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研究成果の概要（和文）：造精障害モデルとして停留精巣ラットを使用した。３つの遺伝子に着

目した結果、精巣での protamine2、WNT5A、clusterin の発現を免疫染色にて確認した。

protamine2 の発現は陰嚢内に下降した精巣では精子細胞において陽性に反応した。しかし停留

精巣においては全く発現していなかった。WNT5A は leydig cell において健側、患側精巣とも

に陽性を示した。clusterin は sertoli cell において発現を認めたが、患側である停留精巣側

の精細管内に強く発現を認めた。 

 

研究成果の概要（英文）：As a rat model of spermatogenesis dysfunction, we developed a 

cryptorchidism model rat and have reported this model rat. The quantity of Clusterin did 

not differ between the testes at all periods, while WNT5A were significantly decreased 

in the undescended testis compared to the normal testis at all periods. Immunohistological 

staining of Clusterin and WNT5A revealed no difference between the normal and the 

undescended testes at all periods. 
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１．研究開始当初の背景 

生殖補助医療の発達により、かつては絶対不

妊といわれたカップルに挙児が得られるよ

うになってきている。しかしこれは、精子が

存在してはじめて可能になることである。実

際の臨床の現場において、多くの患者に

maturation arrest あるいは Sertoli sell 

only syndrome といった造精機能障害のため
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精子がまったく見つからない場合が存在す

る。精巣内とくに精細管内には精細胞および

Sertoli 細胞が存在し精子形成が行われてい

る。その中で精細胞は Sertoli 細胞という支

持細胞なくして発達不可能であることは周

知の事実であるが、その具体的な働きについ

てはほとんど不明である。当研究では、精細

胞が発達しない病態および精細胞における

様々な遺伝子発現について、Sertoli 細胞に

着目しその役割を検討することで造精機能

の解明につながると考えられる。精細胞は

様々な精細管の各 stage で存在するため、遺

伝変化がとらえにくい。しかし今回精細管の

支持細胞である Sertoli 細胞を分離し、遺伝

子変化を検討することによって生理的な変

化ではない遺伝子変化が同定され、その遺伝

子が造精機能に深くかかわっていると考え

ている。そこで、様々な条件の精細管内の

Sertoli 細胞単独の分離を行うことが必要

になる。具体的には造精機能の障害を起こさ

せた精細管と正常な精細管での Sertoli 細

胞の違いをみることが必要になる。遺伝子の

違いが測定できれば、その遺伝子が造精機能

に関与し、精細管の発達つまりは造精機能の

解明および治療につなげるきっかけとした

い。 

 

２．研究の目的 

これまでは、特発性男性不妊症の発症原因を

明らかにするために、遺伝子変異や精子形成

のメカニズムを実験的に研究する手法がと

られていた。その中で、特に男性不妊症患者

における精巣の遺伝子発現プロファイリン

グを行う目的で、精巣組織におけるマイクロ

アレイ解析の報告が散見されている。しかし、

これらの結果は様々な stage における精細胞

が含まれており各段階での遺伝子発現の影

響が避けられない。このため必ずしもピンポ

イントで遺伝子を検索することができてい

ないことが現状である。私達の研究は、精巣

そのものではなく精細胞の支持細胞である

Sertoli 細胞に着目し、その特異的遺伝子解

析を行うというものである。何千、何万の遺

伝子のいずれが造精機能に関与しているか

定かではないなかで、２００４年に精子に６

種類の mRNA が同定されたことでより重要な

遺伝子群の関連が期待される。さらに、この

遺伝子解析の結果から、造精機能低下してい

る精細管に選択的に投与する遺伝子選択マ

ーカーを作製し、不妊治療に役立てたいと考

えている。 

 

３．研究の方法 

精巣組織からの Sertoli 細胞の分離が重要

である。様々な造精障害モデル動物を作製の

うえ、この精巣から Sertoli 細胞を分離する。

正常動物の精巣由来の Sertoli 細胞と比較

することで変化のあった遺伝子が検索され

る。判明した遺伝子を、当教室が行ってきた

遺伝子導入方法で造精障害モデルの精巣に

導入し、造精機能回復の有無を検討する。ま

た、正常精巣に判明した遺伝子の RNAi を投

与することで造精機能障害が引き起こされ

るか検討する。 

Sertoli 細胞の分離が難しい場合は、ＴＭ３

（市販の Sertoli 細胞）細胞に様々な条件を

与えて遺伝子の変化を検討し、本研究を遂行

する。 

(1)  Sertoli 細胞の分離 

精巣内にはあらゆる stage での精細胞お

よび Sertoli 細胞、Leydig 細胞といった

体細胞が存在しまずはこれらの細胞を分

離できるかを検討しなければならない。 

マウス陰嚢より精巣を摘出し、精巣白膜

を除去したうえで精巣内の細胞を分離、

ここから Sertoli 細胞を抽出し各種測定



 

 

を行っていく。 

(2)  男性不妊症モデルマウス（以下モデル

マウス）の準備 

先天異常モデル： 

フルタミド（抗アンドロゲン剤）を胎児 

（母体内）投与することによる停留精巣作 

製する。停留精巣モデルマウスは非ステロ 

イド性抗アンドロゲン剤である flutamide 

を、妊娠マウスに 15 mg/日・腹腔内投与し、 

生まれてきた仔を停留精巣モデルマウスと 

して用いる。 

（実際には約 80%の雄ラットが停留精巣モデ

ルとなる。）このモデルラットを４週齢、６

週齢、１２週齢それぞれにおいて精巣および

精巣上体精子からの mRNA 抽出。ラットでの

プライマーである clusterin, protamine2, 

WNT5A の３種の mRNA 測定を行った。 

また、clusterin, protamine2, WNT5A の３

種類において免疫染色も行い、存在部位につ

いて検討した。 

 

４．研究成果 

(1)  Sertoli cell の単離は細胞薬剤の影響

で遺伝子変化を起こす可能性があり、現時点

では不可能であった。このため精巣組織での

検討とした。 

(2)  停留精巣モデル患側精巣からは造精機

能が均一に週齢とともに傷害され、１２週齢

では Johnsen’s score７であった。健側にお

いては造精機能に異常は認めなかった。また

精巣組織での mRNA の発現変化も同時に検討

を行った。Clusterin の発現については６週

齢までは患側、健側と変化は認めなかったが、

１２週齢で左右差を認めた。protamine2, 

WNT5A については停留精巣において全期間発

現の低下を認めた。精巣での protamine2、

WNT5A、clusterin の発現を免疫染色にて確認

した。protamine2 の発現は陰嚢内に下降した

精巣では精子細胞において陽性に反応した。

しかし停留精巣においては全く発現してい

なかった。WNT5A は leydig cell において健

側、患側精巣ともに陽性を示した。clusterin

は sertoli cell において発現を認めたが、

患側である停留精巣側の精細管内に強く発

現を認めた。 

 

 

 

これらの結果から WNT5Aが造精機能に関与し

ていることが示唆された。 
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