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研究成果の概要（和文）：正常精巣からの体細胞であるLeydig細胞とSertoli細胞の分離から始めた。パーコー
ル法では分離層が多数でてくるため、コンタミが問題となる。その中で複数回行うことにより、よりLeydig細胞
の層はほぼ確立してきた。一方Sertoli細胞の分離も同様に行ったが、Leydig細胞と違って、Sertoli細胞の単独
での分離は難しいことが判明した。このため体細胞の分離代表としてLeydig細胞に重点を置いての研究を行うこ
ととした。
Leydig細胞は７０％以上の確率で分離が行えることが判明した。Sertoli細胞についてはmicrodissection法で精
細管を切り出すことで、分離を行っている。

研究成果の概要（英文）：We tried to separate Leydig cells and Sertoli cells from the nomal testis.We
 performed the Percoll method to isolate the Leydig cell and Sertoli cell. We detect many isolated 
layers by the Percoll method.We could not separate the Sertoli cells, because there were many 
contaminations in the Sertoli cells layer 
But we could separate the Leydig cells.Now we performed the microdissection method for the 
separation of Sertoli cells.

研究分野： 泌尿器科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
パーコール法による細胞分離を行った。Sertoli 細胞の分離は難しいが、Leydig細胞は高率に分離することがで
きた。Sertoli細胞の分離についてはmicrodissectionにより精細管を切り出すことに成功した。
今後ごく少数の細胞からのPCRの確立がSertoli細胞の機能解析に期待ができる。

※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、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在 iPS 細胞の臨床応用が様々な分野で応用されつつある。しかし精子形成において、

ヒトへの応用は倫理面での問題があり、現実的ではない。私達は、男性不妊症に対する遺

伝子治療を目標に、一貫して研究を行ってきた。その中で精巣および精子への遺伝子導入

を実験動物を用いておこない、lipofection 法、electroporation 法、アデノウイルスベクタ

ー法による、遺伝子導入効率と安全性についてそれぞれの特徴を証明した。これらは現在、

臨床応用に向けて研究を進めている。以前は絶対不妊といわれた非閉塞性無精子症に対し

ては、顕微鏡下精巣内精子採取術(MD-TESE)の導入により、精子を採取できることを報告

してきた。しかし、MD-TESE を施行した症例の 50～70%では精子が採取できない。また

高度乏精子症でありながら、MD-TESE で精巣内に精子、精細胞が存在しない Sertoli cell 

only syndrome(SCOS)が 40％以上に存在する。胎児期の精巣ですでに精原細胞が存在し

ないということは考えがたい。これは体細胞と精細胞におけるパラクラインとくに、体細

胞の異常があるのではないかと考えられる。このことより精子形成障害の解明においては

精細胞に対する研究ではなく、体細胞である Sertoli 細胞と Leydig 細胞の機能を解明する

必要性が生じてきている。 
 
２．研究の目的 

男性不妊症における補助生殖医療技術の進歩は著く、顕微鏡下に精巣内精子を採取する

手術(MD-TESE)は標準治療となった。しかし実際の精子が見つかる確率は 30％前後であ

る。MD-TESE において、体細胞である Sertoli 細胞や Leydig 細胞は存在するが、精子ど

ころか精子細胞あるいは精母細胞すらみつからない症例が 50-70％存在する。それらは精

細胞を維持する体細胞の機能不全によるものと考えられる。そのため精子そのものの精細

胞ではなく、体細胞である Sertoli 細胞および Leydig 細胞をターゲットとした治療が必要

と考えた。そこで本研究では、精細胞と体細胞の相互のシグナル伝達経路および精子形成

に関連する遺伝子を同定し、無精子症である男性不妊症の治療の開発に応用することを目

的とした。 

 まずは正常精巣での体細胞の分離を行う。その際に FACS やパーコール法があるため効

率の良いほうをおこなう。そのうえで造精機能障害モデル動物を作成する。その中での体

細胞を分離を行い、その細胞に増加あるいは減少した遺伝子検索を行う。またその中の液

性成分を確認する。その上で男性不妊症患者に同様な病態が起きているかを確認する。同

様な病態が確認された動物モデルの精巣から遺伝子検索を行う。その遺伝子が判明したと

ころで、その遺伝子を作成する。その遺伝子を当教室が確立している電気刺激あるいはア

デノウィルスヴベクターを用いて、遺伝子欠損しているモデル動物の精巣に遺伝子導入を

行う。 

そこに精子形成が確認できれば、その遺伝子が不妊関連遺伝子となり、導入自体が治療に

つながる。これは体細胞に着目するため、次世代へ伝播する心配はないということがメリ

ットである。 

 
３．研究の方法 

 男性不妊症モデルラットと正常ラットの精巣を用いて、精巣内のホルモン成分、および

液性成分の違いを MAGPIX○Rにて測定する。ここで体細胞である Sertoli 細胞と Leydig 細

胞に関連する成分をピックアップする。その上で測定された成分の精巣内分布を免疫染色

で確認する。さらにモデルラット精巣と正常ラット精巣で遺伝子発現の増減を検索する。



これにより先ほどの造精機能障害精巣から変化のあった遺伝子を測定する。これで男性不

妊症モデルラットの精巣に、判明した遺伝子をアデノウイルスベクター法あるいはエレク

トロポレーション法で遺伝子導入することで造精機能障害の回復が起こるか検討する。ま

た導入した精巣内の液性成分を再度測定し、導入方法での成分変化を測定する。 

１．男性不妊症モデルマウス（以下モデルマウス）の準備 

（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。（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。 

抗癌剤を皮下注射し、直接造精機能を低下させる。この方法では細胞周期そのものの障害

による造精機能低下が引き起こされる。薬剤投与後２～３ヶ月後精巣を採取する。 

２．精巣内液性成分、ホルモン成分の検討、精巣内分布の確認  

各種モデル精巣および正常精巣をホモジナイドのうえ、MAGPIX○Rを用いてホルモン

成分および液性成分を各種マーカーを用いて解析を行う。ここで判明した液性成分の存

在場所を、各種免疫染色を行い同定する。その中で体細胞である Sertoli 細胞および

Leydig 細胞に分布している成分を同定する。 
３．精細胞、Setoli 細胞および Leydig 細胞からの遺伝子検索 

上記１．で得られた各モデル動物と正常動物の精巣内に存在する mRNA の違いを測定す

る。具体的には次世代シーケンサーにより定量(RNA シーケンス)する。男性不妊症モデル

精巣から分離した Sertoli 細胞、Leydig 細胞を用いて 3’-RNA 増幅を行う。 
 
４．研究成果 

 正常細胞からの体細胞である Leydig 細胞と Sertoli 細胞の分離から始めた。FACS を用

いての細胞分離を行った。正常マウスからの精巣組織を使用したが、細胞数が少なく、複

数回行っても一定結果が得られなかった。このためラットの精巣を使用した。しかし同様

に結果が均一にならない。そこで FACS を用いての細胞分離は、分離高率に安定性がない

こと、コンタミが大きすぎることが問題と考えられた。分離の確認は Leydig 細胞と Sertoli

細胞に特異的に存在する遺伝子のＰＣＲあるいは免疫染色

を行っていた。 

 このため、次にパーコール法での分離を試みた。パーコ

ール法では分離層が多数でてくるため、コンタミが問題と

なる。その中で複数回行うことにより、より Leydig 細胞

の層はほぼ確立してきた。一方 Sertoli 細胞の分離も同様

に行ったが、Leydig 細胞と違って、Sertoli 細胞の単独で

の分離は難しいことが判明した。このため体細胞の分離代

表として Leydig 細胞に重点を置いての研究を行うこととした。 



 Leydig 細胞は７０％以上の確率で分離が行えることが判明した。 

 Sertoli 細胞については microdissection 法に変更し精細管を切り出すことで、分離を行

っている。 

現在モデル動物作成に移行し

ている。抗がん剤を使ってのモ

デル、および LH-RH analog を

用いての男性不妊症、また手術

による停留精巣モデルを作成している。 

 精細管内での造精機能障害を確認したところ、精子形成の減少が観察された。このため

この造精機能障害について検討した。そこで間質の浮腫が引き起こされていることに着目

した。そこでは炎症系の反応が起こっていると考えられ、現在各種サイトカインの変化を

PCR および染色で確認している。 
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