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研究成果の概要：アンドロゲンにより精巣のセルトリ細胞より分泌されるTCTPは減少することを

in vitro及びin vivoにおいて明らかにした。さらにその発現調節に関連する部位も同定するこ

とに成功した。このことによりアンドロゲンのセルトリ細胞における機能の一旦を明らかにする

ことができ、今後の精巣でのアンドロゲン作用の解明に有益な結果を得ることができた。 

 

交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 1,500,000 0 1,500,000 

2007 年度 1,300，00 390,000 1,690,000 

2008 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 600,000 4,100,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：産婦人科学 

キーワード：精子形成、TCTP、アンドロゲン、セルトリ細胞 

 
 

１．研究開始当初の背景 

 

男性不妊症の原因として oligozoospermia及

び azoospermia は比較的高頻度にみられるも

のである。我々はすでに oligozoospermia の

患者において、アンドロゲンレセプター(AR)

遺伝子の exon A の glutamine repeat の数が

正常人に比して少ない例が多いことを明ら

かにした(CAG repeat length of the androgen 

receptor in Japanese infertile males with 

oligozoospermia, （Mol. Hum. Reprod., 5, 

14-16, 1999)。この exon A は AR 遺伝子の発

現及びその標的遺伝子の発現にも関与している

と推測されているが、その詳細は未だ明らかで

ない。また、我々は別の AIS 患者において AR

の exon A の glutamine repeat が正常人よりも

少なく、そのことにより in vitro の発現系で

AR の細胞での発現が低下していることを証明

し て い る （ Shortage of glutamine (CAG) 

homopolymeric repeats suppresses the 

expression of androgen gene in a case with the 

androgen insensitivity syndrome, Komori S. 

Tanaka H. Sakata K. Tsuji Y. Shima H. Koyama 

K., Gynecol. Endocrinol., 12, 1-8,1998)。一
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方、精巣でのアンドロゲンは、主として精細

管に存在する Sertoli 細胞に作用してその作

用を発揮する。我々は、マウスＳSertoli 細

胞株 TM4を用いたプロテインチップ法による

研究により、アンドロゲンを作用させること

により、TCTP(translationally controlled 

tumor protein)が down regulation を受ける

ことを明らかにした。この TCTP は通常は細

胞分裂を抑制する作用があるが down 

regulation を受けることにより細胞分裂を

促進することが示唆された（Analysis of 

effects of androgen on protein profiles in 

TM4 mouse Sertoli cells by SELDI-TOF mass 

spectrometry. （Asia J Andorol. 2006）。

さらに in vivo においてマウスに抗アンドロ

ゲンレセプター作用のある Fultamide を投与

した場合に、精巣の Sertoli 細胞での TCTP

の発現を Laser microdissection 法にて細胞

を回収して検討したところ、抗アンドロゲン

作用により TCTP の発現が up-regulation さ

れていることも明らかにした（manuscript in 

preparation）。一方 Sertoli 細胞株 TM4 にお

いてアンドロゲンにてMacrophage migration 

inhibitory factor(MIF)や calgizzarin が

up-regulation されることも明らかにした

（Asia J Andorol. 2006） 。 

 

２．研究の目的 

（１）アンドロゲンにより down regulation

をうける TCTP の発現調節機構について検討

する。 

（ ２ ） マ ウ ス 精 巣 の Sertoli 細 胞 で の

androgen の影響を検討するため、 GnRH 

analogueで精巣機能を抑制し上で、アンドロ

ゲンを投与した後の精巣での発現を検討す

る。 

（３）TCTPは精巣ではgerm cellでも発現し

ている。このgerm cell での発現がアンドロ

ゲンによりどのようになるかを 

(２）と同じ系で検討する。 

これらの検討により、精巣でのTCTPの機能と

それを調節するアンドロゲンとの関連が明

らかになり、造精機能における精巣でのアン

ドロゲンの作用機序の解明に非常に有用で

あると考える。 

 

３．研究の方法 

 アンドロゲンのTCTPへの発現調節の検討 

（１）TCTPの5’上流領域の単離 

マウスのTCTPの遺伝子配列をもとに、TCTP

遺伝子の5’上流領域遺伝子の3Kb程度の断片

をPCR法を用いて単離する。その遺伝子配列を

コンピュータ解析して、一般的な発現調節領域

を解析する。 

（２） Gel shift法によるアンドロゲン 作用領

域の同定 

この5’上流領域を200～300bpに細断片化す

る。それぞれの断片を発光分子で標識する。ま

た、アンドロゲンレセプターを発現するマウス

Sertoli cell line TM4 に

dihydrotestosterone(DHT)を添加後に核蛋白

を抽出する。この核蛋白を先のTCTPの5’上流

の各断片とを混和し、電気泳動する。その上で

各断片のうち、核蛋白が結合して泳動が変動す

る断片を検討する。変動した断片は、核蛋白が

結合したことになるので、さらに同じ断片を用

いて、今度はその反応系にさらに抗アンドロゲ

ンレセプター抗体を添加して、最初に認められ

た 変 動 し た バ ン ド よ り さ ら に 変 動

（supershift）するかどうかを検討する。この

Supershiftした断片にはアンドロゲン-アンド

ロゲンレセプター 複合体が結合したこととな

る。 

 

（３） supershift した断片でのfoot-   

     printing法による結合部位の検討 

 変動した断片をRIにて標識した後に核蛋白

を混和し、変性ポリアクリルアミドゲルにて電

気泳動して、ゲルを乾燥後にautoradiography

にて結合領域の塩基配列を決定する。 

（４） Luciferase assayによる発現調節断片の 

    検討  

4-1)TCTPの5’上流領域をluciferase 遺伝子

の上流に導入する。この際、１つは通常の

promoterの上流に導入する。もうひとつは

promoterのないluciferase 遺伝子の上流に導

入する。AndrogenはTCTP遺伝子の発現を抑制す

る働きがあるので、luciferase 活性が抑制さ

れるかどうかを検討する。 

4-2)TCTPの5’上流をendonucleaseにて5’上

流側より短くしていき、それぞれの断片を

luciferase 遺 伝 子 の 上 流 に 組 み 込 み 、



luciferase assayを行い、発現に関与する

領域を検討同定する。 

 

４．研究成果 

 

アンドロゲンのTCTPへの発現調節の検討 

（１） Gel shift法によるアンドロゲン 作

用領域の同定  

 TCTP遺伝子5’上流領域を9つの断片に分

けて  検討したところ、ひとつの断片

（-545bp1から- 388bo）に、核蛋白が結合

したことが判明した。 

（２） Luciferase assayによる発現調節断

片の検討  

上記で同定した 5’上流領域断片を

luciferase 遺伝子の上流に導入すること

に成功した。セルトリ細胞にDHTを添加した

場合としない場合、また、同定した5’上流

領域を正方向にluciferase 遺伝子の上流

に組み込んだ場合と逆方向に組み込んだ場

合でそれぞれ実験をしたところ、正方向に

断片を組み込んだ場合に、DHTを添加した場

合に、luciferase活性を有意に抑制される

ことが明らかとなり、in vitroの実験系で

もその作用を証明することに成功した。 

マウス精巣にてのandrogenのTCTP発現調節へ

の検討 

①Laser microdissection法によるSertoli細

胞の回収 左記の精巣の凍結切片を顕微鏡

下観察して、精細管内のsertoli細胞を

Laser microdissection法にて回収し、その

細胞よりmRNAを分離することに成功した。 

② RT-PCR法によるTCTP遺伝子の発現量の解

析 発現量を検討したとことろ、Fulutamide

にて有意に発現が増強された。一方および

GnRH agonistによる作用とtestosteroneによ

る作用では有意な差は認めなかった。 

③ germ cellでのTCTPの発現を検討 

 上記と同様にgerm cellでも発現を検討し、

ＴＣＴＰはFultamideで抑制されることが判

明した。 
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