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研究成果の概要（和文）：精子の幹細胞である精原幹細胞は、曲精細管内の微小環境（ニッチ）に存在し、セル
トリ細胞によって構成されるニッチシステムにより巧に制御されることが知られている。本研究課題では、季節
によって精巣重量を大きく変動させるハムスターを材料に、季節繁殖動物の精原幹細胞ニッチシステムについて
組織学的な解析を行った。その結果、曲精細管と精巣網を接続する弁様構造（セルトリバルブ）においてGDNFの
局在が認められ、その領域にはGFRα1陽性精原幹細胞が多数認められた。すなわち、ハムスターでは、セルトリ
バルブ領域においても精原幹細胞ニッチシステムが備わり、精原幹細胞の安定供給に役立っていると推察され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified a valve-like terminal segment of the 
seminiferous tubules, the Sertoli valve, adjacent to the rete testis as new niche system for 
GFRalpha1-positive spermatogonia in seasonally breeding hamsters. The Sertoli valve epithelium 
constitutively expresses GDNF, a major niche factor for SSCs, and supports the stable proliferation 
and selective maintenance of an A-single subpopulation of GFRalpha1-positive spermatogonia in 
hamsters. The Sertoli valve region of hamster seminiferous tubules has features that are similar to 
the stem cell niche in invertebrate gonads. We therefore propose that the Sertoli valve may be a 
novel niche for A-single GFRalpha1-positive spermatogonia potentially including a SSC population, at
 the terminal segments of the seminiferous tubules in hamsters.

研究分野： 生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
種の連綿を支える生殖細胞は、体細胞とは異なる特殊なシステムで制御されている。精子の生産においては、巧
妙な細胞分裂様式によって大量生産を可能にしている。その源泉となる細胞が精原幹細胞であり、その細胞が宿
る特殊環境をニッチと呼ぶ。本研究課題では、季節によって精巣に大きな変動が認められるハムスターを材料に
解析を行ったところ、新たなニッチの発見に至った。これにより、精原幹細胞が局在する新たな領域が明らかと
なったことから、精原幹細胞を利用した生殖医療や発生工学的手法による希少動物の保全等、応用利用に必要な
基礎的な知見を得た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
種の連綿を支える生殖細胞は、体細胞とは異なる特殊なシステムで制御されている。将来の精
子に分化することができる細胞は精原細胞（精祖細胞）であり、体細胞分裂によりその数を増
やし、その結果大量の精子の供給を可能にしている。その根源を司る幹細胞は、（Spermatogonial 
Stem Cells; SSCs）もしくは配偶子幹細胞と呼び、精巣内の精細管の微小環境、すなわちニッ
チ内に位置する。精子の幹細胞である精原細胞には未分化型と分化型が存在し、このうち未分
化型がニッチに宿る。その分裂はセルトリ細胞により構成されたニッチシステムにより制御さ
れ、マウスを材料にして動態が少しずつ明らかになってきた。しかし、周年繁殖動物のマウス
は、常に精子発生の活性が高く、このためニッチシステムが機能的に簡略化されている可能性
がある。本質的な制御機構を明らかにするためには、生殖細胞の数を季節によって激しく変動
させる季節繁殖動物を対象にして、ニッチシステムの普遍性について調べてみる必要性が生じ
た。 
 
２．研究の目的 
（１）ニッチは主にセルトリ細胞によって形成され、セルトリ細胞は SSCs の定着、増殖、お
よび分化を支持することが明らかとなっている。精細管の基底区画、すなわち基底膜と隣接す
るセルトリ細胞間の tight junction（血液精巣関門）に囲まれた空間には精原細胞が位置し、
この一部がニッチを形成して SSCs が宿る。SSCs は未分化性を維持した状態で SSCs 自身に分
裂する他、分化型の精原細胞に分化することができる。分化型精原細胞は、その後、精母細胞、
精子細胞を経て精子になる。これまでの研究で、ニッチを形成するセルトリ細胞は GDNF を分
泌し、また SSCs はその細胞質全体が GFRα１(GDNF family receptor α1)陽性を示すことが明
らかとなっている。 
 
（２）本研究課題に先立ち、正常な精子発生状態において、セルトリ細胞の各分化段階におけ
る GDNF 局在の時空間的な変化を解析した結果、①GDNF の発現は、精上皮周期（ステージ）依
存的に変化し、spermiation（精子離脱）期に高レベルとなること、②GDNF のセルトリ細胞特
異的な発現開始は、セルトリ細胞分化のマスター遺伝子である SOX9 の比較的直下で制御され
ていること、③分泌された GDNF は、セルトリ細胞の細胞間隙に集積していること、④GDNF 陽
性領域では、抗 GFRα１抗体による陽性細胞の細胞質突起が、GDNF 陰性領域に比べて極めて伸
展した形状を示すことなどを明らかにしてきている。しかしながら、依然として GDNF の発現
と GFRα１陽性細胞の関連性など不明な点が数多く、周年繁殖動物のマウスを材料にした解析
では、ニッチシステムによる SSCs の制御機構の全容を解明するには至らない。一方、ニッチ
システムはデリケートなので、薬剤処理などの人為的措置は必ずしも正確な情報が得られるも
のではないと思われる。そこで本研究では、季節繁殖動物であるハムスターを用い、これまで
着手することができなかった点の解決を試みた。非繁殖期に誘導により分化した精細胞は、精
上皮から排斥され、GFRα１陽性の SSCs を高頻度に探し当てることができ、さらに非繁殖期か
ら繁殖期を材料にすることにより、GDNF 発現と GFRα１陽性細胞の関連性を明確にすることに
より、周年繁殖動物のマウスでは解析できないニッチシステムの制御機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）非繁殖期ハムスターの作出と評価：長日条件(12L:12D)にて飼育された性成熟個体（生後
8週齢）のシリアンハムスター(Mesocricetus auratus；Slc 系統)を材料として用いた。冬眠様
非繁殖期(Hibernation-like-non-reproductive period; Hib 期)への誘導は、ハムスターの性
質を利用し、短日条件(6L:18D)で 2 週間の慣らし飼育後（Hib0〜1）、短日条件、低温(室温 18℃
以下)によって誘導を行い、2～23 週間後(Hib2～23)に採血および精巣の採材を行った（Hib 群）。
血中の LH、FSH 値は、ELISA 法にて測定し、繁殖期の評価を行った。摘出後の精巣はブアン固
定あるいは 4％PFA で固定し、パラフィン切片もしくは精細管の全載標本を作製した。精巣組織
は、HE による一般染色の他、種々の分子マーカーである GFRα1(SSCs)、SCP3(精母細胞)、
GATA4(セルトリ細胞)、GDNF(自己複製因子)、HIF1α(低酸素誘導因子)および PH3（細胞分裂）
による免疫組織化学的解析によって、評価を行った。 
 
（２） GDNF、GFRα１の分布パターンの解析：採材された精巣組織から精細管を単離し、常法
に従い固定後、whole mount 標本において、GDNF、GFRα１の二重染色を施し、両因子の分布パ
ターンを調べた。特に、活発な精子発生が認められる８週齢を比較対象として、非繁殖期へと
至る過程を追って比較検討し、精細管上での分布の相違点を明らかにした。同時に、精巣組織
を常法に従い固定、包埋を施し、切片を作製後に、GDNF、GFRα１の二重染色を施し、より局所
的な GDNF、GFRα１の分布パターンの相違点を明らかにした。 
 
（３） 形態計測による比較解析 
①精細管における GDNF 陽性および陰性領域の割合、②それらの領域に存在する GFRα１陽性細
胞の割合、③シグナル活性化の度合い、④GFRα１陽性の細胞質突起の数値（細胞の長軸/短軸
の比率、突起の長さ）を形態計測により定量化を行った。 
 



４．研究成果 
（１）冬眠様非繁殖期への誘導系の確立：Hib5 より体温の低下を伴う睡眠 (2～5 日おきの睡
眠・覚醒の反復)が観察された。睡眠時には、体温 10℃前後(正常時 37℃)、呼吸数 0～6回/分(正
常時：30～32 回/分)まで低下し、血清中の LH・FSH 濃度は繁殖期と比較し Hib 群で有意に低下
していた。精巣は、Hib3 より退縮が始まり、Hib11 になると、繁殖期の約 1/10 に低下した。そ
の後 Hib13 以降になると、精巣重量は増加し、精子発生の回復が始まった。精巣の組織学的解
析では、精巣重量の低下に伴って精細管の直径が縮小し、精細胞の脱落像が観察された。なか
でも精巣重量が最低値を示した Hib9～11 の個体では精細管の管腔が閉鎖し、セルトリ細胞の他、
ごく少数の SSCs が観察されるのみとなった。さらに細胞レベルでの冬眠状態をモニタリングす
るため、低酸素状態の指標となる HIF1αにより、免疫組織化学的な検討を行ったところ、繁殖
期に比べて陽性細胞が多く観察された。以上の結果から、本法により冬眠様非繁殖期への誘導
が示唆された。 
 
（２）精子発生の抑制と SSCs の分裂：曲精細管と精巣網を接続する弁様構造（セルトリバルブ）
において GDNF の局在が認められ、その領域には GFRα1陽性精原幹細胞が多数認められた。非
繁殖期を継時的に観察したところ、Hib 群では Hib5〜11 のすべての材料において GFRα1 陽性
の SSCs が観察された。さらに、精細管が完全に閉鎖している Hib11 においても抗 GFRα1 抗体
陽性細胞の中に抗 PH3 抗体陽性細胞が認められ、SSCs の細胞分裂が行われていることが明らか
になった。また、抗 SCP3 抗体陽性の精母細胞が認められたが繁殖期に比べ低頻度となっており、
その後の減数分裂後の精子細胞等は観察されなかった。これらの結果から、Hib 期では、精子
発生は完全に停止しているのではなく初期の段階までは進んでいること、代謝活性が極端に低
下した環境においても SSCs の分裂が行われていることが判明した。 
 
（３）SSCs の数と形態の変化：Hib 群と繁殖期の比較を行うため、両者の精細管ホールマウン
ト標本を用いた抗 GFRα1抗体陽性細胞の分布様式について、定量解析により比較を行った。そ
の結果、セルトリ細胞当りの陽性細胞の細胞数を経時的に解析したところ、Hib 群では繁殖期
群より有意に増加していた。さらに GFRα1 陽性細胞の細胞形態を調べるため、長径と短径の比
率を求めたところ、繁殖期群は長く細胞突起を伸ばしているのに対し、Hib 群では突起が短く、
細胞レベルでの活動の低下が示唆された（図１）。また、GDNF の発現は繁殖期群において精上
皮周期に依存した発現パターンを示したが、Hib 群では導入後発現が低下し、その後 Hib5 から
周期性が消失した。Hib9～11 で最も発現が低下していたが、ごくわずかなセルトリ細胞で強く
発現していた。Hib18 以降は周期性が回復したことから、次の繁殖期に向けた回復期となって
いると考えられる。SSCs は冬眠様非繁殖期において導入初期(Hib2～5)にその数を増やし、Hib5
を境に減少していくことが明らかとなった。その間、GDNF の発現が低下し、SSCs の細胞突起が
短縮していったことと併せて考えると、Hib5 以降の SSCs の自己複製は抑制傾向にあると推察
された。 
 
 
 
 
 
 
 
図１：抗 GFRα1 抗体による精細管 Whole mount 標本の免疫染色像を示す。陽性シグナルは、赤
色蛍光で示され、矢頭は一部拡大された陽性細胞（SSCs）を示す。Cont：繁殖期、Hib3〜11：
非繁殖期。 
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