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研究成果の概要（和文）：近年生殖細胞だけでなくLeydig細胞も幹細胞システムから成ることが明らかになっ
た。本研究ではLeydig幹細胞を試験管内で増幅する長期培養系の確立を目指した。Leydig 幹細胞を濃縮するた
めHoechst 色素の排出能に基づくside population (SP)分画を無血清培地にて培養したところ、２週間後に
Leydig細胞マーカーPDGFRAの発現が一部に認められた。野生型マウス精巣の間質に、培養細胞（Green マウス由
来）を注入し３ヶ月後にUV照射にて観察したところ、間質にEGFPを発現する細胞の生着が認められたが、Leydig
 細胞マーカーPDGFRA発現は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Recent studies suggest a possibility that not only germ cell, but Leydig 
cells of testes is supported by stem cell system. This study aimed at the establishment of in vitro 
culture system to maintain and expand Leydig stem cell for a long-term period. To enrich Leydig stem
 cell population, we isolated side population (SP) fraction from testes cells, based on the ability 
of stem cells to effectively exclude the dye Hoechst 33342. After SP fraction was cultured with 
serum-free medium for 2 weeks, a part of the cultured cells expressed PDGFRA, a marker of Leydig 
cells. Cultured cells derived from Green mice, which ubiquitously express EGFP, were dissociated by 
enzyme digestion and injected into the interstitial space of wild-type mouse testes. At 3 months 
after injection, host testes had EGFP expressing cells, which was detected by UV light excitation, 
however, immunofluorescence study showed that Leydig cell marker PDGFRA was not detected in EGFP 
expressing cells.

研究分野： 生殖医学
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１．研究開始当初の背景 
 精巣の精細管を構成する体細胞には、精子
形成細胞に密に接し支持する主要な役割を
もつ Sertoli 細胞と、精細管の外側にあたる
間質に局在する Leydig 細胞、 Myoid 細胞な
どがある。Sertoli 細胞についてはこれまで
に幅広く研究が行われ、特異的に発現する遺
伝子群の解明や様々な細胞株の樹立・精子形
成細胞への作用の解析などを通して、近年そ
の実体が明らかになりつつある。研究代表者
らは 2003 年に試験管内でマウス精子幹細胞
を 増 幅 す る 長 期 培 養 系 を 確 立 し
（Kanatsu-Shinohara et al. Biol Reprod 69, 
612-6, 2003）、また 2012 年には精子幹細胞
の機能を支持する活性を保ったまま Sertoli
細 胞 を初代 培 養する こ とに成 功 し た
(Kanatsu-Shinohara et al. Cell Stem Cell 
11, 567-78, 2012)。一方、Leydig細胞や Myoid
細胞については精巣中での数が極めて乏し
く、また試験管内で解析する実験系がなかっ
たため、その実体は殆ど明らかでない。それ
にも関わらず近年、精子幹細胞のニッシェ
（幹細胞の生息する微小環境）の局在を
Leydig細胞やMyoid細胞が決めている可能性
や、Leydig 細胞自体が幹細胞システムで維持
されている可能性（Leydig 幹細胞の存在）が
提唱されるなど、これらの細胞は直接生殖細
胞に接触していないにも関わらず、精子形成
制御機構の上位にあり重要な働きをしてい
る可能性が指摘されるようになった。 
 Leydig 細胞の試験管内培養については、こ
れまで不死化した Leydig 細胞株の樹立は報
告されているが、正常な Leydig 幹細胞とし
ての活性を維持したまま長期に増幅・維持す
る実験系は未だ確立されていない。近年の研
究から、精巣における数は極めて少ないもの
の Leydig 幹細胞の存在が指摘され、試験管
内にて増幅できる可能性が出てきた(Lo et 
al. Endocrinology 145, 4011-5, 2004)。 
 
２．研究の目的 
 Leydig 細胞は精巣内での頻度が低いため
研究が難しく、試験管内での解析は不死化し
た Leydig 細胞株によるものが主であった。
本研究では Leydig 幹細胞を試験管内で増幅
する長期培養系の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 一 般 に ATP-binding cassette (ABC) 
transporterによる Hoechst 色素の排出能に
基づきフローサイトメトリーにて解析する
と、幹細胞集団が side population (SP)分画
に濃縮されるといわれている。精巣の Leydig 
幹細胞もこの SP 分画に濃縮されるという報
告があり(Lo et al. Endocrinology 2004)、
本研究では SP 分画をソーティングにて採取
し、細胞培養に用いた。生後６−８週齢の
ROSA26 マウス（全身にて-galactosidase を
発現）、Green マウス（全身にて EGFP 発現；
大阪大学・岡部勝博士より供与）の精巣、ま

たはこれらのマウスから実験的に作成した
停留睾丸（cryptorchid: haploid の生殖細胞
がないため、より Leydig 細胞が濃縮されて
いる）を用いた。精巣細胞を collagenase と
DNase にて採取し、 Hoechst 33342 にて染色
し、セルソーターにて Hoechst red と Hoechst 
blue で展開し、色素取り込みの少ない SP 分
画を回収した。さらに ABC transporter の阻
害剤 Verapamil にて SP 分画が消失すること
も確認した。 
 濃縮した細胞集団を EGF, FGF2, PDGF など
のサイトカインの存在下で培養した。研究代
表者らが Sertoli 細胞の培養にて使用した
無 血 清 培 地 を 改 変 す る 他
(Kanatsu-Shinohara et al. Cell Stem Cell 
11, 567-78, 2012；Kanatsu-Shinohara M.,et 
al. Biol. Reprod.  91(4),88,2014)  、DMEM, 
IMDM, DMEM/F12, MEM など各種の培地をベー
スに無血清培地を作成して試した。Tissue 
culture-coated plate に直接播種するか、ま
たは細胞外マトリクスとしてlamininもしく
は collagen にてコートしたプレートなどに
播種するなど、様々な条件を組み合わせて試
した。温度は 37℃と精巣環境に近い 32℃の
両方を試した。 
 サイトスピンにより上記 Leydig 培養細胞
を一部標本にし、 ステロイド産生に関わる
cytochrome P450 side chain cleavage 
(P450scc)や、PDGF 受容体など Leydig 細胞の
マーカーの発現の有無を免疫染色にて調べ、
Leydig 細胞の形質を維持しているか確認し
た。 
 
４．研究成果 
 Leydig 幹細胞を濃縮するため Hoechst 色
素の排出能に基づく、SP 分画を、停留睾丸か
ら採取した。この細胞集団を様々な条件にて
培養し、試験管内の増幅を目指した。「３.研
究の方法」に記載の通り、様々な培地および
温度、細胞外マトリクス、温度などの組み合
わせを試した結果、IMDM 培地をベースに無血
清培地にて、laminin にてコーティングにプ
レートに細胞集団を播種し、37℃にて培養し
た条件において、培養開始から２週間後に免
疫染色にて調べたところ、Leydig 細胞のマー
カーである PDGF 受容体の発現が一部の細胞
に認められた。一方、発現レベルが低いもの
のステロイド産生に関わる cytochrome P450 
side chain cleavage (P450scc)の発現が、
一部で認められた。 
 次に Leydig 培養細胞が試験管内で増幅し
ているか否かを調べるため、培養開始から２
週間後と４週間後で PDGF 受容体の発現細胞
の数を免疫染色により測定し比較を行った
ところ、４週間後では２週間後に比較してむ
しろ減少していた。 
 培養細胞が Leydig 幹細胞であるか否かを
調べるため、野生型マウス精巣の間質に、
Leydig 培養細胞（Green マウス由来）を
micropipette を用いて注入した。移植後２−



３ヶ月でホスト精巣を摘出し UV 照射にて観
察したところ、間質に EGFP を発現するドナ
ー細胞の生着が認められた。しかし免疫組織
染色によりEGFP発現細胞を調べたが、Leydig 
細胞マーカーPDGFRA 発現は認められなかっ
た。 
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