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서   론

호르몬들에 의한 정자발생의 조절은 Sertoli 세포를 통하

여 일어나며, Sertoli 세포는 생식세포의 발생에 필요한 물질

들을 공급하고 생식세포(germ cell)를 지지해 주기 때문에 

백서 일차배양 Sertoli 세포에서 테스토스테론에 의한
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ABSTRACT

  Background: We wanted to identify the presence of  the estrogen receptor (ER) α in Sertoli cells and gain 

insight on the regulation of the ERα gene expression by testosterone in Sertoli cells. The transcriptional 

regulation of the ERα gene was investigated in primary Sertoli cell cultures by in situ hybridization and reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

  Methods: Primary Sertoli cell culture was performed. The expression levels of ERα and ERβ mRNA in 

Sertoli cells were detected by Northern blot, RT-PCR, immunocytochemistry and in situ hybridization.

  Results: The ovary, testis and epididymis showed a moderate to high expression of ERα while the prostate, 

ovary and LNCap cells showed the ERβ expression. ERα mRNA and protein were detected in the germ cells 

and Sertoli cells by in situ hybridization and immunocytochemistry. The level of ERα mRNA was gradually 

decreased in a time-dependent manner after testosterone treatment, and the changes of ERα mRNA were 

dependent on the concentration of testosterone. Androgen binding protein and testosterone-repressive prostate 

message-2 (TRPM-2) mRNA were reduced at 24 hour by estradiol, while the transferrin mRNA was not 

affected. ERα mRNA was strongly detectable in the testes of 7 days-old-rats, but it was gradually decreased 

from 14 to 21 days of age. The primary Sertoli cells also showed the same pattern. The ERα gene expression 

was also regulated by testosterone in the Sertoli cells prepared from the 14- and 21-day old rats. 

  Conclusions: These results suggest that ER α is transcriptionally regulated by testosterone and it may play 

some role in the Sertoli cells. (J Kor Soc Endocrinol 21:106~115, 2006)
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Sertoli 세포의 기능과 분화가 정자발생(spermatogenesis)과 

밀접히 관련되어 있다고 알려져 있다[1]. Sertoli 세포의 분

화에 필수적인 호르몬들로는 펩티드 호르몬인 난포자극호르

몬(follicle stimulating hormone, FSH)과 steroid hormone인 

테스토스테론이 알려져 있는데[1], 이들은 Sertoli 세포에서 

transferrin[2], ceruloplasmin[3], androgen binding protein 

(ABP)[4,5] 뿐만 아니라 c-myc 등 세포성 암유전자[6~8], 

nerve growth factor receptor (NGFR) 등[9]의 여러 유전자 

발현을 조절하는 것으로 알려져 있다. 또한 인히빈(inhibin) 

[10], 인슐린양성장인자 I과 II[11], transforming growth 

factor-α 및 β(TGF-α 및 β)[12] 등의 성장인자들이 Sertoli 

세포에서 검출되었지만, 고환에서 이들 표적세포 및 생리적 

역할에 대해서는 알려져 있지 않다.

한편 에스트로겐은 일반적으로 여성의 성징을 나타내는 

여성호르몬으로 알려져 있으나, 에스트로겐 수용체(estrogen 

receptor, ER) α가 결여된 수컷 생쥐에서 수정능력이 없음으

로, 남성에서도 중요하다고 알려져 있다[13]. 특히 에스트라

디올-17β는 고환의 Sertoli 세포에서 테스토스테론으로부터 

합성되고 고환의 정계정맥혈(spermatic vein)에서의 농도가 

말초혈액보다 약 50배 높다[14]. 또한 Sertoli 세포에서 에스

트라디올-17β의 합성은 FSH에 의해 유도되나 30일 이후 

Sertoli 세포에서는 전혀 FSH 영향이 나타나지 않는다고 한

다[15]. 에스트로겐은 사춘기 이전에 나타나는 Leydig cell

의 발달이나 사춘기 이전에 나타나는 대사에 중요하리라 시

사되고 있으나, 현재까지 Sertoli 세포에서의 기능에 대해서

는 보고가 전무하며 에스트라디올-17β가 Sertoli 세포의 증

식에 TGF-β와 함께 분열촉진물질(mitogen)으로 작용할 가

능성이 보고되었다[12]. 최근 ER이 고환에 존재할 가능성이 

시사되고 있고[16], 고환기능은 뇌하수체에서 분비되는 황체

형성호르몬(luteinizing hormone, LH)과 FSH에 의하여 조

절된다. 이중 LH는 Leydig cell에서의 테스토스테론 생성과 

Sertoli 세포에서의 aromatase 활성 억제를 통한 에스트라디

올-17β의 생성을 조절함으로서 Sertoli 세포와 생식세포의 

기능조절에 관여하여[1~3,17], 정자형성 유지에 중요한 영향

을 미치리라 생각되고 있다[1,14]. 그러나 Sertoli 세포에서 

합성되는 에스트로겐의 Sertoli 세포에서의 기능은 보고가 

전무하며, 에스트로겐이 Sertoli 세포에서 기능을 하기 위해

서는 ER이 존재해야 함으로 Sertoli 세포에서의 ER의 동정 

및 테스토스테론에 의한 조절을 밝히는 것은 매우 중요하다. 

ER에는 α 및 β subtype이 알려져 있으나 그 기능의 차이는 

밝혀져 있지 않다[16]. 

이에 저자는 Sertoli 세포의 기능과 정자발생과의 관련성

을 규명하기에 앞서 먼저 일차배양 Sertoli-spermatogenic 

cell을 동시배양하여 생식세포 및 Sertoli 세포에서 발현되는 

ERα mRNA 및 단백질을 in situ cytohybridization과 면역세

포화학법으로 각각 동정하였다. 그리고 테스토스테론에 의한 

Sertoli 세포에서의 ERα의 전사조절을 reverse transcription 

-polymerase chain reaction (RT-PCR) 등의 방법으로 검색

하는 한편, 연령에 따른 ERα 유전자발현의 양상과 Sertoli 

세포에서 에스트라디올-17β에 의한 ABP 및 TRPM-2 유전

자의 발현을 검색하여 약간의 지견을 얻었기에 보고하는 바

이다.

대상 및 방법

1. 백서 고환으로 부터 Sertoli 세포의 일차배양

Sertoli 세포의 일차배양은 Dorrington 등[16]의 방법에 

기초한 Lim 등[18]의 방법에 준하여 시행하였다. 즉 생후 

21일된 Sprague-Dewley계 백서(1회 5마리씩)에서 고환을 

적출한 후 이를 HBSS (HANKS' balanced salt solution, 

pH 7.6)로 세척한 다음 1~2 mL의 HBSS에 녹아있는 0.25% 

trypsin을 가해 가위로 잘게 자른 후 약 75 mL의 0.25% 

trypsin이 담긴 삼각 플라스크에 넣은 후, 여기에 75 μL의 

DNase I (1 μg/mL) 을 가하고 항온조(32~33℃)에서 10~15 

분 동안 진탕(72 rpm)하였다. 이를 원심관에 옮겨 5분간 방

치한 후 상층액을 제거하고, 침전물에 50 mL의 collagenase 

(1 mg/mL in HBSS, pH 7.6)용액과 50 μL의 DNase I (1 

μg/mL)을 가하여 상기 조건으로 15~20분 동안 진탕하였다. 

A

     

B 

Fig. 1. Morphology of primary Sertoli cell and peritubular cell. Sertoli cell and peritubular cell culture was performed 

as described in Materials and Methods. A, Sertoli cells; B, peritubular cells (×400)[18].
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다시 이를 원심관에서 5분간 방치한 후, 침전물에 fetal 

bovine serum (FBS) 1~2 mL을 가하여 collagenase를 불활성

화시키고, 10% FBS가 포함된 Minimum Essential Medium 

(MEM) 배지를 적당량 가해 세포들을 분리시켰다. 10% 

FBS가 포함된 MEM 배지를 100Ǿ 배양접시에 가한 다음 

적당량의 세포 현탁액을 분주하여, 5% CO2-incubator (3

2℃)에서 하룻밤 배양한 후 혈청이 포함되어 있지 않은 

MEM 배지로 교환해 줌으로서 Sertoli-spermatogenic cell 

coculture를 하였다. Sertoli 세포만을 배양하기 위해서는 

24~48시간 배양한 후 세포에 20 mM Tris-buffer (pH 7.4)

으로 2분간 처리함으로서 생식세포를 떼어내었으며 적당한 

시간 배양한 다음 이 Sertoli 세포를 본 실험에 사용하였다

(Fig. 1A). 일차배양한 Sertoli 세포들에 peritubular cell이 

존재하는지 여부를 Pena 등[19]의 방법으로 매번 검색하였

으며, 본 실험에 사용한 Sertoli 세포에 peritubualr cell이 거

의 혼입되어 있지 않음을 확인하였다(1% 미만). Peritubular 

cell (Fig. 1B)의 일차배양은 Lim 등[9]의 방법으로 시행하

였다.

2. Total RNA 조제

Total RNA는 Ultraspec kit (Biotecx Lab. Inc., USA)을 

이용하여 분리하였다. 즉 각 약물을 처리한 Sertoli 세포를 

일정시간 배양한 후에 배지를 제거하고 PBS로 2회 씻은 다

음 PBS 1 mL씩을 가해 세포를 수집하였다. 그런 다음 

Ultraspec II 용액을 일정량 가하여 세포를 용해시킨 후, 4
oC

에서 5분간 방치한 후 0.1배 용량의 chloroform 용액을 가

하고 진탕혼합하였다. 이를 다시 4
oC에서 5분간 방치하고, 

4oC 12,000 rpm에서 15분간 원심분리하였다. 원심분리 후 

상층액을 취한 후 이에 0.5배 용량의 isopropyl alcohol을 가

하고, 다시 이것에 Ultraspec II resin을 0.05배 용량을 가하

여 진탕혼합하고 12,000 rpm에서 1분간 원심분리 하였다. 

이때 얻은 침전물을 70% ethanol로 2회 씻고 침전물을 건조

시켰으며, 이를 DEPC 처리한 증류수를 가해 침전물을 녹여 

resin에 결합되어 있는 RNA를 용출시켰다. 이때 얻은 total 

RNA 농도를 260 nm에서 측정하고 사용할 때 까지 50% 

ethanol 용액에서 -70
oC에 보관하였다. 

3. Northern blot hybridization

Northern blot hybridization은 Virca 등[20]의 방법을 변

개한 Lim 등[7]의 방법으로 시행하였다. 즉, 10~50 μg의 

total RNA를 formaldehyde와 formamide용액 하에서 65
oC

에서 15분간 변성시킨 후 5분간 급냉각하고 formaldehyde가 

포함된 1.2% agarose gel에서 전기영동을 시행하였다. RNA

를 gel로부터 nylon membrane에 16~24시간 정도 transfer하

고 RNA를 membrane에 UV-cross linker를 이용하여 고정

시킨 후, hybridization 용액(50 mM PIPES, 100 mM NaCl, 

50 mM sodium phosphate, 1 mM EDTA, 5% SDS)으로 

60
oC에서 30분간 prehybridization 시킨 후, 용액을 버리고 

106 cpm/mL의 probe가 포함된 새로운 hybridization용액을 

가하여 같은 온도에서 하룻밤 hybridization하였다. Hybridi- 

zation이 끝나면 5% SDS가 포함된 1×SSC로 60
oC에서 5분

간 세척하고 다시 같은 용액으로 15분씩 2회 더 세척한 후 

autoradiogram 하였다. 이때 사용한 probe으로는 ABP 

cDNA가 포함된 pSP65-ABP[4]를 EcoR I으로 절단하여 얻

은 0.65와 0.75 kb DNA fragment, pSP65Tf[20]를 Pst I과 

Hinc II로 절단하여 얻은 688 bp의 transferrin cDNA 

fragment 및 pT17TRPM-2[21]를 EcoR I으로 절단하여 얻

은 1.7 kb cDNA fragment를 electroelution한 다음 random 

primed  DNA labeling kit로
 32P labeling[22]한 것을 사용

하였다. 

4. 역전사 효소 중합연쇄반응(Reverse trans- 

cription-polymerase chain reaction, RT- 

PCR)

Sertoli 세포에서 발현되는 ERα와 β mRNA 발현을 검색

하기 위해 Grandien 등[23]의 방법에 따라 RT-PCR을 시행

하여 그 mRNA양을 검색하였다. 즉 1 μg의 total RNA를 

65
oC에서 5분간 가열 변성시키고 얼음에 급냉시킨 후 8 μL

의 10×RT buffer (0.5 M Tris-Cl, 0.5 M KCl, 0.1 M DTT, 

0.05 M MgCl2, pH 8), 4 μL 10×dNTP (2.5 mM dATP, 

2.5 mM dTTP, 2.5 mM dCTP, 2.5 mM dGTP), oligo-dT15 

(100 pmol) 1 μL, 40 U의 RNase inhibitor, 10 U reverse 

transcriptase를 가하고 총반응액이 40 μL 되도록 한 후 

42
oC에서 1시간 반응시켜 cDNA를 합성하고 4oC로 급냉각

시켜 PCR에 이용하였다. 이들 cDNA를 증폭시키기 위해 10 

μL 10×PCR buffer (0.1 M Tris-Cl, 0.5 M KCl, 0.015 M 

MgCl2, pH 8.0), 10 μL 10×dNTP (2.5 mM dATP, 2.5 mM 

dTTP, 2.5 mM dCTP, 2.5 mM dGTP), 100 pmole의 up-

stream primer, 100 pmole downstream primer, 2 U의 Taq 

DNA polymerase를 가해 총반응액이 100 μL 되도록 하여 

PCR을 시행하였다. ERα의 PCR 증폭 조건은 94oC에서 1분 

denaturation, 57oC에서 2분 annealing, 72oC에서 3분 ex-

tension 조건으로 하였고 ERβ의 PCR증폭 조건은 94oC에서 

1분 denaturation, 60
oC에서 2분 annealing, 72oC에서 3분 

extension하였다. 그 다음 MJ Thermocycler (MJ-Research)

에서 반복시켰으며, 증폭된 DNA 산물 20 μL을 1 μg/mL 

etidium bromide가 포함된 1.2% agarose gel 상에서 전기영

동시킨 후 band를 확인하였다. ERα의 upstream primer로 5

＇-AATTCTGACAATCGACGCCAG-3＇, downstream pri-

mer로 5＇-GTGCTTCAACATTCTCCCTCCTC-3＇를, ER

β의 upstream primer는 5＇-TTCCCGCGCAGCACCAG 
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TAACC-3＇, downstream primer는 5＇-TCCCTCTTTGCG 

TTTGGACTA-3＇을 각각 사용하였다. 

5. 면역세포화학적 염색 

(Immunocytochemistry)

Sertoli/spermatogenic coculture에서 ER의 면역세포화학

적 염색은 Van Etten 등[24]의 방법을 변개하여 시행하였다. 

배양된 세포를 PBS로 세척하고 3% paraformaldehyde로 고

정한 후 다시 PBS로 세척하였다. 이를 blocking solution 

(TBST에 2% BSA, 5% goat serum이 포함된 것)으로 1시간 

동안 blocking한 후 3회 세척하고 나서 ER의 monoclonal 

antibody (H222)로 반응시킨 후 TBST로 세척하고 coverslip

으로 밀봉시켜 검경하였다.

6. In situ hybridization

Sertoli 세포에서 ERα의 in situ hybridization은 Heiles 등

[25]의 방법을 변개한 Lim 등[9]의 방법에 따라 시행하였다. 

배양된 Sertoli 세포를 5 mM MgCl2가 포함된 phosphate 

buffered saline (PBS)으로 15분간 2번 처리하고 계속해서 

0.1 M glycine이 포함된 0.2 M Tris-Cl (pH 7.4)로 5분간 

처리하였다. 이 세포들을 4% paraformaldehyde로 30분간 

고정한 다음 0.5% Triton X-100이 포함된 PBS로 처리하였

다. 이를 다시 50% formamide가 포함된 2×SSC로 60℃에

서 10분간 반응한 다음 신속히 냉각시켰다. Prehybridiza- 

tion은 hybridization 용액(50% formamide, 2×SSC, 10% 

dextran sulfate, 0.5 mg/mL heat denatured salmon sperm 

DNA 및 5×Denhardt solution)을 가하여 42℃ 에서 1시간 

동안 시행하였다. Hybridization은 가열하여 변성시킨 

digoxigenin-labeled probe이 포함된 새로운 hybridization 용

액으로 하룻밤 시행하였다. Probe의 비특이 결합을 제거하기 

위해 2×SSC 에서 0.5×SSC로 상온 및 37℃에서 수차례 세

척한 다음 2시간 동안 blocking agent (2% normal sheep 

serum, 0.3% Triton X-100 in digoxigenin I buffer)로 

blocking 한 다음 digoxigenin buffer I (100 mM Tris-HCl; 

150 mM NaCl; pH 7.5)으로 세척하였다. Digoxigenin 

antibody-alkaline phosphatase conjugate 용액(1:500 희석)

으로 2시간 동안 처리하고 digoxigenin buffer I 및 Ⅲ(100 

mM Tris-HCl; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl2; pH 9.5)로 

계속 세척하였다. 발색은 BCIP/NBT로 암실에서 적당시간 

시행하였으며 buffer Ⅳ (10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; 

pH 8.0)로 반응을 중지시키고 현미경으로 검경하였다. 이때 

사용한 probe으로 ERα cDNA[26]가 포함된 plasmid를 

EcoR I으로 절단하여 얻은 2.1 kb DNA fragment를 각각 

electroelution 하여 random primed DNA labeling kit로 

digoxigenin을 label 한 것을 사용하였다. 

결   과

1. 성선조직 및 세포에서 RT-PCR에 의한 ERα 

mRNA의 동정

난소, 부고환, 고환, 전립선 등의 조직과 Sertoli 세포, 

LNCaP cell 등에서 ERα 및 ERβ mRNA 발현을 RT-PCR

로 동정한 결과 ERα는 난소, 고환, 부고환, Sertoli 세포에

서는 강하게 발현되지만, 전립선, LNCaP cell, peritubular 

cell에서는 거의 발현되지 않았다. 그러나 ERβ는 난소, 전

립선, LNCaP cell에서는 발현되지만 Sertoli 세포, 고환 등

ER-β

ER-α

Te
st

is
 (1

4 
da

ys
)

Ep
id

id
ym

is
(1

4 
da

ys
)

Pr
os

ta
te

 (1
4 

da
ys

)

Te
st

is
 (2

1 
da

ys
)

Ep
id

id
ym

is
(2

1 
da

ys
)

Pr
os

ta
te

 (2
1 

da
ys

)

O
va

ry
 

LN
C

aP

Pe
rit

ub
ul

ar
C

el
l

β-actin

Se
rt

ol
ic

el
l (

21
 d

ay
s)

ER-α

Te
st

is
 (1

4 
da

ys
)

Ep
id

id
ym

is
(1

4 
da

ys
)

Pr
os

ta
te

 (1
4 

da
ys

)

Te
st

is
 (2

1 
da

ys
)

Ep
id

id
ym

is
(2

1 
da

ys
)

Pr
os

ta
te

 (2
1 

da
ys

)

O
va

ry
 

LN
C

aP

Pe
rit

ub
ul

ar
C

el
l

β-actin

Se
rt

ol
ic

el
l (

21
 d

ay
s)

Fig. 2. Rat tissue and cell distribution of ERα and ERβ mRNA. The ERα and ERβ mRNA levels were measured by 

RT-PCR. RT-PCR products were separated on 1.2% agarose gel containing ethidium bromide. The other assays were 

performed as described in Materials and Methods. 
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에서는 거의 발현되지 않았다(Fig. 2). 

2. Sertoli 세포에서 In situ hybridization에 의

한 ERα의 동정

Sertoli 세포에 ERα mRNA가 존재함이 RT-PCR에 의해 

검출되었으므로 백서 고환으로부터 배양한 Sertoli/sperma-

togenic cell coculture와 유방암 세포주인 MCF-7 cell에도 

ERα mRNA가 존재하는지를 확인하기 위해 in situ hybrid-

ization을 시행하였다. ERα mRNA는 Sertoli 세포와 정모

세포에서 검출되었으며(Fig. 3A), positive control로 사용

된 MCF-7 세포에서도 존재함을 알 수 있었다(Fig. 3B). 본 

실험에서 negative control로 pBR322를 사용한 바 pBR322

에 의해서는 Sertoli/spermatogenic cell (Fig. 3C)과 MCF-7 

cell (Fig. 3D)에서 전혀 발색하지 않았다. 이는 ERα 유전

자가 Sertoli 세포 및 생식세포에서 발현됨을 시사한다. 

3. Sertoli 세포에서 면역세포화학적 염색법에 의

한 ER 단백 동정

ER이 Sertoli 세포에서 존재하는지를 밝히기 위해 ER의 

단일클론항체로 면역세포화학적 염색을 시행하였다. Sertoli 

세포를 PBS로 씻고 혈청이 포함되어 있지 않은 MEM 배

지로 교환한 다음 실험방법에 따라 면역세포화학적 염색을 

시행한 바 Sertoli 세포 뿐만 아니라 정모세포에서 ER의 단

A 

     

B 

Fig. 4. Immunocytochemistry of ER in the Sertoli/spermatogenic cells (A) and mouse embryo fibroblast 10T1/2 cells 

(B). Immunostaining was performed by avidin-biotin complex method using monoclonal antibody against human 

estrogen receptor (H222). 

A

  

B

C

  

D

Fig. 3. Identification of ERα mRNA in primary Sertoli-spermatogenic coculture and peritubular cells by in situ 

hybridization. The Sertoli, spermatogenic cells and peritubular cells were hybridized to ERα cDNA probes labeled with 

digoxigenin-labeled dUTP by random prime DNA labeling kit. A, Sertoli/spermatogenic cocultures hybridized with ER

α cDNA; B, Sertoli1 spermatogenic cocultures hybridized with pBR322; C, MCF-7 cells hybridized with ERα cDNA; 

D, MCF-7 cells hybridized with pBR322.
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백발현이 나타났으나(Fig. 4A), mouse fibroblast 10T1/2세

포에서는 전혀 검출되지 않았다(Fig. 4B). 

4. Sertoli 세포에서 테스토스테론에 의한 ERα 유

전자 발현의 조절

1) 시간경과에 따른 테스토스테론에 의한 ERα 유전자 

발현

Sertoli 세포에서 테스토스테론에 의한 ERα 발현의 조절

을 규명하기 위해 먼저 시간경과에 따른 ERα mRNA를 검

색하였다. Sertoli 세포를 PBS로 씻고 혈청이 포함되어 있

지 않은 MEM 배지로 교환해 준 다음 30분 후 10
-6 M 농

도의 테스토스테론으로 처리하고 12, 24, 36, 48시간에 

total RNA를 조제하여 RT-PCR로 ERα mRNA양의 변화를 

검색한 바 대조군에서 ERα mRNA가 발현되었으나 ERα 

mRNA는 테스토스테론 처리 후 12시간부터 점차 감소하다

가 36시간 후에는 거의 검출되지 않았다(Fig. 5A).  

2) 테스토스테론 농도에 따른 ERα 발현의 변화

테스토스테론에 의한 ERα 유전자 발현 조절과 테스토스

테론 농도와의 관련성을 규명하기 위해 일차배양된 Sertoli 

세포에 테스토스테론을 10
-5, 10-6, 10-7, 10-8 M의 농도로 각

각 처리한 다음 24시간 후 total RNA를 조제하여 RT-PCR

로 ERα mRNA 농도의 변화를 검색한 바 테스토스테론 농

도가 증가함에 따라 ERα mRNA 양은 점차 감소하였다(Fig. 

5B). 이는 Sertoli 세포에 존재하는 ERα 유전자 발현은 테스토

스테론 농도에 따라 조절됨을 시사한다.

3) 테스토스테론에 의한 ERα 유전자 발현조절에 대한 

cycloheximide의 영향

본 실험에서 Sertoli 세포를 테스토스테론으로 처리했을 

때 ER mRNA가 감소한 바 그 기전을 밝히기 위해 일차배양 

Sertoli 세포에 단백합성 억제제인 cycloheximide를 처리하

여 그 영향을 검색하였다. Sertoli 세포를 10
-6 M 테스토스테

론과 5 μg/mL의 cycloheximide로 처리한 후 total RNA를 

조제하였는데 이때 테스토스테론은 12시간 처리하였으며, 

cycloheximide는 RNA 조제 3시간 전에 첨가하였다. 대조군, 

테스토스테론 단독 처리군, 테스토스테론과 cycloheximide 

병용처리군에서 각각 total RNA를 조제하여 RT-PCR로 ER

α  mRNA양을 검색한 바, 테스토스테론에 의해 부분적으로 

감소한 ERα mRNA양은 cycloheximide 처리로 완전히 감

소하였다(Fig. 5C). 

5. Sertoli 세포 특이 유전자 발현에 대한 에스트

라디올-17β의 영향

일차배양 Sertoli 세포를 10-6 M 에스트라디올-17β로 처

리하고 시간경과에 따라 total RNA를 조제하여 Northern 

blot hybridization으로 ABP, transferrin, TRPM-2 등의 유

Fig. 5. Effect of the testosterone on the expression of ERα mRNA in the primary Sertoli cell culture, and effect of 

cycloheximide (CHX) on the testosterone-dependent repression of ERα mRNA levels. The Sertoli cell cultures were 

prepared from testes of 21-day-old rats. On the third day of cultures, the cells were rinsed and preincubated with fresh 

medium for 30 minutes. A, Testosterone (10-6 M) was added at time zero, and incubation continued up to 48 hrs. 

At times indicated, the cells were harvested and total RNA was prepared. B, Various concentration of testosterone 

(10
-5~10-8 M) were added and the cells were incubated for 24 hours. C, The cells were treated for 12 hours with 10-6 

M testosterone. Cycloheximide at a concentration of 5 μg/mL was added at 33 hours of incubation. The ERα mRNA 

level was measured by RT-PCR. Two separate experiments were performed repeatedly.
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전자 발현을 검색한 바 ABP 및 TRPM-2 mRNA는 에스트

라디올 처리한 다음 24시간 후에 신속히 감소하였으나 

transferrin mRNA양은 전혀 변화가 없었다(Fig. 6).  

6. 연령에 따른 ERα mRNA양의 변동

백서 성장에 따른 고환에서의 ERα mRNA 양의 변화를 

검색하기 위해 7, 14, 21일령 백서에서 고환을 각각 적출한 

후 total RNA를 조제하여 ERα mRNA양을 RT-PCR로 측

정한 바 ERα mRNA는 7일령에서는 강하게 발현되다가 14

일, 21일령으로 시간이 경과함에 따라 점차 감소하였다

(Fig. 7A). 또한 테스토스테론에 의한 ERα mRNA 변동이 

연령에 따라 어떻게 다른가를 밝히기 위해 14일령, 21일령 

고환으로부터 Sertoli 세포를 일차배양한 다음 ERα mRNA 

양을 RT-PCR로 측정한 바 14일령, 21일령의 고환으로부

터 배양한 Sertoli 세포에 테스토스테론을 처리했을 때 ERα 

mRNA양은 연령과는 무관하게 steady state보다 각각 감소

하였다(Fig. 7B). 

고   찰

말의 고환 알코올추출물에서 에스트로겐 활성을 나타내

는 물질이 있다는 보고된 이래로 고환에서 에스트로겐 합

성이 알려졌다[26]. 정계정맥혈에서의 에스트라디올-17β 

농도는 말초혈액 보다 50배 이상 높으며 고환에서 분비되

는 에스트라디올의 양은 전체의 약 25%를 차지한다고 한

다[14]. 미성숙한 고환에서의 에스트로겐양은 Sertoli 세포

의 mitotic activity와 밀접히 관련되어 있으며, 또한 Sertoli 

세포에서 TGF-β의 분비를 증가시켜 DNA 합성에도 필수

적이라고 보고되었다. 그러나 고환에서 합성된 에스트라디

올-17β가 Sertoli 세포에 자가분비(autocrine)로 작용할 수 

있는지에 대해서는 Sertoli 세포에서 ER의 존재가 확인되

지 않았기에 불명확했다. 최근 고환에 ERα가 존재함이 

RT-PCR에 의해 시사되었으나[17], 일차배양 Sertoli 세포

에서의 존재 및 발현조절에 대해서는 알려진 것이 전무하

다. 본 실험에서 ERα는 난소 Sertoli 세포, 고환, 부고환 등

Fig. 6. Effect of estradiol-17β on the expression ABP, TRPM-2 and transferrin mRNAs in the primary Sertoli cell 

culture. On the third day of culture, Sertoli cells were rinsed and preincubated with fresh medium for 30 minutes. 

Estradiol-17β (10-6 M) was added at time zero and incubation continued up to 36 hours. At the indicated times cells 

were harvested and total RNA was extracted. ABP, TRPM-2 and transferrin mRNAs were measured by Northern blot 

hybridization.

Fig. 7. Changes of ERα mRNA level in testes (A) and testosterone-dependent repression of ERα mRNA levels in 

Sertoli cells (B) according to age. A, Total RNA was prepared from 7-, 14-, and 21-day-old rat testes. B, The primary 

Sertoli cell cultures were prepared from 14- and 21-day-old rat testes. Testosterone (10
-6 M) was added on the third 

day after plating and total RNA was prepared. ERα mRNA levels were measured by RT-PCR.
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에서 발현되나 ERβ는 난소, 전립선, LNCaP cell 등에서 

발현됨이 규명되었는 바 이는 Kuiper 등[27]의 성적과 잘 

일치하였다. ER에는 ERα 및 β subtype이 알려져 있으나 

그 기능의 차이는 밝혀져 있지 않았다. 최근 Albrecht 등

[28]은 fetal baboon의 Sertoli 세포에서 ERα보다 ERβ가 

발현된다고 하여 ERα가 발현된다는 백서의 본 성적과는 

상이하였는데, 이는 Albrecht 등[28]이 태아 조직을 사용하

였고 또한 종이 다르기 때문이라 생각되며 앞으로 더 많은 

실험이 요구된다고 하겠다. 또한 본 실험에서 난소에는 ER

α 및 ERβ가 모두 존재하나 ERα는 고환에서, ERβ는 전립

선에서 존재함으로 이는 ERα 및 ERβ가 각 조직에서 특이

적으로 그 기능을 나타내리라 생각된다. 

ERα mRNA가 Sertoli 세포뿐만 아니라 생식세포에도 존

재하는지 Sertoli-spermatogenic cell coculture에서 in situ 

hybridization으로 동정되었으며, 또한 ERα 단백의 존재는 

ER 단일클론항체을 이용한 면역세포화학법으로 확인되었

다. 본 실험에서 사용한 monoclonal antibody (H222)는 

ERβ와 교차반응을 하지 않으므로[16], Sertoli 세포에서 발

현되는 ER 단백은 ERα이라고 생각된다. 이는 Sertoli 세포

에서 합성되는 에스트라디올-17β가 Sertoli 세포에 직접 작

용하여 그 기능을 나타낼 수 있을 뿐만 아니라(autocrine 

function), 생식세포 등 ERα를 가지고 있는 다른 세포들에

도 작용(paracrine function)할 가능성을 시사한다.

Steroid 호르몬의 작용기전은 유전자 전사조절을 통하여 

이루어지고 있다. 테스토스테론도 그 수용체와 결합하여 

여러 가지 단백의 전사단계 뿐만 아니라 전사 후 단계의 

조절에도 관여하리라 보고되고 있다. 본 실험에서 Sertoli 

세포를 테스토스테론으로 처리했을 때 ERα mRNA는 시간

경과에 따라 점차 감소한 바, 이는 ERα 유전자발현이 

Sertoli 세포에서 테스토스테론에 의해 조절될 수 있음을 

시사한다. ERα 유전자 발현기전을 추구하기 위해 단백합성

억제제인 cycloheximide를 처리하였을 때 ERα mRNA 양

은 점차 감소였다. 이는 테스토스테론에 의한 ER 유전자 

전사조절에는 새로운 단백합성이 요구되리라 생각된다.

Sertoli 세포에서 합성되어 분비되는 중요한 단백질로는 

ABP[4,5], transferrin[20], TRPM-2[22] 등이 있으며 이들

은 Sertoli 세포에서 테스토스테론 등 호르몬 작용에 대한 

중요한 marker로 이용되고 있다. 즉 테스토스테론은 Sertoli 

세포에서 ABP등의 합성 및 분비를 증가시킨다고 보고되어 

있음으로 Sertoli 세포에서 ER이 기능을 하는지를 Northern 

blot으로 검색한 바 에스트라디올-17β 처리 후에는 테스토

스테론과는 달리 ABP mRNA가 점차 감소하여 상반된 결

과를 얻었다. 이는 Sertoli 세포에서 테스토스테론의 기능

이 aromatase를 억제하여 에스트라디올-17β 합성을 억제한

다는 Verhoeven 등[26]의 보고뿐만 아니라, ERα 발현을 

억제한다는 본 실험성적을 감안할 때 에스트라디올-17β는 

테스토스테론과는 달리 ABP 유전자 전사를 억제하리라 시

사된다. 따라서 Sertoli 세포에서 합성된 에스트라디올-17β

가 Sertoli 세포에 있는 ERα에 작용하여 그 기능을 나타내

는 등 자기분비 기능을 할 수 있으리라 생각된다.

Sertoli 세포는 태생기, 신생기에서 세포증식이 왕성하며 

14일령 이후에는 그 증식이 감소하다가 21일령 이후에는 

증식이 멈추고 분화가 유도된다고 한다[29]. Sertoli 세포에

서 FSH에 의한 에스트라디올-17β 합성은 5일령 및 10일령

에서는 크게 증가하지만 30일령에서는 거의 영향이 없으나 

남성호르몬은 Sertoli 세포에서 aromatase 활성을 억제하여 

에스트라디올-17β 합성을 억제한다고 알려져 있다[26]. 또

한 에스트로겐 합성은 정자형성의 첫 번째 파동이 시작되
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Fig. 8. Possible model of autocrine/paracrine function of testicular estradiol-17β in testis.
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기 전에 최대치에 이르며 이는 prepubertal development 과

정 중 중요하다고 한다[15]. 본 실험에서 먼저 고환에서 연

령에 따라 ERα mRNA를 검색했을 때 ERα mRNA는 7일

령에서 가장 높았는 바 이는 prepubertal rat에서 합성된 에

스트라디올-17β의 작용이 ERα 유전자 발현으로 강하게 일

어나며 이는 에스트라디올-17β가 TGF-β와 더불어 미성숙 

Sertoli 세포의 증식을 조절한다는 보고[12,30]와 일치하였

다. 테스토스테론에 의한 ERα 조절과 Sertoli 세포 증식 및 

분화와의 관련성을 검색하기 위해 14일령, 21일령 고환에

서 Sertoli 세포를 배양하여 ERα 발현에 대한 테스토스테

론의 영향을 검색한 바 ERα는 14일령, 21일령에서 모두 

감소하였다. 

따라서 본 실험결과 Sertoli 세포에서 테스토스테론에 의

한 ERα 유전자 발현 조절은 에스트라디올에 의해 ABP 및 

TRPM-2 유전자 전사가 억제되는 점을 고려할 때 Sertoli 

세포 기능과 밀접히 관련되어 있으며 Sertoli 세포에서 합성

되는 에스트라디올-17β는 Sertoli 세포에도 직접 작용하여 

기능을 나타낼 뿐만 아니라, 생식세포 등에 대한 paracrine 

hormone으로도 작용할 수 있을 것으로 생각된다(Fig. 8). 

요   약

연구배경: 에스트로겐 수용체(estrogen receptor, ER)는 

α 및 β subtype이 있으나 그 기능의 차이는 밝혀져 있지 않

다. 본 실험에서 일차배양 Sertoli 세포에 ER α가 존재함을 

확인하고 테스토스테론에 의한 ER 유전자 조절기전을 검

색하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

방법: Sertoli 세포의 일차배양은 Lim 등의 방법에 따라 

시행하였다. Sertoli 세포에서 발현되는 ER α와 β mRNA 

발현을 검색하기 위해 Northern blot과 RT-PCR을 시행하

였다. 세포에서 ERα와 β mRNA 및 단백질 검색은 in situ 

hybridization과 면역세포화학법으로 각각 동정하였다.

결과: In situ hybridization으로 Sertoli 세포 및 생식세

포에서 ERα mRNA의 존재가 확인되었으며 면역세포화학

법(immunocytochemistry)로 ER 단백이 동정되었다. ERα 

mRNA는 난소, 고환, Sertoli 세포, 생식세포에서, 그리고 

ERβ는 난소, 전립선, LNCaP cell에서 각각 강하게 발현되

었다. ERα 유전자발현은 테스토스테론에 의하여 시간경과

에 따라 점차 감소하였으며 또한 이는 테스토스테론 농도

에 의존하여 나타났다. 테스토스테론에 의한 ERα 유전자의 

발현은 cycloheximide에 의해 감소되었다. 에스트라디올

-17β에 의해 Sertoli 세포의 ABP와 TRPM-2 mRNA는 24

시간 이후부터 점차 감소하였으나 transferrin mRNA는 영

향받지 않았다. ERα mRNA 양은 7일령 고환에서는 강하

게 검출되었으나 14일, 21일령에서는 점차 감소하였고 일

차배양 Sertoli 세포에서도 같은 결과를 나타내었으며 연령

에 관계없이 테스토스테론에 의해 ERα 유전자 발현이 억

제되었다.

결론: 이상의 결과로 ERα는 테스토스테론에 의해 전사

조절이 억제되며 에스트로겐에 의해 ABP 등의 발현이 억

제됨으로 Sertoli 세포의 기능조절에 ERα도 중요한 역할을 

하리라 생각된다. 
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