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研究成果の概要： 

ビタミン D 代謝酵素である CYP2R1 が従来から知られた発現組織である肝臓のみならず、

精巣にも強く発現していることを見出した。また、マウスの両組織における CYP2R1 発現量は、

成長期に増加し、成熟期に低下するという特徴的なパターンを示すことを明らかにした。さら

に、精巣由来細胞を用いた検討により、CYP2R1 の発現は成長ホルモン、性ホルモンにより誘

導されること、ビタミン D 化合物が細胞増殖抑制作用、男性ホルモン産生亢進作用を有するこ

とを明らかにした。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 900,000 0 900,000  

 2007 年度 1,000,000 0 1,000,000  
2008 年度 800,000 240,000 1,040,000  
総 計 2,700,000 240,000 2,940,000  

 
 
研究分野：脂溶性ビタミンに関する生化学・栄養化学 
科研費の分科・細目：薬学・生物系薬学 
キーワード：ビタミン D、CYP2R1、生殖機能、25 位水酸化、TM3、TM4、血中濃度、性差 
 
 
１．研究開始当初の背景 

活性型ビタミン D は正常な骨組織の形
成・維持に働くのみならず雌雄両性の生殖機
能の発達にも重要な役割を担っている。ビタ
ミン D 受容体欠損マウスは精巣や卵巣の発
育不全により雌雄共に生殖能力を失ってい
るが、これらの表現型はカルシウム補充では
正常化しない。従って、活性型ビタミン D は
カルシウム代謝調節作用を介さず、正常な生
殖機能の発現に働くと考えられるが、その機
序については明らかにされていなかった。当
時研究代表者は、ビタミン D 活性化の第一ス

テップである肝臓での 25 位水酸化に関与す
る CYP2R1 が精巣にも強く発現しているこ
とを見出した。CYP2R1 は卵巣などの雌性生
殖器にはほとんど発現していないことから、
雄性成熟過程で何らかの必須の役割を担う
と予想された。 
 
２．研究の目的 

以上のような背景から、研究代表者は
CYP2R1 の雄性成熟過程における役割を明
らかにする目的で、まず、CYP2R1 発現の加
齢変化について検討した。また、精巣に発現



する CYP2R1 がビタミン D 代謝能を有する
ことを確認すると共に、産生したビタミン D
代謝物が細胞増殖や細胞機能に及ぼす影響
について検討した。さらに、精巣に発現する
CYP2R1 が全身のビタミン D 代謝物供給に
寄与するか否かを検証するため、ヒトにおけ
る血漿中ビタミン D および代謝物濃度の性
差についても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) CYP2R1 発現および酵素活性の加齢変化 

胎生 15 日齢、生後 1 日齢、2、3、7、30
週齢の C57BL/6 雌雄マウスの肝臓、精巣、
卵巣における CYP2R1 および CYP27A1
（CYP2R1 と同様にビタミン D の 25 位を水
酸化する酵素）mRNA の発現量をリアルタイ
ム RT-PCR 法で測定した。また、肝臓および
精巣のミクロソーム、ミトコンドリア画分に
おける vitamin D3あるいは vitamin D2に対
する 25 位水酸化活性を HPLC 法で測定した。
さらに、血漿中ビタミン D 化合物濃度および
性ホルモン濃度を LC-APCI/MS/MS 法ある
いは EIA 法により測定した。 
 
(2) 精巣由来細胞におけるビタミンD代謝酵
素の発現および酵素活性 

マウス精巣ライディッヒ細胞由来 TM3 お
よびセルトリ細胞由来 TM4 におけるビタミ
ン D 代謝酵素 mRNA の発現をリアルタイム
RT-PCR 法で、vitamin D3に対する 25 位水
酸化活性および 25-hydroxyvitamin D3 
[25(OH)D3]に対する 1α位水酸化活性を
LC-APCI/MS/MS 法で測定した。また、両細
胞を成長ホルモン(GH)、副甲状腺ホルモン
(PTH)、性ホルモン(testosterone、estradiol)、
25(OH)D3、1α,25-dihydroxyvitamin D3 
[1α,25(OH)2D3]、dexamethasone 存在下で
24 時間培養し、CYP2R1 および CYP27A1 
mRNA 発現量の変化を検討した。 
 
(3) ビタミンD化合物が精巣由来細胞の細胞
機能に及ぼす影響 

TM3 および TM4 細胞を 25(OH)D3、
1α,25(OH)2D3および既に臨床応用されてい
るビタミン D 誘導体 22-oxa-1α,25(OH)2D3 
(OCT)共存下で 48 時間培養し、WST-8 法で
生細胞数を測定することにより、細胞増殖に
及ぼす影響について検討した。また、同様の
ビタミン D 化合物が TM3 細胞の
testosterone、cAMP 産生能および TM4 細胞
の transferrin、cAMP 産生能に及ぼす影響に
ついても検討した（EIA 法）。 
 
(4)ヒト血漿中ビタミンDおよび代謝物濃度
の性差 

文書によるインフォームドコンセントを
得た沖縄、兵庫、札幌に居住する男女 149 名

（平均年齢 70.1 歳）を対象として、vitamin 
D3とその代謝物である 25(OH)D3の血漿中
濃度を LC-APCI/MS/MS 法で測定した。 

 
４．研究成果 
(1) CYP2R1 発現および酵素活性の加齢変化 

マウス肝臓における CYP2R1 mRNA 発現
量は、雄では 2～7 週齢の成長期に増加し、
成熟期に相当する 30 週齢には減少したのに
対し、雌ではより早期の 3週齢で最大となり、
7 週齢では既に低値を示した（図１）。マウス
肝臓における CYP27A1 mRNA 発現量は雌
雄共に 7 週齢で最大値を示し、性差は認めら
れなかった。また、肝臓ミクロソーム、ミト
コンドリア画分における 25位水酸化活性は、
雄では 7 週齢、雌では 3 週齢で最大となり、
CYP2R1 mRNA の発現変化と同様の傾向を
示した。 

 
図１．マウス肝臓における CYP2R1、CYP27A1 

mRNA の発現変化 
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精巣における CYP2R1 mRNA は、2～7
週齢の成長期で肝臓と同程度に発現してい
たが、30 週齢ではほとんど検出されなくなっ
た（図２）。一方、CYP2R1 mRNA は雌マウ
スの卵巣には全週齢を通してほとんど発現
していなかった。また、精巣、卵巣共に
CYP27A1 mRNA の発現はほとんど認めら
れなかった。 

 
図２．マウス生殖器における CYP2R1、CYP27A1 

mRNA の発現変化 
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さらに、マウスの血漿中性ホルモン濃度を
測定したところ、testosterone、estradiol 濃
度はいずれも雌では 3 週齢、雄では 7 週齢で
最大値を示し、CYP2R1 mRNA 発現量の加
齢変化と一致した。 

以上より、肝臓および精巣における
CYP2R1 の発現調節には性ホルモンが関与
する可能性が示唆された。また、CYP2R1 は
雄性生殖期である精巣にのみ強く発現して
おり、特徴ある加齢変化を示したことから、
雄性特異的な何らかの機能を有することが
強く示唆された。 
 
 (2) 精巣由来細胞におけるビタミンD代謝酵
素の発現および酵素活性 

TM3 および TM4 細胞において CYP2R1
が発現していることを確認した。両細胞にお
いて、他のビタミン D 代謝酵素である
CYP27A1、CYP27B1 および CYP24A1 はわ
ずかしか発現していなかった。また、TM3
および TM4 細胞は、vitamin D3から
25(OH)D3を、25(OH)D3から 1α,25(OH)2D3
を産生することを明らかにした。 

TM3 および TM4 細胞における CYP2R1 
mRNA 発現量は、GH、testosterone および
estradiol 添加により増加した（図３）。また、
特に強い効果がみられた estradiol 添加によ
り、25 位水酸化活性の上昇も観察された。ヒ
ト肝臓由来 HepG2 細胞においても同様の結
果が得られたことから、精巣および肝臓にお
ける CYP2R1 の発現誘導因子は、成長ホルモ
ンおよび性ホルモンであると考えられる。 

 
図３．TM3 および TM4 細胞における CYP2R1 

mRNA 発現量に及ぼす各種生理活性物
質の影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (3) ビタミンD化合物が精巣由来細胞の細胞
機能に及ぼす影響 

TM3 および TM4 細胞をビタミン D 化合
物存在下で培養したところ、ライディッヒ細
胞由来の TM3 細胞については用量依存的な
増殖抑制効果が認められた。一方、セルトリ
細胞由来の TM4 細胞についてはビタミン D
化合物を添加しても細胞数に変化は認めら
れなかった（図４および５）。 

 
 
図４．TM3 細胞の増殖に及ぼすビタミン D化

合物の影響 
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図５．TM4 細胞の増殖に及ぼすビタミン D化

合物の影響 
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また、ビタミン D 化合物添加により、TM3
細胞における testosterone 産生が亢進し、そ
の作用は黄体ホルモン存在下で増強するこ
とを明らかにした（図６）。一方、TM4 細胞
の transferrin 産生能、TM3 および TM4 細
胞の cAMP 産生能については、ビタミン D
化合物添加による明確な影響は認められな
かった。 
 
図６．TM3 細胞の testosterone 産生能に及ぼ

すビタミン D化合物の影響 
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従って、精巣組織内で産生した 25(OH)D3
および 1α,25(OH)2D3は、主としてライディ
ッヒ細胞の増殖を抑制し、testosterone 産生
を増大させると考えられた。 
 
 (4)ヒト血漿中ビタミンDおよび代謝物濃度
の性差 

血漿中 25(OH)D3濃度は、沖縄、兵庫、札
幌の３地域共に女性に比べ男性で高い傾向
を示した（男性 24.71±1.17 ng/mL、女性 
22.12±0.86 ng/mL）。しかし、25(OH)D3の
前駆体である vitamin D3 も女性に比べ男性
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で高濃度であり（男性 2.63±0.31 ng/mL、女
性 1.80±0.22 ng/mL）、血漿中 25(OH)D3濃
度と vitamin D3 濃度の間には強い正相関
（p<0.0001）が認められた。 

よって、血漿中 25(OH)D3濃度が女性に比
べ男性で高値であるのは、25 位水酸化能の差
異によるものではなく、紫外線被照射量等の
影響による vitamin D3 濃度の差異が影響し
ていると判断された。 

 
以上、(1)～(4)の研究成果より、精巣ある

いは肝臓における CYP2R1 の発現誘導には、
成長ホルモンおよび estradiol、testosterone
などの性ホルモンが関与することが明らか
となった。また、精巣組織の特にライディッ
ヒ細胞においてCYP2R1はCYP27B1と共に、
25(OH)D3 やそれに続く 1α,25(OH)2D3 を産
生し、細胞増殖の調節や testosterone 産生を
介して精子形成や性成熟の調節に寄与して
いるものと考えられる（図７）。 

 
図７．本研究で明らかになったビタミン Dお

よび CYP2R1 の精巣組織における役割 
 
 

 
 
 
 
 
現段階において、国内外共にビタミン D

の生殖機能に対する作用の研究は不十分で
あり、本研究成果が与えるインパクトは少な
くない。今後、ビタミン D 栄養状態が精巣組
織の発達や精子数、運動率に及ぼす影響を明
らかにすると共に、ビタミン D が有する
testosterone 産生亢進作用などのメカニズム
解明が期待される。 
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