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研究成果の概要（和文）：本研究では、男性不妊症モデルラットを用い、障害を受けたSertoli細胞およびLeydig細胞
における精子形成に関係する遺伝子を同定し、精巣内への遺伝子導入法を用いて障害を受けたSertoli細胞およびLeydi
g細胞にその遺伝子を導入し、機能解析を行うことを目的とした。
　まずはSertoli細胞およびLeydig細胞の細胞分離を試みたが成功しなかった。そこで臨床検体にて高度乏精子症と閉
塞性無精子症の精巣を比較検討した。その結果AMHとCK18においてSertoli細胞の染色性の違いが判明した。今後このSe
rtoli細胞の機能解析を行うことで造精機能障害のメカニズムが解明されると考えられた。

研究成果の概要（英文）： We used an experimental cryptorchid rat model as a spermatogenesis failure 
model, and we investigated the gene of Sertoli cell and Leydig cell involved in spermatogenesis. Next, we 
investigate the function of new gene in Sertoli cell and Leydig cell using the gene transfer to testes.
 We tried to separate Sertoli cell and Leydig cell from the testes. But we could not separate the cells. 
Therefore, we investigated the testes of the male infertility patients, who were obstractive 
azoospermia(OA) and cryptozoospermia. To compare the function of Sertoli cells between the two groups, we 
performed immunohistochemical staining of anti-mullerian hormone (AMH) and cytokeratin 18 (CK18).　In AMH 
staining of Sertoli cells, there were significant differences between the two. There were no significant 
differences in CK18 staining. Functional analysis of CK18- and AMH-positive Sertoli cells may facilitate 
the elucidation of spermatogenesis dysfunction.

研究分野： 泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 
男性不妊症の治療対象は主に精細胞であ

ったが未解決なことが多く治療として進ん
でいない。最近、思春期の精索静脈瘤患者
において精細胞のみならず、体細胞である
Sertoli 細胞および Leydig 細胞も障害が起
こっていることを報告した。このことより
不妊症においては精細胞のみならず、ター
ゲットを Sertoli 細胞およびLeydig 細胞に
目を向けるべきと考える。 
２．研究の目的 
本研究では、私たちが樹立した男性不妊

症モデルラットを用い、網羅的解析により
障害をうけた Sertoli 細胞およびLeydig 細
胞における精子形成に関連する遺伝子を同
定する。 ついでそれらの遺伝子を、すで
に確立した精巣内への遺伝子導入法で、障
害のある Sertoli 細胞およびLeydig 細胞に
導入し、その遺伝子の機能解析を行うこと
を本研究の目的とする。 
３．研究の方法 
 精巣内における精細胞、Sertoli 細胞お
よび Leydig 細胞を分離できるかを検討し
なければならない。これには各細胞への標
識マーカーの蛍光抗体を投与したうえで、
精巣を摘出。ホモジナイドのうえ、フロー
サイトメトリーにて各細胞を回収する。こ
の回収された細胞において各種遺伝子を測
定する。 
 造精機能障害モデルとして以下の３パタ
ーンを作成する。 
（１）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・
連日腹腔内投与し、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。） 

（２）ホルモン異常モデル： 
LH-RH analogue を成獣マウスに投

与することによる男性不妊症モデル作
製する。 
酢酸リュープロレリンを成獣マウス

に皮下注射し、アンドロゲンを去勢レベ
ルとする。こうすることで下垂体からの
ホルモンが抑制され、精巣自体直接刺激
をすることなく造精機能低下が引き起
こされる。薬剤投与後２～３ヶ月後に精
巣を採取する。 

（３）精巣毒性モデル： 
ブズルファンを成獣マウスに投与する

ことによる男性不妊症モデルを作製する。 

 次に、各モデルマウスと正常マウスの精
巣内に存在する mRNA の違いを測定す
る。 
 判明した Sertoli 細胞および Leydig 細
胞の遺伝子をアデノウィルスベクター法、
あるいはエレクトロポレーション法にて、
男性不妊症モデル精巣に導入を試みる。
この遺伝子導入で造精機能障害が改善さ
れるかどうかを観察する。改善が得られ
た場合、その導入遺伝子こそが、Sertoli 
細胞および Leydig 細胞に存在し、かつ造
精機能に関与する遺伝子と考えられる。 

 
４．研究成果 
精巣内における精細胞、Sertoli 細胞およ
び Leydig 細胞を分離を試みた。 
コンタミネーションの無い状態での分離は
成功しなかった。 
このため TM3、TM4 の培養細胞を利用

して遺伝子解析を試みた。しかし既知の遺
伝子以外は検出できなかった。 
 このため臨床検体に立ち返り、高度乏精
子症を呈した症例と閉塞性無精子症の精巣
病理検体を用いて再検討を行った。 精細
管の組織変化について H-E 染色および
TUNEL 染色にて検討した。またセルトリ
細胞の機能変化を比較するために anti 
mullerian hormone(AMH) 、 androgen 
receptor(AR)、cytokeratin 18(CK18)の免
疫染色を行い、両群で比較した。 
 Johnsen score は高度乏精子群では２か
ら７と造精機能障害を認め、閉塞性無精子
群では８から１０と精子形成が認められた。
TUNEL染色では高度乏精子群では 40%で
強陽性、閉塞性無精子群では 80%に強陽性
を認めた。セルトリ細胞については、AMH
染色は高度乏精子群では 100%で陽性細胞
を認め、閉塞性無精子群では 20%のみ陽性
細胞を認めた。AR 染色は両群とも陽性細
胞を認めた。CK18 染色は両群とも弱い陽
性細胞を認めた。AR 染色と CK18 染色に
おいて両群間に差は認めなかった。 
今回の結果から、造精機能障害を認める

高度乏精子群において AMH 陽性細胞を認
めた。CK18 および AMH は未熟なセルト
リ細胞を示しているといわれている。AMH
染色の結果から高度乏精子症の原因にセル
トリ細胞の未分化が原因と考えられた。
CK18 での免疫染色において両群で陽性細
胞の違いが無いことより、CK18 陽性セル
トリ細胞と AMH 陽性セルトリ細胞では機
能が異なっていると考えられた。今後この
CK18 陽性と AMH 陽性のセルトリ細胞の
機能解明が造精機能障害解明に繋がる可能
性が示唆された。 

 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
高度乏精子群：AMH 陽性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
閉塞性無精子症群：AMH 陰性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
高度乏精子群：AR 陽性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
閉塞性無精子症群：AR 陽性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
高度乏精子群：CK18 陽性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
閉塞性無精子症群：CK18 陽性 
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