
１ 

学 ‘ 立のう重類 専
■■■■ 

￣ 一一 三名 佐々フく 禎』

学位論文題目

ThehumantranscriptinducedinSpermatogenesis50 

(ヒトTISP50に関する研究）

共著者名

宮本敏伸、千石一雄、林博章、田熊直之、石川睦男

ReproductiveMedicineandBiology 

研究目的

Ｖｏｌｕｍｅ３ ， p237-243,2004 

ヒト精子形成(spermatogenesis)過程は発生学を学ぶ上で極めて有意義なモデルである。マウス及びラットに
おいて精巣特異的に発現する遺伝子、精子形成に関与すると推定される遺伝子が多数報告されており、近

年、マウスにおいて精巣特異的に発現するとされる80もの遺伝子ファミリーtmanscriptinducedin

spermatogenesis(TISP）が報告された(1)。このように分子生物学の目覚ましい進歩によりマウスの精子形成
過程メカニズムは明らかにされつつある。しかしながら、それらの知見がヒトにおいて還元されているケー

スはあまりにも少ない現状にある(2)。ヒト不妊症の原因の1つとして、男`性不妊が大きな要因を占めるが、

ヒトにおいて精子形成に関与する遺伝子、その精子形成過程におけるメカニズムに関する報告はマウスに比

して著しく少ない(3)。そこで今回、本研究においてヒト精子形成に関与すると考えられる精巣特異的発現

を示す遺伝子の同定を試みた。

1．ヒトnSP遺伝子ファミリーの発現様式

材料・方法

報告された80個のマウスTispcDNAの大部分はpartialcDNAであったため、まずGenomedatabaseを利用して、

その相同性からfUlllengthcDNAの同定を試みた。その後マウスTisp遺伝子群とアミノ酸レベルでヒトゲノ

ムシークエンスと相同性を有する部位を検索した。結果、８０のTispcDNAのうちヒトにおいて相同性を有す
る部位が検出されたものは28個であった。相同部位にプライマーを設定し、ヒト成人15の組織から構成さ才

たcDNAライブラリーを鋳型としてPCRを施行した。本研究において全てのPCRはdontech社のAdvantage2

PCREnzymeSystemを使用した。PCR反応は９５℃150秒後、95℃１５秒68℃90秒を３２サイクル施行した。First

PCRにて有意なバンドを認めなかったものに対してはNestcdPCRを施行した。反応はFirstＰＣＲと同様で15サ

イクル施行した。

2.ヒトTISP50,TISP15及びrlSP43cDNAの単離

検討した28個のヒトTISP遺伝子の内TISP50,nSP15,TISP43の3個の遺伝子がヒト精巣特異的発現を示したた

め、これらのcDNAの単離を試みた。Genomedatabaseを用いた解析より、マウスTisp50はマウスShippol遺も
子とTISP15はOaz3とまたTISP43はTesplとそれぞれ同一のものであり、TISP50,TISP15及ZjVrlSP43cDNAは

全てpartialcDNAであることが判明した。ヒトTTSP50cDNAを単離すべくマウスShippolのアミノ酸配列と相
同性を有するヒトゲノムシークエンス領域にプライマーを２組設定し、ヒト精巣cDNAライブラリーを鋳型と

してFirstPCR及びNestedPCRを施行した。NcstcdPCR産物をPromega社のTEasyベクターにサブクローニン

グしシークエンス解析を行った。その後、fUlllcngthcDNAを単離すべく5,RACE及び3,RACEを施行しシーク

エンス解析した。RACE反応は全てClontech社のMarathonReadycDNAのプロトコールに準じ、同様の方法て
ヒトTISP15及びTISP43のfulllengthcDNAの単離を試みた。



3.ヒトTISp50,TISP15及iUwrISP43の発現パターン

ヒトTISP50,TISP15及びmSP43の発現様式を解析するためにそれぞれイントロンを挟む形でプライマーを

設定し、Clontech社のMultipleTissuescDNAPanelSを用いてPCRを施行した。PCR反応は32サイクル行っ
た。

成績

2002年マウスで精巣特異的な発現を示す80ものTISP遺伝子ファミリーが単離された。このうち本研究では｜

ヒトにおいても相同性を有する28のnSP遺伝子を解析したが、このうち5つはヒト精巣に発現を認めなかっ

た．またマウス同様ヒトにおいても精巣特異的な発現を示したの１打ISp50,TISP15及DirISP43のわずか3つ｜
の遺伝子にすぎず、残り20の遺伝子はヒトでは精巣のみならず様々な組織でも発現が認められた。TISP501

TISP15及びHSP43の3つの遺伝子に関して更なる解析を行った結果、ヒトTISP50は西4ｲ固のアミノ酸をコー

ドしており、そのOpenReadingFrameは270,tから1034,tまでであり、マウスとはアミノ酸レベルで93％も⑦

相同性を有していることが明らかになった。しかし、６つのPro-Gly-Proリピートを有するものの既知のドメ
インは．－Ｆされていないことが判明した。TIsP43及びrlsP15に関しては共に5,RACEを施行したもののそ

のスタートコドンを検出することができなかったことより、今回単離したcDNAはともにpartialcDNAと考〉

られる。しかしながら、TISP43はtlypsin-IikcserineproteaseFメインを。－Ｆしていること{またTISP43及
びnSP15のマウスとのアミノ酸レベルでの相同性はそれぞれ43％及び78％であることが示された。今回単

離した3つのcDNAは全て精巣に強く発現しているが、膵臓にもわずかにバンドが認められた。

考察

襄蕊議蕊i蕊議蕊

結論

本研究において我々は3つのヒト精巣特異的な遺伝子を単離した。その発現パターン及びアミノ酸配列から

単離した遺伝子がヒト精子形成に重要な役割を担っている可能性が示唆された。
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ヒト不妊症の原因の１つとして、男性不妊が大きな要因を占めるが、

ヒトにおいて精子形成に関与する遺伝子、その精子形成過程における

メカニズムに関する報告はマウスに比して著しく少ない。論文提出者

はマウスにおいて精巣特異的に発現する遺伝子ファミリー(TlSP)の上

卜における発現様式から、いまだ＋分に解明されていないヒト精子形

成に関与する遺伝子の同定を試みた。

まず､すでに報告されているＳ０個のマウスＴｉｓｐｃＤＮＡのfUlIIength
夕

cDNAをGenomedatabaseを利用して同定し‘その後Tisｐ遺伝子
群とアミノ酸レベルでヒトゲノムシークエンスと相同性を有する部位

を検索して、マウスＴｉｓｐｃＤＮＡのうちヒトにおいて相同性を有する






