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研究活動推進助成成果報告書：平井啓久（霊長類研究所） 

 

マカク類の季節性精子形成の機序を探る分子細胞生物学的研究 

：霊長類の精子形成におけるセルトリ細胞の動態と基盤プロセス 

 

はじめに 

 本研究は季節性繁殖戦略をとるニホンザルとアカゲザルにおける、オスの精子形成開始のメカ

ニズムを明らかにすることことを目的として開始した。精子形成に関わる研究計画は、実際には、

22 年前からスタートしたといえる。1995 年から死亡した霊長類のオス個体から精巣を採取し、

酢酸エタノール（１：１）固定液で保存することを進めてきた。今回は 1995 年から 2017 年の 22

年間で収集した 10 種 32 個体（表１）の精子形成プロセスを段階的に解析し、霊長類の精子形成

における基盤的特性を把握した。具体的には、精子形成に深く関わるセルトリ細胞に焦点をあて、

その動態と精子形成の開始と精子完成との関わりを推測した。 

 

解析方法 

 

精巣サンプルの固定と精子形成標本作製法： 

 死亡個体の精巣から一部を切り出し酢酸エタノール（１：１）に固定した。その精巣（a）か

ら精細管（b）を摘出し、精細管の直径を計測後（c）スライドグラス上で精細管を展開（d）す

る（図１）。この方法で作成した標本はセルトリ細胞を含めた精子形成における細胞分化が、細

胞群ごとに一望できることに特徴がある（図１e）。すなわち、この方法は個体や年齢ごとに各種

細胞の動態がつぶさに観察できる。 

 

セルトリ細胞と核小体形成部位の同定： 

 上記の方法で展開した細胞標本からセルトリ細胞を特定するために、本細胞と親密な関係を有

する細胞骨格タンパク質であるビメンチンの抗体を用いて免疫染色した（図２）。ビメンチンは

セルトリ細胞と強い親和性を示すことが知られており、ビメンチン抗体を用いてセルトリ細胞を

検出することが容易である。また、抗体免疫染色解析後銀染色をおこなうことで細胞内の核小体

形成部位（NOR）の動態を解析した。例えば、図２はリスザルのセルトリ細胞(a)をビメンチン抗

体で染色し(b)、セルトリ細胞を特定するとともにそのサイズをIPLabの解析ソフトで計測した。

その後セルトリ細胞の核小体形成部位(NOR)のサイズを明らかにした(c)（図２）。 

 

セルトリ細胞のサイズ変化と DNA 量の測定： 

 セルトリ細胞は年齢や種によって変化するので、そのサイズを IPLab（画像解析ソフト）で細
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胞の２次元面積（ピクセル数）として測定した（図３）。さらに、セルトリ細胞のサイズ変化の

メカニズムを検討するために、細胞ごとの核の DNA 量を IPLab の機能を使って

DAPI(4’,6-diamidino-2-phenylindole)の輝度として測定した。DNA 量の測定値を特定するため

にセルトリ細胞、精母細胞、ならびに精子細胞における DAPI 輝度値を比較解析した（図４）。こ

の測定値は細胞全体の平均輝度値として示している。 

 

結果と議論 

 

 霊長類の精子形成の基礎的研究を推進するために実験等に利用された死亡個体から精巣を収

集してきた。過去 22 年間で 13 種 38 個体の精巣を酢酸エタノール（１：１）に固定し冷凍保存

した。その固定標本から精細管を摘出し、直径を計測後、細胞を湧出させ精子形成に関わる細胞

を総合的に観察した。今回は 10 種（ニホンザル 9個体、アカゲザル 11 個体、マントヒヒ 2個体、

スラベシマカク 1個体、ボンネットザル 1個体、カニクイザル 1個体、ミドリザル 1個体、リス

ザル 1個体、コモンマーモセット 1個体、ワタボウシタマリン 3個体）32個体分のデータ（今回

は具体的データは未提示）から概要を示す。 

 測定項目は年齢、季節（月）、精細管サイズ（直径）、セルトリ細胞のサイズ、セルトリ細胞の

DNA 量、および核小体形成部位（NOR）の 6項目である。それに加えて各個体の精子形成の状況を

無精子（N）、未成熟精子（I）、および完熟精子（M）の 3段階で評価した。 

１） 精細管サイズ：種を問わず精細管の直径が 110μm 以下の個体は精子の形成がなく、110

μm〜200μm の個体は未成熟精子から成熟精子への移行帯期であり、200μm 以上の個体は完

成精子（図１e）が優位を占める状況をしめした（表１）。 

２） セルトリ細胞の特定：セルトリ細胞はビメンチン抗体で同定した。未成熟なセルトリ

細胞は核内に散在的に抗体反応が見られ（データ未発表）、成熟セルトリ細胞は核上のみなら

ず細胞質を含めた細胞全体に強い抗体反応がみられた（例えば図 2b）。 

３） 精子形成とセルトリ細胞の変化：ニホンザルとアカゲザルの個体の成熟に伴う精子形

成の変化は、５歳以下では無精子、５歳代が未成熟精子から完成精子への移行期、６歳以上

が完成精子期になることが観察された（表１）。未成熟ならびに移行期の精細管内のセルトリ

細胞はまだ未成熟状態(図 3a, b)でビメンチン抗体は核内に一部に散在的に反応していた（デ

ータ未表示）。成熟精子を形成している精細管のセルトリ細胞（図 3a’, b’）は大きく成長

していた。成熟精子を形成している個体のセルトリ細胞ば未成熟のそれとは２倍以上増大し

ていた（図 3a、 a’、b、 b’）。ビメンチン抗体の反応は強く大きくなっていた（図 2b）。 

４） 各種細胞の DNA 量の比較：セルトリ細胞、精母細胞、および精子細胞の DAPI 輝度を、

IPLab 画像解析ソフトを用いて比較測定した。DAPI 輝度は細胞全体の平均値として検出され

るが、成熟したセルトリ細胞（図 4a）は 257.02 ならびに 2777.95 を示した。一方、精子形
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成が開始するステージである精母細胞は 1010.19〜1334.15 を示し、精子完成の開始ステージ

である精子細胞は 608.84〜671.3 を示した。精母細胞（図４a）は二倍体染色体（2n）からな

る太糸期であり、精子細胞（図 4b）は減数分裂後に形成された一倍体染色体（n）を持つ。

すなわち、前者と後者の細胞における DNA 量は２倍異なることになるが、測定した DAPI 輝度

はほぼその相違と一致しており、DNA 量の相違を反映していることになる。したがって、セ

ルトリ細胞（図 4a）は精子形成が進むにつれてサイズは増大しているが、DNA 量は増加して

いない。 

５） 核小体形成部位（NOR）の変化：精子形成の進行にともなうセルトリ細胞の NOR（図 3

の細胞内に観察される円形の黒い部位）の大きさをピクセル数として測定したところ（具体

的数値は未提示）、平均ピクセル数が 103 以下の個体は無精子期〜未成熟精子期であり、そ

れ以上 364 までは完成精子期を持つ個体であった。 

 

 以上のことを簡略的にまとめると、セリトリ細胞は個体の成長に伴ってサイズが増大し、

それに並行してビメンチンの発現が強くなることが明らかになった。また、セリトリ細胞の

増大に伴って細胞内の NOR も増大した。すなわち rRNA の発現増加が示された。加えてセルト

リ細胞の動態は種によってまた繁殖期によって異なることも観察されており、精子形成の進

化的機序ならびに季節性機序の解析にとっても重要な示唆となる。これらのセリトリ細胞／

ビメンチン／NOR の動態は精子形成の開始と、その後の精子完成に深く関わっていることが

推測される。これらの示唆的データを基に、今後より詳細な細胞生理生化学的解析を進める

ことで、精子形成のスイッチイングの糸口を見つけられることが期待される。これは個体成

熟に伴う精子形成や季節性繁殖に関わる精子形成のメカニズムの解明における基礎的情報と

しても重要であろう。さらに iPS 細胞から精子形成を誘導する機序の探索においても優れた

基盤的知見となるに違いない。 
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表１. 精巣を採取した個体の情報（個体名、期日、年齢） 

 

 

 

図１.精子形成の標本作製法。a) 精巣。b) 精細管。c) 精細管の計測。d) 細胞の展開法。e) 作

製した精子形成の各種細胞。白スケールは 10μm。黒スケールは 20μm。 
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図 2. セルトリ細胞のビメンチン抗体免疫染色と銀染色の解析。a) 核を染めた DAPI 染色。b) ウ

サギで作製したビメンチン抗体を FITC で検出したもの。c) 硝酸銀で検出した銀染色像。NOR、

核小体形成部位。スケールは 10μm。 

 

 

図３. 年齢や種によるセルトリ細胞の相違 

 

 

図４. 細胞の DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)輝度の測定。数値は IPLab（画像解析ソ

フト）の細胞全体の平均値として提示される。 


