
緒 言

テストステロンは，精巣間質組織に存在する Leydig

細胞でコレステロールを原料として合成され，二次性徴
の発達，筋肉の増強，骨密度の維持など，多くの生理的
プロセスに寄与している．テストステロンは，精巣間質
組織に存在する Leydig細胞でコレステロールを原料と
して合成される．テストステロン合成の律速段階は，コ
レステロール輸送タンパク質 steroidogenic acute regu-

latory protein（StAR）を介するミトコンドリア内膜へ
のコレステロールの取り込みである．StARの遺伝子発
現は下垂体から分泌される Luteinizing hormone（LH）
によって調節される．精巣は体温よりも低い温度で最適
に機能する臓器であり，入浴やサウナ浴等による外部環
境からの熱ストレスを受けやすい臓器である．熱ストレ
スは造精機能に影響を与えるのみならず，テストステロ
ン合成過程にも影響が及ぶことが知られている．ステロ
イド合成過程においては，StARの合成障害を引き起こ
し，テストステロン合成を低下させることが報告されて
いる1，2）．テストステロンを安定して合成するために熱ス
トレス応答機構が必要と考えられるが，ステロイド産生
細胞における熱ストレス応答機構に関する報告は少な
い．以上のことから，われわれは Leydig細胞の熱スト
レス応答機構に着目して研究を開始した．
熱ストレス応答は，生物が高温環境に晒された際に発

現する細胞レベルでの防御機構である．熱ストレス応答
は，生物が熱ストレスに適応し生存を確保する上で不可
欠な要素である．熱ストレス応答によって，細胞は熱
ショックタンパク質を自ら作り出し，タンパク質の損傷
を修復し，細胞内の恒常性を維持している．その中心的
な役割を，熱ショック応答因子1（heat shock transcrip-

tion factor1；HSF1）が担っている3）．われわれは，Ley-

dig細胞の熱ストレス応答機構を解明するために HSF1
とステロイド合成の関連を調べた．HSF1ノックアウト
マウスを用いて，停留精巣による熱ストレス下でのテス
トステロン合成への影響を分析した4）．また HSF1をノッ
クアウトした Leydig細胞株（MA―10）を用いて細胞レ
ベルでの機能解析を行った．

停留精巣モデルを用いたテストステロン産生におけ
るHSF1の役割

H.E.染色により，停留精巣モデルマウスの Leydig細
胞と精子形成細胞の形態変化を評価した．それぞれのコ
ントロールと比較して，wild type（WT）マウスと HSF1
ノックアウト（KO）マウスの精子形成細胞は減少傾向
となった．HSF1KOマウスではWTマウスと比較して
精子形成細胞の減少がさらに進み，精子形成がより早期
に抑制された．これらの形態変化は，停留精巣モデルが
精巣組織に慢性的な熱ストレスを誘発し，精子形成に影
響を与えたことを示している．その一方で，WTマウス
と HSF1KOマウスの Leydig細胞を比較したところ，細
胞数は減少せず，個々の細胞形態変化は認められなかっ
た． Leydig細胞のステロイド産生能を評価するために，
ELISA法を用いて血清テストステロン値を測定した（図
1A）．テストステロンの測定を行う3時間前にマウス
に hCGを投与し，テストステロン産生を誘導した．WT

マウスと HSF1KOマウスの基礎テストステロン値に有
意差は認められなかった．停留精巣モデルにおいては，
HSF1KOマウスの血清テストステロン値のみが有意に
減少した．これらの結果から，HSF1を欠損した Leydig

細胞は熱ストレス条件下でステロイド合成能を維持でき
ないことが示された．
停留精巣モデルマウスのステロイド合成酵素の発現変

化を，Western blotting法を用いて解析した．コレステ
ロール輸送タンパク質である StARの発現量が著明に変
化した（図1B）．停留精巣モデルを作成して1週間後
には，WTマウスおよび HSF1KOマウスの StARはコン
トロール群に比べて有意に低下した．2週間を経て比較
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すると，WTマウスと HSF1KOマウスの StARの発現量
に差があり，WTマウスの StAR合成はコントロール群
と同等まで改善するが，HSF1KOマウスの StARは継続
的に減少し続け，コントロール群の10％まで低下した．
非ストレス下においては，WTマウスと HSF1KOマウ
ス間で StARの基礎発現量は同等であり，非ストレス下
での StARの安定性に HSF1は必須ではなかった．熱ス
トレスモデルによって StARの転写が抑制されているか
を確認するために，リアルタイム PCR法を用いて
mRNAを評価した．WTマウスと HSF1KOマウスの
StAR mRNAは1週間でコントロールに比べて約40％減
少したが，停留精巣モデル作成2週間後には正常化して
いた．これらの結果から，停留精巣による転写への影響
は限定的であり，HSF1KOマウスでは StARの翻訳過程
または翻訳後修飾が阻害されていることを示している．
他のステロイド生成酵素をWTと HSF1KOマウスで比
較したが，CYP11A1，3β―HSD，CYP17A1，17β―HSD

の発現に変化は認められなかった．
オイルレッド O染色を用いて，Leydig細胞のコレス

テロール滴を可視化し，細胞内のコレステロール含有量
を比較検討した（図1C）．コントロールでは，WTマ
ウスと HSF1KOマウス間で脂質滴の含有量に差は認め
られなかった．HSF1KOマウスは，熱ストレス下にお
いて細胞質内のコレステロール含有量が有意に増加して

いた．HSF1KOマウスで観察されたコレステロールの
過剰な蓄積は，慢性熱ストレス条件下における StARの
合成異常によるコレステロール輸送障害が原因となり引
き起こされたことを示唆する結果であった．

MA―10細胞を用いたステロイド産生と熱ショックタ
ンパク質の発現解析

MA―10細胞は，マウスの精巣から樹立された Leydig

細胞株であり，ステロイド合成能を有する細胞である．
MA―10細胞は，StARを介するコレステロール輸送能を
有しており，その最終産物はプロゲステロンとされる．
CRISPR/Cas9法を用いて，マウス HSF1遺伝子を欠損
させた細胞を作成し，2個のクローンを獲得した．細胞
を42度に加温した温浴槽内で1時間加温し，6―12時間
のリカバリー期間を設けたのち，細胞と培養液を回収し
た．細胞と培養液を回収する3時間前に1mM cAMP

を添加した．Western Blotting法を用いて StAR，CYP

11A1および3β―HSDの発現を確認し，ELISA法を用い
て培養液中のプロゲステロン濃度を測定した．WT細胞
および HSF1KO細胞におけるプロゲステロン合成量を
比較した（図2A）．非ストレス条件下では，WT細胞と
HSF1KO細胞のプロゲステロン合成量に差は認められ
なかったが，熱ストレスを加えた後に比較したところ，

図1 停留精巣モデルにおけるStAR の発現変化
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WT細胞に比べて HSF1KO細胞（クローン1）と HSF1
KO細胞（クローン2）のプロゲステロン合成量は有意
に減少した（図2A）．WT細胞および HSF1KO細胞に
おける StARの基礎発現量は同等であった．HSF1KO細
胞における StARの発現量は，熱ストレスを加えること
によりWT細胞と比較して有意に減少した（図2B）．
リカバリー時間を設けて StARの発現を比較したとこ
ろ，WT細胞においては，StARの発現量は6時間後か
ら改善され，12時間後にはコントロールと同じレベルに
達した．一方，HSF1KO細胞の StARの発現は12時間ま
で改善されず，WT細胞よりも有意に低かった．StAR

のmRNAは，熱ストレス処理直後にWT細胞および
HSF1KO細胞で低下し，6時間以降はいずれの細胞も
コントロールレベルに改善した．これらの結果は，HSF

1KOマウスを用いた解析と同様の結果であった．これ
らの結果は，HSF1欠損による StARの合成障害がステ
ロイド合成に関連し，熱ストレス応答とステロイド合成
の関与を示唆する結果である．
続いて，WT細胞と HSF1KO細胞の熱ショックタン

パク質（heat shock protein ; HSP）の発現量を比較し
た．本研究では，HSP110，HSP70，mitochondria HSP

70，HSP60，HSP25を検討対象とした．いずれの熱ショッ
クタンパク質も，定常発現量は同等であった．42度の熱
ストレスを加え6時間のリカバリー時間を設けて発現変
化を確認したところ，WT細胞では HSP110，HSP70お
よび HSP25が増加した（図2C）．HSF1KO細胞におい
ては，HSP110，HSP70，HSP25の発現量は変化しなかっ

た．以上の結果から，HSP110，HSP70，HSP25と StAR

合成の関連を検討した．

HSF1はミトコンドリア膜電位障害を改善し StAR
合成を維持

ステロイド合成の初期段階においてミトコンドリアが
不可欠であり，その機能不全は StARの翻訳後調節に影
響を与えることが知られている5）．MA―10細胞における
HSF1欠損とミトコンドリア機能の関連を確認するため
に，mitochondrial membrane potential（MMP），ATP

合成，およびミトコンドリア形態異常を評価した．MMP

と ATP合成は，42℃の熱ショック処理から12時間のリ
カバリー期間を設けて評価した．JC―1染色を用いて，
MMPの評価を行った．低MMPでは緑色蛍光を示すモ
ノマーとして存在し，高MMRでは赤色蛍光を示すポ
リマーとして存在するため，赤／緑の蛍光強度比の減少
はMMPの低下を示す．熱ストレス条件下において，HSF

1KO細胞はWT細胞に比べてMMPが有意に減少して
いた（図3A）．また，熱ストレスは HSF1KO細胞の ATP

合成を減少させた（図3B）．これらの結果は，HSF1を
欠損させるとMA―10細胞のミトコンドリア機能障害が
誘発されることを示している．MitoBright LT Red染色
を用いてミトコンドリアの形態を確認した．非ストレス
条件下において，WT細胞と HSF1KO細胞のミトコン
ドリアは線維状であったのに対し，熱ストレス条件下で
は HSF1KO細胞において断片化したミトコンドリアの

図2 MA―10細胞におけるStAR と熱ショックタンパク質の変化
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数が増加していた（図3C）．
ミトコンドリア膜電位障害を誘発するため，carbonyl

cyanide3―chlorophenylhydrazone（CCCP）を添加した
培養液で細胞を3時間培養し，12時間のリカバリー時間
を設けて細胞を回収した．CCCP添加により，いずれの
細胞も JC1染色でMMP低下が確認された．12時間の
リカバリー時間を設けてMMPを比較したところ，WT

細胞ではMMPは正常化していたが，HSF1KO細胞で
はWTと比べて優位にMMPが低下していた．以上の
ことから，HSF1はミトコンドリア膜電位の安定化に関
与することが示された．CCCP添加後に熱ショックタン
パク質の変化を調べたところ，HSP25が強く誘導されて
いた．以上の結果から，MA―10細胞のミトコンドリア
膜電位の安定化に HSP25が主に関与することが示唆さ
れた．

HSP25の StAR合成への関与

熱ストレスに対して HSP25がミトコンドリア膜電位
を安定化させるか確認するため，HSP25に対する siRNA

を使用してMA―10細胞の HSP25をノックダウンした．

HSP25KD細胞では，熱ストレスを加えても HSP25の発
現量は増加せず，HSP25の発現量は HSF1KO細胞と同
様であった．HSP25KD細胞における StARの合成は熱
ストレスによって減少した（図4A）．また熱ストレス
を受けた HSP25KD細胞におけるMMPおよび ATPレ
ベルも，HSF1KO細胞と同様に減少していた．続いて，
HSF1KO細胞にマウス HSP25を遺伝子導入して，HSP

25を過剰発現させた細胞を作成した．HSP25を過剰発現
させた細胞では，HSF1KO細胞と比較して，熱ストレ
スを加えた6時間後からの StAR発現量が増加した（図
4B）．これらの結果は，MA―10細胞において熱ストレ
ス条件下でのミトコンドリア機能の安定化および StAR

合成の維持に HSP25が重要な役割を担うことを示して
いる．

まとめ

HSF1が熱ストレスからミトコンドリア機能を保護
し，ミトコンドリア膜電位を安定化させることにより
StAR合成を補助することが示された．またその中心的
な役割を HSP25が担っていた（図4C）．これはステロ

図3 MA―10細胞の熱ストレスによるミトコンドリア機能異常
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イド産生細胞における HSF1および HSP25を介した熱
ストレス応答のメカニズムを解明する新しい知見であ
る．ミトコンドリアの形態変化は，熱ストレスがミトコ
ンドリアの融合と分裂のバランスを崩すことを示してい
る．しかし，マイトファジーを含めたミトコンドリア構
造の制御における HSF1の役割はまだ不明であり，ミト
コンドリアの保護メカニズムを示すさらなる研究が必要
である．これらの知見はステロイド産生細胞における
HSF1の新しい機能を示し，ステロイド産生細胞のスト
レス応答の新しい機能を示すものである．
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図4 StAR 合成におけるHSP25の役割
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