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【目 的】 セ ル ト リ 細胞 は 精細管内 で 唯
一生 殖細 胞 と直接接

触 し て い る 細胞 で あ り、精細胞 の 分化 は 幹細胞 で あ る精原

細胞 とセ ル ト リ細胞 間の 相 互 作用 の 上 に 成 り立 つ と考 え ら

れ て い る。し か しな が ら、セ ル ト リ細胞 と精原細胞 の 相互

作用 を 介 した 精細胞分化機構 につ い て は い まだ 不 明 で あ る。

今回、成 熟 マ ウ ス 精巣由 来 の 新奇 セ ル ト リ細胞株 A31C4 （第

38回 日本 発 生 生 物学 会） を 用 い て 、精細胞 との 共 培養 に よ

り、精 細 胞 分 化 に 対 す る セ ル ト リ 細 胞 の 役 割 を 明 ら か に す

る こ と を 本 研究 の 目的 と し た 。

【方法】生 後 5 〜 6 日齢 の マ ウ ス 精 巣 よ り 白膜 を 除 去 し た 後、

hyaluronidase，　collagenase 　IV 処 理 に よ り精細管 よ り細胞 を分

離、そ の 後 DNaseI 処 理 で 細胞 を 分散 さ せ た 後、　 A31C4 株

feeder　layer上 で 共培養を行 っ た。ま た 、　 A31C4 株 と精細胞

の 非接触培養 に は 、cell　eulture 　insertを 用 い て 共培養 を行 っ

た。一
定期 間 培養後、共 培養 した 細胞 を 回 収 し、光学顕微

鏡 及 び 透 過 型電子 顕 微鏡 を 用 い て 、精細胞 の 分化 段 階 の 検

討 を 行 っ た 。 さ ら に、精細胞 に BrdU を 取 り込 ま せ 、細胞

の 追 跡 を 行 っ た 。

【結果 】未分 化 な精 原 細 胞 は、A31C4 株 と の 共 培 養 に よ り、

培養 開 始 2 〜3 日後 に は 細 胞 間 橋 を 形 成 し 増 殖 を は じめ 、7
〜 10 日後 に は 精母 細胞 に 分化 し、2 〜3 週間後 に は 円形精

子細胞 に 分化す る こ と が 明 ら か と な っ た 。A31C4 株 と の 非

接触共培養を行 っ た 時 に は 、精原細胞 は 1 回 分裂 し、最大

2 細胞 間 の 細胞間橋を形成 し た が、そ れ以上 の 分裂及 び 分

化 は 認め ら れ な か っ た 。

【考察】細胞間橋 の 形成 及 び 維持 に は、セ ル ト リ細胞 と の 接

触 が 重 要 で あ る こ と、未 分 化 精 原 細 胞 か ら 円形 精子 へ の 分

化誘導に セ ル ト リ細胞 の 必 要性 が 示 唆 され た 。

　脂 質 エ ス テ ル の コ ア と燐脂 質
一

重膜か ら成 る脂肪滴 （LD ）

は 細 胞質 に 存在 し，肝細 胞 ER 内腔 で は LD 由 来 脂 質成 分

が MTP 活性 に よ り ApoB と結合 し て VLDL 合 成 が 行 わ れ

る．肝癌 由来細胞株 Huh7 で は ApoB を 含 む ER の 亜 領域 が

LD に 密着 し た 構造 （ApoB −crescent ） が 観 られ る （Ohsaki

et　aL ，　MBC 　17，2674，2006 ；　JCS　121，2415，2008）．同構造

は プ ロ テ ア ソ ーム ／オ ート フ ァ ジ ー阻 害 な ど で 増加 し，…

方 MTP 隘 害 剤 処 理 に よ り減 少 した 事 か ら，脂 質付加 さ れ た

ApoB が ER に 貯 留 す る こ とに よ り形 成 され る と考 え られ る．

　我 々 は ApoB −crescent が BFA 　5　 pg ／ml ，12時 間 処 理 で 顕著

に 増 加 し，電 顕的 に は 大 ぎ く広 が っ た ER 内腔 に 存在 す る

LD が 出現す る こ とを 見出 し た ，　 Arf1 （T31N ）変異 体 発 現 で

も ApoB −crescent は 増 加 し た こ と か ら，こ れ ら ex　Arfi 依存

性 の 小胞輸送 が 障害 され た た め に 生 じ た 結果 と考 え られ た ．
．一一

方 ，
ご く低濃度 （O．1pg ！ml ），短時間 （15 分） の BFA 処

理 に よ っ て も ApoB ・crescent の 増加 が 認 め ら れ，逆 に BFA

の ADP リ ボ シ ル 化 作 用 を 阻 害す る薬剤 （MIBG ，
ク マ リマ

イ シ ン ，NAM ） 処 理 に よ っ て ApoB −crescenl 形 成 が 抑 制 さ

れ た ．比 較的 低 濃 度 （10−25pM ） の MIBG 処 理 で は ト ラ ン

ス フ ェ リ ン ，ア ル ブ ミ ン ，α 1−Ar の 分 泌 は 保 た れ た が ApoB

分泌 は 顕著 に 抑制 さ れ た． こ れ ら の 結果 は ApoB 分 泌 経 路

を 特異的 に 制御す る 機構 が あ り，し か もそ の 機構 が LD と

関連す る 可 能性 を 示唆 し た ．MIBG の 分子的 な 作用機序 に

っ い て 検討中で あ る．
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