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Summary: With a colloidal gold-labeled androgen (5α-dihydrotestosterone)， the 

androgen receptor was specifically identified in the nuc1eus of Sertoli cel1 in the canine 

testis by doublely stained post-embedding method in an electron microscopic study. 

The binding of dihydrotestosterone to the androgen receptor was partially blocked by 

pre-staining with testosterone. The androgen receptor was confirmed to localize at diffused 

chromatin only and nuc1eolus， condensed chromatin， interchromatin granules， peri-

chromatin granules and nuc1ear sap were scarcely stained. 
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緒 言
る.このDihydrotestosteron巴ータンパク質複合体のゲル

i慮過およびイオン交換セノレロースでの物理化学的性状は

精巣での精子形成にはアンドロゲγが重要な働きをし これまでに報告されているアンドロゲンレセプターの性

ている.このアンドロゲンは精巣の間質にある Leydig 状と一致しておりベ核内で、の遺伝子発現に関わってい

細胞が脳下垂体から分泌されるゴナドトロピン(主に るホノレモンはdihydrotestosteroneが有力視されてい

LH)の指令によりコレステローノレなどから合成，分泌さ る.このDihydrotestost巴roneのアンドロゲンレセプタ

れ1)，精細管内に入り精子形成に働いていると考えられ ーへの特異的結合を利用すれば，組織内のレセプターを

ている.精細管内に占める全細胞核内に存在するアンド 検出することが可能である.当該教室ではこれまでに

ロゲンを調べると Testosterone(63%)，5a-Dihydrotes- 種々の低分子リカ守ンドにコロイド金標識してレセプター

tosterone (14%)， Androstanediols (23%)であり，し の検出を電子顕微鏡学的に検討してきた.宮高 (1983)5)

かも Testost巴roneとDihydrotestosteroneの核内での がインシュリン BSA-Goldでインシュリンレセプタ一

存在形態は， Testosteroneは種々の核タンパク質と結合 を，牧浦(1985)6)がトリヨードチロニン (T3)-BSA-

しているが， Dihydrotestosteroneはゲノレ源過で、は一本 Goldでチロキシンレセプターを，またBeppu(1989)7)が

のピーク，イオン交換セノレロースでは二本のピ-:;で表 コロイド金標識したエストロゲγやプロゲステロンでそ

されるタンパグ質に結合していることがBooth れぞれのセレセプターの細胞内局在について検討を行

(1975)2)， Wright et al. (1979)3)らにより報告されてい い，これらのコロイド金法が有用であることを示してき
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た.今回，この方法を用いてコロイド金標識dihydrotes- ド金粒子径を揃えた.GPNTを含む10-30%のlinear

tosteroneとtestosteroneで成犬の精細管内のアンドロ glycerin d巴nsitygradientにこの沈査を重層し， 目立

ゲンレセプターの細胞内の局在について，電子顕微鏡学 RP40Tローターで 14，000rpm，4'C， 30分間遠心した.

的に検索した結果を報告する. 当該バンドを集め， 4'Cに使用時まで保存した.511'ー

方法と材料

材料

精巣は当院に来院した外見的に正常と思われる雑種の

成犬(雄2歳〉の去勢手術により得た.Testosterone 17β 

hemisuccinate-BSA， 511'-dihydrotestosterone 17β-

hemisuccinate-BSAはMakorChemical Co_より購入

した.LR White resin (medium grade)はLondon

Chemical Coより購入した.その他の試薬類は試薬特級

および電子顕微鏡用試薬を使用した.

方法

(1) 精巣の固定と包埋

去勢手術により摘出した精巣を直ちに氷冷した 2_5%

glutaraldehyde-0.1Mリン酸緩衝液中で1-2mm'に細

切りし， 4'Cで2時間固定した.固定後， 0.25M Sucrose 

で一昼夜洗浄し，上昇アノレコーノレシリーズで脱水後，

Quetol812エボシ樹脂およびLRWhiteに包埋し，加熱

重合した.超薄切片はNickelgrid (200-300mesh)にの

せ，使用時まで4'Cに保存した.

(2) コロイド金標識リガンドの作成

(a) 金コロイドの作成

17nmおよび5nmコロイド金はSlot and Geuse 

(1985)ら8)の方法により作製した.17nmコロイド金は

48mlの0.01%HAuCI4-4H20を60'Cに温め， 1%クエン

酸ナトリウム 2mlを加え，ワインレッド色になるまで加

温し，さらにコロイド金を安定化させるために5分間煮

沸した.5nmコロイド金の作製は1%クエン酸ナトリウ

ムを加える際に， 1%タンニン酸を 0.5ml，25mM炭酸カ

リウムを 0.5mlを加えて 17nmコロイド金の場合と同様

に作成した.

(b) コロイド金標識リガンドの作成

アンドロゲン結合BSAのコロイド金標識の方法は

Roth(198)ら9)の方法で、行った 0.05mgのtestosterone

-BSAをO.lmlの再蒸留水に溶かし， pH未調製の金コ

ロイド溶液(pH5.3)10mlに加えてよく混ぜた後， O.l5ml 

の5%polyethylen巴glycolを加え，標識したコロイド金

溶液を安定化させた.この液を 5%glycerin，0.05%poly同

ethylene glycol， 0.02%NaN" O.Ol%Triton X -100 

(GPNT)に重層し， 目立PRS65Tローターで17nmは

24，000rpm， 5nmは27，000rpmで4'C， 30分間遠心した.

得られた沈査をSlotand G巴use(1985)8)の方法でコロイ

dihydrotestosteroneの標識も同様に行った.

(3) Postembedding法による染色

(a) 一重染色法

犬の精巣の超薄切片を 0.05%Triton X -100-phos同

phate buffered saline (pH7.4) (TBS)で3TC，10分

間，前処理した後，適宜にTBS溶液で希釈したそれぞれ

の17nmコロイド金標識ステロイドホノレモンで3TC，30 

分間湿籍中で反応させた.反応後0.05%Tw巴叩20-phos-

phate buffered saline (pH7.4) (TWBS)で室温下， 3 

-6時間洗浄を行った.さらに蒸留水で、洗浄後，酢酸ウラ

ニーノレ，レイノノレド液で染色し，透過型電子顕微鏡

(JEOL 1200EX)で観察した.

(b) 二重染色法

17nmコロイド金標識511'-dihydrotestosteroneと

5nmコロイド金標識testosteroneによる同一表面上で

の染色を行った.TBSで前処理後， TBSで希釈したコロ

イド金標識dihydrotestosteroneで3TC，30分間湿箱中

で反応させた.反応後， TBSで5分間3回洗浄後， TBS 

で希釈したコロザド金標識testosteroneを同一表面で

3TC， 30分間反応させた後， TWBSで3-6時間洗浄を

行い，前記と同様にカウンター染色して電顕観察した(D

T assay). また逆の二重染色 (T-Dassay)も同様に

行った.

(4) 金粒子の数と面積測定

細胞内での核と細胞質の金粒子の数はそれぞれコロニ

ーカウンターで数えた.核と細胞質の面積はライツ半自

動画像解析装置 (Leitz-A.S.M.)で測定した.

結果と考案

コロイド金標識ステロイドホノレモンの作成はステロイ

ドホノレモンそれ自体が水に不溶なのでコロイド金標識す

ることはできない.そこでこれを可溶化するためと，ま

たコロイド金と結合させるために，ステロイドホノレモン

をキャリャーであるタンパグ質と結合させる必要があ

る.その方法と物理化学的な性状に関してはDean

(1971)10)らが報告している.しかしこのステロイドホノレ

モン BSA結合物は現在数社より市販されており，この

市販されたものを今回使用してコロイド金標識を行っ

た. コロイド金の作成はSlot& Geuze (1985)8)の方法
で17nmと5nmの2種類を作成し，標識はRoth(1978)9)

らの方法で行った.この概要を Fig.lに示した.さらに
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標識したコロイド金粒子径を揃えるためにグリセリン密

度勾配遠心した.この作成したコロイド金標識ステロイ

ドホルモγが組織中のホノレモンレセプターに対して特異

的結合活性があるかどうかを検索するために17nmコロ

イド金標識テストステロン(TBG)，およびジハイドロテ

ストステロン(DHTBG)を連続希釈して，犬の精巣の精

細管をそれぞれ染色した.精細管内のセノレトリ細胞で得

た結果をTable1に示した.今回作成したものを各々20

-80倍希釈した時，細胞中の核内にある金粒子数の単位

面積当りの比 CN/N+C)はTBGでは60倍希釈のもの

が最も良く， DHTBGでは40倍希釈のものが最も良か

った.またこの希釈率の場合に両者ともに核に75%以上

の金粒子が観察されたが，他の希釈率でも 63-69%でコ

ロイド金標識ア γ ドロゲンがいずれの希釈率の場合も核

に特異的に結合していることを示したことからアンドロ

ゲγをコロイド金標識してもなおこの結合活性は保持し

ていると考えられる.

Fig.2は同一切片上で異なる粒子サイズのコロイド金

で標識したテストステロγ(5nmTBG)，とジヒデロテ

ストステロン(l7nmDHTBG)で二重染色し，セノレトリ

細胞内の核と細胞質でのジヒドロテストステロンによる

金粒子の単位面積当りの数のみをグラフにした結果であ

る.T-D assayはTBGで最初に染色し，同一表面上で

DHTBGで後染色した場合を示し， D-T assayはその逆

∞日ρID.此叩LD1AB乱I郎 toANOO!∞凹旧制O阻

0.05 n巴ofthe conjugate was dissolved in 0.05 m1 of D.ι.w. 

mixing 

0-8-叩2佃23.阻・国A

O 

conjugate:5<<-Androstan-17P-ol-3-one h阻む
succinate:BSA 

10 m1 ofcolloida1 gold solution prepared by Slot & Geuze(1985) 

after 2-3 min， addition of 0.15 ml of 5 % polyethyle皿 glycol俄20，000)

centrifugation at 24，000-27，000 r伊Ifor 30 min at 2・c

十h0.5 ml of 5 %戸 Z 附 ω01% 副

寸z…
uniformly sized colloidal gold labeled a叩ndro喝ge凹nh加o悶 p鴎

Fig. 1. The labeling profi1e of the dihydrotestosterone: BSA with the 
colloidal gold. 
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chromatin領域へ結合を示し，核小体， interchromtin 

granules， perichromatin granulesや，ここでは示して

いないがcondensedchromatinへの結合はほとんど見

られなかった.アンドロゲンレセプターの細胞内の存在
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である.いずれの場合も TBGは過剰の 20倍希釈を用

い， DHTBGは40倍希釈を用いた.T-D assayでの核

内の DHTBGの金粒子の数は1.20:t0.15，D-T assayで

の核内の DHTBGの金粒子の数は4.09:t0.16でT-D

assayではジヒドロテストステロンの結合物の大部分へ

テストステロンで、マスクされていることが示された.逆

にジヒドロテストステロンで最初に染色した場合を T-

D assayの場合と DHTBGの金粒子数を比較するとや

く3.4倍近い値を示し，ジヒドロテストステロ γが特異

的にある特定のタンパク質へ結合することを示した.金

粒子数でTable1で示した結果とも一致することが示

された.しかし T-Dassayでは約三分のーのジヒドロテ

ストステロン結合タンパク質はマスクされていないこと

を示しているが，これは両者の assayの反応時間と反応

温度が同一条件であることから，テストステロンとジヒ

ドロテストステロンの親和定数の違いによる結果と考え

られる11) 一方，細胞質中の Dの金粒子の数はT-D

assayでは 0.34:t0.06，D-T assayではl.38:t0.13であ

り， Table 1で示した結果とも一致し，細胞質中にも細

胞全体の約2割のレセプターが存在しており，新合成の

レセプターが認識されているのかもしれない.この二重

染色の結果はWrightand Franken (1979)3)の報告に述

べられているようなジヒドロテストステロン特異的結合

物が核内にあることを示した結果と一致し， これがアン

ドロゲンレセプターと考えられ，今回のコロイド金標識

ジヒドロテストステロンがこれを認識していると考えら

田奥(628) 

(N) (C) 

T-D assay 

Fig. 2. The density of the dihydrotestost巴rone
gold partic1es in a nuc1巴usof a Sertoli cell 
of a canine testis by doublely stain巴dpos. 
tembedding method. T.D and D-T assays 

were described in materials and methods. 

れる.

次に，このアンドロゲンレセプターの精細管内の各細

胞内局在についてセノレトリ細胞で見ると， Fig.3に示す

ようにジヒドロテストステロンは核内の diffused

Tabl巴l.D巴nsityof the gold partic1es in a Sertoli cell 

TBG 

x20 

x40 

x60 

x80 

N/N+C 

6.77士0.11

7.23:t0.26 

7.72+0.32 

7.02土0.25

CYTOPLASM(C) 

8.64:t0目36

4目09士0.45

2.80+0.53 

2.50士0.29

NUCLEI(N) 

18.16:t0.62 

10.65士O目57

8.92土0.39

5.78+0.29 

、JノD
 
〔

6.72土0.09

7.50士0.21

6.96土0.10

7.00:t0.32 

8.52士0.51

2.02+0..15 

1.74:t0.07 

1.78土0.22

17.48士1.05

6.12:t0.39 

3.98:t0.03 
4.13士0.22

x20 

x40 

x60 

x80 

DHTBG 

TBG is an assay by the colloidal gold labeled testosterone and DHTBG is an 

assay by the colloidal gold labeled dihydrotestosterone. (D) is a ratio of the 

dilution of each steroid labeled with colloidal gold. (mean:tS目E)
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Fig. 3. The dihydrotestosterone gold (arrowhead) was 
stain巴din a Sertoli cell of canin巴testis.Nuleolus(NO)， 
cytoplasm(Cyt) and basement membrane(BM) 

形態には非活性型と活性型の 2種類あり 12)，これらが核

内でどのような分布をしているかは不明であったが，活

性型も非活性型のセレプターも diffusedchromatin上

にあるとの結果を我々の最近の実験結果が示している

が1叫 4)，今回，得らわした結果はコロイド金標識したジヒド

ロテストステロンがこの両者を認識しているのか，或は

非活性型のレセプターのみを認識しているのかは不明で、

ある.

結 語

bovine serum albuminに結合させたアンドロゲンを

コロイド金標識する方法でも精巣組織内のアンドロゲン

レセプターを検出し，これが細胞核内に特異的に存在す

ることを電子顕微鏡による組織学的研究で示した.

この論文の一部は第64回日本解剖学会近畿地方会

(1988年，関西医大〉にて発表した.
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