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研究成果の概要（和文）：我々は、樹立したマウス精巣の再凝集培養系を用いて、精巣形成に関わるシグナリン
グ因子、間細胞の役割等について、Live imaging等を活用しながら解析した。その結果、CD34+細胞、p75+細
胞、筋様細胞は内側から外側にかけて重層構造を形成して間組織を再構築すること、精細管様構造の再構築に間
細胞が必要であること、ALK5i(ALK5阻害剤)は間細胞の増殖や細胞運動を阻害すること、純化したCD34+細胞を培
養するとp75+細胞を経て筋様細胞へ分化することを示した。これらの結果は、間組織と精細管様構造の再構築に
CD34+細胞とALK5シグナリングが重要であることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：To address the testis formation mechanisms, we used 3-D re-aggregate 
cultures of testicular cells, and revealed following results: Ordered structures similar to 
interstitial tissues in vivo were reconstructed in re-aggregates consisting of PTMCs, p75+ and CD34+
 cells. Interstitial cells were required for re-construction of tubule-like structures. Live cell 
imaging showed that dynamic cell movement and segregation occurred during the re-construction of 
tubule-like structures. ALK5i disturbed the proliferation of CD34+ cells, p75+ cells, PTMCs, and 
SCs, as well as movement of SCs and other types of cells. ALK5i compromised the re-construction of 
interstitial-like and tubule-like structures. Purified CD34+ cells cultured differentiated into p75+
 cells and PTMCs, and ALK5i suppressed this differentiation. These results indicate that CD34+ cells
 and signaling through ALK5 play pivotal roles in the reconstruction of testicular structures.

研究分野：生殖内分泌学

キーワード： マウス精巣　３次元培養　精細管　再構築　KSR　ALK5　Live Imaging　CD34+細胞
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外側の間組織から成
て構成されてい
リ細胞が互いに密着結合で固く
り巻いており、外側にはコラーゲン等を分泌
して基底膜を形成し、内側には細胞質を長く
伸長している。
着しつつ、精原細胞が
精子へと分化する。基底膜の外側には筋様細
胞やリンパ内皮細胞
織には、
胞や血管
 マウス胚における精巣分化は、３段階から
成る。第１段階：受精後
の発現により生殖巣原基の体細胞が
トリ細胞へ分化増殖し、始原生殖細胞とラン
ダムに凝集する。第２段階：中腎から生殖巣
原基へと遊走した内皮細胞等が、
細胞と始原生殖細胞の凝集体を取り囲み、精
巣索（
血管形成や間組織の細胞から分化したライデ
ィッヒ細胞によるステロイド産生が起こる。
第３段階：生後セルトリ細胞が増殖して、精
巣索からチューブ状の精細管へと分化が進む。
 この精巣形成のメカニズムの研究
は、変異マウスを用いた
や生後精巣の培養系を用いた
がある。
vivo
FGF9, PDGF
TGF-
胞の増殖と索の形成に必須であると報告され
ているが、決定的な結論には至っていない
(review by Ungewitte and Yao, 2013)
 In vitro
として、
Fritz, 1994)
と筋様細胞は、相互作用することによって
巣索様構造を形成し、２つの細胞層の間に基
底膜を形成する。また、
ラットセルトリ細胞を再構成基底膜
(Matrigel)
細胞が密着構造を持って互いに結合する球状
の精巣索へ分化する
精巣索から精細管構造への形態形成は、精巣
索をヌードマウスの皮下に移植することによ
ってしか
 我々は、
型精原細胞まで存在）
コ ラ ー ゲ ン 内
KSR(Knockout Serum Replacement)
ことにより、ほぼ完全な精巣再構築に成功し
た（Zhang et al., 2014
リ細胞は小さな凝集塊を形成してい
様細胞
形でほぼ
は３日後
細胞が精巣索の外側に付着、伸長するなど
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ほぼ完全な精細管構造の形成に成功したのは、
希有な例である。これらの結果は、

セルトリ細胞の凝集と
と精細管の形成機構（極性化したセルトリ細
伸長と分化、内腔の形成等）

ユニークなモデル系が確立され
たと考えられる（Zhang et al. 2014

 
 

 

２．研究の目的 
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培養系を用いて、またトランスジ

ェニックマウスを用いて、精巣
シグナリング因子、間細胞の役割等について、

等を活用しながら解析
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３．研究の方法 
コラーゲン内３次元培養系による再凝集培
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まりを除いた後、細胞を回転培養器で再凝集
させ、エッペンチューブに分けて遠心する。
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４．研究成果
１）再凝集培養において
筋様細胞は間質様構造を再構築する
 間質や精細管辺縁に存在する
p75+細胞
調べたところ、当初別々の固まりを形成して
いたが、３日目には３種の細胞群がお互いに
混ざり合い、外側から筋様細胞、
CD34
類の抗原を同時発現することが観察された。
また、
を持つ増殖活性を示した。これらの結果は、
CD34
つ分化して行くことを示唆する。
 

 
２）再凝集培養におけるセルトリ細胞や他の
細胞の
細管様構造形成は動的なプロセスである
 直径
蛍光を発するセルトリ細胞と発しない細胞が
活発に動き回りながら、
な固まりへと分離した。これは小さなセルト
リ細胞の集合体が集合して索様構造を形成す
ると同時に
組織を形成していくと考えられる。
 50-
より小さな凝集体がより大きな凝集体に向か
って近寄り、１週間以内に１つの大きな凝集
体を形成した。この過程を詳細に観察すると、
非蛍光の丸い、あるいは細長い細胞群が再凝
集体から動きだし、他の再凝集体から伸びだ
した細胞と繋がって２つの再凝集体との間に
「橋」を形成する。いくつかの再凝集体はお
互いをこの「橋」を通じて引っ張り合い、互

コラーゲン内の再凝集培養は
し、パラフィン包埋する。
って抗原不活化し、１次抗体を
抗体を室温で2時間処理した。蛍光顕微鏡

BX61VS-ASW, Olympus)

IV.Live Imaging
セルトリ細胞のみに

-EGFP 精巣の再凝集培養を
insert (Falcon, REF353090)
ス底培養皿{3910
IWAKI}に置く。CV1000
ムラプス観察した。

４．研究成果 
１）再凝集培養において
筋様細胞は間質様構造を再構築する
間質や精細管辺縁に存在する
細胞, 筋様細胞
調べたところ、当初別々の固まりを形成して
いたが、３日目には３種の細胞群がお互いに
混ざり合い、外側から筋様細胞、
CD34+細胞と３層を形成し、一部の細胞は２種
類の抗原を同時発現することが観察された。
また、p75+細胞、CD34
を持つ増殖活性を示した。これらの結果は、
CD34+細胞->p75+細胞
つ分化して行くことを示唆する。

２）再凝集培養におけるセルトリ細胞や他の
細胞の Live cell  
細管様構造形成は動的なプロセスである
直径 500m 以上の再凝集体を観察すると、
蛍光を発するセルトリ細胞と発しない細胞が
活発に動き回りながら、
な固まりへと分離した。これは小さなセルト
リ細胞の集合体が集合して索様構造を形成す
ると同時にCD34+

組織を形成していくと考えられる。
-500m の小さな再凝集体を観察すると、
より小さな凝集体がより大きな凝集体に向か
って近寄り、１週間以内に１つの大きな凝集
体を形成した。この過程を詳細に観察すると、
非蛍光の丸い、あるいは細長い細胞群が再凝
集体から動きだし、他の再凝集体から伸びだ
した細胞と繋がって２つの再凝集体との間に
「橋」を形成する。いくつかの再凝集体はお
互いをこの「橋」を通じて引っ張り合い、互

コラーゲン内の再凝集培養は
し、パラフィン包埋する。5m
って抗原不活化し、１次抗体を

時間処理した。蛍光顕微鏡
ASW, Olympus)で観察した。

IV.Live Imaging によるタイムラプス観察
セルトリ細胞のみに EGFP

精巣の再凝集培養を
insert (Falcon, REF353090)に乗せ、それをガラ

{3910-035-MYP, 27 mm 
CV1000共焦点顕微鏡でタイ

ムラプス観察した。 

１）再凝集培養において CD34
筋様細胞は間質様構造を再構築する
間質や精細管辺縁に存在する
筋様細胞の再構築に於ける挙動を

調べたところ、当初別々の固まりを形成して
いたが、３日目には３種の細胞群がお互いに
混ざり合い、外側から筋様細胞、
細胞と３層を形成し、一部の細胞は２種

類の抗原を同時発現することが観察された。
CD34+細胞は３日目にピーク

を持つ増殖活性を示した。これらの結果は、
細胞-> 筋様細胞と増殖しつ

つ分化して行くことを示唆する。

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

２）再凝集培養におけるセルトリ細胞や他の
 imaging 観察から

細管様構造形成は動的なプロセスである
以上の再凝集体を観察すると、

蛍光を発するセルトリ細胞と発しない細胞が
活発に動き回りながら、2-3日以内により大き
な固まりへと分離した。これは小さなセルト
リ細胞の集合体が集合して索様構造を形成す

+, p75+細胞や筋様細胞らが間
組織を形成していくと考えられる。

の小さな再凝集体を観察すると、
より小さな凝集体がより大きな凝集体に向か
って近寄り、１週間以内に１つの大きな凝集
体を形成した。この過程を詳細に観察すると、
非蛍光の丸い、あるいは細長い細胞群が再凝
集体から動きだし、他の再凝集体から伸びだ
した細胞と繋がって２つの再凝集体との間に
「橋」を形成する。いくつかの再凝集体はお
互いをこの「橋」を通じて引っ張り合い、互

コラーゲン内の再凝集培養は4% PFAで固定
m切片を煮沸によ

って抗原不活化し、１次抗体を4℃一晩、２次
時間処理した。蛍光顕微鏡

で観察した。 

によるタイムラプス観察
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細胞と３層を形成し、一部の細胞は２種

類の抗原を同時発現することが観察された。
細胞は３日目にピーク

を持つ増殖活性を示した。これらの結果は、
筋様細胞と増殖しつ

つ分化して行くことを示唆する。 
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って近寄り、１週間以内に１つの大きな凝集
体を形成した。この過程を詳細に観察すると、
非蛍光の丸い、あるいは細長い細胞群が再凝
集体から動きだし、他の再凝集体から伸びだ
した細胞と繋がって２つの再凝集体との間に
「橋」を形成する。いくつかの再凝集体はお
互いをこの「橋」を通じて引っ張り合い、互

で固定
切片を煮沸によ
一晩、２次
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細胞, 
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調べたところ、当初別々の固まりを形成して
いたが、３日目には３種の細胞群がお互いに

細胞、
細胞と３層を形成し、一部の細胞は２種

類の抗原を同時発現することが観察された。
細胞は３日目にピーク

を持つ増殖活性を示した。これらの結果は、
筋様細胞と増殖しつ

２）再凝集培養におけるセルトリ細胞や他の
索や精

 
以上の再凝集体を観察すると、

蛍光を発するセルトリ細胞と発しない細胞が
日以内により大き

な固まりへと分離した。これは小さなセルト
リ細胞の集合体が集合して索様構造を形成す

細胞や筋様細胞らが間

の小さな再凝集体を観察すると、
より小さな凝集体がより大きな凝集体に向か
って近寄り、１週間以内に１つの大きな凝集
体を形成した。この過程を詳細に観察すると、
非蛍光の丸い、あるいは細長い細胞群が再凝
集体から動きだし、他の再凝集体から伸びだ
した細胞と繋がって２つの再凝集体との間に
「橋」を形成する。いくつかの再凝集体はお
互いをこの「橋」を通じて引っ張り合い、互

いに融合していくものと考えられる。
 
３）索や精細管様構造形成には間質と精細管
周囲の細胞が必要である
 索構造の再構築に間質や精細管周囲の細胞
が必要かどうかを調
管周囲の細胞をできるだけ除去して再凝集培
養を行った。その結果、除去されなかった筋
様細胞２−３個の周りにセルトリ細胞が不規
則に配列するが、索構造と間質を明瞭に判別
することは困難であった。また、除去した間
質や精細管周囲の細胞をセルトリ細胞分画に
戻してやると、整然とした一列のセルトリ細
胞が配列した精細管様構造とその外側の間質
様構造が再構築された。このことから、索様
構造や精細管様構造の再構築には、間質と精
細管周囲の細胞が必要であることが示唆され
た。
 
４）
様構造の再構築を阻害する
 精巣発生には
をすることが知られているので、
inhibitor
ある
管様構造の再構築に対する影響を調べた。
20
質様構造の区別がつかず、セルトリ細胞の核
は丸くランダムに分布していた。多くの筋様
細胞も丸く不規則に分布していた。
ALK5i
ら、
を通した
示唆された。
 
５）
による間質様構造と精細管周辺構造の再構築
を阻害する
 再凝集培養に
CD34
減少し、本来それぞれ内側と外側に局在する
はずのものがランダムに混ざっていた。筋様
細胞も再凝集体の外側だけでなく、内側にも
分布していた。
p75
た。これらの結果は、
p75
とを示唆する。
ミニンの発現パターンも阻害したことから、
ラミニン産生に必要な筋様細胞とセルトリ細
胞の相互作用も阻害することを示唆する。
 ALK5i
筋様細胞の割合も減らすことから、３種類の
細胞の増殖を低下させることが示唆された。
 さらに、
セルトリ細胞だけでなく他の細胞の運動能力
も低下させることが明らかになった。
 
６）純化した
細胞は

いに融合していくものと考えられる。

３）索や精細管様構造形成には間質と精細管
周囲の細胞が必要である
索構造の再構築に間質や精細管周囲の細胞
が必要かどうかを調
管周囲の細胞をできるだけ除去して再凝集培
養を行った。その結果、除去されなかった筋
様細胞２−３個の周りにセルトリ細胞が不規
則に配列するが、索構造と間質を明瞭に判別
することは困難であった。また、除去した間
質や精細管周囲の細胞をセルトリ細胞分画に
戻してやると、整然とした一列のセルトリ細
胞が配列した精細管様構造とその外側の間質
様構造が再構築された。このことから、索様
構造や精細管様構造の再構築には、間質と精
細管周囲の細胞が必要であることが示唆され
た。 

４）SB431542 と
様構造の再構築を阻害する
精巣発生には
をすることが知られているので、
inhibitorである
あるALK5iを再凝集培養に投与して索や精細
管様構造の再構築に対する影響を調べた。
M SB431542
質様構造の区別がつかず、セルトリ細胞の核
は丸くランダムに分布していた。多くの筋様
細胞も丸く不規則に分布していた。
ALK5i も同じ効果であった。これらの結果か
ら、索構造・精細管様構造の再構築には
を通した TGF 
示唆された。 

５）ALK5iは CD34
による間質様構造と精細管周辺構造の再構築
を阻害する 
再凝集培養に

CD34+細胞と p75
減少し、本来それぞれ内側と外側に局在する
はずのものがランダムに混ざっていた。筋様
細胞も再凝集体の外側だけでなく、内側にも
分布していた。
p75+細胞が同一の再凝集体に存在しなくなっ
た。これらの結果は、
p75+細胞と筋様細胞の相互作用を阻害するこ
とを示唆する。
ミニンの発現パターンも阻害したことから、
ラミニン産生に必要な筋様細胞とセルトリ細
胞の相互作用も阻害することを示唆する。

ALK5iは PCNA
筋様細胞の割合も減らすことから、３種類の
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分化することを証明した。また、この分化は
ALK5iによって阻害される 
 CD34+細胞から p75+細胞を経て-SMA+筋様
細胞へと分化するかどうかを調べるために、
CD34 抗体を用いた磁気分離法によって
CD34+細胞を純化し、collagenコートしたカバ
ーグラス上で培養した。その結果、KSRのみ
の培養では３日で CD34+細胞から p75+細胞、
筋様細胞へと分化したが、Alk5i を加えると
CD34+細胞から p75+細胞、筋様細胞への分化
を阻害した。これらの結果は、CD34+細胞から
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こと、その分化を Alk5i が直接阻害すること
を証明した。 
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