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研究成果の概要（和文）：精巣でテストステロン（男性ホルモン）産生を行うライディッヒ細胞の分化はAd4BP
などの転写因子やDHHなどの細胞増殖因子によって制御される。しかしながら、これらの因子による制御メカニ
ズムには不明の点が多く残されていた。本研究では1細胞シークエンスによって新たにTmsb10を同定した。この
因子はDHHによる刺激からAd4BPの発現上昇へと続くライディッヒ細胞の分化過程に介在することが明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Differentiation of Leydig cells that produce testosterone (androgen) in the 
testis is regulated by transcription factors such as Ad4BP/SF-1 and growth factors such as DHH. 
However, the mechanisms for Leydig cell differentiation by these factors remains unclear. In the 
present study, we newly identified Tmsb10 by a single cell transcriptome study. This factor was 
demonstrated to work in the process of Leydig cell differentiation from DHH stimulation to enhanced 
expression of Ad4BP. 

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ライディッヒ細胞の分化に不可欠な転写因子や細胞増殖因子は知られていたが、これらの知見は遺伝子ノックア
ウトの解析から得られた成果であった。そのため、これらの因子がどのようなメカニズムでライディッヒ細胞を
分化させるかは不明であった。本研究は、この点に踏み込むことでライディッヒ細胞の分化メカニズムの理解へ
向けた成果となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の精巣には、男性ホルモンを合成するライディッヒ細胞が存在する。男性ホルモン

は動物個体のオス化や精子形成などの生殖能の確立・維持に必須であることから、ライディッ

ヒ細胞はオス化には欠かせない。我々はライディッヒ細胞を EGFP でラベルしたマウス系統を

樹立した結果、ライディッヒ細胞の性質を明らかにするとともに、前駆細胞を同定した。 
 我々は、ライディッヒ細胞や副腎皮質細胞に発現し、ステロイドホルモン産生に不可欠な遺

伝子の転写を制御する核内受容体 Ad4BP を同定し、その機能解析を行ってきた。その結果、

本因子は精巣、卵巣ならびに副腎皮質の形成に必須の役割を担うこと（文献 1）、副腎皮質細胞

ではほぼすべてのステロイド合成系遺伝子ならびに解糖系遺伝子を制御することを明らかにし

た（文献２）。これに対し、ARX や核内受容体 COUP-TFII はエネルギー代謝を抑制する可能

性がある。細胞増殖因子の刺激によって活性化されるライディッヒ細胞の分化に関与する複数

の因子の存在は知られているが、どのような機能を果たすのかは明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 DHH（デザートヘッジホック）などの細胞増殖因子はライディッヒ細胞の分化を活性化し、

最終的に Ad4BP の発現を上昇させる。しかしながら、この過程を制御するメカニズムは不明

である。本研究では細胞増殖因子の刺激による Ad4BP の活性化を通じ、ライディッヒ細胞が

分化する過程を代謝に着目しつつ明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）前駆体細胞ならびにライディッヒ細胞のトランスクリプトームの取得 
研究室ではライディッヒ細胞が EGFP ラベルされたマウス系統を樹立している。この胎仔精巣

から FACS にてライディッヒ細胞とその前駆細胞を含む細胞集団を調製することができる。こ

れらの細胞から RNA を調製し、次世代シークエンサーによってトランスクリプトームを取得

した。 
（2）1 細胞トランスクリプトーム取得 
ライディッヒ細胞の前駆細胞を含む細胞集団が複数の細胞より構成されると考えられたため、

約 400 の細胞より 1 細胞トランスクリプトームを取得した。遺伝子発現解析より、ライディッ

ヒ細胞に分化しつつあると思われる細胞集団（前駆細胞）の存在を確認した。 
（3）胎仔精巣の再構築培養系 
前駆細胞集団と思われる細胞が実際に前駆細胞を含むかについては、これらの細胞がライディ
ッヒ細胞に分化することを示さなければならない。そこで、in vitro の胎仔精巣の再構築培養系
を導入した（横浜市立大学小川教授より、文献３）。 
 
４．研究成果 

（1）ライディッヒ細胞と前駆細胞における遺伝子発現 
ライディッヒ細胞と前駆細胞集団を FACS にて調製しトランスクリプトームを取得した。両者

の間で発現が異なる遺伝子を抽出した。その結果、予想通りにステロイドホルモン産生に必須

の遺伝子発現が上昇していた。さらにこれらの遺伝子加え、解糖系、TCA サイクル、酸化的リ

ン酸化に関与する遺伝子の発現増加が認められた。実際に、酸素消費は大幅に増加していた。

したがって、前駆細胞からライディッヒ細胞へ分化するにあたってはエネルギー代謝が亢進す

ると考えられた。また分化に際し Ad4BP の発現量が増加するが、Ad4BP を対象とする

CHIP-seq の結果では、本因子がステロイドホルモン産生や解糖系のみならず、NADPH やコ

レステロール産生に関与する遺伝子を制御することが示された。 
 



（2）ライディッヒ前駆細胞の確認 
FACS によって調製した細胞集団にライディッヒ前駆細胞が含まれることを実験的に証明する

ため、マウス胎仔精巣の再構築培養を行なった。この精巣再構築培養系では精細管が構築され、

管内にはセルトリ細胞と生殖細胞が、管外にはライディッヒ細胞とその他の間質細胞が分布す

る。ここに調製した EGFP 弱陽性の細胞集団を入れ、培養したところ、約 10 日を経過すると

EGFP 強陽性のライディッヒ細胞が出現した。この結果より、この細胞集団にはライディッヒ

細胞へ分化する前駆細胞が含まれることが示された。しかしながら、全ての細胞が分化するこ

とはなく、前駆細胞は集団に一部と考えられた。 
 
（3）ライディッヒ前駆細胞を含む集団の 400 細胞を使い、1 細胞トランスクリプトームを取得

した。その結果、特徴的な細胞集団の存在が明らかになった。これらの細胞集団に特徴的な発

現を示す複数の遺伝子が同定された。Tmsb10 はその一つであり、アクチンモノマーに結合し、

アクチン重合を阻害することで細胞の形態を制御する分子として報告された。さらに近年、こ

の分子が Raf に結合することで Raf-Ras の結合を阻害し、Ras からの MAPK カスケードを阻害

するとの報告もある。そこで、上記の精巣再構築培養系を用い Tmsb10 の機能を解析した。そ

の結果、Tmsb10 をノックダウンした前駆細胞集団からはライディッヒ細胞は分化しなかった。

また、DHH はライディッヒ細胞の分化に必要であることが KO マウスで示されていたが、精

巣再構築培養系においてヘッジホッグシグナルを活性化するとライディッヒ細胞の分化が促進

（短時間で分化）された。この時、Tmsb10 をノックダウンするとこの効果は消失した。した

がって、Tmsb10 はヘッジホック刺激の下流で、Ad4BP 遺伝子の活性化へとつながる過程で機

能することが示された。 
 
（4）我々は当初 Ad4BP の作用に対し、ARX や COUP-TFII が抑制的に働くことでライディッ

ヒ細胞の分化を制御していると予想した。そこで、ARX と COUP-TFII ノックダウン実験を実

施したが、残念ながらノックダウンがライディッヒ細胞の分化を促進することはなかった。 
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