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研究成果の概要（和文）：免疫不全マウスへの異種生殖細胞移植の研究が世界的に盛んに行われているが、免疫正常マ
ウスにおける異種生殖細胞の免疫学的拒絶を詳細に調べた研究はない。本研究は免疫正常マウスに異種精原細胞を移植
し、生殖細胞の生着および拒絶のメカニズムを解明した。移植する際精巣内微小環境での免疫寛容と精子形成の機構に
ついて解析し、ブスルファン前処置したマウスの精細管内TNF-aの増加と精巣間質にマクロファージの浸潤がみられ、
アポトーシスを誘導するサイトカインのFas,FasL,caspase8の上昇とcaspase9の低下がみられた。さらに、精巣内抑制
性サイトカインとM2マクロファージが関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：There have been increasing reports on xenogeneic transplantation of mammalian 
male spermatogonial stem cells (SSCs). However, in most previous studies on xenogeneic SSCs 
transplantation, to avoid immunologic rejection, immunodeficient or immunosuppressed mice were used as 
the recipients, which were pre-treated with busulfan (Myleran, 1,4-butanediol methanesulfonate) for 
depletion of endogenous germ cells before the SSCs transplantation. This study demonstrated that in the 
testes of busulfan-treated immune-competent mice, the increase of TNF-a in the seminiferous tubule and 
the infiltration of the macrophage were seen in the interstitium, and the increase of apoptotic cytokine 
such as Fas,FasL,caspase8 and the decrease of caspase9 were detected. Furthermore, it was revealed that 
immune-suppressive cytokines and M2 macrophage in the testis are related with testicular immune 
privileged circumstances.

研究分野： 生殖免疫学
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１．研究開始当初の背景 
ヒト精原細胞を培養して精子を作らせる

には、ブタなどの代替動物の精巣が不可欠で
あり、それには異種間精原細胞移植が必要で
ある。現在、移植医療の分野では、臓器を移
植された患者が拒絶反応を起こさないよう
に遺伝子操作したクローンブタの作製に関
する研究も盛んに行われている。精原細胞の
異種間移植は、1996 年 Brinster らによりラ
ット精原細胞を免疫不全マウス精巣に移入
して行われ、マウスの精巣上体からラットの
精子が回収され、その精子を用いた受精にも
成功した。次に、同じ方法でハムスター精原
細胞をマウス精巣に移植する実験が行われ、
精子形成が確認されている。さらに、イヌ、
ブタ、サル、ヒトなどのドナー精原細胞がマ
ウス精巣に生着することが分かり、現在、異
種間精原細胞移植は生殖機能を解析するモ
デルとしても注目を集めている。これまでの
異種間精原細胞移植では、宿主の免疫系によ
る拒絶（排除）を避けるため、免疫不全マウ
スを宿主として用いてきた。そのため、免疫
正常マウスを宿主に用いた異種間精原細胞
移植の解析の報告は見当たらない。研究代表
者らは、免疫正常マウスを宿主に用いて異種
間精原細胞移植を行った場合でも、移植され
た精原細胞は免疫系に拒絶されない可能性
が十分にあると考え、最近、ラット精原細胞
を抗癌剤ブスルファン処理により精巣管内
の生殖細胞を欠失させた免疫正常マウスに
移植したところ、ラットの生殖細胞が生着し、
正常に分化・成熟することを示され、さらに、
この時、ラット精子形成に伴いラットとマウ
スに共通の精子形成促進因子が産生されて
いることを見出した。これより、この異種間
精原細胞移植系は、精巣内微小環境での免疫
寛容と精子形成の機構解明に有用と考えら
れる。この発見は、生殖組織とそれ以外の大
半の組織での免疫寛容の程度の違いを再認
識させられる結果となった。これは、近い将
来は、男性不妊症の患者の精子幹細胞を in 
vitro 培養で増やし冷凍細胞のストックを作
製し、必要に応じて融解後増やして、ヒトで
の免疫反応が起こりにくいように遺伝子操
作したブタの精巣に移植して精子形成を行
わせ、患者由来の精子を大量に作らせるとい
う代替移植医療にもつながる独創的な発見
である。さらに、ラット精子形成に伴いラッ
トとマウスに共通の精子形成促進因子が産
生されていることも見出し、in vitroで培養
した精子幹細胞を精子形成へ分化誘導する
方法の開発につながる可能性も高い。 

２．研究の目的 
精子幹細胞の in vitro 培養やその器官培

養法による精子形成誘導には、個体の精巣が
必要であるため、ヒト男性不妊症治療への応
用を考えると、異種間精原細胞移植は不可欠
である。そこで、本研究では、研究代表者ら
が最近見出した免疫正常マウスへのラット
異種間精原細胞移植法を用いて、免疫正常マ
ウスにラット精原細胞を移植し、移植された
生殖細胞の生着（寛容）および拒絶（排除）
と精子形成誘導に関する精巣内微小環境の
要因を調べ、免疫寛容の誘導機構を解明し精
子形成の促進因子の同定を試みる。 
 

３．研究の方法 
ブスルファン処理した免疫正常マウス
（C57BL/6）の精巣管内の生殖細胞を欠失
させた後、ラット（SD）精原細胞を移植し
た。100 日頃まで、経時的に精巣を摘出し
組織学的解析を行い、移植したラット精原
細胞の生着率を調べる。摘出した精子形成
障害を起こした精巣と精子形成回復した
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、免疫担当細胞・免疫グロブ
リン・補体（CD4, CD8, B220, F4/80, C3, 
IgM, IgG, IgA）、増殖細胞（BrdU, PCNA）、
アポトーシス（Tunnel 法）を調べる。また、
ブスルファン投与による精子形成障害を
起こした精巣と精子形成回復した精巣か
ら RNA およびタンパク質を抽出し、炎症性
サイトカインと抑制性サイトカインの発
現を PCR、ウエスタンブロッティングで解
析する。 
2012 年度 
本研究の目的は、免疫正常マウスにラット

精原細胞を移植し、生殖細胞の生着（寛容）
および拒絶（排除）のメカニズムを解明する
ことである。本年度は、ブスルファンの免疫
抑制への影響を考察するため、ブスルファン
処置したマウスの免疫機能と精子形成につ
いて解析した。まず、ブスルファンを投与し
たマウスの精巣内における生殖細胞の増殖
（PCNA）細胞およびアポトーシス（Tunnel）
細胞の増減を検討した。また、蛍光活性化細
胞選別装置(FACS)を用いてブスルファンを
投与したマウスの脾臓 T・B リンパ球を計測
した。 
2013 年度 
昨年度のブスルファン処置したマウス

の免疫機能と精子形成の解析の引き続き、
今年度は精子形成誘導に関する精巣内微



小環境の要因を調べ、免疫寛容の誘導機構
を解明し、ブスルファン処置したマウスの
精巣内サイトカインと精巣間質にマクロ
ファージについて調べた。同時に精子形成
を回復させる条件を検討し、ブスルファン
により精子形成障害を回復方法が確立し
た。 
2014 年度 
前年度に引き続き、精子形成に改善効果の

ある液性因子の関与や精巣間質マクロファ
ージの関与を検討した。ブスルファン投与に
よる精子形成障害を起こした精巣と精子形
成回復した精巣からRNAおよびタンパク質を
抽出し、TNF-a や IFN-ｒなどの炎症性サイト
カインと IL-10 や IL-35 などの抑制性サイト
カインの発現を PCR、ウエスタンブロッティ
ングで解析した。差がある分子について、そ
の発現を阻害する抗体や阻害剤を用いて、そ
のサイトカインの精子形成の関与を解析し
た。 
2015 年度 
2013 年度の結果から、マウス精子形成障害の
精細管内 Tumor necrosis factor-a (TNF-a)
の増加と精巣間質にマクロファージの浸潤
がみられ、精子形成を回復させることにより
精細管内TNF-aと精巣間質にマクロファージ
の浸潤が低減することが明らかとなった。
2015 年度は精巣間質に immune suppressive 
M2 マクロファージの機能について解析した。 
 
４．研究成果 
2012 年度 
 精巣重量と精子数はブスルファン投与後 2
日目では、コントロールに比較して有意な差
を認めなかったが、ブスルファン投与後 60
日目ではブスルファン投与群において精巣
重量、精子数ともに有意に減少した。精巣内
の Tunnel 陽性細胞数は正常の精巣と同程度
であったが、PCNA 陽性細胞数はブスルファン
投与後 60 日目ではブスルファン投与群にお
いて有意に減少した。一方、脾臓重量はブス
ルファン投与後2日目ではブスルファン投与
群で有意に減少していたが、ブスルファン投
与後 60 日目では有意な差は認めなかった。
更に、ブスルファン投与後 2日目のブスルフ
ァン投与群では、コントロールと比べＴリン
パ球のマーカーであるCD3陽性細胞数とＢリ
ンパ球のマーカーである B220 陽性細胞数が
ともに有意に減少するのに対し、ブスルファ
ン投与後 60 日目では、有意な差は認めなか
った。 
 

2013 年度 
ブスルファンを投与したマウスの精細管

内 Tumor necrosis factor-a (TNF-a)の増加
と精巣間質にマクロファージの浸潤がみら
れ。同時に精子形成を回復させる条件を検討
し、精子形成を回復させることにより精細管
内TNF-aと精巣間質にマクロファージの浸潤
が低減することが明らかとなった。この結果
は障害した精子細胞によって誘発された精
巣内免疫環境の変化と精巣炎のメカニズム
の解析に新しいデータであり、精巣内微小環
境での免疫寛容と精子形成の機構解明に有
用と考えられる。 
2014 年度 
ブスルファン投与による精子形成障害を

起こした精巣と精子形成回復した精巣から
RNA を抽出し、アポトーシスを誘導するサイ
トカインの発現を real-time RT PCR で解析
した。ブスルファンを投与したマウスの精巣
TNF-a,Fas,FasL,caspase8の上昇とcaspase9
の低下がみられ、caspase3 は有意な変化はな
かった。 
2015 年度 
前年度に引き続き、精巣間質に immune 
suppressive M2マクロファージの機能につい
て解析したところ、抑制性サイトカインの
IL-27 や IL-35 の共通分子である、EBI3 は精
巣内に M2 マクロファージに発現して、EBI3
をノックアウトすると精子形成障害と炎症
サイトカインの IFN-ｒの上昇がみられた。こ
の結果により精子形成障害の改善作用機序
への液性因子や精巣内マクロファージの関
与が明らかになった。 
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