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研究成果の概要（和文）：　Sertoli 細胞における機能の違いの確認のため、造精機能が低下している高度乏精
子症患者と造精機能が正常である閉塞性無精子症患者の精巣組織のおけるanti-mullerian hormoneの免疫染色を
行った。その結果高度乏精子症において強い染色性を示した。Sertoli 細胞の機能においてanti-mullerian 
hormoneが関与しており可能性が示唆された。
　パーコール法による細胞分離を行った。Sertoli 細胞の分離は難しいが、Leydig細胞は高率に分離することが
できた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the functions of Sertoli cells in severe oligozoospermia and
 in a patient with obstructive azoospermia as normal spermatogenesis testis. We performed 
immunohistochemical staining of anti-mullerian hormone (AMH). In immunohistochemical staining of 
Sertoli cells, there were all positive reactions in the oligozoo group, and one positive reaction in
 the MESA group in AMH staining. Functional analysis of CK18- and AMH-positive Sertoli cells may 
facilitate the elucidation of spermatogenesis dysfunction.
 Isolation is required to investigate the role of testicular somatic cells, such as Leydig and 
Sertoli cells, in spermatogenesis.Despite difficulty in testicular isolation of Sertoli cells using 
DSA lectin and Percoll, Leydig cells could be isolated efficiently.
 

研究分野：泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 

不妊治療を求めて海外渡航を行う夫婦、平

成 22 年度の「子ども手当法」施行、社会保

障充実のための消費税増税といったことは、

不妊症・少子化問題が背景に存在する。少子

化問題の対策と解決は国家的急務であると

いえる。近年の補助生殖医療(assisted 

reproductive technology; ART)技術の発達

により、不妊症に悩むカップルの挙児が達成

できるようになってきた。顕微鏡下精巣内精

子採取術(microdissectiontesticular sperm 

extraction; MD-TESE)の導入により精子採取

率の飛躍的向上が認められている。今までは

絶対不妊といわれた病態の男性不妊症に対

して、精子を採取することが可能になってき

た。 

しかし現実には採精できない症例が MD-TESE

を施行したおよそ 50～70%に認められる。こ

れでは治療として満足する結果とはいえな

い。このため ART の効率を高めることの必要

性も同時に痛感していた。精巣内においては

精細胞と Sertoli 細胞および Leydig 細胞の

相互の働きにより精子形成が行われる。私達

はこの Sertoli 細胞、Leydig 細胞の精細胞

への働きを機能解析することにより、造精機

能解明へのきっかけになると考えた。精巣で

は、Sertoli 細胞を足場として各分化段階の

精細胞が存在する。しかし、その分子メカニ

ズムの大部分は未解明であるため、無精子症

の病態の多くも未解明である。このことが、

ART の技術発達とは裏腹に無精子症の治療成

績の向上を困難なものとしている原因の最

たるものであると考えられる。 

私たちはこれまで、およそ 300 人の非閉塞

性無精子症患者に対して、MD-TESE を施行し、

約 30%の患者から精子採取が可能であった

（文献 3）。手術の際、精巣組織の一部を病

理検査に供し、①Sertoli cell only (SCO) 

syndrome、②maturation arrest (MA)、③

hypospermatogensis (HS)に分類してきた。

その結果、MD-TESE により精子の採取ができ

なくても、20％の患者の精巣組織は MA もし

くはHSであり、精細胞の存在が認められた。

また男性不妊症患者に対しゴナドトロピン

製剤投与により精子形成が誘導されたとい

う報告がある。このことより精子形成には

精巣内の体細胞である Sertoli 細胞および

Leydig 細胞の働きを改善することが必要で

ある。  

以上より 精細胞、体細胞それぞれの存在下

でのオートクライン、パラクラインを調べる

ことが造精機能障害の解明につながるもの

と考えられる。 

 

２．研究の目的 

男性不妊症治療においては精細胞ではな

く、Sertoli 細胞および Leydig 細胞をターゲ

ットとした治療が必要と考えた。また最近こ

の病態を解明すべく男性不妊症モデルラッ

トを私たちが世界で初めて樹立することに

成功した。本研究では、精細胞と Sertoli 細

胞および Leydig 細胞の相互のシグナル伝達

経路および精子形成に関連する遺伝子を同

定することを目的とする。これにより精子形

成の分子メカニズムの解明と、新たな男性不

妊症治療法の開発に繋げる。 

 

３．研究の方法 

多様な細胞が混在している精巣組織から

各細胞、具体的に Sertoli 細胞、Leydig 細

胞、そして精細胞を分離する必要がある。こ

れには蛍光抗体を使用してのフローサイト

メトリーあるいはパーコール法による方法

がある。また様々な造精機能障害モデル動物

の作成も必要になる。 

正常精巣から分離した Sertoli 細胞、Leydig

細胞をフィーダー細胞として、造精機能障害

モデルの精細胞を共培養する。これにて得ら

れる培養液中からのサイトカイン、ホルモン

の測定を行い、正常精巣、造精機能障害精巣



内におけるサイトカイン、ホルモンの違いを

明らかにする。また造精機能障害モデルの精

巣からの Sertoli 細胞、Leydig 細胞も分離

し、正常精巣からの体細胞間において網羅的

に遺伝子解析を行い、この違いに関与する遺

伝子を検索する。これにより精細胞を“育て

る”体細胞のオートクライン、パラクライン

に関連する遺伝子群が同定できる。 

 

４．研究成果 

 ①Sertoli 細胞の機能 

Sertoli 細胞における機能の違いの確認

のため、造精機能が低下している高度乏精子

症患者と造精機能が正常である閉塞性無精

子症患者の精巣組織のおける免疫染色を行

った。Sertoli 細胞の成熟度を確認するため、

抗体として anti-mullerian hormone (AMH), 

androgen receptor (AR), お よ び 

cytokeratin 18 (CK18)を使用した。AR およ

び CK-18の染色性はいずれにおいても染色性

に差が認められなかった。一方で AMH につい

ては高度乏精子症において強い染色性を示

した。 

このこ

とから

Sertol

i 細胞

の機能

におい

て

anti-mullerian hormoneが関与しており可能

性が示唆された。 

②体細胞の細胞分離 

フローサイトメトリーおよび MACS による

細胞分離を試みたが、一定の分離が確立しな

いため、パーコール法による細胞分離を行っ

た。Leydig 細胞の確認のため免疫染色を行っ

た。抗体としては STAR 抗体を用いた。Leydig

細胞と考えられる層には STAR 抗体陽性細胞

が高率に確認できた。 

次にＰＣＲを用いて Leydig 細胞を遺伝子

レベルでも確認した。 

その結果体細胞である Leydig 細胞はおよそ

７０％という高率に分離可能であることが

判明した。一方 Sertoli 細胞の分離は同様な

方法でも一定ではないことが判明した。これ

はどうしてもコンタミを分けることができ

ず、結果が一定にならない。このため現在は

体細胞の中でも Leydig 細胞に着目して不妊

症モデルマウス作成を続けている。 
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