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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、セルトリ細胞の分化・成熟にかかわる分子生物学的基盤を明らかに
することを目的とし、実験動物（ラット）の精巣組織を幼若期から思春期にかけて組織学的に解析した。精巣組
織を初代培養しシングルセル解析を試みたが、精製段階に課題が残る結果となった。また胎児期にアンドロゲン
遮断を行い、停留精巣となったラットでは思春期精巣における血液精巣関門の形成に異常が認められ、タイトジ
ャンクションを形成するCLDN11タンパクの局在に変化が認められた。また、セルトリ細胞機能を反映する血清イ
ンヒビンB値と精巣組織との関連について検討を行ったが組織変化との相関関係は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present research is elucidation of molecular biological 
mechanisms involved in differentiation and maturation of Sertoli cells. We analyzed rat testes 
histopathologically from immature to pubertal periods. We tried to perform single-cell analyses for 
the samples derived from primary culture of rat testes, but purification of isolated Sertoli cells 
remains an issue. We found out the abnormalities of blood-testis barrier and the disorganization of 
Cldn11 protein that compose tight junction in rat, which received androgen-blockade during fetal 
period. And, although we also assessed the relationship between serum inhibin B, which reflect the 
function of Sertoli cells, and testicular tissue in human, we could not recognize significant 
correlation between them.

研究分野： 小児泌尿器科学

キーワード： セルトリ細胞　細胞分化　インヒビンB　血液精巣関門

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、思春期以降に形成される血液精巣関門と、その主な構造であるタイトジャンクションの主要な構成
タンパク質Cldn11の挙動について一定の成果を得ることができた。すなわち、先天的に精巣が下降しない「停留
精巣」の状態では、Cldn11タンパク質の局在・分布に異常が認められ、血液精巣関門がうまく機能しないことを
解明した。造精機能障害の主要な原因疾患である停留精巣の組織でこのような変化を捉えられたことから、本研
究成果は原因不明であった男性不妊症の病態解明に寄与し、学術的意義あるものと考えられる。こうした知見を
治療へ応用できれば不妊に悩むカップルへ福音となるため社会的意義が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究に関する国内・国外の研究動向および位置づけ 
 セルトリ細胞は精巣を構成する細胞の一つであり、減数分裂を行う精子形成細胞を支持する
体細胞である。成熟精巣の内部には折りたたまれた精細管が無数に存在し、管腔構造の内部に
は基底膜側から精子形成細胞を取り囲むようにセルトリ細胞が位置している。セルトリ細胞同
士はお互いにタイトジャンクション（Tight junction : TJ）で結合することで血液精巣関門を
形成し、免疫学的障壁となっている。また、思春期以降は精子形成を支持し、継続的に成熟精
子を産生するのに非常に重要な細胞である。 
 一方、胎児期のセルトリ細胞は性分化や精巣発生に関わり、AMH（Anti-Mullerian 
Hormone；抗ミュラー管ホルモン）産生によりミュラー管を退縮させて、内性器の男性化に寄
与する。発生の時期によって機能が大きく異なることから、近年、セルトリ細胞には「未熟な」
細胞と「成熟した」細胞の２つのタイプが存在するという概念が提唱された。この概念を裏付
ける事実として、胎児期のセルトリ細胞はアンドロゲン受容体（AR）を発現しないが、4 歳頃
から AR を発現するセルトリ細胞数が増加することが報告されている（Chemes HE et al., 
JCEM, 2008）。AR が時期特異的に発現する一つの要因としてステロイド産生に関わる SF1 遺
伝子が重要とされている（Kato et al., Reproduction, 2012）。しかし、「未熟な」細胞から「成
熟した」セルトリ細胞へ分化・成熟するメカニズムの全容は明らかにされていない。 
 
(2) これまでの研究成果と着想に至った経緯 
私たちは小児泌尿器科疾患の診療を行う一方、その病態生理を解明すべく基礎研究を進めて

きた。性分化疾患について、個々の症例で染色体・遺伝子の変異解析を行うとともに、精巣発
生や生殖細胞の発生メカニズムの研究を行ってきた[文献 1, 2]。 
さらに、停留精巣で特異的に発現変化する遺伝子の解析[3]、停留精巣モデル動物を用いた造精
機能障害に関する検討 [4-6] を行った。最近では、性染色体が XX にもかかわらず精巣が発生
する 46,XX 精巣性性分化疾患の患者精巣を用いた解析を行い、セルトリ細胞に発現する Rock1
遺伝子が Sox9 遺伝子の活性化を介して精巣発生に関与することを明らかにした[7]。さらにヒ
ト検体を用いた CGH アレイ解析で、SOX3 遺伝子をコードするゲノム DNA の上流にコピー
数の増加を認めたことから、SOX3 遺伝子が精巣発生にかかわることを明らかにしてきた[8]。 
これら一連の研究を進める中で、性腺の発生から精子形成の支持、さらには内分泌細胞とし

て精巣内で重要な役割をもつセルトリ細胞の動態に着目した。前述したように、セルトリ細胞
の分化・成熟メカニズムは明らかにされていない。さらに、特発性男性不妊症の一部では、セ
ルトリ細胞機能が低下しており、セルトリ細胞機能を補完することは男性不妊症の治療へもつ
ながると考えられた。これらのことから、本研究を立案するに至った。 
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２．研究の目的 
本研究では、セルトリ細胞の分化・成熟にかかわる分子生物学的基盤を明らかにすることを

目的とする。さらに、本研究の成果を通じて、セルトリ細胞の未熟性が原因と考えられる男性
不妊症に対して新たな治療法を確立することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 セルトリ細胞の分化・成熟メカニズムを解明するため、研究計画を立案した時点で以下の研
究を計画した。 
(1) セルトリ細胞の成熟ステップの可視化 
  (ⅰ) ゲノム編集技術を用い、レポーター遺伝子を AR 遺伝子や AMH 遺伝子座にノックイン
した培養セルトリ細胞を作成し、（ⅱ）本操作を in vivo でも行う。 
(2) セルトリ細胞の成熟度にかかわる遺伝子群の探索 
 研究(1)で作成した動物を用い、セルトリ細胞に特異的なレポーター遺伝子発現を経日的に観
察し、セルトリ細胞の成熟が起きる時期を見定め、その前後の時期で精巣組織を採取、mRNA
を抽出しマイクロアレイ解析を行い、細胞の成熟にともなって変化する遺伝子群の同定を行う。 
(3) 候補遺伝子が細胞成熟へ及ぼす効果の解明 
 セルトリ細胞の成熟に関わる遺伝子について強制発現ベクターを作成し、培養細胞や実験動
物へ遺伝子導入し、組織の形質変化を観察する。 
(4) セルトリ細胞の未熟性に対する新規治療法の確立 
停留精巣や特発性男子不妊症の患者精巣組織を用い、研究(3)で得られた候補遺伝子の発現を

検討する。血清インヒビン B や FSH 値など、従来セルトリ細胞機能を反映すると報告されて
いる因子との関連についても検討する。 
 
４．研究成果 
[ 実験動物を用いた検討 ] 
 当初、培養セルトリ細胞 (TM4, ATCC® CRL-1715TM) を使用する想定であったが、この細
胞は生後 11-13 日のマウス由来であり、すでに AR を発現することが確認されているため、本
研究の目的にはそぐわないと考えられた。そこで、これまで私たちの先行研究でも使用してき
たラット精巣を用いて初代培養系を確立することを考えた。すなわち、幼若期の生体精巣を摘
出し、single-cell 化して培養し実験に用いることとした。 
 生後数日〜3 週程度の日齢の Sprague-Dawley ラットの精巣組織を用いた。麻酔下に両精巣
組織を採取し、シャーレに満たした PBS 内で十分に血液を洗浄し精巣白膜を除去した。その
後、ハサミで細切し DMEM 培地内に移したのち、tripsin, collagenase, hyaluronidase など酵
素処理を行い、細胞を single-cell 化して 35℃、5%CO2 条件下で 48 時間培養した。複数回の
操作を行い、20 個の精巣組織から平均 8.435×106 個の細胞を分離することができた。これら
の細胞の純度を確認するため、セルトリ細胞に特異的な WT1 タンパク質の発現を免疫染色で
評価したところ、観察した細胞のほぼ全てに WT1 発現を確認できた。さらに、定量 PCR 法を
用いて Sox9・Wt1・Ddx4・Lhcgr 遺伝子の発現を確認したが、いずれも低発現であった。こ
れらのことから、細胞の精製段階が不十分と考えられた。 
 これらの検討と並行して、細胞を分離するのではなく、ラット精巣組織を経時的に採取し、
組織学的検討を行った。AR 発現を免疫染色で確認したところ、幼若期の精巣ではその発現を
認めなかったのに対し成長とともにセルトリ細胞の核内に発現することを観察することができ
た。また、セルトリ細胞の成熟とともに変化する構造として、従来から知られていた血液精巣
関門のうち、タイトジャンクションに着目した。タイトジャンクションは、CLDN, Zo-1 など
複数のタンパクで構成されており、そのうち主要構成タンパクである CLDN11 について発現・



局在を検討した。 
 精子形成障害をきたす停留精巣モデルラットを用いた。本モデルは胎生期に抗アンドロゲン
剤である flutamide を投与することで出生後の雄仔に高率に精巣の下降障害をきたすもので、
放置すると精子形成障害をきたすことを確認している。この停留精巣モデルラットの精巣を経
時的に観察したところ、通常であれば生後 4〜6 週にかけて構成される血液精巣関門が形成さ
れず、さらに CLDN11 タンパクの局在が変化していることを確認した。 
 
[ 臨床検体を用いた検討 ] 
 研究(4)でヒト臨床検体（精巣組織）を用い、セルトリ細胞の成熟・分化に関わる遺伝子の発
現について評価を計画していたが、その前段階としてすでに臨床的に利用が可能な血清インヒ
ビンB値と精巣組織所見についての検討を行った。停留精巣で精巣固定術を行う症例において、
手術前に採血し血清インヒビン B 値を測定した。文書による同意のもと、手術時に精巣生検を
行い、精巣組織を HE 染色および DDX4 免疫染色で観察した。DDX4 は生殖細胞のマーカーで
あり、精細管あたりの精子形成細胞数をカウントした。術前のインヒビン B 値、手術時年齢、
手術前の精巣位置、精子形成細胞数、など複数のパラメーターの間に相関が見られるかどうか
を検討したが、手術時年齢が上がるにつれインヒビン B 値が低下すること、さらに手術前の精
巣位置とインヒビン B 値とは相関が見られないことが明らかとなった。今後、これらの研究成
果をもとにさらなる研究継続を行っていきたい。 
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