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研究成果の概要（和文）：マウス精巣ライディッヒ細胞において、カートデューシンの発現が生後３週齢より開始し、
生後６～８週齢では最も強いことが分かった。マウス精巣由来ライディッヒ細胞株を用いてカートデューシンの作用を
解析した結果、ライディッヒ細胞に対してテストステロンの産生促進作用が認められ、StARやP450sccなどのステロイ
ド合成に関わる蛋白の発現も誘導されることが確認された。さらに、カートデューシンのテストステロンの産生促進作
用にはcAMP/PKAシグナル伝達経路が関与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We showed that Cartducin is expressed in testicular Leydig cells. Moreover, our 
results are the first evidence for a direct role of Cartducin in the control of testicular testosterone 
production. The stimulatory effect of Cartducin on testosterone production is linked to increase in key 
steroidogenic molecules through the cAMP/PKA signaling pathway. Our results demonstrate a physiological 
role for Cartducin in testicular steroidogenesis and provide novel insights in the intracellular 
mechanisms activated by this protein.

研究分野： 医歯薬学-歯学-病態科学系歯学・歯科放射線学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) 自然免疫における補体系の最初の分子
である C1qの C末端部球状ドメインや腫瘍壊
死因子（TNF）と同様の構造をもつ一連の分
子群が「C1q/TNF スーパーファミリー」とし
て総称されるようになり注目されていた。こ
れらの分子は多量体構造をとる分泌蛋白質
であり、細胞外に分泌されることにより細胞
間シグナルを伝達する分子として多彩な機
能をもつことが知られていた。軟骨細胞分化
誘導時に発現する新規遺伝子として研究代
表者らが同定した分子は分子量 26-kDa の機
能未知の分泌蛋白をコードしており、その蛋
白を「軟骨から産生される分泌蛋白」という
意味で “Cartducin（カートデューシン）”と
名付けていた。カートデューシンは、メタボ
リックシンドロームとの深い関わりを指摘
されているアディポネクチンと構造上高い
ホモロジーをもち、アディポネクチンなどと
ともに「C1q/TNF スーパーファミリー」に属
することが明らかになっていた。 
 
(2) 研究代表者らは、カートデューシンが局
所的には骨形成促進因子として骨格の成長
発育において重要な役割を果たしているこ
とを主に明らかにしていたが、当時、例えば
動物モデルで動脈硬化の進行と血液中のカ
ートデューシン濃度との逆相関が報告され
るなど、血液中にも存在するサイトカインと
してその多様な作用が注目されていた。これ
らのことからカートデューシンは、単に軟骨
細胞から産生・分泌される局所的な骨格形成
促進因子としてだけではなく、血液中にも存
在し多様な生理的・病理的作用を持つ新たな
サイトカインとしての機能があることが予
想された。しかしながら、軟骨組織は無血管
であることから、血液中のカートデューシン
が軟骨細胞から分泌されたものとは考えら
れなかった。そこで、マウスの主要な非骨格
系器官・組織におけるカートデューシン蛋白
の発現を免疫組織化学的に調べたところ（予
備実験）、精巣間質に特異的な発現があるこ
とが判明した。 
 
(3) 精巣間質は血管が豊富で、間質細胞（ラ
イディッヒ細胞とよばれる）は性ホルモンの
アンドロゲン（テストステロン）を産生する
ことが分かっていた。アンドロゲンやエスト
ロゲンといった性ホルモンは骨代謝に重要
な役割を果たしていることが知られており、
アンドロゲン（テストステロン）は主に精巣
のライディッヒ細胞から分泌されるが、近年
注目されつつある男性骨粗鬆症は、加齢に伴
うアンドロゲンの低下が病因のひとつとで
はないかと考えられていた。骨組織に対する
アンドロゲンの直接作用は不明な点が多か
ったが、骨芽細胞特異的アンドロゲン受容体
ノックアウトマウスの解析等の研究の発展
から、アンドロゲンそのものに骨量維持作用

があることが明らかになってきていた。また、
アンドロゲンの低下は、骨量の低下のみなら
ずメタボリックシンドローム，糖尿病、動脈
硬化、心血管病の発症リスクとしても重要で
あることが明らかになっていた。 
 
(4)アンドロゲン（テストステロン）は骨の
成熟と骨量の維持に重要であるが、ライディ
ッヒ細胞におけるカートデューシンの役割
の詳細については不明であった。しかしなが
ら、「C1q/TNF スーパーファミリー」のメンバ
ーのひとつでカートデューシンとホモロジ
ーがある分泌蛋白 CTRP1（C1qTNF-Related 
Protein 1）が、副腎皮質のアルドステロン
産生細胞に発現しており、アルドステロンの
産生を促進することが報告されていたので、
研究代表者らはカートデューシンが精巣ラ
イディッヒ細胞において、テストステロンの
産生を促進し、骨の成熟と骨量の維持に間接
的にも関わっているのではないかという仮
説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 
ライディッヒ細胞におけるカートデューシ
ンのテストステロン産生促進作用について
は不明である。そこで本研究では、テストス
テロンの産生に対するカートデューシンの
役割を詳細に解明することを試みた。具体的
には、(1)ライディッヒ細胞のテストステロ
ン産生に対するカートデューシンの作用と
セカンドメッセンジャー、(2)カートデュー
シンのテストステロン産生促進作用に関わ
る分子群、(3)ライディッヒ細胞におけるカ
ートデューシン遺伝子の発現調節機構、の各
項目を明らかにして、骨代謝に重要なアンド
ロゲンの産生に関するカートデューシンの
新たな病態生理学的意義の理解を深めるこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 試薬：マウス組換えカートデューシン蛋
白は、HEK293 細胞を用いて C 末端に FLAG を
付加した蛋白として作製した。抗マウスカー
トデューシン抗体は R&D 社から購入した。抗
StAR 抗体は Santa Cruz 社から購入した。抗
P450scc 抗体は Millipore 社から購入した。
抗 CREB 抗体および抗リン酸化型 CREB 抗体は
Cell Signaling 社から購入した。Protein 
Kinase A (PKA)の阻害剤である H89 は
Calbiochem 社から購入した。 
 
(2) 細胞株および細胞培養：マウス精巣ライ
ディッヒ細胞由来細胞株 TM3 は European 
Collection of Cell Cultures (ECACC)より
供与された。TM3 細胞は 5％ horse serum と
2.5％  fetal bovine serum (FBS)を含む
DMEM/F12 培地で 37 ℃で培養した。シグナル
伝達経路の活性化を調べる実験では、TM3 細



胞を血清使用量低減培地（1％ horse serum
と0.5％ FBSを含むAdvanced DMEM/F12培地）
で 24 時間培養した後、10 µg/ml のカートデ
ューシン蛋白を添加し、5-60 分後に細胞を溶
解して蛋白を回収した。PKA 阻害剤を用いた
実験では、カートデューシン蛋白を添加する
1時間前に TM3 細胞を阻害剤で前処理した。 
 
(3) RT-PCR：TM3 細胞および生後 8 週齢マウ
ス精巣より QIAGEN 社の RNeasy キットを用い
て total RNA を抽出した。ヒト精巣の total 
RNA はAmbion社から購入した。 2 µgのtotal 
RNA を QIAGEN 社の Omniscript キットを用い
て逆転写して cDNA を合成した。カートデュ
ーシン、StAR および P450scc の各遺伝子に対
して特異的なプライマーを用いて RT-PCR を
行った。 
 
(4) ウェスタンブロット：プロテアーゼ阻害
剤とフォスファターゼ阻害剤を含む細胞溶
解バッファーでTM3細胞から蛋白を回収した。
生後 8 週齢マウス精巣の蛋白は BioChain 社
から購入した。各蛋白を SDS-PAGE にて分離
後 PVDF 膜に転写し、室温で 120 分ブロッキ
ングした。上記の抗体を 1次抗体として用い
て 4 ℃で一晩反応させた。２次抗体としてア
ルカリフォスファターゼ標識抗IgG抗体を用
い、シグナルの検出は化学発色法にて行った。 
 
(5) 免疫組織化学染色：生後 0,1,3,4,6,8 週
齢のマウスから精巣を摘出し、各組織を 4%
パラホルムアルデヒドで固定後にパラフィ
ン包埋した。パラフィン包埋組織を薄切した
パラフィン切片を通法にて脱パラフィン処
理および親水処理を行った。続いてオートク
レーブを用いて抗原賦活化処理と過酸化水
素／メタノールによる内因性ペルオキシダ
ーゼの失活処理を行い、室温で 30 分ブロッ
キングした。抗マウスカートデューシン抗体
を1次抗体として用いて4 ℃で一晩反応させ
た。２次抗体としてビオチン標識抗 IgG 抗体
を用い、シグナルの検出は HRP 標識アビジ
ン・ビオチンシステムを用いた化学発色法に
て行った。 
 
(6) DNA 合成能の測定：増殖期にある TM3 細
胞を飢餓培地（0.3％ FBS を含む Advanced 
DMEM/F12 培地）で 24 時間培養後、各濃度の
組換えカートデューシン蛋白を添加してさ
らに 24 時間培養した。培養終了 3 時間前に
BrdU を添加し、細胞への取り込み量を測定し
た。 
 
(7) テストステロンの測定： ほぼコンフル
エントになったTM3細胞を血清使用量低減培
地（1％ horse serum と 0.5％ FBS を含む
Advanced DMEM/F12 培地）で 24 時間培養した
後、各濃度の組換えカートデューシン蛋白を
添加してさらに 24 時間培養した。培養終了
後、培養上清を回収し、上清内のテストステ

ロン量を ELISA キットで測定した。     
 
(8) 細胞内 cAMP の測定：ほぼコンフルエン
トになった TM3細胞を無血清培地で 6時間培
養した。次に、0.5 mM IBMX を添加して 30 分
間培養後、各濃度の組換えカートデューシン
蛋白を添加して TM3 細胞を刺激した。0.1 M 
HCl で細胞層を溶解し、回収した溶液上清内
の cAMP 量を ELISA キットで測定した。 
 
(9) 統計解析：Student’s t-test を用いて、P 
< 0.05 を有意とみなした。 
 
４．研究成果 
 
(1) 精巣ライディッヒ細胞におけるカート
デューシンの発現：マウスの主要な非骨格系
器官・組織におけるカートデューシン遺伝子
の発現を RT-PCR 法で調べたところ、生後 8
週齢マウス精巣に発現が認められた。成人の
ヒト精巣においてもマウスと同様にカート
デューシン遺伝子の発現が認められた。また、
カートデューシン蛋白の発現をウェスタン
ブロット法で調べたところ、生後 8週齢マウ
ス精巣で発現していることが明らかになっ
た。精巣におけるカートデューシンの発現が
遺伝子レベルおよび蛋白レベルで確認でき
たため、次に生後 8週齢のマウス精巣組織の
切片を用いて免疫化学染色を行いカートデ
ューシンの局在を詳細に調べた結果、カート
デューシンは精巣組織間質にあるライディ
ッヒ細胞の細胞質に局在が認められた。一方、
精巣実質である生殖細胞、セルトリ細胞には
認められなかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ マウス精巣組織の免疫組織化学染色 
 
 さらに、生後 0,1,3,4,6 週齢のマウス精巣
組織切片を用いてカートデューシンの発現
時期を調べた結果、生後 3週齢（前思春期に
相当）からカートデューシンの発現が開始し、
以降 4,6 週齢（思春期に相当）を経て 8週齢
（成体期）までその発現が継続していること
が明らかになった。 
 
(2) ライディッヒ細胞の増殖に対するカー
トデューシンの影響：カートデューシンの生
理作用として、軟骨細胞などの増殖を促進す



ることが知られている。そこで、TM3 ライデ
ィッヒ細胞に対してカートデューシンが増
殖作用を持つかどうかを細胞培養系で調べ
た。しかしながら、カートデューシンはライ
ディッヒ細胞に対して増殖促進作用を持た
ないことが判明した。 
 
(3) ライディッヒ細胞に対するカートデュ
ーシンのテストステロン産生促進作用：哺乳
類では男性ホルモンであるテストステロン
は主に精巣ライディッヒ細胞で産生されて
いる。カートデューシンが思春期以降に精巣
のテストステロン産生細胞（ライディッヒ細
胞）に発現していることから、カートデュー
シンがライディッヒ細胞に対してテストス
テロン産生促進作用を持つ可能性が考えら
れた。TM3 細胞培養系で調べた結果、カート
デューシンはライディッヒ細胞におけるテ
ストステロンの産生を濃度依存的に促進す
る作用を持つことが明らかになり、その効果
は産生量が最大で約３倍になることが分か
った（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ カートデューシンのテストステロン

産生促進作用 
 
(4) カートデューシンのテストステロン産
生促進作用に関わる分子群：ステロイド産生
急性調節蛋白質（StAR）とシトクロム P450
コレステロール側鎖切断酵素（P450scc）は
テストステロンなどのステロイドホルモン
合成の律速段階の反応に関わる因子として
知られている。ステロイドホルモンの材料と
なるコレステロールは、StAR によってライデ
ィッヒ細胞内のミトコンドリア外膜から内
膜へと移行する。また、内膜へと移行したコ
レステロールはP450sccの酵素反応によりプ
レグネノロンに変換され、さらなる酵素反応
を経てテストステロンが合成される。カート
デューシンがライディッヒ細胞におけるテ
ストステロン産生を促進したことから、細胞
内でこれらの分子が実際に関わっているか
どうかを遺伝子レベルおよび蛋白レベルで
調べた。その結果、StAR および P450scc 遺伝
子はカートデューシンの刺激後3時間で強い
発現のピークを示し、以降は経時的に発現が
減少することが明らかになった（図３A）。ま
た、StAR および P450scc 蛋白はカートデュー
シンの刺激後 3 時間から発現の増加を示し、
12 時間から 24 時間の間でピークを示すこと

が明らかになった（図３B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ カートデューシンによるライディッ
ヒ細胞内の StAR と P450scc の発現誘導 

（A）RT-PCR 法（B）ウェスタンブロット法 
 
 これらの結果より、カートデューシンはス
テロイド合成に関わる StAR や P450scc など
の蛋白質の発現をライディッヒ細胞内で誘
導し、テストステロンの産生を促進すること
が判明した。 
 
(5) カートデューシンのテストステロン産
生促進作用に関わるセカンドメッセンジャ
ーとシグナル伝達経路：サイクリック AMP
（cAMP）/プロテインキナーゼ A（PKA）シグ
ナル伝達経路はステロイドホルモンの合成
や StAR の発現調節に関わる重要なシグナル
伝達経路として知られている。したがって、
カートデューシンのテストステロン産生促
進作用に応答するライディッヒ細胞内のシ
グナル伝達経路として、この cAMP/PKA シグ
ナル伝達経路が関わっている可能性が予想
された。そこでまず始めに、TM3 ライディッ
ヒ細胞を用いてカートデューシンの刺激に
応答して細胞内の cAMP が上昇するかどうか
を調べた。その結果、カートデューシンの培
養系への添加によってライディッヒ細胞内
のcAMP量の増加が濃度依存的に認められた。
また、細胞内 cAMP 量の経時的変化について
も同様に調べたところ、cAMP 量はカートデュ
ーシンの刺激後短時間で一過性に上昇し、そ
の後減少を示した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ カートデューシンによるライディッ

ヒ細胞内の cAMP 量の経時的変化 
 



 細胞内の cAMP 濃度が上昇すると、cAMP 依
存性 PKA が活性化される。PKA は細胞内の物
質代謝に関わる酵素や核内に存在する遺伝
子の転写などに関わる蛋白質をリン酸化す
ることでそのそれらの機能を発現させる。一
般的にステロイドホルモン産生細胞では、リ
ン酸化された cAMP 応答配列結合蛋白質
（CREB）が StAR や P450scc などのステロイ
ドホルモン合成に関わる遺伝子の転写を促
進する蛋白質として cAMP/PKA シグナル伝達
経路の下流に存在することが知られている。
実際、カートデューシンがライディッヒ細胞
内における StAR や P450scc 遺伝子の発現を
著しく誘導することが本研究の実験で明ら
かになっていたので（図３）、カートデュー
シンの刺激が cAMP 依存性 PKAを活性化して、
続いてその下流の CREB がリン酸化されるの
ではないかと考えた。そこで、TM3 ライディ
ッヒ細胞を用いてカートデューシンの刺激
に応答して細胞内の CREB がリン酸化される
かどうかをウェスタンブロット法で調べた
結果、カートデューシンの培養系への添加に
よって 5 分後からリン酸化された CREB の増
加が検出され、1 時間後には元のレベルまで
減少することが判明した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ カートデューシンによるライディッ
ヒ細胞内のリン酸化された CREB の発現 

 
 さらに、PKA の特異的阻害剤である H89 を
用いて PKA の活性化を阻害すると、カートデ
ューシンによるテストステロン産生促進作
用がほぼ完全に抑制されることを見いだし
た。この結果から、カートデューシンの刺激
はPKAを介してライディッヒ細胞内に伝達さ
れていることが明らかになった。 
 
 以上の結果より、カートデューシンの刺激
に応答してテストステロン産生促進に関わ
るライディッヒ細胞内のシグナル伝達経路
が、cAMP/PKA 経路である可能性が強く示唆
された。 
 
(6) 総括：カートデューシンはオートクリン
／パラクリンの作用様式で精巣ライディッ
ヒ細胞における思春期以降のテストステロ
ン産生に対して cAMP/PKA シグナル伝達経路
を介してポジティブに関わっている可能性

が示唆された。 
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