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研究成果の概要（和文）：　精巣が先天的に下降しない停留精巣患者の二大合併症は、造精機能障害と悪性腫瘍化であ
る。従来、停留精巣の造精機能障害の原因として、温度環境など後天的要因の影響が大きいと考えられてきたが、私た
ちは精子幹細胞の機能異常、すなわち先天的要因が重要と考えている。本研究は精子幹細胞の分化に関わる遺伝子を明
らかにし、造精機能障害の病態を解明することを目的とした。その結果、ヒト精巣組織や停留精巣モデル動物を用いた
解析から、複数の候補遺伝子を同定できた。その中には塩基配列によらないエピジェネティックな発現調節を行う遺伝
子も含まれており、幹細胞分化には多様なメカニズムが関与していることを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）： Two major complications of cryptorchidism, in which the testes did not congenital
ly descended into scrotum, are impaired spermatogenesis and testicular cancer. Although it is reported tha
t some acquired factors such as high temperature surrounding testis are involved in the impaired spermatog
enesis, we consider that congenital factor, dysfunction of spermatogonial stem cells, is more important. 
 In the present research, our aim is elucidation of genes associated with stem cell development and etiolo
gy of impaired spermatogenesis. As a result, we could detect some candidate genes by analyses using human 
testicular tissues or cryptorchid model animals. Among them, epigenetic regulators of gene expressions are
 also included. In conclusion, we could uncover several mechanisms involved in development of spermatogoni
al stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
 停留精巣に関する基礎研究は多岐にわた
り、(1) 発生頻度や地域差・人種差などの疫
学、(2) 精巣下降のメカニズム解明、(3) 環境
ホルモン・化学物質などの精巣への影響・毒
性、(4) 造精機能障害の原因とその対策・治
療法、(5) 悪性腫瘍の発生機構、等のテーマ
に大別することができる。これらの中で臨床
的に大きな問題となるのは、造精機能障害と
悪性腫瘍化であり、これまで私達は以下のよ
うな研究に取り組んできた。 
・造精機能障害に対する上皮成長因子（EGF）
の有効性（J Urol. 2005） 
・アンドロゲン遮断による停留精巣モデル動
物の確立（Int J Urol., 2007） 
・早期の固定術が造精機能障害の抑制に有効
であること（J Urol. 2008） 
・精子形成細胞のアポトーシスに付随して
NF-kB 活性化が起きること（Urology, 2009） 
などである。 
 しかしながら、こうした後天的要因をいく
ら除去しても診断時すでに精巣組織所見が
不良な症例では妊孕能が低いという報告
(Hadziselimovic F, Lancet, 2001)から、発生
段階のより早い時期で精子形成細胞自体に
何らかの異常が起きている可能性が考えら
れる。停留精巣組織では A 型精原細胞が減少
していることから、私たちは、従来言われて
いた要因に加え、精巣幹細胞の機能異常こそ、
停留精巣における造精機能障害の最も重要
な要因であるのではないかと考えた 
 本研究の準備段階として、ヒト停留精巣組
織内における精原細胞の特性を分子生物学
的手法を用いて示した。すなわち、手術時に
生検した精巣組織を正常組織と比較し、
Subtraction 法で発現差を示す遺伝子群の同
定を行ったところ、TPT1 ・EEF1A1・
NuMA1 等の遺伝子発現が亢進していること
を明らかにすることができた（J Urol., 2009）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では精子形成細胞の幹細胞である A
型精原細胞の分化に着目し、この過程に関わ
る遺伝子を同定するとともに、疾患との関連
性を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）精子幹細胞の分化時期の特定 
 実験動物（ラット）精巣における精子幹細
胞の分化過程を組織学的に明らかにするた
め、胎児期から成獣期にかけての精巣組織を
経時的に採取して実験に使用した。 
 精子幹細胞および、その前駆細胞に発現す
る UTF1（undifferentiated embryonic 
cell transcription factor 1）遺伝子をマーカ
ーとして使用した。さらに、胎児期に抗アン
ドロゲン剤を曝露された停留精巣モデルラ
ットと正常ラットとを比較し、UTF1 発現が
陽性細胞の数、形態、について検討を行った。 
解析方法として、定量 RT-PCR 法、Western 

blotting 法、免役染色法などを用いた。 
（２）幹細胞分化に関わる遺伝子群の同定 
 研究Ⅰで得られた結果をもとに、正常と停
留精巣モデル動物との間で、発現差を示す遺
伝子群をマイクロアレイ解析で検索した。
cDNA マイクロアレイと、microRNA マイク
ロアレイの 2 種類を行い、得られた結果を定
量 RT-PCR で確認した。 
 
４．研究成果 
（１）精巣における UTF1 の発現は、胎児期
で高く、生後から成獣になるにつれ、次第に
低下していくことが判明した。免疫染色によ
る詳細な組織の検討を行ったところ、ラット
精巣では、生後 9 日目に前駆細胞から精子幹
細胞への分化が顕著であった。停留精巣では
この変化が遅れ、さらに UTF1 陰性／陽性細
胞比が有意に高いことを見いだした（下図は
UTF1 免疫染色を示す；論文 9 より引用）。 

（Control：正常精巣、DT：薬剤投与したが下
降した精巣、UDT：停留精巣、E20：胎生 20
日、D1-21：生後 1-21 日、HE 染色および UTF1
免疫染色を示す） 
 
（２）正常および胎生期に抗アンドロゲン剤
を曝露された個体の、生後 9 日目の精巣組織
を採取し、それぞれから mRNA、あるいは
microRNA を抽出し、マイクロアレイ解析を
行った。その結果、①mRNA マイクロアレイ
では、ヒストンタンパク脱メチル化酵素であ
る Kdm5a が停留精巣で有意に増加している
ことを見いだした。また、②microRNA マイ
クロアレイからは、miR-135a が停留精巣で有
意に低下することを見いだした。 
 ①Kdm5a は前駆細胞から精子幹細胞で発
現しており、ヒストンタンパク H3K4 の脱メ
チル化を行う。停留精巣では H3K4me2/3 が低
下していた。さらに精子形成細胞の培養株で
ある GC-1 細胞に Kdm5a を強制発現させると、
幹細胞マーカーである Ngn3, Oct3/4, Ret, 
Thy1 などの発現が著明に亢進することを明
らかとした（論文 2）。 



 ②miR-135a の精巣における局在を in situ 
hybridization 法で検討したところ、精細管内
に位置することを明らかとした。さらに
miR-135a の標的遺伝子として、複数の予測プ
ログラムから FoxO1 遺伝子を同定した。レポ
ーターアッセイを行い、miR-135a が FoxO1
を抑制することを確認でき、さらに FoxO1 は
精子幹細胞に発現していることを明らかに
した（論文 3）。 
 これらの研究から、精子幹細胞分化にヒス
トン修飾や、microRNA による発現調節など、
エピジェネティックな機構が関わっている
ことが明らかとなった。これまで精子形成の
初期段階でも関与するという報告はなく、新
たな知見と考えられた。 
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