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研究成果の概要（和文）：IL-18が全身性の急性炎症期と炎症後の回復期において、精巣生殖細胞のアポトーシ
スシグナル伝達経路関連因子の発現を制御し、アポトーシスの誘導と抑制を調整する働きを明らかにした。ま
た、急性炎症下にてライディッヒ細胞のIL-18発現は増加せず、マクロファージのIL-18発現が増加することが明
らかとなり、急性炎症後、精巣に浸潤した免疫細胞から産生される過剰なIL-18により生殖細胞およびライディ
ッヒ細胞のアポトーシスが誘起される可能性を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The role of endogenous IL-18 in testicular germ cell apoptosis may shift 
from pro-apoptotic to anti-apoptotic depending on the inflammatory stage by regulating expression of
 apoptotic mediators and controlling activation of caspase-3, caspase-8, and caspase-9. Leydig cells
 do not actively synthesize and activate IL-18 despite induction of the immune response under 
inflammatory conditions. In contrast, a macrophage cell line produced large amounts of IL-18 after 
LPS stimulation. Our findings support the hypothesis that inflammation leads to an increase in 
immune-cell-derived IL-18 in the testes and suggest that overproduction of IL-18 during acute 
inflammatory conditions in vivo may harmful to germ cells and Leydig cells.

研究分野：生殖免疫学、生殖医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全身性の急性炎症後、精巣に浸潤した免疫細胞から産生される過剰なIL-18により生殖細胞およびライディッヒ
細胞のアポトーシスが誘起される可能性が示唆される結果が得られた。従って、急性炎症時の体内のIL-18の動
態をモニタリングすることで、生殖機能不全ならびに性腺機能不全のリスクを回避するための治療方針を決定す
る重要なツールとなる可能性がある。故に、高度生殖医療や重症病態後のQOL改善に貢献できるのではと考えて
いる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
重症病態治療後の認知能力や身体機能（呼吸障害や神経筋障害など）の低下は長期のアウトカム
に関連する post-intensive care syndrome（PICS）として認識されている（①、②）が、生殖機
能および性腺機能に対する影響は不明である。雄性生殖器への病原菌の感染や炎症は精子の機
能不全や形成不全を引き起こし（③）、男性不妊の原因の 15%を占める（④）と言われている。
また、エンドトキシンで誘起された全身性炎症下では精巣でのステロイドホルモンの合成や精
子形成が阻害されることが報告されている（⑤）。男性敗血症患者の 19.2%（⑥）を 18－＜45 歳
（本邦における男性の第一子出生時平均年齢：32.3 歳）（⑦）が占めており、精巣炎に起因する
生殖細胞のアポトーシスの機序を解明することは男性不妊症や精子形成障害の予防や軽減、改
善といった観点から重要である。我々はエンドトキシンに起因する急性炎症期では内因性 IL-18
が精巣生殖細胞のアポトーシスを誘導するものの、急性炎症後の回復期では内因性 IL-18 が精
巣生殖細胞のアポトーシスを抑止することを明らかにしてきた（⑧）。 
 
２．研究の目的 
＜全体の構想＞本研究は IL-18 の急性炎症下における生殖細胞ならびに精巣内の各細胞に対す
る役割を明らかにし、生殖機能不全および性腺機能不全の治療応用へと展開するための研究基
盤を確立する。 
＜本研究の具体的な研究目的＞ 
⚫ 精巣生殖細胞およびライディッヒ細胞のアポトーシスシグナル伝達経路への IL-18 の役割

を解析する。 
⚫ 精巣ライディッヒ細胞のステロイドホルモン産生能と IL-18 との関係を解析する。 
 
３． 研究の方法 
（１）雄性 9-10 週齢 C57BL/6J (wild type; WT)および B6.129P2-Il18tm1Aki/J (IL-18 knock out; 

IL-18KO)マウスに lipopolysaccaride（LPS）を投与した。LPS 投与後 1 時間毎のマウスの
行動観察をし、昏睡状態やその後の回復状態を確認した。投与 12 時間後（急性炎症期モ
デル）および 48 時間後（回復期モデル）に精巣を採取し、デスレセプター経路およびミ
トコンドリア経路に関与する因子の発現を確認し、IL-18 のアポトーシスシグナル伝達経
路に対する関係性を解析した(リアルタイム RT-PCR、western blotting 法、免疫組織化学
染色法）。 

 
（２）マウスライディッヒ細胞由来 TM3 細胞を LPS および recombinant IL-18（rIL-18）で刺

激し、IL-18 がライディッヒ細胞のアポトーシスとその関連因子およびステロイドホルモ
ン産生能への影響を解析した（LPS 濃度：0, 200, 1000 ng/mL、刺激時間：0, 1, 6, 12, 24, 
48 時間、rIL-18 濃度：0, 0,1, 1, 10, 100 ng/mL、刺激時間：12 時間）。また、LPS 刺激下
でのライディッヒ細胞およびマウスマクロファージ由来 RAW264.7 細胞のサイトカイン
産生能を確認した。 

 
４．研究成果 
（１）急性炎症期における精巣生殖細胞に対する IL-18 の働き 
 WT マウス及び IL-18KO マウスに LPS を腹腔内投与し全身
性の急性炎症モデルを作製し精巣を解析した。炎症期、回復期の
判断はマウスの行動や状態、血漿 TNF-α及び IL-6 値で確認し
た。我々の既報では急性炎症期では WT/LPS 群で精原細胞や精
母細胞にて cleaved caspase（CC）-3 陽性細胞率は増加したが、
KO/LPS 群では陽性細胞率は増加せずアポトーシスが抑制され
た（⑧）。デスレセプター経路関連因子の発現は KO/LPS 群の精
巣では TNF-α/TNFR1、Fas/FasL、FADD の発現が抑制されて
おり、CC8 陽性かつ CC3 陽性細胞率も増加しなかった（図 1）。
従って、炎症期において内因性 IL-18 がデスレセプター経路に
関連する TNF-α/TNFR1、Fas/FasL、FADD の発現を促進し、
caspase-8 を介し生殖細胞のアポトーシスを誘導することが示
された。 
ミトコンドリア経路関連因子の発現は KO/LPS 群の精巣にて

tBid タンパクの発現が抑制されており、CC9 陽性かつ CC3 陽
性細胞率も増加しなかった（図 1）。従って、炎症期において、
内因性 IL-18 は pro-apoptotic に作用する tBid の発現を促進し、
caspase-9 経路を介し精巣生殖細胞のアポトーシスを誘導する
ことが示された。tBid の発現増加は IL-18 によって発現が亢進
した Fas/FasL-caspase-8 が Bid の活性化を促進させたことに起
因すると示唆された。 
 また、内因性 IL-18 は iNOS の発現を誘起したことから（図
1）、我々は iNOS の増加が精巣における過剰な NO 産生を誘導



すると考えた。過剰な NO はミトコンドリアの細胞膜を破綻させ、その結果 caspase-9 経路を介
し生殖細胞のアポトーシスを誘起した可能性が示唆された。以上のことより炎症期において、内
因性 IL-18 は caspase-8 及び caspase-9 依存経路を介し生殖細胞のアポトーシスを促進すること
が示唆された。 
 
（２）急性炎症後の回復期における精巣生殖細胞に対する IL-18 の働き 
 一方、急性炎症後の回復期において内因性 IL-18 が Fas、
FADD 及び TNFR1 の発現を抑制することにより caspase-8 依
存的経路を介し生殖細胞のアポトーシスを抑止した（図 2）。IL-
18 は caspase-9 依存的経路に関与する iNOS および Bid の発現
には影響しなかった。生殖細胞のアポトーシスは WT/LPS 群
で増加しなかったが KO/LPS 群では増加し、精原細胞や精母細
胞、精子細胞の欠落が見られた。マウス精巣において IL-18 は
生殖細胞、ライディッヒ細胞および常在型マクロファージで高
発現しており、オートクライン／パラクラインに精巣細胞に働
きかけ、精巣機能を調整していると考えられている。また、精
巣細胞由来の IL-18 は感染や炎症による精子形成への悪影響を
軽減させる可能性が報告されている（⑨）。KO/LPS 群では回
復期に内因性 IL-18 による精巣の恒常性維持が正常に機能せ
ず、生殖細胞のアポトーシスが増加したと推察した。回復期の
結果は内因性 IL-18 が炎症期にて生殖細胞のアポトーシスを促
進した結果と対称的であり、内因性 IL-18 が炎症のステージに
依存し、アポトーシスを調整していると考えられた。 
 
（３）炎症刺激下でのマウスライディッヒ細胞のアポトーシスと IL-18 産生能 
マウスライディッヒ細胞由来 TM3 細胞を LPS で刺激し、ラ

イディッヒ細胞のアポトーシスと炎症反応を経時的に解析し
た。ライディッヒ細胞の CC3 の発現は刺激 12 時間以降、発現
が増加しアポトーシスが誘導された。デスレセプター経路関連
因子の発現は LPS 刺激 12 時間後 TNFR1、Fas 及び CC8 の発
現が増加した。FasL、FADD の発現は非刺激群と差はなかった
（図 3）。従って、LPS 刺激により Fas、TNF-a、TNFR1、CC8
の発現が増加し、caspase-3 を活性化し、ライディッヒ細胞のア
ポトーシスが誘導された可能性が示唆された。ライディッヒ細
胞の主な役割であるステロイドホルモン（テストステロン）合
成に関与する StAR の発現は CC3 の発現が増加する 12 時間以
降で低下した（図 3）。従って、炎症刺激下においてライディッ
ヒ細胞のアポトーシスが生じステロイドホルモンの産生能が
低下している可能性が示唆された。 

LPS によるライディッヒ細胞の炎症反応を確認すると LPS
刺激後 1時間にてライディッヒ細胞のTNF-αおよび IL-6の発
現は一過性に上昇した。一方で、IL-18 の発現は非刺激群と比
較し、LPS 群で低値を示し、刺激 12 時間で統計学的に有意に
低値を示した（図 3）。従って、ライディッヒ細胞では炎症時に
積極的に IL-18 を産生する機能は無いと考えられた。 
 
（４）ライディッヒ細胞と IL-18 刺激 
そこで、急性炎症時に精巣内で上昇する IL-18 を想定して

（⑩、⑪）、rIL-18 にてライディッヒ細胞を刺激した。ライディ
ッヒ細胞を低濃度（0.1 および 1 ng/mL）ならびに高濃度（10
および 100 ng/mL）の rIL-18 で 12 時間刺激し、その影響を解
析した。高濃度の rIL-18 はライディッヒ細胞のデスレセプター
経路関連因子の Fas、TNF-a、FADD、CC8 の発現を増加させ、
CC3 の発現を活性化し、アポトーシスを誘起した。同時に高濃
度の rIL-18刺激によってライディッヒ細胞の StAR の発現が低
下することが明らかとなった。以上のことより、急性炎症下に
おける精巣内の過剰な IL-18 は生殖細胞のアポトーシスと同様
に精巣の間質細胞に対してもアポトーシスを誘導し、ステロイ
ドホルモン合成を低下させるのではないかと考えられた。 
 
（５）マクロファージと IL-18 
急性炎症下における精巣では免疫細胞の浸潤が認められる（⑫）。マウスマクロファージ由来

RAW264.7 細胞を LPS にて刺激し、サイトカイン産生能を解析した。LPS 刺激 6 時間後よりマ



クロファージの IL-18 発現が増加した。従って、炎症刺激下の
精巣内の IL-18 の増加は、精巣内に浸潤するマクロファージな
ど免疫細胞に由来することが示唆された。 
 
（６）まとめ 
 内因性 IL-18 は全身炎症のステージにより pro-apoptotic か
ら anti-apoptotic にシフトする可能性が示唆された。IL-18 の
役割は産生細胞により異なっており、急性炎症下の精巣におい
ても内因性 IL-18 は産生細胞により作用が異なると推察した。
つまり、急性炎症期において精巣への免疫系の細胞が浸潤し、浸潤した免疫細胞由来の IL-18 が
pro-apoptotic に作用し生殖細胞やライディッヒ細胞のアポトーシスを誘導する可能性が考えら
れた。急性炎症後の回復期では、侵襲反応が減衰し、浸潤していた免疫細胞が減少し、それに伴
い浸潤した免疫細胞由来の IL-18 も低下する。精巣において、IL-18 は恒常的に発現しているた
め、精巣由来の IL-18 が anti-apoptotic に働き生殖細胞のアポトーシスを抑制した可能性が示唆
された。このことより精巣に浸潤する免疫細胞由来の過剰な IL-18 を抑制することは全身性炎
症下に起因する精巣炎の新たな治療ターゲットになりうるのではないかと考えている。つまり、
急性炎症時の体内の IL-18 の動態をモニタリングすることで、生殖機能不全ならびに性腺機能
不全のリスクを回避するための治療方針を決定する重要なツールとなる可能性がある。故に、高
度生殖医療や重症病態後の QOL 改善に貢献できるのではと考えている。 
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