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研究成果の概要（和文）：　2011年度は、マウスにおける新しい実験的自己免疫性精巣炎（EAO）モデルを、ドナーか
ら摘出した精巣・精巣上体・精管を同系のレシピエントの腹膜に縫い付けて、レシピエントに精巣炎のみが起こること
で確立した。この方法は簡便かつ確実にEAOを誘導するモデルとして普及しやすいと考えられる。2012－2014年度は、E
AOを誘導する自己抗原の解析を行い、精巣特異的抗原タンパク質のSpotsを回収し、MS解析法にてEAOの抗原タンパク質
を同定した。現在、確定できたタンパク質を回収してアミノ酸配列を決定し、「精製抗原」を大腸菌に作らせたものを
解析することで、EAOを誘導する抗原の特定に繋がると考えた。

研究成果の概要（英文）：　Experimental autoimmune orchitis (EAO) is one of the models of immunological 
male infertility. To establish a highly reproducible model of EAO, in 2011, we found that only one 
placement of a syngeneic donor’s testes, epididymides and vasa deferentia into the abdominal cavity was 
sufficient to induce EAO on the recipient’s testes in mice. It was also noted that the placement of 
testes, epididymides and vasa deferentia induced only orchitis without epididymo-vasitis. At the next 
three years, the testicular autoantigens were identified using sera obtained from EAO-affected mice. The 
testicular proteins were separated using two-dimensional gel electrophoresis, and the autoantigens 
proteins were identified by Western blotting and Mass spectrometry. Some identified testicular specific 
autoantigens have not been reported previously, and the clarification of these proteins will facilitate 
new approaches for understanding EAO.

研究分野：実験医学
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１．研究開始当初の背景 
 男性不妊症の大半が「造精機能障害」であ
り、その大部分が原因不明の「特発性」であ
る。実際の「特発性造精機能障害」には、免
疫学的因子（自己免疫・感染免疫）がかなり
関与していると考えられる。最近、申請者ら
は精巣へのリンパ球浸潤と精子形成障害を
引き起こす「実験的自己免疫性精巣炎
（Experimental autoimmune orchitis = EAO）」
の終末期像が、リンパ球浸潤の消失、精上皮
のMaturation arrestやSertoli cell only syndrome
および精細管基底膜の肥厚を呈するなど、ヒ
ト特発性造精機能障害の病理組織像と酷似
していることを見だした。マウス EAO モデ
ルは、精巣抗原と結核死菌を含んだ complete 
Freund's adjuvantを混合して皮下注射し、さら
に非特異的免疫増強物質である百日咳死菌
を静注して作成されてきたが、申請者らは同
系マウスからの生きた生殖細胞（精祖細胞～
精子）の反復皮下注射でアジュバントを用い
ないで疾患惹起する方法を開発した。しかし、
この EAO モデルでは、特定の純系マウスに
しか効率に誘導できず、従来のモデルと同様
に重症度が一定しないのが課題であった。一
定して再現性と重症度の高い新 EAO モデル
を確立すれば、疾患誘導が困難とされるマウ
ス EAO の研究が他施設でも展開される可能
性が広がる。 
 
２．研究の目的 
 臨床的に、特発性精子形成障害の患者には、
精巣外傷、精巣捻転および精管結紮による精
子抗原の免疫系への曝露の経歴が明かでな
い場合が多い。従来の免疫学的精子形成障害
モデルの研究は、精巣抗原をマウスに免疫
（皮下注射）して疾患を引き起こす方法で行
われてきた。本研究では、従来の方法よりも
容易な免疫法によって、どこの研究施設でも
高率に発症させることができる再現性の高
い「マウス自己免疫性造精機能障害モデル」
を確立し、ターゲットとなる自己抗原の同定
を行い、自己免疫性造精機能障害を誘導する
抗原の特定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
動物 
１）BALB/c マウス（無胸腺の nude マウス
も入手可能な系統） 
２）C3H/Heマウス（精巣細胞皮下注射によ
る EAO誘導に高い感受性をもつ系統） 
３）A/Jマウス（内分泌腺の自己免疫に一般
的に感受性の高い系統） 
４）C57BL/6 マウス（自己免疫疾患解析に
一般的に用いられる系統） 
５）C.B.17/Icrマウス（scidマウスも入手可
能な系統） 
６）ICRマウス（毒性実験などで通常用いら
れる系統） 

 
 

実験系 
 ドナーマウスから摘出した精巣・精巣上
体・精管を同系のレシピエントマウスの腹膜
に縫い付けて 50 日後に、レシピエントマウ
スの両側の精巣にリンパ球浸潤と造精機能
障害の有無を観察する。また、レシピエント
マウスの血清を採取して抗精子細胞抗体を
測定する。各種マウスの実験的自己免疫性精
巣炎（EAO）感受性の比較解析を行う。 
 
解析項目 
１）重量解析：精巣重量と体重を測定する。 
２）精巣組織解析：摘出した精巣をブアン液
で固定し、テクノビット包埋して光学顕
微鏡切片を作成し、精子形成障害および
炎症細胞浸潤の有無と程度を観察する。 
３）組織化学的解析：摘出した精巣をホルム
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、(a) 免疫担当細胞・免疫グロブリ
ン・補体（CD4, CD8, B220, F4/80, C3, IgM, 
IgG, IgA）(b) 増殖細胞（BrdU, PCNA）、
(c) アポトーシス（Tunnel 法）の観察を
行う。 
４）自己抗原の同定：二次元電気泳動にて精
巣、精巣上体および精管のタンパク質を
分離し、Western blot法で EAOを発症し
たマウスの血清抗体と反応させ、精巣上
体・精管タンパク質には認められない精
巣固有の反応タンパク質の Spots を回収
して MS 解析により EAO の抗原タンパ
ク質を同定する。 
 
2011年度 
 実験的自己免疫性精巣炎（EAO）は、精巣
抗原に対する自己免疫により、精巣へのリン
パ球浸潤と造精障害を引き起こす免疫学的
ヒト男性不妊症の疾患モデルのひとつであ
る。マウスにおける新しい実験的自己免疫性
精巣炎（EAO）モデルの確立のため、A/J、
C3H/Heと ICR マウスから摘出した精巣・精
巣上体・精管を同系のレシピエントマウスの
腹膜に縫い付けて 50 日後に屠殺し、レシピ
エントマウスの両側の精巣にリンパ球浸潤
と造精機能障害を観察する。また、レシピエ
ントマウスの血清を採取して抗精子細胞抗
体価を測定する。 
 
2012年度 
 前年度は摘出した精巣・精巣上体・精管を
同系のレシピエントマウスの腹膜に縫い付
けるだけで、再現性の高い EAO を誘導する
ことを明らかにした。当該年度は EAO モデ
ルを用いて、Western blot法、２次元電気泳動、
免疫電顕にて自己免疫性精巣炎を誘導する
自己抗原の解析を行った。 
 
2013年度 
 前年度の EAO を誘導する自己抗原の解析
に引き続き、当該年度は自己抗原の同定を行



った。２次元電気泳動にて検出された３０種
類以上の精管・精巣上体には発現していない
精巣特異的抗原タンパク質の Spots を回収し、
MS解析法を用いてEAOの抗原タンパク質を
同定した。 
 
2014年度 
 EAOは最初、モルモットを用いて行われた
が、その後、ラット・ラビット・マウスにお
いても EAO が誘導されることが明らかにさ
れた。マウスにおいて、我々は同系生殖細胞
の皮下注射のみによって、EAO を誘導した。
このマウス EAO にも現在 2 次元電気泳動の
解析を行い、抗原同定が進んだ。2014年度は、
異種であるラット/モルモットの生殖細胞を
皮下注射することで、マウスの精巣に自己免
疫応答が起こるかどうかを検討した。マウス
/ラット/モルモット生殖細胞共通のタンパク
質からマウス EAO を誘導する抗原の同定を
行った。 
 
４．研究成果 
2011年度 
 レシピエントマウスの両側の精巣にリン
パ球浸潤と造精機能障害が起こることを明
らかにした。A/J、C3H/He、 ICR マウスには
精巣炎の発症率はそれぞれ 89%、 80%、 80%
であり、３種間の発症率の有意差はなかった。
しかし、３種間の重症度（EAO stage: Itoh et al., 
1995）は、A/J、C3H/He、ICR マウスはそれ
ぞれ 3.3±1.7、1.5±1.0、1.3±1.2であり、A/J
マウスの重症度が有意に高いことが示され
た。また、どの種類のレシピエントマウスに
も、精巣炎のみが発症し、精巣上体炎や精管
炎は誘導されなかった。さらに、レシピエン
トマウスの血清を採取し、同系正常マウスの
精巣・精巣上体・精管凍結切片にて、自己抗
体の解析を行なったところ、抗精子細胞抗体
と抗精子抗体のみが検出された。 
 
2012年度 
 精巣抗原タンパクの解析として Western 
blot 法、2 次元電気泳動、また詳細な局在解
析として免疫電顕を行った。血清内の EAO
抗原の発現を Western blot 法にて解析した結
果、精子および精子細胞に対する自己抗体が
経時的に増加することが示された。また、2
次元電気泳動にて３０種類以上の自己抗原
が検出された。現在、検出された抗原タンパ
クをMS解析法に用いて同定している。さら
に、免疫電顕にて抗原の局在は先体、細胞膜、
細胞質と様々な場所に発現している事を明
らかにした。 
 
2013年度 
 当該年度は 2次元電気泳動にて検出された
３０種類以上の精管・精巣上体には発現して
いない精巣特異的抗原タンパク質の Spots を
回収し、MS 解析法に用いて同定した。確定
できた多数のタンパク質の中には、HSP70関

連のタンパク質があったことを明らかにし
た。 
 
2014年度 
 マウスにラット生殖細胞を感作したとこ
ろ、マウスに抗マウス TGC 自己抗体が検出
され、EAOが誘導された。一方、モルモット
生殖細胞を感作したマウスには EAO が誘導
されなかった。2 次元電気泳動の銀染色によ
り、正常マウス/ラット/モルモット生殖細胞
に共通のタンパク質を検出した。また、正常
マウス生殖細胞のタンパク質を 2次元電気泳
動で分離した後、各実験群の血清を用いて
Western blottingを行ったところ、マウス生殖
細胞群とラット生殖細胞群に共通 Spots が見
られたが、モルモット生殖細胞群には見られ
なかった。このことは、モルモット生殖細胞
には存在しないマウス/ラットとの共通生殖
細胞の抗原がマウス自己免疫性精巣炎の原
因タンパクとなっていることを示唆する。2
次元電気泳動の解析においても、これを支持
する結果が得られた。将来的にMS解析を用
いて共通生殖細胞抗原のタンパク同定が可
能になり、EAOを誘導する抗原の特定に繋が
ると考えられる。現在、確定できたタンパク
質を回収して質量解析にかけてアミノ酸配
列を決定し、リコンビナントタンパク質精製
技術に用いて「精製抗原」を大腸菌に作らせ
たものを解析している。 
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