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研究成果の概要（和文）： 
 本研究は、ニワトリ雄生殖器と精子において自然免疫系による宿主防衛機能が構築されてい

る可能性を追究した。その結果、精巣と生殖道には多様な TLR と avBD が発現し、TLR4 をリ

ポ多糖で刺激すると炎症性サイトカインの発現が高まることが明らかとなった。このサイトカ

イン発現の増加は、T 細胞を誘導して細胞性免疫を高めるとともに、avBD 産生も誘導すること

が推定された。これらの TLR 及び avBD を介する免疫応答は雄生殖器と精子の宿主防衛能を構

築するものと思われた。 
        
研究成果の概要（英文）： 
  The aim of this study was to determine the innate immune system in the male 
reproductive organs and sperm of chickens. It was examined whether Toll-like 
receptors (TLRs) and avian β-defensins (avBDs) were expressed in male reproductive 
organs, whether stimulation of TLR induced proinflammatory cytokines, followed by 
influx of T cells, and whether sperm expressed avBDs in response to microbial 
components. The results showed that male reproductive organs expressed various 
TLRs and avBDs, and stimulation of TLR4 by lipopolysaccharide induced 
proinflammatory cytokines. The synthesized proinflammatory cytokines may enhance 
cellular immunity mediated by T cells and symthesis of avBDs. Sperm also expressed 
avBDs that may play roles in host immunity for themselves. The immune functions 
mediated by TLRs and avBDs may form the host defense system in male reproductive 
organs and sperm. 
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１．研究開始当初の背景 
オスの生殖器には病原性ウイルスと細菌

が侵入することがあり，組織と精子が感染す
るリスクは高い。精子は卵管の精子貯蔵細管
に入り，数週間にわたって生存できるという
特異的な動態を示す。オス生殖器で抗精子免
疫応答が発現すると精子は生存できないの
で一般に B 細胞の分布と適応免疫は劣る。    
私達は，精子が適応免疫応答を抑制するサイ
トカインであるトランスフォームング成長
因子（TGF-β）を産生することを見出してい
る。オス生殖器や卵管で TGF-β等により精
子を取り巻く適応免疫系が劣ると感染リス
クは高くなる。 
トリβ-ディフェンシン(avBD)は自然免疫

系で働く抗菌ペプチドで，ニワトリでは 14
分子種が同定されている。私達はニワトリの
精巣組織と精子でavBDの1つであるavBD3
が発現することを報告した。Toll 様受容体
（TLR）は微生物のパターンを認識する分子
である。インターロイキン１β（IL1β）と IL6
は炎症性サイトカイン、CXCLi2 はケモカイ
ンである。微生物の侵入に伴う avBD 産生の
促進には TLR や炎症性サイトカインの刺激
が関わる可能性が推定される。オス生殖器で
精子に対する免疫応答を避けるために適応
免疫系が劣るならば，自然免疫が発達してい
ると考え，生殖器と精子の TLR と avBD を
介する感染防御機構を追究するという発想
に至った。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、オス生殖器に TLR と avBD が
発現して、自然免疫系による宿主防衛機能が
構築されていることを明らかにすることを
目的とした。 
 
(2) このために、①オス生殖器による TLR と
avBD が発現することを検証した。②この
TLR は炎症性サイトカイン産生を調節し、そ
の下流ではT細胞サブセットの動態も影響さ
れる可能性を検証し、さらに②精子の avBD
発現が微生物成分 (CpG オリゴ DNA; 
TLR21 のリガンド)の影響を受けること、ま
た精子の avBDは受精能に関わる可能性を検
証した。 
 
 
３．研究の方法 
精巣と生殖道で avBD が産生されることを

実験 1により、また TLR が発現することを実
験 2により検証した。この TLR を刺激すると
炎症性サイトカインが産生され、その下流で
T細胞の組織内への流入も起こることを実験
3と 4で検証した。また、実験 5では精子に
発現する avBD について、微生物成分に応答

して発現量が変化するか、そして avBD3 が受
精能に関わるかを解析した。 

供試動物には黄斑プリマスロックまたは
ボリスブラウン成熟雄鶏を用いた。 
 
【実験１．精巣と精巣上体における avBD 発
現の検証】 
無処理の正常雄鶏から採取した精巣、精巣

上体、精管において、14種の avBD 発現の有
無をRT-PCR解析した。発現が認められたavBD
のうち、avBD11 と 12 については、免疫染色
により各組織での局在を解析した。抗 avBD11
と 12 抗体は私達が先に作製したものを用い
た。 
 
【実験 2．精巣と精巣上体における Toll 様受
容体発現の検証】 
PBS(対照区)または LPS(0.5 mg/Kg BW)を静

脈内投与したニワトリの精巣と精巣上体の
全 RNA を抽出した。これらの組織に発現する
TLR の種類を RT-PCR 法で同定するとともに、
LPS が TLR4 の発現に及ぼす影響を定量
RT-PCR 法で解析した。 
 
【実験 3．リポ多糖刺激に伴う精巣と精巣上
体の炎症性サイトカイン発現の変化】 
 実験 2と同様に PBS または LPS を成熟鶏に
投与した。投与前、3または 6時間後に、精
巣、精巣上体、精管を採取した。精巣と精巣
上体における炎症性サイトカイン(IL-1β、
IL-6)及びケモカイン(CXVLi2)の発現を定量
RT-PCR 法で解析した。 
 
【実験 4．リポ多糖刺激に伴う精巣上体と精
管における T細胞局在の変化】 
 LPS刺激に伴う精巣上体と精管の CD4+及び
CD8+T 細胞の動態を免疫組織化学的に解析し
た。 
 
【実験 5．精子の avBD 発現に影響する因子と
avBD の受精への関与の検証】 
 精子自身が産生する avBD が微生物特異成
分の CpG オリゴ DNA による刺激の影響を受け
る可能性を検証するために、培養した精子を
CpG-ODN 2007 で刺激し、avBD10 発現の変化
を定量 RT-PCR 法で解析した。 
 また、精子が産生する avBD3 が受精能に影
響する可能性を検証するために、培養した精
子を抗 avBD3 抗体と反応させて中和し、これ
を雌鶏に人工受精した。産卵された卵をイン
キュベートして受精率及び受精期間を評価
した。 
 
 
４．研究成果 
【実験１．精巣と精巣上体における avBD 発
現の検証】 



 

 

成熟鶏の精巣と精巣上体に発現する avBD
をRT-PCRで解析したところ、精巣ではavBD-1、
3-7、9-14 精巣上体では avBD2-5、7、9-13 の
発現が認められた（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このうち、avBD11 と 12 蛋白を産生する細

胞を同定するために免疫染色を行った結果
を図 2に示す。avBD11 は精細管のセルトリ細
胞、精巣網と精巣輸出管の上皮細胞に検出さ
れた。avBD12 は精巣輸出管の上皮細胞に認め
られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
先に私達が報告した avBD3蛋白の局在を合

わせて 3 種の avBD の局在を表 1 に示した。
いずれの avBD も精巣と精巣上体に検出され
たので RT-PCRの結果を支持するものである。
精細胞とセルトリ細胞は avBD3 または-11 に
陽性で、発現する avBD の種類に細胞特異性
があることが示された。精巣輸出管は 3種の
avBD に陽性であったが、精巣上体管はどの
avBD にも陽性を示さなかった。精巣上体では
精巣輸出管の avBD 産生能が発達しているこ
とが示唆された。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果から、精巣と生殖道では多様な

avBD が産生されることが明らかとなった。
個々の avBD の標的微生物と抗菌スペクトル
は明らかにされていないが、多様な avBD が
産生されることは種々の微生物による感染
を防ぐために有利であると思われる。 
 
 
【実験 2．精巣と精巣上体における Toll 様受
容体発現の検証】 
 成熟雄鶏の精巣と精巣上体において発現
する TLR を検索した。その結果、精巣では
TLR2-I、2-II、3～5、15 及び 21 の 7TLR の発
現、精巣上体では TLR1-II、2-I、2-II、3～5、
7、15 及び 21 の 9TLR の発現が認められた（図
3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 LPS を静脈内投与すると(0.5 mg/Kg BW)、
TLR4 発現が精巣では増加してリポ多糖認識
能が高まることが示唆された。精巣上体では
この発現に及ぼす影響の誤差が大きかった
ので、個体間で反応性に差があるものと思わ
れた（図 4）。 
 
 
 

testis

epididymis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14M

avBDs

100

500
bp

100

500

図 1.精巣と精巣上体の avBD 発現 
(J Poult Sci 48: 275. 2011.) 
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図 2．精巣と精巣上体の avBD11 と 12 
(J Poult Sci 48: 275. 2011.) 

表 1．精巣と精巣上体における avBD 陽性細

胞の概要 
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図 3．精巣と精巣上体の TLR 発現 
(Poultry Sci, in press) 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この結果から、精巣と精巣上体では多様な
TLR が発現し、グラム陰性菌及び陽性菌、ウ
イルスを含めて多くの種の病原微生物の成
分を認識し、その下流で免疫応答が誘導され
るものと考えられる。後述の実験で用いるグ
ラム陰性菌の LPS を認識する TLR4 は両組織
で発現していることも明らかにされた。 
 
 
【実験 3．リポ多糖刺激に伴う精巣と精巣上
体の炎症性サイトカイン発現の変化】 
 

雄鶏の静脈内に LPS(0.5 mg/Kg BW)を投与
して、炎症性サイトカインとケモカインの発
現の変化を解析した。その結果、両組織とも
投与 3-6 時間までに炎症性サイトカインの
IL-1βと IL-6 及びケモカインの CXVLi2 の発
現が有意に増加した（図 5、6）。これらの発
現は精巣では投与 6時間まで高かったが、精
巣上体では投与 6時間で低下する傾向を示し
た。精巣と精巣上体との間でこれらの発現の
動態に差が生じたことは、両組織に分布する
サイトカインとケモカインを産生する細胞
の機能の違い、または LPS を運搬する血流量
が精巣より精巣上体で発達していることに
よって生じた可能性が考えられた。また、 
IL-6の発現の変化はLPS投与前に比べて精巣
では 6 倍であったが、精巣上体では 60 倍で
あった。IL-6 発現の LPS 応答性は組織よって
異なり、精巣上体での応答は精巣より高いこ
と考えられた。 
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(Poultry Sci, in press) 
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図 5．精巣炎症性サイトカイン発現に
及ぼすリポ多糖の影響 
(Poultry Sci, in press) 
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図 6．精巣上体炎症性サイトカイン

発現に及ぼすリポ多糖の影響 

(Poultry Sci, in press) 



 

 

精巣と精巣上体における IL-1β と IL-6 蛋
白の存在はウエスタンブロット解析でも検
証した。図 7 に示したように、LPS 投与鶏と
対照区の PBS投与鶏のいずれでも精巣と精巣
上体に IL-1β と IL-6 の存在を示すバンドが
検出され、遺伝子発現解析の結果とともに、
これらの分子が両組織で産生されることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの結果から、精巣と精巣上体に発現
する TLR4 は機能的で、グラム陰性菌の感染
に対して菌成分の LPS を認識して、炎症性サ
イトカインとケモカインを発現させ、その下
流の免疫応答を誘導することが示唆された。 
 
 
【実験 4．リポ多糖刺激に伴う精巣上体と精
管における T細胞局在の変化】 
 雄鶏静脈内に LPS(.5 mg/Kg BW)を投与し、
精巣上体と精管のCD4+及びCD8+T細胞の分布
の変化を免疫組織学的に解析した。両 T細胞
サブセットとも精巣上体の管系及び精管の
粘膜上皮下を中心とした結合組織に多く、粘
膜上皮内にもわずかに検出された（図 8）。 
 単位面積(1 X 104 mm2)あたりの細胞数を解
析すると、CD4+T 細胞は、精巣輸出管では LPS
投与区と PBS 区（対照区）で投与 6時間後に
それぞれ約 11 と 8 細胞、精管で約 7 と 4 細
胞で、LPS 刺激によって有意に増加した。
CD8+T 細胞は投与 6 時間後に、精巣輸出管で
は LPS 投与区で約 13 細胞、PBS 区で約 11 細
胞で、LPS 区が有意に多かった。精管の CD8+T
細胞も、LPS 区で約 13 細胞、PBS 区で約 8細
胞と LPS 区が有意に多かった。また、CD8+T
細胞は LPS 投与 6時間後の精巣網でも多かっ
た。 

これらのことから、精巣上体や精管がグラ
ム陰性菌に感染すると、CD4+ヘルパーT 細胞
及び CD8+キラーT細胞による細胞性免疫応答
が高まると考えられた。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
【実験 5．精子の avBD 発現に影響する因子と
avBD の受精への関与の検証】 
（1）精子の avBD10 発現に及ぼす CpG オリゴ
DNA の影響解析 
 私達はニワトリ精子が TLR2 - 5、7、15 そ
して微生物特異的な核酸の CpG オリゴ DNA を
認識する TLR21 を発現すること、また TLR4
のリガンドであるLPSで刺激するとavBD5、9、
10、12 の発現が高まり、TLR2 のリガンドで
ある Pam3CSK4 では avBD5 の発現が高まるこ
とを先に報告した。ここでは TLR21 のリガン
ドである CpG オリゴ DNA(CpG-ODN 2007)を培
養精子に作用させて avBD10 の発現が高まる
か を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 0.5 μg/ml 
CpG-ODN2007 で 3 時間インキュベートすると
精子 avBD10 の発現は高まる傾向を示した。
一方、CpG-ODN2007 の 5 μg/ml 濃度では精子
avBD10 の発現の上昇は認められなかった。有
意性は示されなかったが、CpG-ODN によって
も精子の avBD 発現は高まる可能性が考えら
れ、このことは精子自身が宿主防衛能を備え
ている可能性をあらためて示唆するもので
ある。 
 
（2）精子が発現する avBD3 と受精能との関
連性 
 私達は先にニワトリ精子が avBD3を発現す
ることを述べた。この avBD3 が精子の宿主防
衛の他に受精能にも関与する可能性を検討
した。このために、精子を avBD3 抗体とイン
キュベートして人工授精した。その結果、抗
体濃度 25-50 μg/ml、インキュベート 1 また
は 2時間の条件による精子 avBD3 の中和処理
では、受精率、受精期間に対照区との差はな
く、avBD3 が精子の受精能に関与する可能性
は示されなかった。 
 
 
【まとめ】 
 今回得られた結果を総合すると、精巣と生
殖道には多様な TLR と avBD が発現すること
が明らかとなった。炎症性サイトカインは
avBD 産生を高める可能性も報告されている。
本研究では TLRを刺激すると炎症性サイトカ
インの発現が高まったので、これは T細胞を
誘導して細胞性免疫を高めるとともに、avBD
産生も誘導して感染防御に働くことが推定
された。また、精子にも avBD が発現してお

 
図 7．精巣と精巣上体の炎症性サイトカイ

ン蛋白のウエスタンブロット解析 

0=投与前；P-3 と P-6＝PBS 投与 3 及び

6 時間後；L-3 と L-6＝LPS 投与 3 及び

6 時間後。 

CD4+ T cell CD8+ T cell

図 8．精巣上体の CD4+と CD8+T 細胞 



 

 

り、これの受精能への関与は示されなかった
が、自身の感染防御に関わる可能性はあると
思われた。これらの TLR 及び avBD を介する
免疫応答は雄生殖器と精子の宿主防衛能を
構築するものと思われる。 
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