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研究成果の概要： 

セルトリ細胞においてIL-1刺激はJNK経路を介してiNOS発現を亢進させ、NOを生成する。

これらの経路の概念は精巣内病態における新たな治療戦略上において重要な一部であり、セル

トリ細胞におけるサイトカイン制御機構の解明は精子形成障害の治療に貴重な情報を与えるこ

とが期待される。また停留精巣モデルによる精細胞のアポトーシスは血管内皮型一酸化窒素合

成酵素強発現マウスにおいて増加したことより、熱ストレスや酸化ストレスに関連する精子形

成障害において eNOS を制御することが有効な治療法になりうる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
男性不妊の原因として pretesticular, 
testicular, posttesticular の 3つに大きく
わけられる。その多くは testicular に属す
る精子形成障害であり、その機序は未だ明ら
かではなく、基礎的および臨床的の両面から
精子形成機序についての総合的な研究が望
まれている。精巣内細胞間の機能調節には視
床下部－下垂体－精巣軸からのゴナドトロ

ピンによる調節とは別に、精巣局所での
paracrine/autocrine 機構が考えられる。そ
の制御因子の一つとして Nitric oxide (NO) 
は注目されている。NO に関してはさまざまな
細胞において産生対象とその経路が解明さ
れているが、精巣内において経路とその役割
は未知の部分が多く解明が急がれている。特
に精巣炎などの急性炎症後の精子形成障害
にはさまざまな説があることが理由として
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挙げられる。 
 
2. 研究の目的  

精巣には主な細胞として精子形成に関わ
る精細胞、その支持細胞であるセルトリ細胞、
テストステロン産生細胞であるライディヒ
細胞が存在する。組織学的にセルトリ細胞と
精細胞は精細管内に存在し、精細胞はさらに
精粗細胞、精母細胞、精子細胞にわかれる。
これらの精細胞はセルトリ細胞と密に接し
ており、情報伝達のしやすい形で存在し、精
子形成に適した環境を整えていると考えら
れる。一方、ライディヒ細胞は間質に存在し、
基底膜を隔てているが、セルトリ細胞、精細
胞と密接な関係を持つと考えられる。これら
の細胞間の機能調節には視床下部－下垂体
－精巣軸からの FSH, LH による調節とは別に、
精巣局所での paracrine/autocrine機構が考
えられる。本研究では、その制御因子の一つ
として Nitric oxide (NO) に注目し、精巣で
の機能について明らかにし、精子形成障害に
対する新たな治療法確立を主眼としている。 
NO は、フリーラジカルであり、いろいろな

臓器においてさまざまな生物学的作用をも
たらす情報伝達物質である。その NO 合成酵
素である Nitric Oxide Synthase (NOS)には
3つのアイソフォーム(iNOS, eNOS, nNOS)が
存在し、それぞれ異なったシグナル伝達系を
介してその発現が調整されている。近年、NO
は勃起能をはじめ、生殖機能において深く関
わっていることが報告されている。しかしな
がら、精巣における具体的な機能については
明らかでない部分が多い。我々の研究では、
NO がセルトリ細胞やライディヒ細胞におい
て発現していること、これらの両細胞の培養
実験ではサイトカインの誘導により NO が合
成されることを報告している。また、セルト
リ細胞やライディヒ細胞における NO 産生が
円形精子細胞からの分泌因子により増加す
ることも解明している。また、諸家の報告で
は、eNOS の発現が変性をきたした精細胞に強
く発現していることから、eNOS とアポト−シ
スの関連性が報告されている。神経細胞、軟
骨細胞、マクロファージなど数多くの細胞に
おいても NO がアポトーシスに関与している
ことが報告されており、精細胞においても NO
がそのアポトーシスに強く関与しているこ
とが示唆されている。このような結果は、NO
ならびに NOSが精巣機能に重要な関わりがあ
ることを示唆している。 

本研究の目的はNOの精細胞における影
響をin vivoとin vitroの両面から探り、
NOの精子形成機構における役割を解明す
ることである。具体的にはin vitroでは、
すでに我々が確立している精細胞の培養
系を利用し、in vivoではeNOS トランスジ
ェニックマウスを用いて、eNOSおよびNOの

精細胞への影響を検討する。 
 
3. 研究の方法。 
(１） in vitroでの検討 
① 精細胞、セルトリ細胞の分離、培養 

8週齢のラット精巣よりElutriatorによ
る分画法を用い、Pachytene spermatocyte
（精母細胞の初期段階）とRound spermatid
（円形精子細胞）を分離、また18日齢のラ
ットよりセルトリ細胞を分離し、無血清培
養液で培養した。 
② FSH, cAMP、サイトカイン刺激における
精細胞、セルトリ細胞からのNOの分泌 

それぞれの細胞にFSH, cAMP inducer 
(Forskolin)やサイトカイン(IL-1β, IL-6
など）の刺激により、各細胞から産生され
るNO量（培養上清中のNitrite+Nitrate）を
Griess法にて測定した。 
③ NO増加およびNOS阻害剤の精細胞、セル
トリ細胞への影響の検討 

NO generatorとしてSodium 
nitroprussideあるいはNO増加を引き起こ
したサイトカイン刺激に加え、阻害剤を添
加し、セルトリ細胞における各Synthase 
(iNOS, eNOS, nNOS)の蛋白レベル、mRNAレ
ベルでの発現、増減を検討した。 
④ フローサイトメトリーを用い、セルトリ
細胞内のサイトカイン刺激による NO 濃度の
変化についても測定した。 
 
(２）in vivo での検討 
① トランスジェニックマウスの作成 
C57BL/6雄マウスに endothelium-specific 

preproendothelin-1 プロモーターを用いて、
内皮細胞に bovine eNOS の発現を亢進させた。
heterozygous トランスジェニックマウスと
wild type マウスをそれぞれ eNOS-Tg 群、WT
群とした。 
② 精子形成障害モデルの作成 
ＷＴ群で停留精巣モデルを作成した。その

間の精子形成障害過程を観察し、本実験系に
おいて精子形成障害過程を比較検討する上
で適切と考えられる観察ポイントを決定し
た。具体的には、停留精巣作成後数日ごとに
マウスを屠殺し精巣を摘出し、精子形成状態
について病理組織学的検討を行った。 
③ eNOS-Tg 群と WT 群の比較検討 
eNOS-Tg 群(8 週齡)と WT 群(8 週齡)の両群

共に右側のみに停留精巣を作成し、左側は放
置した。 
i) 病理組織学的検討 
精細管内の病理分析に関しては光学顕微

鏡を用い、HE染色にて、精細胞の段階による
(spermatogonia, spermatocytes, 
spermatids）数を数えた。ランダムに選んだ
20 cross section の中から 1セルトリ細胞当
たりの精細胞の数とした。停留精巣モデルに



おける経時的変化をみることにより、各分化
段階におけるアポトーシスなどの変化を確
認出来た。 

ii) 精細胞中のアポトーシスの検出 
組織切片上で DNA 断片化を検出する TUNEL

法によって行う。アポトーシスの評価はラン
ダムに選んだ 20 cross section の中から 1
セルトリ細胞当たりの精細胞におけるアポ
トーシスの数によって行った。 

 

４．研究成果 
(１) In Vitroにおける結果精細胞における
NO障害 
 精細胞においてspermatocytes, 
spermatids共にサイトカイン刺激にてはNO 
levelの上昇を認めなかった。ただしNOS 
inducerであるsodium nitroprussideを加え
たところ、NOレベルの上昇を認めた。 
ここでセルトリ細胞からのparacrine 
effectに着目し、セルトリ細胞を中心に実
験を行った。 
 
① リン酸化JNK、COX-2の活性化 
The mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs) グループは重要な細胞内伝達分子で
あり、extracellular signal-regulated 
kinase (ERK), c-Jun NH2-terminal kinase 
(JNK), そしてp38 MAPKが含まれる。さまざま
な細胞においてNOのシグナリングにはこれら
のキナーゼが関与していることが知られてい
る。近年Petersonらは増殖期である8日齢のラ
ットセルトリ細胞においてIL-1はp38 MAPK
を活性化させることを示した。また膵頭細胞、
心筋細胞、精子やグリア細胞においてNO は
COX-2の活性化、アラキドン酸カスケードによ
るプロスタグランジンにより調節されること
が示されている。 
我々は18日齢SD雄ラットより精巣を摘出し、

セルトリ細胞を精製分離、培養の後、3日目に
IL-1 (10 ng/ml)刺激を加えた。刺激された
セルトリ細胞より蛋白を抽出し、Western 
Blotting法を用いて分析した。セルトリ細胞
においてIL-1は30分以内にリン酸化JNKを活
性化したが、同じMAP kinaseグループである
リン酸化p44/42-(ERK)、リン酸化p38MAPKを活
性化させなかった(図1A, B)。またリン酸化
Akt、リン酸化JAK2なども活性化を示さなかっ
た。同様に抗COX-2抗体を用い、Western 
Blottingを行ったところ、COX-2蛋白量は
IL-1刺激後1時間から有意な上昇を認め、6
時間で50倍の増加を認めた(図1C, D)。しかし
ながらCOX-1は活性化を示さなかった。 

JNK が COX-2 を誘導するか否かについて検
討すべく、IL-1 刺激と同時に JNK 活性阻害
剤である SP600125 (10μM)を添加し、比較を
行った。SP600125 は IL-1 刺激により増加し

たリン酸化 JNK と COX-2 蛋白レベルを有意に
阻害した(図 2A, B)。 
NO がprotectiveに働くか、それとも

destructiveに働くかはNOとROSのバランスに
よることがさまざまな細胞において示唆され
ている。 
IL-1 刺激が活性酸素を増やすかを検討する
目的にて、活性酸素のバランスをフローサイ
トメトリー法にて測定した。IL-1 刺激によ
る活性酸素反応を IL-6 刺激、そしてポジテ
ィブコントロールとしてH2O2刺激と比較した。
さまざまな細胞においてIL-1は活性酸素を
増加させることが報告されているが、セルト
リ細胞においては増加しなかった。それどこ
ろか、活性酸素量に関して、逆に抗炎症の役
割を示していることが示唆された。IL-6 刺激
にても活性酸素の量は増加しなかった(図
2C)。 
 
② セルトリ細胞におけるIL-1刺激による
NO生成はJNK経路を介する 
セルトリ細胞におけるIL-1刺激によるNO生
成を測定するために、セルトリ細胞培養液を
Griess法により評価した。リン酸化JNKの活性
化はIL-1刺激後30分以内に起こりこの時間
に一致して細胞内のNO濃度の有意な上昇が見
られた(data not shown)。IL-1刺激により培
養液内のNO濃度が24時間以内に8倍と増加を
示した。NO生成と細胞外への分泌はCOX-2阻害
剤であるNS-398(10μM)添加では阻害されな
かったが、SP600125添加にて有意にNO濃度の
上昇が阻害された。なおFSH, forskolinにて
はNO生成の増加は見られなかった(図3)。セル
トリ細胞は主に内分泌的にゴナドトロピンの
FSHによる調節を受けているが、本実験系にお
いてはFSH あるいはforskolin刺激にてiNOS, 
NO 生成は増加しなかった。 
 
③ セルトリ細胞においてIL-1刺激により
iNOS発現が亢進する 
正常な状態において精巣内に iNOS は発現

しており、このことは NO が生理的に産生さ
れていることを示している。精子形成におけ
る複雑な過程において、iNOS 活性化による
NO 産生はサイトカインや growth factor の
生成、伝達に影響を及ぼしていることが示唆
されている。精細管内において LPS による精
細胞の損傷、アポトーシスに伴い iNOS と NO 
発現レベルの上昇が認められている。 
我々の実験において、セルトリ細胞において
IL-1刺激によりNO濃度の増加が見られたが、
IL-1 刺激による iNOS mRNA レベルの変化を
RT-PCR 法、iNOS, eNOS の蛋白量の変化を
Western blotting 法にて定量した。IL-1 刺
激により iNOS 蛋白、mRNA 量は有意に増加し
たが、eNOS に関して増加は見られなかった
(図 4)。iNOS 蛋白量の増加は NS-398 添加で



は阻害されなかったが、SP600125 添加にて有
意に上昇が阻害された(図 5)。 
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図4 
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図5 

 

(２) In Vivoにおける結果eNOS-Tgの精巣に
おいてeNOSは強発現する 
eNOS-Tg 群、WT 群より肺、心臓、大動脈、

精巣を摘出し、Western blotting 法にて蛋白
量を定量したところ、他の臓器と同様に
eNOS-Tg 群の精巣において eNOS は WT 群に比
し、明らかな強発現を認めた (Figure A)。 
 

① eNOS-Tgの停留精巣において造精機能は
低下する 
術後 3、5、7日目での精巣重量比(停留精

巣側/陰嚢側)の平均値はそれぞれ WT 群で
0.81、0.59、0.42、eNOS Tg 群では 0.62、0.44、
0.33 と eNOS-Tg 群で有意に減少が見られた
(Figure B)。精細胞数は、精粗細胞において、
術後観察期間を通して、両群における有意な
差は認めなかった。一方、精母細胞において
は術後 3日目より 14 日後まで eNOS-Tg 群で
有意に細胞数の減少が見られ、精子細胞に関
しても術後 3日目より 7日目まで eNOS-Tg 群
で有意に細胞数の減少が見られた (Figure 
C)。精細胞のアポトーシス数は、eNOS-Tg 群
で術後 3日目において有意に増加し、その有
意な増加は術後 7日目まで続いた (Figure 
D)。 



これらの結果より、停留精巣モデルにおい
て eNOS がアポトーシスを促進させ、NO 産生
増加によると考えられる精子形成過程での
障害は meiosisの段階で起こることが示唆さ
れた。 
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C 組織学的評価
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② まとめ 

セルトリ細胞においてIL-1刺激はJNK経
路を介して iNOS 発現を亢進させ、NOを生成
する。これらの経路の概念は精巣内病態にお
ける新たな治療戦略上において重要な一部
であり、セルトリ細胞におけるサイトカイン
制御機構の解明は将来的に精子形成障害の
治療に貴重な情報を与えることが期待され
る。また停留精巣モデルによる精細胞のアポ
トーシスは血管内皮型一酸化窒素合成酵素
強発現マウスにおいて増加したことより、熱
ストレスや酸化ストレスに関連する精子形
成障害において eNOS を制御することが有効

な治療法になりうる可能性が示唆された。 
本研究は熱ストレスや酸化ストレスに関

連する精子形成障害についてその精細胞の
アポトーシスの機序について研究したもの
であるが、従来ほとんど行われなかった血管
内皮型一酸化窒素合成酵素との関連につい
て重要な知見を得たものとして価値ある集
積であると考える。 
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