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研究成果の概要（和文）：これまでに精巣の特殊な免疫環境を解析するために精巣組織片の移植研究が行われて
きたが、精巣の臓器そのものを移植して解析した報告はなかった。そこで我々は、異所性精巣移植技術を考案
し、免疫学的実験移植モデル(急性拒絶モデル・慢性拒絶モデル・異性間移植モデル)を確立した。この移植技術
を用いる事により、精巣の免疫反応を臓器全体で観察することが可能になり、精巣に比べ精巣上体は顕著に拒絶
反応を呈することが示された。また、異性間の移植を行うことにより、雄では許容される精巣・精巣上体などの
生殖系が雌では認識されず、雌由来の免疫細胞が雄生殖系に対し免疫学的障害を誘起する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transplantation studies of testicular tissues have been conducted to analyze
 the immune privileged status of testis in the past. However, in order to analyze the immune 
privilege testis, it is important to transplant and observe the testicular whole organ. Therefore, 
we developed heterotopic testis transplantation with epididymis, and were established immunological 
experimental transplantation model (acute rejection model, chronic rejection model, heterosexual 
transplantation model). By using the transplantation model, it has become possible to observe the 
immune response of testicular whole organ, and the epididymis has been shown the significant 
rejection compared to the testis. In addition, by performing heterosexual transplantation, male 
reproduction systems such as testis and epididymis that are tolerated autoimmune system aren't 
tolerated the female immune systems, and immune cells from females induce immunological damage to 
male reproductive systems.

研究分野：生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの同所性精巣移植法は、術者の技術や手術時間・成功率の不安定さなどの影響が大きく、実験の精度が
不安定であった。今回、考案した異所性精巣移植法は、それらの要素を払拭する簡易的かつ成功率の高い画期的
な移植技術であり、精巣の臓器全体の免疫反応を形態学的に観察する方法として他施設でも展開が可能である。
また、これまで骨髄移植後に生じる男性不妊症の原因として放射線および抗がん剤治療による影響の研究が多く
なされてきたが、今回の我々の研究成果により男性において異性由来のドナー免疫細胞がGVH様反応を引き起こ
し、男性生殖系に免疫学的障害を誘起するという新たな可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
精巣は、免疫寛容の時期が過ぎた思春期に入ってから、半数体である精子細胞や精子という新
たな分化抗原をもった細胞を大量に作るようになる。よって、精子細胞および精子は自己より
異物扱いされやすく強い自己免疫源性を有しているとされている。しかし、セルトリ細胞間で
構成される blood-testis barrier (BTB) が強固に精子細胞・精子を自己の免疫系より守っているこ
とが分かっている。さらに、近年では BTB 外側の精巣間質においても異系移植片が生着しや
すいという数々の報告から、セルトリ細胞のみならず、間質のライディッヒ細胞、筋様細胞あ
るいは精巣マクロファージ、血管内皮細胞までもが immune privileged sites (=免疫学的に保護さ
れた場所) に関与しているという考えが主流になってきている。しかし、研究代表者らは非特
異的免疫増強剤を一切用いずに、同系動物の精子細胞・精子を皮下注射するだけで、自己免疫
性精巣炎を容易に誘発するモデルの開発に成功している。これは「精巣とは本当に immune 
privileged site なのか？」という疑問を抱かせるものであった。また、臨床的研究によると、放
射線治療や抗癌剤治療の一環で骨髄移植を受けた男性患者は、男性ドナーよりも女性ドナー の
骨髄細胞を移植された方が不妊症（精子形成障害）になりやすいという報告がある。これは、
男性において異性由来の donor リンパ球が graft-versus-host reaction (GVHD)を引き起こし、精巣
に何らかの免疫学的障害を引き起こしている可能性を示唆するものである。これまでに、精巣
の immune privileged statusを解明するために様々な研究が行われてきたが精巣そのものを支配
動静脈吻合によって移植し解析した報告は未だない。その最大の理由は、移植技術の確立がた
いへん困難であったことである。今回、研究代表者らは頸部動静脈と吻合させ、人工陰嚢を作
成する移植術式を開発した。これにより、骨髄移植 GVHD 実験と併せて、精巣を♀に移植す
るとどうなるか？♀の骨髄細胞を♂に移植するとその精巣はどうなるか？という２側面から精
巣の免疫学的特性の解析が可能と考えた。 
 
２．研究の目的 
精巣は、脳や網膜と同様に免疫学的に特別に守られた場所とされており、これまでに様々な
トレーサーを用いた BTB の機能形態学的研究や異系組織片の精巣内への移植成功が報告され
てきた。しかしながら、精巣の臓器そのものを移植して解析した報告はその移植技術の難しさ
から報告がなく、精巣における免疫反応を臓器全体で観察することは困難であった。そこで、
本研究では、ドナー精巣をレシピエントの頸部皮下に顕微鏡下手術を用いて頸部動静脈に吻合
し、人口陰嚢を作成する異所性精巣移植技術を開発し、①異性♀の免疫系に精巣♂そのものを
晒すとその精巣組織はどうなるか？②異系の免疫系に精巣そのものを曝すとその精巣組織はど
うなるのか？という新たな発想で精巣の immune privileged status を検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
動物 
1) LEWラット (血管変異が少ない系統) 
2) ACIラット (心臓や腎臓の移植モデルにおいて急性拒絶群に用いられる系統) 
3) F344ラット (心臓や腎臓の移植モデルにおいて慢性拒絶群に用いられる系統) 
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) 
実験系 
1) 異所性 (頸部) 精巣移植 
 LEWラットから摘出した精巣・精巣上体・精管を LEW (同系移植モデル; Control)、ACI (急性
拒絶モデル)、F344 (慢性拒絶モデル)をレシピエントとして異所性(頸部) に移植し、各器官にお
けるリンパ球浸潤と精子形成障害の有無を観察する。異所性精巣移植は、ドナー精巣を精巣動
脈・腹大動脈と共に、精巣静脈を下大静脈と共に摘出し、精管は前立腺付近で切断し、長い状
態で精巣と共に摘出する。それぞれの血管の末端を吻合閉鎖し、一端をレシピエントの総頸動
脈(−腹大動脈)と、内頸静脈(−下大静脈)に繋ぎ、血流を再開し、精巣を比較的体温が低い頸部背
側へ人工陰嚢として静置する。また、内分泌学的影響を考慮して、移植前および移植後にレシ
ピエントの両側性腺を摘除する去勢群と摘除しない非去勢群を作り比較する。 
2）異性間精巣移植 
 LEW ラットから摘出した精巣・精巣上体・精管を同系♂および♀に対し、頸部異所性に移植
を行う。移植方法は、”1)”に従い、移植 3 日後に精巣および精巣上体切片の HE 染色による精
子形成障害、炎症細胞浸潤、精巣の障害程度を検討する。 
3) 骨髄移植 
 C57BL/6マウスに対して同系の同性間および異性間における骨髄移植を行い、レシピエントマ
ウスにおける雄性生殖器への炎症性細胞浸潤や形態変化を観察する。骨髄移植前日にレシピエ
ント C57BL/6♂マウスを麻酔下にて固定し、10 Gyの骨髄破壊的放射線照射を行った。この時、
精巣局部のみを鉛板にて遮蔽し、放射線による精巣への影響を軽減させた。放射線照射から 24
時間後、ドナーC57BL/6 の大腿骨から骨髄細胞 (1×107 cell) を採取し、同性間(♂→♂)および
異性間(♀→♂)にて尾静脈から骨髄移植を行い、移植から 120日後に評価を行った。 
解析項目 
1) 重量解析：精巣、精巣上体、肝臓、脾臓、腎臓の重量測定と HE 標本観察 
2) 精巣組織解析：精巣切片の HE 染色による精子形成障害、炎症細胞浸潤、精巣の障害程度を



検討する。免疫組織化学法で、精巣内の微小環境の変化および細胞の局在を検討する｛リンパ
球（CD4、CD8、B220）、マクロファージ・樹状細胞(F4/80、MHC classⅡ)、免疫グロブリン(IgG、
IgA、IgM)、補体(C3)；サイトカイン分泌分布（IFN-γ、IL-1、IL-6、IL-10、IL-12、TGF-β、
TNF-α）；アポトーシス（Fas、FasL、Bax、Bcl-2、各種 caspase、TUNEL 染色）｝。 
3) 血清学的解析：抗精子抗体測定、各種ホルモンの測定 
4) 生化学的解析：摘出した精巣と脾臓からタンパク質を抽出し、サイトカイン､リンパ球､マク
ロファージ･樹状細胞､免疫グロブリン､補体などをウエスタンブロット法で半定量する｡ 
5) 分子生物学的解析:精巣から mRNA を抽出し､各種炎症性サイトカイン遺伝子､アポトーシ
ス関連遺伝子の発現を Real time RT-PCR を用いて定量する。 
 
４．研究成果 
2015年度 
これまで報告されてきた同所性精巣移植に変わり、より簡易的かつ成功率の高い”異所性精巣
移植技術”をラットにおいて考案・確立した。異所性精巣移植と同所性精巣移植において手術時
間と成功率を比較した結果、異所性精巣移植の手術時間は 59.9±7.1minと同所性の約 3分の 1
であった。成功率においては、同所性では 71%だったのに対して、異所性では 100%であった。
また、今回我々が考案した異所性精巣移植における問題点として精管閉塞、血流閉塞、温度障
害などが懸念されるため、3 群（精管を結紮した精管結紮群、支配血管を結紮した虚血群、精
巣を腹腔に移動させた停留精巣群）の対照群の精巣と組織学的に比較した。その結果、対照群
らで見られるような精子形成障害は異所性精巣移植群の精巣では確認できず、頸部皮下へ移植
しても精巣は正常に機能することがわかった。これにより頸部異所性精巣移植の移植モデルと
しての有用性が示唆された。 
2016年度 
 異所性精巣移植を用い、同系移植群(LEW→LEW)、急性拒絶群(LEW→ACI)、慢性拒絶群(LEW
→F344)を確立し、この 3群における免疫応答の差異を移植から 3日後に検討した。その結果と
して、慢性拒絶群においては、精細管の構造が保たれており、同系群と有意な差はなかった。
その一方で、急性拒絶群では、多くの精細管に精子形成障害をきたしているのが観察され、定
量した結果においても同系群との差は有意であった。また急性拒絶群は、精巣内の毛細血管周
辺にリンパ球が見られ、CD4、CD8の免疫組織化学染色の結果では、同系群、慢性拒絶群と比
べ有意にそれらの陽性細胞が認めらた。Real-Time RT-PCRでは、炎症性サイトカイン（IFN-γ、
IL-10、IL-1β）、細胞死関連（Casapse3、8）の発現が急性拒絶群において有意に高いことを示
した。慢性拒絶群は、同系移植群と有意な差は見られなかった。今回得られた結果により、異
所性精巣移植が精巣の免疫学的実験移植モデルとして有用であることが示唆された。 
2017年度 
異所性精巣移植を用いて、同性間移植 (♂→♂) 群と異性間移植 (♂→♀) 群の 2群を確立し、
移植から 3日後に評価を行った。両群において移植精巣における精細管の構造は保たれており、
精子形成障害は認められなかった。しかしながら、同性間移植群に比べ異性間移植群では移植
精巣内の毛細血管および精巣の白膜に存在する血管周辺に CD4 陽性リンパ球が多く認められ
た。さらに、精巣と同時に移植した精巣上体では、異性間移植群のみ CD8陽性リンパ球の浸潤
が認められ、精巣上体炎様の組織像を示した。これにより、精巣と精巣上体という非常に近い
臓器であっても異なる種類のリンパ球浸潤が誘起されることが示唆され、異性間移植群のみに
精巣上体炎が起きたことから、♂では許容される精巣・精巣上体の免疫特権が♀では認識され
ず、♂の生殖系が♀の免疫細胞により異物として認識されることを示された。つまり、男性に
おいて異性由来の免疫細胞、特にリンパ球が精巣をはじめとする男性生殖器系に何らかの免疫
学的障害を引き起こすことを示唆している。 
2018年度 
同性間移植に比べ異性間移植において急性拒絶反応が生じることをふまえ同性間(♂→♂)お
よび異性間(♀→♂)骨髄細胞移植による免疫応答を比較した。結果として両群において精子形
成障害が認められた。しかしながら、この結果は骨髄移植をせずに放射線のみを照射した群に
も認められたため放射線による影響だと考えられた。また、放射線照射群および同性間骨髄移
植群では精巣周囲にリンパ球は確認されなかったが、異性間骨髄移植群では精巣白膜に存在す
る血管周辺にリンパ球が認められ、精巣上体周囲においてもリンパ球の浸潤が認められた。こ
の違いの原因を解明するために放射線照射群を詳細に解析した結果、♂生殖細胞を保護してい
る精巣の BTBおよび精巣上体の blood-epididymis barrierが放射線照射により破壊され、精巣や
精巣上体が有する免疫特権の一部が失われており、♀免疫細胞により強く拒絶反応が生じたと
考えられる。これらの結果は、男性において異性由来のドナーリンパ球が GVHDを引き起こし、
精巣に何らかの免疫学的障害を引き起こしている可能性を示唆するものである。 
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