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研究成果の概要（和文）：本研究では、停留精巣モデルラット精巣の網羅的遺伝子解析と精巣腫瘍責任遺伝子の同定・
機能解析を目的とし、複数の実験を行った。(1) UTF1の局在や経時的な発現変化を検討した。(2) マイクロアレイ解析
から、停留精巣では停留精巣ではヒストン脱メチル化酵素であるKdm5aと、microRNAであるmiR-135aの特異的発現変化
を観察した。(3) ヒト精巣腫瘍組織でのUTF1発現変化を評価した。

研究成果の概要（英文）：In order to analyses comprehensive gene expressions in the testes of cryptorchid 
model rats and elucidate disease genes associated with testicular cancer, we performed following several 
experiments. We demonstrated as follows; (1) distribution and expression variations of UTF1, specific 
marker of spermatogonial stem cells, (2) specific expressions of Kdm5a, histone demethylase, and miR-135a 
in the testes of cryptorchid rats, (3) expression alterations of UTF1 in human testicular cancer tissues.

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 国内外の研究動向 
停留精巣は新生児の約 1%にみられ、泌尿
器科先天性疾患の中で最も発症頻度が高い。
その主要な合併症として、男子不妊症と将来
の精巣の悪性化があげられる。小児期の早期
に精巣固定術を行うことが原則とされるが、
精巣固定術そのものが精巣の悪性化を回避
するものではない。停留精巣の既往歴がある
場合の精巣腫瘍の発生する相対的リスクは
3.8～5.2である。一方、精巣固定術やホルモ
ン補充療法などを行った症例における長期
追跡結果に基づくコホート研究では、その相
対的発生リスクは 7.5と報告されている。し
かしながら、腫瘍発症の原因、さらには、精
巣固定術を行ったとしても、腫瘍が発症する
患者と、発症しない患者が存在する理由につ
いては、全く明らかになっていない。 
停留精巣の精巣腫瘍発症についての報告は、
国内外ともにほとんどなく、研究がなされて
いないのが現状である。そこで、これらの発
症メカニズムを明らかにすることは、停留精
巣患者の精巣腫瘍発症を予防することにも
役立つのではないかと考えた。 
 
(2) 本研究の着想に至った経緯 
 私たちはこれまでに、ラットの胎児期に、
抗アンドロゲン剤を一定量投与することに
よって、停留精巣モデル実験動物を作製する
ことに成功した[1]。このラットが、精巣固定
術やホルモン補充療法の有効性を検討する
上で、有用なモデル実験動物になりうること
を報告してきた。さらに停留精巣ではその妊
孕性が低下すること[2]と、最近幹細胞マーカ
ーである UTF1の発現異常が、生後１年の精
巣において認められることを見出し、停留精
巣においては、異常な幹細胞分化が男子不妊
症を引き起こす大きな原因であることを見
出した[3,4,5]。加えて、停留精巣において精
原幹細胞の残存が悪性化を引き起こす主た
る原因であると考え、老齢期の精巣において
上皮内癌（Carcinoma in situ）が発症する可
能性を検討してきた。しかしながら、精巣癌
に至るまでのメカニズムについてはほとん
どわかっていないのが現状である。 
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２．研究の目的 
 前述した背景をふまえ、本研究では、停留
精巣モデルラット精巣の網羅的遺伝子解析
と精巣腫瘍責任遺伝子の同定・機能解析を目
的とした。これにより停留精巣に対する新た
な治療法を模索し、将来的な臨床応用へ発展
させたいと考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) 停留精巣モデルラットの作成 
 8～10週齢の妊娠 Sprague-Dawleyラット
を対象に、妊娠 14-20 日の 7 日間連続して、
非ステロイド性抗アンドロゲン剤である
flutamide を腹腔内投与した。出生した雄仔
を停留精巣モデルラットとして以下の研究
に使用した。 
 
(2) モデルラットの精巣組織の組織学的検討 
 胎生 18日から、生後 144日にわたり、経
時的にモデルラットから精巣を摘出し、HE
染色で精巣の形態学的検討を行った（胎生 18, 
20日、出生 1, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 
19, 21, 28, 144日）。また、精子幹細胞マーカ
ー と し て 、 UTF1 (Undifferentiated 
embryonic cell transcriptional factor 1) を
用い、各日齢で免疫染色を行った（抗 Utf1
抗体、1:500、Abcam #ab24273） 。正常ラ
ットの精巣組織との比較も行った。 
 
(3) ラット精巣における UTF1の発現 
 Utf1遺伝子発現を定量 RT-PCRで、UTF1
タンパク発現をWestern blotting法で検討し
た。 
 
(4) モデルラット精巣における網羅的遺伝子
発現解析 
 生後 9 日齢のモデルラット精巣において、
対照の正常精巣と遺伝子発現変化を比較す
るため、マイクロアレイ解析を行った。精巣
組織から RNeasy® Midi Kit を用いて total 
RNA を抽出した。Affimetrix 社製 DNA マ
イクロアレイシステムを用いて、正常に比べ
て発現が亢進あるいは低下している遺伝子
を網羅的に探索した。また、マイクロ RNA
の変化を比較するため、Agilent社製miRNA
マイクロアレイシステムを用いた。いずれも
解析には GeneSpring GX10.0 ソフトウェア
を用いた。 
 



(5) マイクロアレイ解析結果の検証 
mRNA および microRNA いずれもマイ
クロアレイ解析で得られた候補因子につい
て、精巣における発現量を定量 RT-PCR法に
よって検証した。マイクロアレイ・定量
RT-PCRの両者で整合性が見られた因子のみ
を以下の検討に使用した。 
 
(6) 候補因子の精巣における局在 
 検証した候補因子の精巣における局在を、
in situ hybridization法および、免疫染色に
よって検討した。 
 
(7) 候補因子の機能解析 
 mRNAマイクロアレイで得られたKdm5a
については強制発現ベクターを作成し、精原
細胞の培養株である GC-1細胞に強制発現し、
変動のある遺伝子変化を検討した。
microRNA マイクロアレイで得られた
miR-135a については、標的遺伝子を各種デ
ータベースツールを用いて検討した。 
 
(8) ヒト精巣（精巣腫瘍）組織における UTF1
発現の検討 
 手術で摘出したヒト精巣腫瘍組織におい
て UTF1 の発現を免疫染色・定量 RT-PCR
法によって解析した。組織型によって変動が
あるかどうかも検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ラット精巣における形態学的変化と
UTF1発現の推移 
 下図に示すように、UTF1は精子幹細胞と
その前駆細胞とに特異的に発現しており、
Sertoli細胞や Leydig細胞などの体細胞には
発現が認められなかった。 
 また、形態学的に精子幹細胞であっても、
UTF1 陽性となるものと陰性となる細胞の 2
種類が存在していることが新たに判明した。 

 
 定量 RT-PCR法による解析からは、出生直
前では UTF1発現が高いのに対し、発育とと

もにその発現は次第に減少することも明ら
かにすることができた（下グラフ）。 

 
 さらに、停留精巣では正常に比べると
UTF1陽性の精子幹細胞数が有意に減少する
ことも明らかにできた（下グラフ）。 

（1精細管あたり UTF1陽性精子幹細胞数：
DT; descended testis, UDT; undescended 
testis） 
 
(2) ラット停留精巣における網羅的遺伝子発
現解析（mRNA マイクロアレイ） 
 生後 9 日齢の精巣組織から mRNA を抽出
し、正常精巣・下降精巣・停留精巣で発現し
ている遺伝子群を比較したところ、停留精巣
で Kdm5a遺伝子が有意に発現亢進している
ことを見出した。Kdm5a 遺伝子はヒストン
脱メチル化酵素の一つとして知られ、ヒスト
ンタンパク H3K4 を脱メチル化する作用を
持 つ 。 Western blotting 法 に よ り
H3K4me1/2/3 タンパクの発現量を定量した
ところ、停留精巣では Kdm5a発現が亢進す
るにつれて、H3K4me2/3 発現が低下するこ
とを見出すことができた。 
 
 Kdm5a 遺伝子の精巣における機能解析を
行うため、全長 cDNAを組み込んだ強制発現
ベクターを作成し、精原細胞の培養株である
GC-1 細胞へ遺伝子導入した。導入できた細
胞には、蛍光タンパク質である GFP も発現



できるようにし、導入効率を検討した（下図）。 

 
 遺伝子導入した細胞では、これまで精子幹
細胞の分化に関わると報告されている Ret, 
Thy1 などの遺伝子発現が亢進しており、
Kdm5a 遺伝子発現によりこうした遺伝子発
現が変化することで、精子幹細胞の分化に関
わることが示唆された。 
 
(3) ラット停留精巣における網羅的遺伝子発
現解析（microRNAマイクロアレイ） 
 停留精巣で特異的発現する microRNA を
探索したところ、下表のようにmiR-135aが
有意に低下していることを明らかにした。 

 
 さらに様々な予測プログラムを用いて
miR-135a が作用する相補的な配列を持つ遺
伝子を探索したところ、FOXO1 遺伝子を同
定することができた。FOXO1 遺伝子は精子
幹細胞に特異的に発現し、さらに活性型では
核内へ移行することも明らかにした（下図）。 
 このようにヒストン修飾や microRNA に

よる RNA 干渉などエピジェネティックな遺
伝子発現調節により精子幹細胞の分化が影
響を受けることを、世界に先駆けて見出すこ
とができた。 
 

(4) ヒト精巣腫瘍組織における解析 
 実際のヒト精巣腫瘍組織のサンプルを用
いて UTF1遺伝子発現を検討したところ、正
常精巣に比べて、セミノーマでは有意に亢進
しており、奇形腫では低下することを明らか
にした（下グラフ） 

 また、精巣組織の免疫染色でも遺伝子発現
と同様の発現強度を確認することができた
（下図）。精子幹細胞が何らかの理由でがん

化することにより精巣腫瘍が発生するが、幹
細胞マーカーである UTF1は、特定のがん組
織でも発現することを確認することができ
た。再発性の精巣腫瘍では UTF1発現強度が
高いことから、UTF1の発現強度によって予
後や再発のリスクを予測できる可能性が示
唆された。 
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