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研究成果の概要（和文）：これまでセルトリ細胞を長期にわたり、その機能を維持しながら培養する方法は確立されて
いなかった。我々は精子幹細胞のニッシェ機能を保持したセルトリ細胞の培養を確立した。この培養では、EGF, FGF2
の存在下でセルトリ細胞と精子幹細胞を共培養すると、後者がセルトリ細胞の下に潜り込み、敷石状のコロニーを形成
し、5ヶ月以上に渡り試験管内で維持される。こうして維持された細胞は精巣に移植すると、正常な精子を作った。ま
た、この敷石状のコロニー形成はCXCR4もしくはRETの抑制により減少したことから、これらの分子が精子幹細胞のニッ
シェへの移動に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has not been possible to culture functional Sertoli cells for long-term. We hav
e developed a new system for culturing mouse Sertoli cells that provide microenvironment for spermatogonia
l stem cells. In this culture system, Sertoli cells could maintain spermatogonial stem cell activity for m
ore than five months when they were supplemented with epidermal growth factor and fibroblast growth factor
 2. Spermatogonial stem cells migrated under the Sertoli cell feeder layer and formed cobblestone colonies
. Cultured spermatogonial stem cells could produce functional sperm upon transplantation into the seminife
rous tubules of infertile mouse testes. Because cobblestone colony formation was suppressed by inhibiting 
CXCR4 or RET, these molecules may be involved in migration of spermatogonial stem cells to germline niche.
 Taken together, our novel culture system will provide a new system for functional assay of spermatogonial
 stem cells.  
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに我々のグループでは精子幹細
胞の培養系を確立し、精子幹細胞を長期にわ
たり幹細胞活性を持ったまま増殖させるこ
とに成功し、この細胞を Germline Stem (GS)
細胞と名付けた。GS 細胞は glial cell 
line-derived nerutorphic factor(GDNF)と
fibroblast growth factor 2 (FGF2) を添
加することにより樹立された。 
 セルトリ細胞は精細管の中で精子形成細
胞と直接接触する唯一の体細胞であり、精
子幹細胞の微小環境（ニッシェ）を構成す
る。この細胞は精子形成の支持のみならず、
細胞貪色能および免疫抑制能など多彩な機
能をもつユニークな細胞にも関わらず、そ
の性質についてはほとんど分かっていない。
セルトリ細胞の研究が進まなかった大きな
理由の一つは、その培養系がなかったこと
であろうと我々は考えている。生後間もな
く増殖能を失う上に、その機能をアッセイ
する実験系がなかったこともセルトリ細胞
の研究を妨げてきた。これらの問題点を克
服するために、これまでに多くの研究者が
セルトリ細胞へがん遺伝子の導入などによ
り形質転換されたセルトリ細胞株の樹立を
行ってきた。しかしながら、これまでに報
告されているいずれのセルトリ細胞株も形
態、機能的に生体内のセルトリ細胞とは異
なっていることが指摘されている。 
 
２．研究の目的 
 このように、精子形成の研究を行う上でセ
ルトリ細胞の培養系の確立は非常に重要な
役割を果たすものである。そこで本研究では
セルトリ細胞の機能解析に役立つ長期培養
系を確立することを目標とする。 
 
3. 研究の方法 
 試験管内精子形成が難しい理由の一つに
は、精巣内における精原細胞の割合が少ない
ことに起因すると考えられるが、申請者の GS
細胞の樹立により、スタート材料となる精原
細胞を十分量準備できるという、これまでに
はない利点がある。また精巣の培養は体細胞
の過度の増殖が問題になることが多いが、GS
細胞を利用することで、純粋な生殖細胞を準
備することが可能になったため、以前より格
段に条件が改善されたと申請者は考えてい
る。大きく分けて以下の二種類の実験を行っ
た。 
1) 精子幹細胞無血清培地による初代セル

トリ細胞培養系の確立  
我々が最近開発した精子幹細胞培養用
の培地は、ラミニン上での精子幹細胞
の長期培養を可能とするのみでなく、
セルトリ細胞についてもその生存を促
進することが確認された。血清の存在
下ではより早く増殖停止がおこること
より、現在の無血清の培養条件を改善
することにより長期培養系を確立でき

ることが期待される。現在この培地に
添加されているサイトカインは精子幹
細胞の自己複製因子(グリア細胞由来
神経性栄養因子など)が中心となって
いるが、これまでに分かっているセル
トリ細胞の増殖促進因子となる候補サ
イトカイン、ホルモン（例えば FSH や
BMP7 など）を現在の培地を基礎培地
として用いることによりセルトリ細胞
の試験管内増殖を促進する。 

2) cDNA 遺伝子導入および遺伝子ノック
ダウンによるセルトリ細胞の増殖誘導 
 これまで作成されたセルトリ細胞株
は SV40,polyoma large T 抗原などが
ん遺伝子を発現させて得られたものの
みであり、生理的なセルトリ細胞の増
殖制御分子を利用したものはない。現
在では多くのノックアウトマウスの研
究からセルトリ細胞の増殖に関与する
分子が知られている。特に CDKN1B 
(p27)遺伝子はセルトリ細胞に高発現
しており、そのノックアウトマウスに
おいてはセルトリ細胞の増殖亢進が見
られ、巨大精巣の表現系を示すことが
知られている。また Id2 遺伝子につい
ては増殖期のセルトリ細胞で強発現し
ており、生後の増殖停止と共にその発
現が低下する。興味深いことに、巨大
睾丸を持つノックアウトマウスの場合
でも精子形成は正常におこることが知
られており、他個体に移植後もセルト
リ細胞に精子形成支持機能には影響を
与えないと予想される。我々の研究室
では、p27 ノックアウトマウスを既に
維持しており、実際にセルトリ細胞の
増殖を促進するか否かを現在の無血清
培養系を利用して調査を行う。 
 さらに、これらの遺伝子の cDNA お
よび shRNA をレンチウイルスによる
テトラサイクリン（Tet-on）による誘
導発現系により無血清培養しているセ
ルトリ細胞にして発現させることによ
りセルトリ細胞の増殖誘導がおこるか
否かをスクリーニングを行う。この場
合でも、生体内では遺伝子誘導がおこ
らないために増殖が停止し、通常の休
止型のセルトリ細胞に戻ることが期待
される。 

 
４．研究成果 

1)  精子幹細胞無血清培地による初
代セルトリ細胞培養系の確立  
 我々はセルトリ細胞を新生児（0-2 日
齢）および成体（6 週齢）マウスより回
収し、精子幹細胞培養用の無血清培地を
改変することで、その試験管内での増殖 
が起こることを確認した。コラゲナーゼ
およびトリプシンによる二段階酵素処理
によりセルトリ細胞を回収した後、
epidermal growth factor (EGF), FGF2, 



GDNF, FGF9 を添加した培地に懸濁し、ラ
ミニン上での培養を行うと、生体内のセ
ルトリ細胞マーカーである、Sox9, WT1, 
claudin 11, vimentinの発現も見られた。
さらに新生児に限らず成体由来のセルト
リ細胞でも Ki67 の発現が見られたこと
から細胞分裂も確認された。これらの結
果により、通常は増殖が停止したとされ
ている成体のセルトリ細胞も培養条件を
変更することで増殖できることが明らか
になった。 
 このことから、本培養条件において培
養セルトリ細胞は生体内のセルトリ細胞
に近い性質を保持しつつ増殖を行ってい
ることが予想される。そこで、この培養
条件を利用して、培養セルトリ細胞が精
子幹細胞のニッシェ機能を保持している
かどうかを検討した。c-kit チロシンキ
ナーゼ欠損により先天生不妊になってい
る WBB6F1-W/W(V)マウス（Wマウス）は内
因性の精子形成を欠損しており、ほとん
どの生殖細胞が見られない。我々はこの
W マウスからセルトリ細胞を回収し、こ
れを先に記述した条件でフィーダー細胞
として準備した。このフィーダー細胞を
mitomiycin C 処理により、細胞増殖を停
止させた上に GS 細胞を潘種し、 EGF, 
FGF2 を添加し、その細胞増殖に与える影
響を観察した。 
 興味深いことに潘種されたGS細胞はW
マウス由来の精巣フィーダー細胞の下に
潜り込んで特有の“敷石状コロニー”を
形成した。この敷石状コロニーは血液幹
細胞が骨髄細胞のフィーダーで共培養さ
れたときにも観察されることが知られ、
未分化な幹細胞に特有の現象であるとさ
れてきた。この敷石状コロニーの数は血
液幹細胞においてはその幹細胞活性と深
い相関関係があるとされている。   
 そこで、精子幹細胞においても、この
敷石状コロニーが幹細胞活性と関係があ
るかを調べるために、９６穴プレートに
て１週間から２週間後に形成されるコロ
ニー数の測定を行ったところ、精巣から
alpha6-integrin 抗体により濃縮された
精子幹細胞を用いた場合には、敷石状コ
ロニーは有意に増加することが明らかに
なった。一方、この抗体により精子幹細
胞を減少させた場合には、敷石状コロニ
ーの数は減少した。これらの実験に加え
て、我々はマイクロマニピュレーション
を用いて、もう一連の実験を行った。こ
の実験では、フィーダー下に潜り込んで
いる敷石状コロニーフィーダー上にでき
ている生殖細胞コロニーをマイクロマニ
ピュレーションで回収して、精巣フィー
ダー細胞上に再度潘種を行ったところ、
敷石状コロニー由来細胞の方がフィーダ
ー上細胞よりも有意に敷石状コロニーを
形成することが分かった。これらの結果

は、敷石状コロニー形成は精子幹細胞機
能をアッセイする簡便かつ定量的方法で
あることが分かった。 
 この敷石状コロニー形成能は CXCR4 も
しくは Ret の抑制により消失することか
ら、CXCL12 および GDNF がその形成に関
与することが予想された。実際にこれら
の分子機能を生体内のセルトリ細胞で抑
制すると、精子幹細胞のコロニー形成が
減少したことから、幹細胞がニッシェへ
と移動するのに、これらの分子が必要で
あることが予想される。 
 敷石状コロニーは５ヶ月以上にわたり
保持され、長期培養された細胞を W マウ
スの精巣に移植したところ、正常な精子
形成を再開することが確認された。また
この移植によりできた精子を顕微授精法
により卵子にマイクロインジェクション
すると、正常な産仔を得ることができた。
これらの結果は、敷石状コロニーとして
保持された精子幹細胞は機能的に正常な
ものであることを示す。 

3) cDNA 遺伝子導入および遺伝子ノック
ダウンによるセルトリ細胞の増殖誘導 
 本実験においては、生体から回収され
たセルトリ細胞へ上記の無血清培地を用
いて SV40 large T 抗原および small T
抗原をレンチウイルスベクターを用いて
導入を行った。遺伝子導入効率は極めて
高く、外来遺伝子の発現は確認された。
この遺伝子導入と共に細胞の形態が変化
し、形質転換が起こることが分かった。
この方法を用いて我々は１０ラインの細
胞株を得ることができた。 
 一方で p27 ノックアウトマウスからは
無血清培地を用いてもセルトリ細胞の増
殖を誘導することができず、４−５回の継
代をおこなうと、細胞がひろがり、それ
以上は増殖を誘導することができなかっ
た。これは p27 ノックダウンを行った場
合も同様であった。これらの場合の細胞
増殖の速度や形態の変化についても野生
型細胞と殆ど違いが見られなかった。 
 また、ラットにおいては Id2 遺伝子を
導入すると、セルトリ細胞を長期に培養
できると報告されているが、我々も同様
に Id2 遺伝子をマウスおよびラットセル
トリ細胞に導入を行ってみたが、p27 ノ
ックアウトマウスを用いた場合と同様に、
特にセルトリ細胞の増殖誘導を確認する
ことが出来なかった。 
 最終的にこれらの手法により樹立でき
たセルトリ細胞株を用いて GS 細胞との
共培養を行ったが、いずれもその増殖を
維持するものは見当たらなかった。 
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