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研究成果の概要（和文）：TTE3 セルトリ細胞と TTE1 ライディヒ細胞を共培養した時，セル

トリ細胞において数多くの遺伝子の発現が変動した．本細胞システムにおいて，セルトリ細胞

の細胞分化の指標であるトランスフェリンの発現が上昇し，細胞周期関連遺伝子であるサイク

リン D1 の発現が減少した．さらに，コンピューターを用いた遺伝子発現解析により，細胞間

相互作用に関連するユニークな遺伝子ネットワークを明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：When Sertoli TTE3 cells were co-cultured with Leydig TTE1 cells, 
many genes were differentially expressed in the TTE3 cells. The expression levels of 
transferrin, a differentiation marker of Sertoli cells, and cyclin D1, a cell cycle-associated 
gene, were up- and down-regulated in the cell system, respectively. In addition, we 
identified unique gene networks involved in the cell-cell interactions using computational 
gene expression analysis tools. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：内分泌かく乱物質 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 近年，地球環境に放出された内分泌かく
乱物質を含む化学物質が地球上の生物に多
大な影響を与えるため大きな社会問題とな
っている．環境化学物質や医薬品の毒性評価

実験など生体に影響を与える物質の評価に
は，未だに実験動物が数多く使用されている．
一方，動物福祉の観点から動物実験は必要最
小限にとどめ動物を用いない in vitro の実験
で代替するという認識がある．また，国際的
な流れとして，1999 年に開催された第 3 回



国際動物実験代替法会議においてこの精神
が盛り込まれたボロニア宣言が採択された．
今後，益々，動物実験を反映する in vitro 実
験代替法が必要になると考えられる． 
 
(2)これまで，新しい物質の生体組織に及ぼす
影響を実験動物に頼らずに生体外で効率的
に調べるための培養細胞として，細胞の増幅
が長期間維持でき継代可能な，癌化した細胞
株が用いられている．しかしながら，この様
な癌化した細胞は生体組織の機能を必ずし
も正常に反映していない．一方，我々は，こ
れまでに癌遺伝子産物の発現をコントロー
ルできる温度感受性 SV40 大型 T 抗原遺伝子
を導入したトランスジェニックマウスやラ
ットを用いて正常機能を保持したマウス精
巣細胞株等の樹立に成功している．我々は，
樹立した精巣セルトリ細胞を用いて，内分泌
かく乱物質類の一つであるビスフェノール A
の精巣細胞障害誘導機構を詳細に調べ，細胞
障害発現に少なくとも一部に小胞体ストレ
スが関与していることを明らかにした．  
 
(3)生体は複数の細胞の集合体として機能し
おり，各々の細胞は遠方の細胞からのホルモ
ンによる制御や近傍あるいは自らのサイト
カイン等による制御を受けている．従って，
生体の機能を反映する in vitro の細胞システ
ムを構築するためには，複数の細胞を用い，
さらには，各々の細胞間の相互作用が再現で
きる細胞システムである必要がある． 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では，申請者らが独自に開発した正
常な機能を保持した精巣の細胞を複数同時
に用いることで，単独の細胞ではできなかっ
た細胞間の相互作用を観察できる細胞シス
テムの構築を目指す． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)細胞培養 温度感受性 simian virus 40
大型 T抗原遺伝子導入トランスジェニックマ
ウス由来の正常機能を保持したマウス精巣
セルトリ細胞株 TTE3 とライディヒ細胞株
TTE1 を用いた．これらの細胞を共培養する時，
TTE3 細胞をコラーゲンタイプⅠ膜フィルタ
ー上で培養し，下部に TTE1 細胞を同時に培
養した（図 1）． 
 
(2)網羅的遺伝子発現解析 セルトリ細胞の
遺伝子発現を指標にして，細胞間の相互作用
を評価した．DNase 消化した total RNA を用
いて，GeneChip システムにより網羅的遺伝子

発現解析を行った．得られたデータは，さら
に，遺伝子発現解析ソフトウエア GeneSpring
や Ingenuity tool を使用して解析した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 セルトリTTE3細胞とライディヒTTE1細
胞との共培養の模式図 
 
 
４．研究成果 
 
(1)TTE3 セルトリ細胞の分化の過程に関与す
る遺伝子の解析 細胞間相互作用を有する
精巣細胞システムの開発を目指し，先ず，本
システムに使用する不死化セルトリ TTE3 細
胞の性質を詳細に解析した．TTE3 細胞は，許
容温度で増殖し，非許容温度では細胞が分化
する．網羅的遺伝子発現解析と解析ソフトウ
エアを用いて，この分化の過程に関与する遺
伝子を詳細に調べた．その結果，数多くの遺
伝子の発現が変動し，これらは階層解析によ
り 6 遺伝子グループに分けることができた
（図 2）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 セルトリTTE3細胞の分化の過程で発現
変動する遺伝子の階層解析 
 
遺伝子発現が上昇する遺伝子クラスタⅣか
ら，CDKN1A, RB1, KIT, STAT1 等を含む遺伝
子ネットワークが明らかになった（図 3）．ま
た，遺伝子発現が減少する遺伝子クラスタⅠ
から，FOSL1, PLAUR, FN1 等の遺伝子を含む
遺伝子ネットワークも明らかになった（図 4）．
発現変動する遺伝子やこれらの遺伝子ネッ
トワークが TTE3 セルトリ細胞の細胞分化に
関与する可能性が示された(Cell Biol. Int. 

 

 



31, 1231-1236, 2007)．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 セルトリTTE3細胞の分化の過程で発現
が上昇する遺伝子の遺伝子ネットワーク 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 セルトリTTE3細胞の分化の過程で発現
が減少する遺伝子の遺伝子ネットワーク 
 
 
(2)細胞間相互作用を有する精巣細胞システ
ムの構築 膜フィルターを用いて，TTE3 セル
トリ細胞と TTE1 ライディヒ細胞を共培養し
た．細胞間の相互作用は，TTE3 細胞の遺伝子
発現変化を指標とした．TTE1 ライディヒ細胞
との共培養により，数多くの遺伝子の発現が
変動することが明らかとなった．発現が上昇
する遺伝子には，VEGF, CAT, E2F1, TF が含
まれた．TF (transferrin) は，Sertoli 細胞
の細胞分化の指標であり，Leydig 細胞との共
培養により Sertoli細胞が分化することが示
された．発現が減少する遺伝子には，CCND1, 
CASP9, MET, TFRC が含まれた．CCND1 (cyclin 
D1)は，細胞増殖に関与する遺伝子で，この
遺伝子の減少が，細胞増殖抑制や細胞分化に
関与する可能性が考えられる．さらに， TF
と CCND1を含む細胞間の相互作用に関連する
ユニークな遺伝子ネットワークを同定した 
(図 5)．種々の遺伝子が細胞間相互作用にど

のように寄与しているのかは，今後の研究課
題ではあるが，少なくともこの遺伝子ネット
ワークに含まれる遺伝子が遺伝子間で関連
しながら細胞間相互作用に影響を与えてい
ると考えられる．以上より，細胞間相互作用
を有する精巣細胞システムが構築できたと
考えられる．さらに，本システムが血液―精
巣関門のモデルとなり得るか否かを調べた．
本条件下，細胞間の有意な膜電気抵抗が形成
されなかった．従って，本実験条件下では，
TTE3 細胞間には完全な密着結合が形成され
ていないことが示された．これは，網羅的な
遺伝子発現解析により，密着結合の構成タン
パク質である，occludin や claudin 11 が発
現していないことからも示された．一方，密
着結合の構成タンパク質である Zo-1 は発現
していた．現在，密着結合が形成され，血液
―精巣関門を完全なものにするために，細胞
外マトリックスの効果を検討している．今回，
構築できた細胞間相互作用を有する細胞シ
ステムを使用することにより，実験動物を使
用しない in vitro の実験系で，精巣機能に
対する内分泌かく乱化学物質等の効果を評
価することができると考えられる．これは，
実験動物数の減少に貢献できるので，動物福
祉の観点から価値がある．一方，本 in vitoro
システムが動物を用いた in vivo システムを
どの程度反映しているかは，今後，さらに検
討していかなければならないと考えている．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5 セルトリTTE3細胞とライディヒTTE1細
胞との共培養において細胞間相互作用に関
連する遺伝子ネットワーク 
 
 



(3)本研究課題に関連の成果 癌遺伝子産物
の発現をコントロールできる温度感受性
SV40大型T抗原遺伝子を導入したトランスジ
ェニック動物やその遺伝子は，正常機能を保
持した細胞株樹立に有用である．我々は，本
遺伝子を導入したトランスジェニックラッ
トから新規に気道上皮細胞，(Cell Biol. Int. 
32, 1344-1352, 2008)，口腔上皮細胞や皮膚
角化細胞の樹立に成功した．また，同遺伝子
を直接細胞に導入し，中枢神経系に存在する
グリア細胞の一つであるラットアストロサ
イト細胞株の樹立に成功した(J. Cell. 
Biochem. 102, 1472-1485, 2007)．樹立した
これらの細胞株は，正常細胞が有する機能を
保持しており，今後，数々の研究に応用可能
と考えられる． 
 本研究において，細胞間の相互作用を調べ
るために，網羅的遺伝子発現解析とバイオイ
ンフォマティクス技術の一つである遺伝子
ネットワーク解析を使用した．これらの手法
は，生物作用を解析するための非常に有効な
手段である．これらの方法を用いて，化合物
や物理化学的なストレスに対する遺伝子ネ
ットワークを明らかにした  (Int. J. 
Hyperthermia 23, 529-537, 2007; Int. J. 
Hyperthermia 24, 613-622, 2008; Cancer 
Lett. 270, 286-294, 2008; Cell Biol. Int. 
33, 1253-1262, 2009)．  
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