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研究成果の概要： 

 2005-2007 年度まで、自作のインジェクション装置「ガスバーナーでガラス管（1.0×90mm、

Narishige 社）に熱を加えて、萎縮した精細管に移植可能な外径約 50um」を作成し、精細管内

あるいは精巣網内注入法を確立した。また、C57BL/6jマウスおよび先天的に生殖細胞を欠いて

い る w/w マ ウ ス に 、 蛍 光 緑 発 色 す る グ リ ー ン マ ウ ス ( ＝

C57BL/6-Tg(CAG/Acr-EGFP)C3-No1-FJ002Osb：精子を 含むすべての細胞が蛍光緑発色 するマ

ウス)の生殖細胞を移植する実験を試み、移植３ヵ月後に移植されたマウスの精細管中に蛍光緑

発色の細胞が散在（生着）することを観察しました。2008年度は、C57BL/6jマウスをブスルフ

ァン（45mg/kg）処理し、精細管内の生殖細胞を欠失させた後に、それらマウス精巣への SDラ

ットの精祖細胞移植を行い、異種の移植細胞の生着または拒絶の比較解析を検討した。その結

果、移植３ヶ月後マウスの精細管中にラットの生殖細胞が生着し分化することを観察した。ま

た、移植されたマウスの精巣上体から精子を抽出して smear sectionを作成し、成熟したラット

とマウスの両方の spermatozoa を確認した。ブスルファン処理されたマウスの精巣と異なり、

マウス内因性精子形成もある程度回復が観られた。現在、ラット生殖細胞の nude あるいは scid

マウスの精巣への移植による生殖細胞分化の研究が盛んに行われているが、本年度の研究の結

果より、免疫正常マウスでも、ラットの生殖細胞の生着ができ、正常に分化・成熟することが

分かった。さらに、ブスルファン処置後ラットの生殖細胞移植された精巣には、ラットの精子

形成のみならず、マウス自身の精子形成も再生することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
男性不妊の原因の約９０％が「精子形成

障害」であり、「精子形成障害」の原因

の約９０％が特発性（原因不明）とされ

ている。特発性造精障害の精巣生検では、

リンパ球浸潤や免疫グロブリン・補体沈

着が認められる症例も多く、それらに対

しては、免疫学的機作の関与が考えられ

ている。（畠山茂：人睾丸萎縮の病理. 日
病会誌 73, 3-29, 1984）。その大きな要因
として、精子が免疫系の発達よりはるか

に遅れて分化成熟してくるために、精子

抗原が自身の免疫系により異物と認識

されることが挙げられている。マウスの

自己免疫性精子形成障害モデルは、精巣

抗原と結核死菌を含んだ complete 
Freund's adjuvantを混合して皮下注射し、
さらに非特異的免疫増強物質である百

日咳死菌を静注して作成されてきたが、

申請者らは同系マウスからの生きた生

殖細胞（精祖細胞～精子）の反復皮下注

射でアジュバントを用いないで疾患惹

起する方法を開発し、疾患を引き起こす

CD4＋T 細胞株を樹立した。また、最近
では、片側精巣外傷により、反対側精巣

にリンパ球浸潤と造精障害を起こす交

感性精巣炎を、疾患誘導困難とされてい

たマウスで成功した。これらの疾患モデ

ルを用いた様々な解析により、精子・精

子細胞の自己抗原は、血液―精巣関門

（セルトリ―セルトリ関門）で免疫系か

ら隔絶されているわけでなく、免疫学的

には認識されているものの免疫調節（抑

制）により拒絶されないでいることがわ

かってきた。 
 
２．研究の目的 
臨床的に、特発性精子形成障害の患者に

は、精巣外傷、精巣捻転および精管結紮

による精子抗原の免疫系への暴露の経

歴が明かでない場合が多い。従来の免疫

学的精子形成障害モデルの研究は、精巣

抗原をマウスに免疫（皮下注射）して疾

患を引き起こす方法で行われてきた。本

研究では、「精子は、血液―精巣関門に

より免疫系より隔絶されていないが、自

己免疫反応を抑制する機構により宿主

に拒絶されないでいる」という考えに立

脚し、人工的な精巣抗原感作を行わずに、
免疫系を修飾することによる男性不妊
モデル作成を目指したい。そのために、
nudeよび scidマウスへの（１）Ｔリンパ
球の移入と（２）異型あるいは異種の生

殖細胞の移植を組み合わせた実験を行

い、それにより免疫学的造精障害を誘導

することができるかどうかを様々な条

件下で研究し、生殖細胞と免疫系の連関

について解析したい。 
 
３．研究の方法 
動物 
１）ICRマウス（♂）（5週齢） 
２）ICR nude マウス（♂）（5 週齢）＜
先天性胸腺欠損マウス＞ 
３）C57BL/6jマウス（♂）（5週齢） 
４）CB17/Icr-scidマウス（♂）（5週齢）
＜先天性Ｔ・Ｂ細胞機能不全マウス＞ 

  ５）SDラット（♂）（4-14日齢） 
実験系 
正常マウス（ICR・C57BL/6j）と先天
性免疫不全マウス（ ICR nude・
CB17/Icr-scid）を busulfan (40mg/kg)で
処理し、精細管内の生殖細胞を欠失さ

せた後に、それらマウス精巣への SD
ラットあるいは異型マウスの精祖細胞

移植を行い、生殖後 20-100日後に、移
植細胞の生着または拒絶の比較解析を

行う。 
解析項目 
１）重量解析：精巣重量と体重を測定す

る。 
２）精巣組織解析：摘出した精巣をブア

ン液で固定し、テクノビット包埋し

て光学顕微鏡切片を作成し、精子形

成障害および炎症細胞浸潤の有無

と程度を観察する。 
３）組織化学的解析：摘出した精巣をホ

ルムアルデヒド液で固定し、パラフ

ィン包埋して光学顕微鏡切片を作

成し、組織化学的に、（a）免疫担当
細胞・免疫グロブリン・補体（CD4, 



CD8, B220, F4/80, C3, IgM, IgG, IgA）
(b) 増殖細胞（BrdU, PCNA）、(c) ア
ポトーシス（Tunnel法） 

 
 2005年度 
正常マウス（ICR・C57BL/6j）と先天
性免疫不全マウス（ ICR nude・
CB17/Icr-scid）を busulfan (25-40mg/kg)
で処理し、精細管内の生殖細胞脱落さ

せを観察する。 
 

 2006年度 
正常マウス（ICR）と先天性免疫不全
マウス（ICR nude）を busulfan (40mg/kg)
で処理し、精細管内の生殖細胞を欠失

させた後に、それらマウス精巣へのグ

リ ー ン マ ウ ス

（ C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01-F
M131Osb ・
C57BL/6-Tg(CAG/Acr-EGFP)C3-No1-FJ
002Osb：精子以外のすべての細胞が蛍
光緑発色・精子を 含むすべての細胞が
蛍光緑発色）の精祖細胞移植を行い、

生殖後 20-100日後に、移植細胞の生着
または拒絶の比較解析を行う。 
 

 2007-2008年度 
正常マウス（C57BL/6j）と先天性免疫
不全マウス (CB17/Icr-scid)を busulfan 
(40mg/kg)で処理し、精細管内の生殖細
胞を欠失させた後に、それらマウス精

巣への SD ラットの精祖細胞移植を行
い、生殖後 20-100日後に、移植細胞の
生着または拒絶の比較解析を行う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
2005年度 
 自作のインジェクション装置「ガスバーナ
ーでガラス管（1.0×90mm、Narishige社）に
熱を加えて、萎縮した精細管に移植可能な外
径約 50um」を作成し、精細管内あるいは精
巣網内注入法を確立した。また、レシピエン
トマウスとして、雄 ICR nude および ICR
マ ウ ス の 精 上 皮 を ブ ス ル フ ァ ン
（Sigma-Aldrich社）の量（25mg～40mg/kg）
やブスルファンの溶解方法（DMSOや生理

食塩水の溶解量）など様々な方法で脱落さ
せ観察し、その結果から投与方法（40mg 
busulfan/DMSO+生理食塩水 300ul/mouse の
腹腔内投与）や投与期間（4 週間）を決定
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ICR  busulfan(40mg/kg)  4weeks 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ICR nude  busulfan(40mg/kg)  4weeks 
 
2006年度 
 40mg busulfan(Sigma-Aldrich社)/DMSO+
生理食塩水 300ul/mouseの腹腔内投与を行
った naive ICRマウスおよび先天的に生殖
細胞を欠いているw/wマウスにおいてグリ
ーンマウス
（C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)C14-Y01-FM131
Osb・
C57BL/6-Tg(CAG/Acr-EGFP)C3-No1-FJ002
Osb：精子以外のすべての細胞が蛍光緑発
色・精子を 含むすべての細胞が蛍光緑発
色）生殖細胞(green SSCs)（3×106cells）の
移植を精巣網内注入法にて試み、３ヵ月後
にプレパラート上で精巣白膜を剥離及び精
細管露出し、ＵＶ蛍光顕微鏡下で観察した。
その結果、蛍光緑発色の細胞が散在し、
negative controlとして上記 busulfan投与し
た ICRマウスの精細管中には蛍光像が見ら
れなかった事から、少なくともグリーンマ
ウスの生殖細胞は精細管中に存在している
事が明らかになった。 
 
 

精巣

Busulfan
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Normal／ Nude／Scid

ラットあるいは
異型マウスの
精祖細胞



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ICR  green SSCs-transplanted  3months 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ICR  green SSCs-transplanted  3months 
 
2007年度 
グリーンマウスのバックグラウンド種であ
る C57BL/6jマウスをレシピエントとして同
様の移植実験の検討を行い、生殖細胞生着を
確認しました。また、ドナー生殖細胞を移植
されたレシピエントの精巣を OCT compound
包埋して凍結切片 を作成し、免疫組織化学
的に免疫担当細胞（CD4,CD8, B220, F4/80）
とアポトーシス（Tunnel法）細胞の存在を検
討したところ、グリーンマウス生殖細胞を移
植した ICR scid、ICR nude、naive ICRマウス
および w/wマウスの精巣中に CD4陽性 T細
胞と B220陽性 B細胞の浸潤およびマクロフ
ァージが観察されましが、w/wマウスは炎症
細胞の浸潤の程度が他のマウスに比べ軽度
であることがわかりました。また、Tunnel陽
性細胞の存在は正常の naive ICRの精巣と同
程度でした。 
 
2008年度 
C57BL/6jマウスをブスルファン（40mg/kg）
処理し、精細管内の生殖細胞を欠失させた後
に、それらマウス精巣への異種の SDラット
の精祖細胞(rat SSCs)移植を行い、移植３ヶ月
後マウスの精細管中にラットの生殖細胞が
生着し分化することを観察した。また、移植
されたマウスの精巣上体から精子を抽出し
て smear sectionを作成し、成熟したラットと

マウスの両方の spermatozoaを確認した。ブ
スルファン処理されたマウスの精巣と異な
り、マウス内因性精子形成もある程度回復が
観られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Testis  rat SSCs-transplanted  3months 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Epididymis  rat SSCs-transplanted  3months 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Smear of epididymal spermatozoa  
rat SSCs-transplanted  3months 
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