra n e p ro te in l （3 0 94 ）9 9 ％ C h r．9 L 20 ．O c M A W 68 2 6 8 5 ．1 （6 13 ）9 8 ％

9F 3 8 6 U （）7 7 9 5 ．1 ラ ッ ト R a p l B （18 7 4 ）9 7％
u n A L 3 6 44 （鳩．1 （4 0 0） 100 ％

1（）F 4 0 8 JO 14 2 0 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリアD N A （1 62 9 5）9 9 ％ A A 63 8 5 73 ．1 （49 1）9 9 ％

11 F （7 3 61 妄亥当 な し A A 2 54 64 7 ．1 （5 S 3）9 8 ％ ド

12 F （7 （〕2〕 N M O l lO 34 ．1 マ ウス p ro life ra tio n －a SSO C ia ted g e n e A （92 0 ）9 7 才 C h r．8 －67 ．O c M A 15 2 8 3 5 1 ．1 （8 2 6）9 7 ％

lG 4 0 7 ．10 14 2 0 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ド リアD N A （16 2 9 5）9 9 ％ A A 6 3 57 3 ．1 （4 9 1）9 9％ H

2 G （6 8 0） N M O〔14 8 9 1．1 ヒ ト rib o so m a lp ro teirl L ミ3 －1ike （5 12）83 ㌢ A A O 60 13 2 ．1 （4 3 4）9 6㌢ C

3 G 37 2 A B O 4 2 80 9 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリ アD N A （16 2 99 ）lO O％ A W 4 7 5 2 54 ．1 （54 61 10 0三宕 C

4 G 4 1 A B O 2 64 3 6．1 ヒ ト d u a lsep ec ific ity L．h o sP h a tn se M K P v5 （2 （15 1）9 3 ％ 該 当な し

5 G 28 0 書亥当な し 該 当な し
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6G （73 2） 該当なし BE 13 7 7 5 3．1 （529）97才

B B 4 9 2 8 2 4．1 （29 5）9 5％

AA 6 1 74 9 0．1 （53 3 1 9 9％

AA 6 5 6 63 2．1 （36 2）94 ％

AA 2 54 64 7．1 （58 3）99 ％

該当なし

7G （80 9） 該当なし

8G （75 2） N M O O 73 75・1 ヒ トTA R D N A b in d ing p ro te irl（27 4 3）93％ し

9G （76 9） M 58〔埴0．1 ラッ トtra n sfe rrirl受容体 （341 3）92％ ch r 16－2 1 ワ C
10 G （76 7） 該当な し

11G 5 2 6 該 当なし C
12 G （68 8） 該 当なし クく

lH （33 0） NM OO 9 2 7 8・1 マウス Sio g ren sy n d ro m e a n tig e n （Ssb）（19 6 1）99％ C h r 2－4 1 0 cM B E 3 7 7 68 2．1 （64 5）99％

A12 5 5 7 5 7．1 （94 6）98％

　該当なt

2H （67 2） JO 14 2 0．1 マウス ミトコンドリアD N A （16 2 95）98％

3H 63 3 該当なし

4H 5 65 該当なし クく ノ
該当なし

該 当なし

A A 6 38 5 73 ．1 （49 1）99％

A U O 8 0 13 9．1 （79 1）96％

A 15 2 8 3 5 1．1 （826）98％

B E 13 7 7 5 3．1 （529）99％

A W 8 23 8 64．1 （50 3）99％

A 15 2 83 5 1．1 （82 6）97％

BE 6 2 74 72．1 （54 5）99％

C
5 H （3 69） 毒亥当なし

6H 4 0 5 JO 14 2 0．1 マウス ミトコンドリアD N A （162 9 5）99％

7H （65 5） N M O O 7 6 04 1 マウス 侃PPin g p rote in alp h a 2（C a p pa 2）（16 90）97％ C h r 6－3 0c M B
8 H （8 1 1） N M O ll O3 4・1 マウス 。rOH fe ラットio n －aSS O Cia te d g e n e A （92 0）98 96 C r汀8－67 0 cM
9H （72 2） 該当な し

10 H （78 3） 該当な し

11H （7 10） N M O 1 10 3 4・1 マウス pro life ラットio n－aSS O Cla ted g e n e A （92 0）98％ Ch r．8－67 0 cM C
12 H 4 4 6 D 8 00 0 5．1 ヒト K IA A O 183 （49 0 5）94％

ホモロジーnrはアクセス番号、種、相同性のある遺伝子名、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。
ホモロジーESTはアクセス番号、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。

＊；A－Cはマクロアレイによる胎齢12・5日ter／ler精巣と比較した＋／＋精巣での発現の強度を示す。A＞B＞C

62



表7－1；7／W－LercDNAサブトラクションライブラリー（プレート1）

クロー ン番 号 インサー トサイズ （b p）　　　　　　　　　　　　　　　 ホモ ロジ ーーn r 染 色 体 ホ モ ロ ジー E S T 事発現 強 度

lA 44 6 該 当な し Z 3 12 6 5 ．1 （29 7）99 ％

2A （7 2 6） A B （減 2 80 9 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 99 ）98 ％ A A 6 0 8 2 6 1（64 8）9 8 ％

3 A （8 2 7） A F O 9 36 7 7 ．1 マ ウ ス A T R ISe S u b u n it 6 （A tp as e 6 ）（8 4 0 ）9 5 ％ B E 53 3 0 1 8 1（99 1）9 5 ％ B
4 A 4 2 7 A F 2 6 77 4 7 ．1 マ ウ ス p 4 7－P h O X g e n e （18 0 68 6）10 0 ％

　　　　 ）
B B 3 9 6 24 8 1（30 8 ）9 3 ％ A

5A 1 5 7 A C O l lO 13 ，17 マ ウ ス ch r．1 l ，C Io n e R P 2 3－2 18 N 2 （2 0 17 2 8）100 ％ A J4 8 2 2 58 1（4 3 ワ）9 9 ％ c

c
6 A 3 9 2 X 96 6 0 6 ・1 マ ウス ov a ry tes tis tra n scrib e d （O T r l）p ro te in （2 03 4 ）92 ％ C h r．X 6 2 ．5 cM B E 13 3 1 7 5 1（4 6 7）9 3 ％

7 A （7 74 ） 該 当 な し 　　　　　 0
青亥当な し

8 A 3 5 該 当 な し B B 5 0 70 3 3 ．1（3 12）1 0 0％

9 A （98 9 ） 貢亥当 な し B B 4 5 53 7 9 1（2 8 2）9 7 ％

10A 4 58 JO 14 2 0 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 5）9 8 ％ A A 2 7 6 2 04 1（60 6 19 9 ％ C

A
l lA 68 2 A W 5 55 7 7 5 1 （6 40 ）9 5％

12A 4 7 5 A Ft 19 3 6 77 ．1 マ ウス A T Fh se su b u n it 6 h tp a se 6）（84 0 ）9 5％ B E 33 65 8 0 1（5 1 0）99 ％ c

c
1B 4 8 0 N M ＿0 1 12 5 3 ．1 マ ウス R b m Y la l （17 1 5）97 ％ B B 3 6 89 6 8 ．1 （2 88 ）97 ％

2 B

3 B 8 9 6 該 当な し 豪亥当 な し C
4 B 14 7 該 当な し B B lO 5 9 9 8 ．1 （3 20 ）9 6 ％

5 B 4 5 7 該 当な し 芸亥当 な し A
6 B 4 0 1 X 9 30 18 ．1 ハ タ リス N －m y C2 g e n e （3 2 9 2）8 6 ％ B B 3 9 6 24 8．1（30 8 ）9 3 ％ C

7 B 57 2 N M J O2 0 0 7 5 ．1 ラ ッ ト e u k a rY O tic In ltia tio n fa c to r 5 （e IF －5）（3 50 4 ）97 ％ A A 5 2 16 6 6 ．1（6 27 ）9 7％

8 B 7 9 7 毒亥当な し A 15 2 9 24 6．1（3 〔嶋）1 0 0％ B
9 B 7 8 1 N M ＿0 17 8 09 ．1 ヒ ト hy p o th etica l p ro te in F L 7204 1 6（1 8 13 ）8 5 ％ A W 5 5 5 77 5 ．1（64 0）9 7 ％ C
10 B 4 1 1 喜亥当 な し A 18 3 9 62 3 1（4 8 2）9 7％

11 B 4 0 9 A I27 7 0 4 6 ．1 マウ ス P s 汀迫4 ：p rO tea SO m e Su b u n it C 9 （19 5 8）9 8％ A W 98 9 74 9 1（4 6 3）99 ％ A
12 B 6 8 0 A F O 9 3 67 7 ．1 マ ウ ス A T Fh se s u b u n it 6 U ltp a se 6）（8 4 0）9 9％ A W 54 64 2 0 ．1（6 1 1）99 ％ B
lC 6 3 0 該 当 な し 該 当な し C
2C 3 5 2 該 当 な し B E 63 50 6 5 1（5 5 3）99 ％ B
3C 44 ∩ A B O 2 0 83 6 ．1 マ ウ ス S S e C K S （6 19 5 ）9 8 ％ A A 65 7 2 50 1（4 64 ）9 8 ％ C
4 C 3 5 6 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 29 5 ）9 9 ％ A W 68 16 7 5 1 （6 80 ）9 9 ％

5C 8 0 1 JO 14 2 0 ．1 マ ウス　 ミ トコ ン ドリア D N A （1 6 29 5 ）9 5 ％ B E 53 4 16 5 1（4 1 8）95 ％

6C 7 30 X 93 0 18 ．1 ハ タ リス N －m y C 2 g e n e （3 2 9 2 ）8 6 ％ A I64 5 5 1 1 （50 7）97 ％ C
7C 4 50 U l lO 54 ・1 マ ウ ス n u clea r d u a l sp ec 的c i亡y k in ase S ty （2 5 7 2）99 ％ A I58 7 88 5 1（4 7 1）8 8 ％

8 C 44 5 該 当な し Z 3 1 2 65 ．1（29 7 ）98 ％ C
9 C 1 64 該 当な し 該 当 な し

10 C 79 3 U 3 69 29 ．1 マ ウ ス R b m m R N A （15 9 0）9 7 ％ C h r．Y 薫亥当 な し C
l lC 9 9 該 当な し 毒亥当 な し C
12 C 1 18 A W 7 8 6 30 ・1 マ ウ ス g e rlO m ic D N A se q u e n ce fro m clo n e 5 7 3 K l （7 54 ）100 ％ B E 3 0 6 5 5 1 1（58 4）9 3 ％

lD

2 D 2 19 該 当な し A W 54 54 6 1 1（4 0 9）9 7％

3 D 15 5 A 140 0 8 7 8 ．1 マ ウス A sc 13 ，C eg p l，D 7 H l lo rf14 ．D 7 H l lo rf15 （2 34 1 69 ）9 ch r．7 B E 13 74 8 8 1（6 8 2）1 0 0％ B

4 D 4 9 3 Y O8 9 4 8 ．1 マ ウス　 S IG 4 1 m R N A （12 0 8）9 6 ％ M 23 0 4 2 1 （4 5 6）9 7％ B
5 D

C

6D 73 6 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 5）9 8％ A 12 5 57 5 7 12 （9 46 ）9 3 ％ C
7D 3 5 3 N M －0 0 5 13 1 ．1 ヒ ト n u c lea r m a trix p rc）te in p S 4 （2 0 9 2）9 5％ A W lO 7 4 5 2 1 （5 2（））99 ％ C
8D 3 9 1 該 当 な し A I1 73 5 6 0 1 （5 94 ）9 9 ％ A
9D

C
10 D 3 8 3 N M ＿0 14 4 63 ．1 ヒ トI3 m 3 p ro te in （Ⅰj M 3 ）（5 7 9）9 0 ％ A W 68 16 6 8 1 （4 54 ）9 9 ％ A
l lD 7 0 7 A F 1 3 29 5 3 ．1 ヒ ト C G ト1 9 p ro tein m R N A （7 0 7 ）8 5 ％ A W 70 2 0 7 9 1 （6 14 ）9 8 ％

12 D 3 5 7 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 29 5）10 0 ％ A 16 63 3 9 4 1（8 0 2）10 0 ％

lE 5 0 0 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （162 9 5 ）9 9 ％ B E 30 8 4 5 8 1 （6 60 ）9 9 ％ C

2 E 1 0 27 該 当な し 該 当 な し B
3 E 44 0 A J2 2 3 8 12 ．1 ヒ ト m R N A fo r c a ld e sm o n ，3 ¶U T R （1 13 0）8 6％ C h r．6 －1 1．5 A W 53 1 6 0 1 （6 82 ）10 0 ％ B
4 E 5 5 1 X 93 0 18 ．1 ハ タ リス N －m y C 2 g e n e （3 2 9 2 ）8 6 ％ A 16 4 5 5 1 1 （50 7）99 ％ C
5E 5 6 5 N M －0 20 0 7 5 ．1 ラ ッ トe u ka ry o tic ln Itla tio n fac to r 5 （e IF ．5）（3 5 04 ）9 7％ A A 5 2 1 66 6 1（6 2 7）99 ％

6E 17 9 該 当な し A W 2 1 2 2 26 ．1（60 2）（10 0 ％

7E 79 1 A F 2 4 18 50 ．1 ヒ ト ret fin g e r p ro te 王n 2 （R F f習）（1 4 1 5）87 ％ 13 q 14 ．3 A A 4 99 7 2 4 （5 2 9 ）99 ％

8E 7 59 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリ ア D N A （16 2 9 5）9 7 ％ A W 班 9 8 58 1（55 0）9 9 ％

9E 80 1 A F O 9 3 6 77 ．1 マ ウ ス A T Fh se su b u n it 6 仏 tp a se 6 ）（8 4 0）9 7 ％ B E 3 3 6 58 0 1（5 10）9 7 ％ C
10 E 78 〔1 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 5）9 8％ A W lO6 8 12 ．1（7 5 1）98 ％ C
1 1E 3 53 N M ＿00 5 13 1 ．1 ヒ ト n u c le a r m atrix p ro te jn p 84 （2 0 92 ）9 5％ A W lO 7 4 5 2 1（5 2 0）99 ％

12 E 62 4 U 3 69 29 ．1 マ ウス R b m m R N A （1 5 90 ）97 ％ ch r ．Y 毒亥当な し

lF 57 2 A B O 2 64 3 6 ．1 ヒ ト d u a lsp e c 王f王city p h o sp h a ta se M K P －5 （20 5 1）10 0 ％ 該 当な し

2 F 52 4 毒亥当 な し 喜亥当な し B
3 F 4 1 A B O 2 64 3 6．1 ヒ トd ua lsp e c ificity p h o sp h a ta se M K P －5 （20 5 1）9 7 ％ A W 68 2 2 3 8 ．1 （4 29 ）9 1％

4 F 4 2 9 A F O 93 67 7 ．1 マ ウス A T R まSe S ub u n iL 6 仏 tp a se 6）（8 4 0）9 9％ A A 4 14 2 87 1（58 2 ）9 9牙

5 F 5 6 5 N M ▼0 2 0 07 5 ．1 ラ ッ ト e u ka ry otic in itia tio n fa cto r 5 （e IF －5）（3 50 4）9 3 ％ B E 53 4 54 0 ．1 （6 9 719 8 ％

6 F 54 8 N M ＿0 11 03 4 ．1マ ウ ス p ro life ra tio n －aS SO C ia te d g en e A （P ag a）（9 2 0 ）9 8 ％ C h r．8 －67 ．P c M B E 56 9 2 7 4 ．1 （7 6 6）

7 F 7 34 N M ＿0 0 8 23 4 ．1マ ウ ス h e licas e，ly m p h o id sp e cific （H e lls ）（18 5 1）9 9 ％ c h r．19 A A O 6 5 68 4 ．1（4 3 6199 ％ C

8 F 4 9 5 A B O4 2 80 9 ．1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 9）9 5％ C 8 0 29 9 ．1（57 7 ）9 5％

9 F 7 1 9 JO 14 2 0．1 マ ウ ス ミ トコ ン ド リア D N A （1 62 9 5 ）9 9 ％ B E 53 163 4 ．1（77 ∩）9 4 ％ C

10 F 7 7 3 U 7 6 1 1 2．1マ ウス tra n s h tio n re p res so r N A T l （3 7 S 9 ）9 7 ％ A W 54 64 2 8 ．1（60 3）9 7 牙

ll F 7 6 7 該 当な し A 164 5 55 1．1（5〔）7 ）9 7 ％ C
12 F 79 1 該 当な し 言亥当 な し B

1G 4 2 5 N M ＿0 1 19 6 6 ．1マ ウス 【rrCltea SO m e Su b u rlil α ty P e 4 （P sm a4 ）（S 7 5）9 4 ㌍ u n k n ⊂）lV n A W 9 39 7 4 9 ．1（4 6 3）94 劣

2 G 38 0 N M ＿n l l〔134 ．1 マ ウ ス Pa g a （9 2 0 ）9 9 ％ Ch r．8 －6 7 ．n cM A W 5 5 58 8 0 ．1（6 13）9 9 ズ C
3 G 28 2 該 当 な し B E 6 3 20 5 9 1（5 3 219 9 ％ C

4 G 66 4 A F O 5 2 1 13 ．1 ヒ ト c Io n e 2 3 6 7 5 m R N A se q l」e rlC e（1 67 0 ）9 7 ％ A A 75 6 17 2 ．1 （4 52 19 7 ズ

5 G 3 5 6 ．10 14 2 （）．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 5）9 9％ A W 6 8 16 7 5 ．1（6 8 （））99 ％ C
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6G 18 2 該 当な し 言亥当な し

A W 55 4 0 0 9 ．1（5 3 5）9 9 ％

A W 9 S 7 2 7 5 ．1 （4 7 9）99 米

A A 9 59 9 62 ．1（56 0 ）9 9 ％

A I6 6 3 39 4 ．1 （8 02 ）1（）0 ％

A 16 1 4 95 0 ．1（4 78 ）9 9 ％

該 当な し

A V 2 1 1 1 78 ．1（2 19 ）9 5 ％

該 当な し

A U O 2 34 04 ．1 （5 88 ）9 7 ％

該 当な し

A U O 2 2 13 5．1（5 84 ）9 4 ％

A W 54 5 8 0 7 ．1 （6 1 5）9 9 ％

A W 4 8 7 9 44 ．1 （4 02 ）10 0％

A W 54 3 3 9 5 ．1 （5 87 ）97 ％

該 当 な し

C
7G 2 5 2 該 当な し

8G 3 5 1 A C OO 5 8 3 9 ．1 ヒ ト ch r．17 ，C lon e h R P K ．4 S I C 4 （12 S3 2 8 ）8 8 三才 A

9G 54 0 X 6 32 0 S ・l ウシ C トS G D H m R N A fo r l－lb iqu in （二・n e O Xid o re d l」Cta Se C nm E・lex （664 1）8 ワ諾

10 G 3 5 7 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 51 10 0 ％ J　O

1 1G 4 2 0 該 当 な し B

12 G 8 0 2 吉亥当 な し A

1H 4 7 0 該 当な し

2 H 7 8 3 該 当な し

3 H 15 2 A F l 10 5 2 0 ・1 マ ウス M H C re g o n N G 2 7 ，N G 2 8 ，R PS 2 8 ．．．（2 16 24 5）9 6％ Ch r 17

4 H 6 34 N M ＿0 1 1 25 3 ．1 マ ウス R b m Y la l （17 1 5）99 ％ ch r Y
B

5 H 8 12 N M ＿0 09 7 9 1・1 マ ウス m hn o d u lin b in d Ing p ro te in l （C alm bp l）（19 6 7）9 u n k n o w n
C

6 H 53 4 A F 2 5 9 0 74 ．1 マ ウス T －Ce ll受 容 体 α（7 28 3 1）9 9 ％
C h r 14

7 H 1 53 N M ＿00 8 7 7 0 ・lマ ウス C）11g o d e rld roc v te tran sm e m b ra n e p ro tein （1 8 0 1） C h r 3 －19 6 c M
C

8 H 7 59 N M ＿0 16 8 0 6 ・1マ ウス h e te rog e n e o u s rlu C le a r r王b o n u cleo p ro te ir．A 2 ／B l（16 7 719 6，i C

9 H 7 17 該 当 な し ・■　　　0

10 H 4 4 A B O2 64 3 6 ・1 ヒ ト d u a lsp e c lficity p h o sp h a ta se M K P －5 （2 0 5 1）lO O ，＜ ク：
該 当 な し

l l H 7 7 4 N M ＿0 18 7 7 0 ・1 マ ウス im m u n o su p e rfa m ily p ro tein B 12 （18 6 1）98 ％ ク（
A W 2 29 0 58 ．1（4 7 4 ）9 8 ％

A W 6 8 19 9 7 ．1（67 8 ）9 0 ％
12 H 8 0 2 X 6 72 68 ・1 マ ウ ス g as 5 g ro w th a r rest sp e cific g e n e（27 2 3 ）9 2 ％

ホモロジーnrはアクセス番号、種、相同性のある遺伝子名、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。
ホモロジーESTはアクセス番号、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。

＊；A－Cはマクロアレイによる生後7日ter／ter精巣と比較した＋／＋精巣での発現の強度を示す。A＞B＞C
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表7－2；7／W－ter CDNAサブトラクシヨンライブラリー（プレート2）

ク ロー ン番号 インサー トサイズ（bp） ホモ ロジー n r 染 色 体 ホモ ロジー E S T ■発 現強 度

lA 5 0 7 JO 1 42 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 29 5 ）97 ％
A A 4 3 18 74 1（57 3 ）9 8つを′

2A 3 2 6 A C O O 6 57 1 ・12 ヒ トc loI】e h R P K ．2 3 ＿A l （1 34 8 9 6）10 0 ％ 該 当な し A
3A 5 7 6 JO 14 2 0 ．1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （1 6 29 5 ）97 ％

A U O 80 0 3 7 1（8 1 7）9 7 つを
4A 4 7 0 A F 13 2 96 9 ．1 ヒ ト C G L 3 5 p ro te in rl O 2 1）8 9 ％

A A 4 75 10 9 1（54 7）99 9i

5A 3 9 6 Ⅹ0 6 14 8 ・1 ラ ッ トrib o som al p ro tein L 5 （99 9 ）96 ％ 　　　　　 p
B E 2 8 9 48 0 1（81 つ）99 の

6A 8 0 8 U 3 5 6 6 5 ・1 マ ウス c ad h erin l l rC d h l l ）g e ne （6 3 13 ）9 6 ％ C h r．S 　　　 ▲J ノr

L 2 6 7 47 1 （3 38 ）9 3 ％
B

7A 6 46 当 な し A I15 5 63 7 1（5 13）95 ％

8A 6 4 1 N M　 O l 12 5 3 ．1 マ ウ ス R N A b in in g m o d f p ro tein ，rR b rn Y la l ）（1 7 1 5）9 7 ch r．Y 該 当 な し A
9A 4 73 A B O4 15 8 9・1 マ ウ ス brair）C D N A ，C］o n e M N C b L2 64 3 （2 0 34 ）9 9 ％

B E 1 9 72 9 2 1（6 0 つ）9 9 ％

10 A

ll A 9 63 当な し 該 当な し

12A 4 25 N M ＿＿0 1 12 53 ．1 マ ウ ス R N A b in i鞘 m Otif p ro tein ，rR b m Y la l）（17 15 ）10 c h r．Y 該 当な し

lB 3 52 A J OO 6 8 37 ．1 マ ウス　 U 1 7 sm a H n u cleoh J R N A h ost ge ne （3 8 3 ）9 9 ％ A I7 8 82 7 3 1r4 6 9）99 ％ B
28 35 5 JO 1 42 0 ・1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A r16 29 5 ）9 7％

A U O 4 62 1 1 1r5 7 8）9 7％

3 B 5 71 N M ＿0 1 12 53 ．1 マ ウス R b m Y l a l r1 7 15 ）9 9 ％ 該 当な し B
4 B 65 8 該 当 な し 該 当な し

5 B 46 6 該 当 な し 該 当 な し A
6 B 25 1 X 9 6 60 3 ・1 マ ウ ス m R N A fo r O tt p ro te in r5 4 8 ）9 8 ％ ch L X Ⅹ9 3 0 13 1（48 4 ）9 9 ％ A
7 B 45 2 U l lO 5 4 ・1 マ ウス n u clea r d u a）sp ecificitY k in a se S ty （2 5 7 2）9 9 ％ A I5 87 88 5 ．1（47 1）8 9 ％ C
8 B 40 1 該 当 な し

A I4 49 25 4 1（38 4）98 ％

9 B 75 8 A B O 42 g 0 9 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 2 99 ）9 5 ％ C 80 2 9 9 1 （5 7 7）9 5％

10B 3 9 2 Ⅹ9 3 0 18 ．1 シ マ リス N －m Y C2　 （3 29 2 ） 86 ％ 該 当 な し C
l lB 4 5 4 A C O O 69 5 6 ・15 マ ウス C h r・1 9 B A C C ）on e 7d 2 3 （1 3 2 36 5）9 8 ％

A I56 18 11 1（5 2 3）99 9も C
1 2B 4 0 5 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （1 62 9 5 ） 1 00 ％ A I30 35 3 6 1（8 9 6）10 0 ％

lC 18 0 A C O O6 9 5 6 ，15 マ ウ ス C h r・19 B A C C lon e 7d 2 3 （1 32 3 6 5）9 8％ 　　　　 ／

A I56 18 1 1 1（5 2 3）99 ％ B
2C 4 2 9 該 当な し

A 14 5 2 11 7 1（4 8 0）99 ％

3C 6 1 5 X 9 16 5 6 ・1 マ ウス S rp 20 g en e （1 3 12 1 ）1 0 0 ％，N M O 19 5 50 ・1 マ ウ ス P tb 2 Lp en d in g
A W 6 8 16 3 2 1 （2 8 1）9 9 ％ B

4C 5 0 5 A C O 19 0 2 6・12 マ ウ ス ch r・6 C】on e R P 2 3－18 8 E 5 （15 7 9 9 6）9 7％
A L O 2 28 2g l r5 09 ）9 8 ％

5C 4 80 該 当な し
B E 4 4 8 80 4 1（46 8 ）9 6 ％

6C 7 49 JO 14 20 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 29 5）9 6 ％
B E 19 9 08 3 1（60 0 ）96 ％

7C 56 4 該 当な し A l1 55 63 7 1 （5 13 ）9 8％ C
8C 43 0 A C O 12 3 9 7・3 2 マ ウス c hr．6 clon e c t7 －3 69 p 1 8 （14 0 1 8 7）9 2 ％

A A 6 品3 72 3 1（4 34 ）98 切 B
9 C 45 0 JO 1 4 20 ・1 マ ウ ス ミ トコン ドリア D N A r1 6 29 5）9 9％ 　　　　　 p

A W 3 60 7 43 1（66 1）99 ％
10 C 70 8 該 当 な し 該 当 な し

llC 2 78 X 96 6 06 ・1 マ ウス m R N A fo r O tt pro te in （2 0 3 4）9 6 ％ cl】r．X A A 17 2（52 6 1（4 79 ）10 0 ％
12C 43 2 A J 13 1 39 5 ・1 マ ウス nlR N A fo r collag ez］ty P e X IV （1 17 1 ）1 0 0 ％

A A 6 4 59 5 8 1（5 86 ）9 6 ％ C
l D 56 2 N M O l1 2 53 ・1 マ ウス R b m Y la l（17 1 5）9 2％

ch r．Y 該 当な し B
2 D 8 6 0 N M O l 1 25 3 ．1 マ ウス R b m Y la l（17 1 5）9 1％ ch r．Y B B 3 6 89 6 8 1（28 8）89 ％ B
3D 3 9 1 X 9 6 60 6 ．1 マ ウス O tt p roteh （20 3 4 ）9 3 ％ c h r．X B E 1 3 31 75 1（46 7 ）9 4 ％
4D 5 4 9 A F O9 3 6 77 ・1 マ ウス A T P ase su b u nit 6 （A tp ase 6）（8 4 0）9 6 ％

A I195 1 3 3 1（6 5 8）96 ％
5D 23 0 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 2 95 ）9 9 ％

A W 6 8 2 14 6 1（3 22 ）9 9 ％

6D 6 3 7 JO 14 2 0 ・l マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 29 5 ）9 4 ％ A U O 8 02 2 3 1（7 8 8）94 ％

7D 4 6 6 当な し 該 当な し

8D 2 1 2 該 当な し A W 12 38 9 8 1（4 38 ）10 0％

9D 3 4 5 N M ＿0 1 12 5 3 ．1 マ ウ ス R b rn Y la l（17 15 ）9 7 ％ ch r．Y B B 3 68 9 68 1r2 88 ）97 ％

10 D 7 5 2 A C O lO 1 39 ・4 ヒ トd o n e R P l 1－19 4 G lO （16 1 40 7）8 5 ％
Z 3 13 0 1 1（1 65 ）8 1 ％ C

l lD 7 3 9 X 9 6 60 6 ．1 マ ウス O tt pro tein （2 0 34 ）9 5 ％
cb r．X L 2 6 6 49 1 （8 96 ）9 6 ％

12 D 4 3 2 N M O l 12 5 3．1 マ ウ ス R b m Y la l（1 7 1 5）10 0 ％ ch r．Y B B 36 8 9 68 1 （2 8g ）9 7 ％ C
l E 4 4 7 X 6 0 28 9 ・1 マ ウス m R N A fo r rib o soIn a l p ro tein S 2 4 （55 1）99 ％ u Ilk I10 W n A W 5 55 7 04 1（5 16）99 ％

2 E 6 9 8 L O 70 9 6 ・1 マ ウス M ilP ミ トコ ン ドリア ゲ ノム （16 30 3）96 ％
A W O 45 0 34 1（65 7）99 ％

3E 1 33 A F O 9 76 4 3・l マ ウス h ep arin c o fac to r Il g en e （4 8 9 31 9 5 ％
A W 9 0 76 93 1（4 11）9 1％ B

4E 3 97 N M ＿0 1 12 53 ・1 マ ウス R b ln Y l alr1 7 15 ）9 8 ％ ch r．Y B B 36 8 96 8 1（28 8）98 ％ C
5E 4 72 N M OO 3 4 0 1．1 ヒ トX R C C 4 r1 58 2）85 ％

A W 3 2 14 58 1（4 9 7）98 ％ C
6E 69 8 JO 1 42 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r1 6 29 5）9 9 ％

A I5 2 8 13 7 18 52 7）％

7E 44 4 U O 79 7 1 ．1 ラ ッ ト　 L arg in in e ＝g lY Cin e a m idin 。tran Sfera se B E 5 53 6 9 9 1（4 44 ）9 9 ％

8E 84 3 U 14 17 2 ・1 マ ウス p 16 2 p rotein （5 1 19 ）9 7 ％
A W 53 9 76 5 1（5 2 3）9 5 ％ C

9E 75 9 A B O 4 28 0 9 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 2 99 ）9 5 ％
C 8 0 2 99 1（5 77 ）9 5 ％

10 E 23 5 A JO O 77 15 ・1 マ ウス au toim m u n e reg u ）a to r rA ire）ge n e （1 86 16 ）9 6 ％
A I5 0 72 2 8 1r4 5 5）97 ％ C

ll E 55 4 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A r16 2 95 ）9 9 ％
B E 5 72 6 63 1（8 56 ）9 8 ％

12 E 3 9 3 N M　 O O 8 21 1 ．1 マウ ス H 3 h isto lle．fa m i】Y 3 B rH 3 f3 b）（16 1 9）9 8 ％ B E 63 0 1 29 1r60 2 ）9 8 ％

1F 5 0 5 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 29 5 ）9 8 ％
A A 64 6 4 14 1（57 6）9 8％

2 F 5 5 A F 14 40 2 9 ，1 ヒ トM D M 2 g en er29 4 ）1 00 ％
B E 63 2 32 2 1 r2 03 ）100 ％ B

3 F 7 3 6 該 当な し 該 当 な し A
4 F

5 F 5 85 該 当な し 該 当 な し

6 F 9 69 該 当 な し 該 当 な し A
7 F 6 96 JO 14 20 ・1 マ ウ ス ミ トコン ドリア D N A （1 6 29 5 ）99 ％

A A 2 7 62 0 4 1（6 06 ）9 9 ％
8 F 5 16 当 な し Z 3 12 6 5 1（29 7 ）9 8％

9 F 26 9 該 当 な し 該 当な し

1 0F 85 3 JO 1 42 0 ・1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （1 62 95 ）9 9 ％′ 該 当な し

l lF 8 14 N M O 19 68 3 ・1 マ ウス feta l g lo b in in du cin g fa ctor r18 0 1 ）9 8 ％ A 10 1 93 3 7 1（38 5）99 ％

1 2F 70 8 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 95 ）9 9 ％
A A 4 15 1 05 1r5 38 ）9 9％′

lG 66 6 該 当な し 該 当な し

2 G 74 0 N M －0 0 2 5 19 ・1 ヒ トn u cle ar p rotein ・ataX ia －tela n giec tasia loc u s rN P A T ）（5 8 9 5 ）8 8 ％ B E （12 50 5 4 1 （4 35 ）9 6 ％ B
3 G 70 4 N M O O 8 23 4 ・1 マウ ス h e】ic ase・lY m P 1－O id sp ec in c （H ells）（18 5 1）9 7 ％ c h ．19 B E 63 52 5 5 1 （4 32 19 9 ％ A
4 G 66 2 該 当な し 該 当な し C
5G 70 3 該 当な し A I5 08 3 1 1．】（5 56 ）97 ％ B
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6 G 2 2 2 該 当 な し
A W 12 3 89 8 1（4 18）9 9％

7G 4 2 5 N M O 13 7 27 ・1 マ ウス 5 －aZ aC ytidin e in d u ce d g e n e 2 （A zi2 ）（2 94 0）9 8 ％
u n k n ow Il A A 78 9 5 88 1（4 9 1）9 9 ％ C

8 G 7 7 3 JO 14 2 0 ・1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 9 5）9 9 ％
A A 6 16 1 74 （6 30 ）98 ％

9 G 7 4 5 N M O O 7 84 0 ・1 マ ウス D E A D b o x p o lyp e ptid e 5 （D dx 5 ）
ch r．1 ト 6 3 ．O cM

　　　　 ′
A IO9 7 7 20 1r8 1 5、）97 ％

10G 7 6 4 JO 14 2 0 ・1 マ ウス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 95 ）9 8 ％ A U O8 0 2 つ3 1（78 8 ）9 8％

11G 3 7 7 N M －0 0 8 03 6 ・1 マ ウス F B J o ste o sarco m a o n co g e n e B （F osb ）（4 14 5 ）9 3 ％ ch r．7－7 5 cM B E 6 3 5 33 3 1（5 32 ）9 3 ％

12G 5 4 2 A F 12 1 2 1 7 ・l rat p ro －alph a －2 （I）co H ag e n （c olla 2）n］R N A （4 4 7 4 ）8 8 ％ ctlr．6－0 ．6 8 cM B E 6 3 2 79 9 1（38 3 ）9 5 ％

l H 1 56 A J1 3 15 2 6 ．1 マ ウス T E ト 5 g en e （1 26 2 ）96 ％ ch r．1 7 A A 7 1 1 0 10 1（18 3 ）10 09i B
2 H 7 2 1 N M ＿0 1 88 5 9 ・1 マ ウス ald o －k eto re du ctase（16 7 5 ）9 7 ％ 　　　　　 p

B E 3 7 08 6 つ 1（56 9 ）9 8 ％
3 H 6 52 M 3 5 0 5 2 ・1 R a t ト 0 －A T P ase su b un it b ru R N A （1 1 24 ）9 2 ％ A W 4 75 75 3 1（76 8 ）9 4 切 c

c
4 H 40 3 X 9 66 0 6 ．1 マ ウス O tt pro te in （20 3 4 ）9 4 ％ 　　　　　 r〉

B E 1 3 31 7 5 1（46 7）9 4頸
5 H 2 29 該 当な し 　　　　　 p

該 当な し
6 H 34 8 該 当な し

B E 63 5 0 6 5 1（55 3 ）100 ％
7 H 76 0 該 当な し 該 当 な し 8
8 H 4 5 7 該 当な し

B E 19 7 2 74 1 （5 40 ）99 ％ C
9 H 52 0 N M O 19 9 36 ・1 マ ウス C R IPT p ro tein （C R IP T ）（11 3 9）97 ％

B E 13 6 2 23 1 （6 53 ）98 ％

1 0H 5 17 A F 2 26 8 7 3 ・1 マ ウス sn）al）G T P －b in d in g p ro tein R A B IA （2 6 8 6 ） 9 8 ％ A I6 46 9 9 8 1 （5 16）99 ％ C
l lH 7 10 JO 1 4 20 ・1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 95 ）99 ％

A W 5 4 98 5 8 1 （5 50 ）9 9 ％
1 2H 6 4 0 JO 1 42 0 ・1 マ ウ ス ミ トコ ン ドリア D N A （16 2 95 ）9 6 ％

A A 4 9 98 6 0 ．1（55 3 ）9 7％

ホモロジーnrはアクセス番号、種、相同性のある遺伝子名、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。
ホモロジーESTはアクセス番号、配列の長さ（bp）及び相同性（％）を示している。

＊；A－Cはマクロアレイによる生後7日Jer／ter精巣と比較した＋／＋精巣での発現の強度を示す。A＞B＞C
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図23；胎齢12．5日のCDNAサブラトクションライブラリーのマクロアレイ。
それぞれ、プレートの同じ座標のW－ferと蝕トWを比較する。ドットが濃い
ものが強く発現していることを示している。
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ヨンしていない胎齢12・5日＋／＋型及びter／ter精巣から得たcDNAについて同様にマ

クロアレイを行った（図示せず）。その結果、W－fe′・に強いシグナルがみられるもの及

び＋／＋型で強く発現しているものを探し、発現の差がみられたものを強度に応じてA＿

Cの評価をつけた（表6）。7／W－Jerサブトラクシヨンライブラリーについても

12・5／W－Jerと同様にマクロアレイを行い（図示せず）、A－Cの評価をつけた（表7）。

これにより、いくつかの＋／＋型で強く発現している遺伝子がわかり、re′・遺伝子及びそ

のカスケードにある遺伝子の候補遺伝子を探索した。マクロアレイの結果、12．5／1－2A、

12・5／1－7Gなどは発現の差がみられた。これらクローンとJer遺伝子との関係は現在

解析中である。
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VI．考察

本研究では加vfvo及びf〃V血の実験系を用いて、生殖細胞におけるJer遺伝子の

機能の一部を明らかにした。次に結果をまとめる。

1・ter／terPGCの生存能及び増殖能は＋／＋PGCと同様に正常であった。

2・＋／一胎仔精巣体細胞と共培養された9．5及び11．5日のPGCはJer遺伝子型によ

らず体細胞との接触によりDNA合成し、生存したが、Jer／ter体細胞上ではPGC

はDNA合成したが、アポトーシスを起こしていた。

3・＋／一胎仔生殖巣体細胞の培養上清（CM）をICR系マウスの9．5及び11．5日胚

のPGCと体細胞の共培養系に添加すると、PGCはDNA合成し且つ、生存した。

4．

5．

6．

しかし、rer／terCMではPGCはDNA合成したもののアポトーシスが起きた。

PGCに効果があるCM成分は分子量3万以上の蛋白質様の成分であり、PGCの

生存因子として働く。

ter／ter精巣は既知のPGC増殖因子、SCF、bFGF、TGFβ1、OSM、IL＿4及

びNRGβを〃VV T0及び加Vル0において＋／＋精巣と同様に発現していた。

＋／＋とter／ter精巣との間でcDNAサブトラクションライブラリーを作製し、

Jer関連遺伝子のプロファイルを得た。＋／＋精巣で優先的に発現しているrer遺

伝子に関連する遺伝子が数種、見つかった。

これらの結果は生殖細胞の正常発生過程を知るうえで非常に重要な知見である。以下

に、いくつかの点について順に考察していく。

VI－1．Jer遺伝子の機能発現

rer変異マウスはrerホモ型雄で生殖細胞が完全になくなり、不妊となる。生殖細胞

の生存に影響を及ぼす突然変異はrer以外にもいくつか知られている。その中には、

Hertwig，sanemia（an）（Russelletal・，1985）、atrichosis（at）（HandelandEppig，

1979）、germCelldeficient（gcd）（Pellasetal・，1991）、Steel（Sl）（Bennett，1956）

及びDominantwhitespotting（W）（Mintzand Russell，1957）がある。これら遺伝

子は既にマウスにおいて染色体上の位置がわかっている0α〃、玖gcd、Ⅳ及び5g順

に4番（Russelletal・，1985）、10番（HummelandChapman，1971）、11番（Duncan

etal・，1995）、10番（Copelandetal・，1990）及び5番（Geissleretal・，1988）であり、ter

の18番とは連関がない（Sakuraietal．，1994）。また、発現時期はter遺伝子が最も早

く胎齢8・0日から既にter／fer胎仔でPGCの減少が起こる（Sakuraietal・，1995）0続
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いて、胎齢9・0日頃に∫J及びW、胎齢11・0日頃にgcd、胎齢12・0日頃にα〃が発現

し、それぞれの変異マウスにおいて生殖細胞の減少が始まる（MintzandRussell，1957；

McCoshenandMcCallion，1975；Russelletal・，1985；Pellasetal・，1991；Donovan，

1998）。これら遺伝子の同定や発現場所の解析は∫J及びW以外ではまだ明らかとなっ

ていない0∫J及びⅣ変異マウスの表現型は互いに酷似しており、ともに不妊、白斑及

び貧血などを起こすことが知られている（Williamsetal・，1992）。その原因はSl変異

マウスでは増殖因子SCF、W変異マウスではその受容体C－kitの異常によって起こる

（Geissleretal・，1988）0生殖巣において、SCFはPGCの生存に必須であり、その発現

場所はPGCの移動経路や生殖巣内の体細胞のセル上リ細胞である（Matsuietal．，

1990）osl変異マウスはSCFを欠くために不妊となる（Mintzand Russell，1957）。

また、W変異マウスはPGCで発現しているSCF受容体C－kitを欠くために不妊とな

る。

Noguchietal・（1997）はter変異マウスがPGCに異常があるW様であるのか或い

は体細胞に異常がある別様であるのか再構成精巣を用いて～〃Vル0で調べた。その結

果、精巣体細胞がrer／柁r型の時に＋′＋PGCが減少したことから、JeJ・遺伝子は少なく

とも体細胞上で発現していることを明らかにした○しかしながら、再構成精巣の解析で

はごく少数しかない′er佃′ヤGCの機能を解析する事ができなかった。そこで本研究で

は少数のPGCでも解析可能な打交換共培養乃系を用いてf〃Vか0でfer遺伝子の発現

の所在を調べた0その結果＋′＋体細胞と共培養したter／terPGCは＋／＋PGCと同様に

増殖及び生存し、fe机e′・体細胞と共培養したPGCはアポトーシスを起こして減少し

た0即ち、Jer遺伝子は生殖巣体細胞及び移動経路で発現し、Je机erPGCは正常な増

殖能及び生存能があることが明らかとなった。fer変異マウスは受容体に異常があるⅣ

マウスより増殖因子に異常がある∫Jマウスに似た変異であることが推測された。

VI－2．PGCと体細胞の相互作用

増殖因子には分泌型のものと膜結合型のものがある。PGCの最も重要な増殖因子で

ある前述のSCFは同じ遺伝子座からスプライシングの違いにより膜結合型と分泌型の

ものが産生される（Flanaganetal．，1991；Huangetal．，1992）。Sl変異マウスの一種

であるSPマウスはSCFの膜貫通部位と細胞内領域を欠くために膜結合型SCFを生産

できずに分泌型SCFのみを産生する（Brannan etal．，1991）。この変異マウスは致死

の∫〃∫Jマウスとは異なり、成体にまで成長可能であるが、∫〃∫Jマウスと同様に生殖

細胞をほぼ完全に欠損する（Flanagan etal．，1991）。また、分泌型と膜結合型のSCF
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のmRNAの比率は各種組織において異なっており、胎齢13・0日のマウス精巣から解

離された直後のセル上リ細胞は培養24時間では優先的に膜結合型のSCFを産生して

いる（Mauduitetal・，1999）。PGC培養系において用いられるフィーダー細胞STO及

びSl／S14－m220はそれぞれ分泌型及び膜結合型のSCFを産生している（Toksozetal．，

1992）。PGCは膜結合型SCFを産生するSl／S14－m220フィーダー細胞上でより効果

的に生存が支持されることが報告されている（Matsuietal・，1991；DoIcietal・，1993）。

即ち、PGCにとっては膜結合型のSCFが必須であり、生体内においてPGCは膜結合

型の因子を産生する周囲体細胞と相互作用することによりPGCの発生過程を進行する

と考えられる。

このPGCと生殖巣体細胞の相互作用に着目し、fer遺伝子の機能を“交換共培養”

系及び生殖巣体細胞のCMを用いて解析した結果、＋／＋体細胞及び＋／＋CMはPGCの

生存及び増殖を支持し、rer／ter体細胞及びter／terCMはPGCのアポトーシスを抑制

しなかった0体細胞及びCMはPGCに対して類似の効果を示したが、rer／terと＋／十

のPGCに対する効果はCMよりも体細胞との直接接触の方が12時間という短い培養

期間で顕著な差がみられたことから、PGCと体細胞の直接の接触が重要であることが

考えられる0さらに、PGCは共培養されたフィーダー細胞よりWTl陽性のセル上リ

細胞上に局在していた0従って、ここで共培養した生殖巣体細胞はPGCとの細胞間相

互作用によりPGCの生存を支持しているoter遺伝子はSl遺伝子と同様にCM中に溶

け出す分泌型の因子と体細胞上に存在する膜結合型の因子の両方を産生する可能性が示

唆され、これらのうち、多くの増殖因子と同様に膜結合型因子の方がPGCにとっては

重要であることが明らかとなった0fe机er体細胞ではこの因子を全く欠くか、或いは

この因子が異常となり機能しなくなった可能性が考えられる。

Vト3．アポトーシスについて

本研究において、fer／rer体細胞がPGCに対してどのような効果を示すかという問

題の一部が明らかとなったoter／ter体細胞と共培養したPGCとter／terCMを添加し

たICRマウスのPGCはアポトーシスを起こし、典型的なAP／TUNEL陽性の“アポト

ーシス小体”の像（ArendsandWyllie，1991；Fesuset。l．，1991）を示していた。ア

ポトーシスによるPGCの細胞死は〃交換共培養刀の開始から12時間以内という短時

間で誘導された。これは、即ち、PGCはreJ力eJ一体細胞との相互作用によっては生存

できずにTUNEL陽性のアポトーシスを起こし、PGC数が減少したと考えられる。こ
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の結果はinvivoにおいて胎仔のter／ler精巣内でTUNEL陽性のアポトシスを起こ

したPGCが確認されていることと一致している（Noguchietal・，未発表）。それでは、

ter／ter体細胞がPGCの細胞周期のどの時期に作用し、PGCにアポトーシスを起こさ

せているのであろうか0培養系において隣接している二つのPGCがerr座J・体細胞上

で、或いは助力erCMを添加した培養系においてしばしば確認できた（図9A参照）。

この像はf〃V血における分裂直後のPGCの典型的なものであると考えられる。これ

はter／ter体細胞の影響を受けたPGCがM期に入り、細胞分裂を完了することを意

味する0これはinvivoの結果と一致する（Noguchietal・，1997）oNoguchietal．，（未

発表）はLTXBJ－・／terの各ter遺伝子型個体のPGCの分裂頻度（分裂しているPGC

数／総PGC数）を集計した0その結果、胎齢14・5日頃から分裂休止期に入る＋／＋及び

＋／fer精巣においてはPGCの分裂頻度は胎齢13・5日をピークにして減り続け16．5日

ではぼ0％になった〇一万、rer佃′・精巣においては極小数しかないPGCが分裂して

いる像がみられたが、分裂頻度は胎齢16・5日でほぼ100％になった。Je机er精巣に

おいて、PGCはM期を入るが、その後、休止期（Gl期）に留まらず死滅した。この

死滅したPGCはTUNEL陽性を示し、この過程がアポトーシスであることを示した。

さらに、胎齢13・5巨‖e机er体細胞と＋′＋生殖細胞との再構成精巣では、分裂を再

開した正常なM期の分裂像が観察されている（Noguchietal．，1997）。即ち、ter／ter

体細胞はPGCの分裂を抑制しないで、その後のGl期に障害を与えることが推測でき

る0本研究では、各ter遺伝子型CMを添加してもPGCのBrdUの取り込みには差が

なくどれも約30％であった0即ち、rer遺伝子によるPGCへの効果はS期には関係し

ていないことが明らかとなった0さらに、fer遺伝子が生殖細胞のS期に影響しないこ

とはf〃V血で胎齢8・0日－9・5日の各fer再er胚のPGCと周囲の体細胞を含む培養に

おいてBrdUの取り込みに差がないことからも証明されている（Noguchietal．，1995）。

これらの結果を合わせると、fer遺伝子産物はPGCの細胞周期のS期からM期ではな

くGl期に影響を及ぼし、アポトーシスを抑制する体細胞因子であると推測される。

細胞周期のS期には影響を及ぼさず、PGCのアポトーシスを抑制し、PGCの生存因

子として働くことが知られている増殖因子にはSCF及びLIFが知られている（Matsuiet

al・，1992；Pesce et al・，1993）。最近、PGC及び雌雄の生殖細胞におけるC＿kit／SCF

に関連したアポトーシスは癌抑制遺伝子として知られるp53の産物であるp53蛋白質

を介した系によって起こっていることが明らかとなった（Lee，1998；Jordan et al．，

1999）。P53蛋白質はDNAの損傷、増殖因子及び血清の除去によるストレスにさらさ

れると安定化し、Gl期での細胞周期の停止やアポトーシスを起こすことが知られてい
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る（Merceretal・，1990；Yonish－Rouachetal・，1991；Shawetal・，1992）。P53を介

したアポトーシスはアデノウイルスEIB遺伝子の産物である分子質量19kDaの

EIB19Kで抑制され（DebbasandWhite，1993）、Bax（Bc1－2－aSSOCiatedXprotein）

によって実行される（MiyashitaandReed，1995）。EIB19kを一過的に発現させた

PGCは培養系で生存が有意に促進され、アポトーシスが抑えられ（Watanabe et。l．，

1997）、また、PGC培養系へのSCFの添加はBaxの発現を減少させることが報告され

ている（DeFelicietal・，1999）。ter遺伝子とアポトーシスの関連因子、EIB19K、bc1－2、

baxまたはp53等との関係は今後、解決すべき課題である。

さらにJer／Jer卵巣においてはごく少数の生殖細胞が減数分裂期に入ることにより

僅かに妊性が残る（Noguchietal．，1996）。しかし、ter／ter精巣においては有糸分裂

後、生殖細胞はアポトーシスによって死滅し、雄は不妊となる。本研究では、胎仔卵巣

CMでも精巣CMと同様の効果を示したことから、卵巣及び精巣は同様にter遺伝子産

物を産生しているが、減数分裂に入る雌のPGCには影響を与えないのかも知れない。

VI－4．増殖因子について

多くのPGC培養系ではPGCは体細胞と共に解離され、フィーダー細胞上でSCF、

LIF及びbFGFなどの種々の増殖因子を加えることにより数日間培養可能となる。本研

究で用いた培養系では‡er体細胞の機能を調べるためにフィーダー細胞から分泌される

膜結合型SCF以外の増殖因子は加えないで行った。しかし、PGCは本培養系において

も生体内の形態を再現しており、また、増殖様式も他の研究者による報告と一致し、胎

齢9・5日のPGCは3日間、胎齢11．5日のPGCは1日それぞれ生存可能であった。即

ち、他の因子の無添加の培養系でもある程度はPGCの培養が可能である。

しかしながら、PGCの長期間の培養や多数のPGCを維持するためには増殖因子が

必要であり、生体内においてもPGCは表1に示すような種々の増殖因子の影響を受け

ている。本研究からfer遺伝子は生殖巣体細胞で発現するPGCの増殖因子をコードし

ている可能性がある。現在知られているPGCに効果がある増殖因子の中で才。′・遺伝子

と同様に第18番染色体上にマップされているものはない。また、既知の増殖因子は全

て生殖細胞以外の細胞の増殖や生存にも効果を示し、これら遺伝子の欠損マウスは∫J

変異マウスを除いては生殖細胞欠損を示さない。Jer遺伝子の変異マウスが生殖細胞に

のみ異常がみられ、他の組織、例えば造血細胞などには異常がない点からもそれら因

子とter遺伝子産物が異なっていることが推測される。Noguchietal．（1995）はB6－
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lerのIer／terPGCと周囲のtel・／tel・体細胞を含んだ培養系にPGCの増殖因子、SCF、

LIF、TNFα（Kawaseetal・，1994）及びFRSK（DeFelicietal．，1993）を添加して

も、PGCの増殖は回復できなかった。また、本研究において、免疫染色及びRT＿PCR

を用いて既知の増殖因子の発現をJe′・精巣において調べた結果、どの増殖因子において

も遺伝子型の違いによる蛋白質及びmRNAの発現には差がなかった。さらに、CMを

用いた培養系において、PGCはter／terCMでもある程度生存していたこの生存は既知

の増殖因子による支持を受けたことを反映していると考えられる。

研究に用いた生殖細胞の増殖因子は生殖巣内の生殖細胞あるいは生殖巣体細胞に作

用し、生殖細胞の生存、増殖及び分化を調節している。それら増殖因子によるシグナ

ル伝達は生殖細胞のレセプターを介しておこる。レセプターは細胞外領域の構造上の

共通性と細胞内領域の機能特性からいくつかのファミリーに分類されている。PGCに

はSCF、LIF及びbFGFに対するレセプターC－kit、gP130及びFGFRが存在するこ

とが報告されている（Chengetal・，1994；Resnicketal．，1998）。また、Sky及び

ErbBはC－kitと同様にチロシンキナーゼ型レセプターファミリーに属し、PGCでのこ

れらレセプターの発現から、そのリガンドであるGas6及びNRGβがPGCの生存を

支持することが明らかとなっている（Toyoda－Ohnoetal．1999）。ter／te，PGCが＋／＋

体細胞に支持されて正常に増殖及び生存したことからJer／rerPGCには他の増殖因子

の受容体と同様にrer野生型遺伝子産物に対する受容体も正常に存在することが示唆さ

れる。実際、C－kitやgp130の発現には遺伝子型による差はなかった。

これらの結果はfe′一野生型遺伝子がPGCのアポトーシスを抑え生存を支持する新規

の生殖細胞増殖因子そのものかあるいは未知の増殖因子の発現を調節する因子をコー

ドしていると考えられ、この因子をTERFactor（TERF）と命名する。ter／te，精巣は

TERFを欠くため、PGCをアポトーシスから救えずに生殖細胞欠損が起こると考えら

れる。

Vト5．Jer遺伝子の候補遺伝子

ter遺伝子を同定するために＋／＋精巣mRNAとter／ter精巣mRNAの間でサブトラ

クシヨンcDNAライブラリーを作製した。更に、＋／＋精巣で強く発現しているものを

マクロアレイにより調べた。また、ライブラリーのcDNA全ての塩基配列を決定し、

ホモロジー検索を行った。その結果、ホモロジー検索によって、わかった既知の遺伝

子のうちいくつかはすでにマウスにおいてマッピングさせているものもあった。既に
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マッピングされている遺伝子の中でre′一遺伝子と同様に18番染色体上に位置している

遺伝子は12・5／1－11A；Matrin3（Chr・18，15・OcM；Muramatsu et al・，1998）、

12・5／1－8F；kinesinfamilymember5B（Kif5b）（Chr・18，1・OcM；Xiaetal・，1998）

及び12・5／1－9H；Chr・18cloneRP23－6P18であったo chr．18cIoneRP23－6P18は

マクロアレイの結果からW一如・に強く発現しているので、詳しく調べる必要がある遺

伝子の一つであるoMatrin3及びKif5bはter遺伝子が18番染色体上のGrl1（Chr．18，

20・OcM）の近傍2cM以内に位置している（Sakuraietal．，1994）ことから、位置的

にter遺伝子とは異なっているが、精巣におけるMatrin3の発現は興味深い。Matrin3

はRNAを認識するモチーフ（RRM）を持つRNA結合蛋白質である（Matsushimaetal．，

1996）o Matrin3と同様にRRMを持つDazla及びTIARは生殖細胞で発現しており、

これらのノックアウトマウスは生殖細胞を欠損することが報告されている（Ruggiu et

al・，1997：Beck et al・，1998）。生殖巣におけるTIAR及びDazlaの機能はまだ明らか

になっていないが、これら蛋白質はPGCの核で発現し、雌雄生殖細胞の生存と発生に

とって重要である（Ruggiu etal・，1997：Becketal．，1998）。Mat，in3の生殖細胞で

の機能はまだ報告されていないので、今後、引き続き解析を行っている。‡er野生型遺

伝子が生殖巣体細胞側で機能するRNA結合蛋白質などをコードし、未知の増殖因子の

発現を調節している可能性も考えられる。または新規の増殖因子自体をコードしてい

ることも考えられる。どちらにしても、すでに知られている増殖因子以外に　ferに関

連したPGCの新規増殖因子の存在が示唆される。Jer遺伝子のコードしている蛋白質

及びシグナル伝達の解析は生殖細胞の発生にとって重要である。

7／W－Jerサブトラクションライブラリーでは生殖細胞に特異的に発現している遺伝

子の単離も期待される0生殖細胞で発現している遺伝子にmousevasahomolog（Mvh）

がある（Fujiwara et al・，1994）。Mvh遺伝子の産物、MVHは別名DEAD b。X

POlypeptide4（Ddx4）といい、DEADboxを持つRNAへリカーゼである。MVHは生

殖巣に移入後に生殖細胞において強い発現を示しており、肋力遺伝子のノックアウト

マウスは生殖細胞欠損を起こす（Fujiwaraetal．，1994：Tanakaet。l．，2000）。7／W＿te，

サブトラクションライブラリー中にはDdx5があった。Ddx5はMVH同様にDEAD b。X

を持つRNAへリカーゼであり、その発現は雄の生殖細胞に限られていることが知られ

ている（Lemaire and Heinlein，1993）。Ddx5は第11番染色体上にマップされている

（Daviesetal・，1989）ので、ter遺伝子とは関係しない可能性が考えられるが、7／W＿

Je′サブトラクションライブラリー中には生殖細胞特異的な遺伝子が含まれていること

が分かり、このライブラリーは生殖細胞の発生に関わる遺伝子を単離するのに有効で
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ある。

如・野生型遺伝子は新規の生殖細胞増殖因子あるいは増殖因子を調節する因子をコー

ドしている可能性があるが、サブトラクションライブラリーからは既知の増殖因子は

認められなかった0従って、マクロアレイによって発現の強かったESTやホモロジー

の無い未知の遺伝子にその候補遺伝子があることが期待される。今臥ホモロジーの

あったESTの中には精巣及び生殖隆起のcDNAライブラリーから得られたものがあ

り、AV209073・1及びZ31265・1は成体精巣のcDNA由来である。とくにZ31265．1

は12・5／W－fer及び7′W－rerどちらにも発現がみられた。Z31265．1や他のマクロア

レイで発現が強かったESTクローンの生殖巣における発現を血∫血ハイプリグイゼー

ションなどを用いて詳細に解析し、fer遺伝子の候補遺伝子やJer遺伝子のカスケード

に関わる遺伝子を同定することが今後の課題である。

これらの解析の発展によりPGCの発生機構がより明らかになると考えられる。

本研究の結論をまとめると、（1）＋′－胎仔生殖巣の体細胞はJer遺伝子座にコードさ

れた膜結合型と液性型の成分からなる新規PGC増殖因子（TERFと命名）を産生し、

PGCの生存を支持する0（2）ter／ter体細胞は、その因子を欠くためPGCのアポトー

シスを抑制することができずに死滅させるものの、種々の既知の増殖因子は産生する。

（3）′er庸rPGC自体は正常な増殖能や生存能を所持し、体細胞との細胞間相互作用

を行う0本研究はfer遺伝子座の遺伝子がマウスの発生初期からPGCのアポトーシス

を抑える役割を担っていることを初めて明らかにしたものである。
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