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研究成果の概要（和文）：本研究では生活の身近に存在する薬物であるアルコールおよびニコチンの同時曝露に
よる精巣内微小環境の変化を解析するために組織学的および分子生物学的解析を行った。本研究の成果として1)
 同時曝露によりセルトリ細胞障害が生じること 2) 同時曝露は精巣内免疫環境に影響を与えることが明らかに
なった。しかしながら、これは同時曝露による影響の一部であり、今後さらに検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the effects of co-exposure to alcohol 
and nicotine on the microenvironment in the testis. The outline of this study result is as follows: 
1) Co-exposure to alcohol and nicotine causes sertoli cell dysfunction. As a result, it induces 
changes in testicular macrophage and autoantibody production, and 2) co-exposure affects the 
testicular immune environment. However, this is part of the effects of co-exposure to alcohol and 
nicotine and needs further investigation.

研究分野：泌尿生殖器

キーワード： 精巣　アルコール　ニコチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに環境物質の単独曝露による研究は多くの物質がなされてきたが、複数の物質による同時曝露の解析検
討は海外も含め報告が少ない。その一方で、次世代の保護という観点において生殖能力を形成する思春期におけ
る環境物質の曝露を防ぐことは重要な課題の一つである。本研究はアルコール、ニコチンのように一般的に同時
曝露されている物質による思春期の生殖機能への影響を評価することで重要な基礎的知見を提供する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
不妊症及び少子化の増加が深刻な問題となっており、男性不妊が増加している原因として生活
環境中に存在する化学物質の影響による精子形成障害が注目されている。飲酒（アルコール）と
喫煙（ニコチン）は生活習慣病を悪化させる危険因子であり、生殖毒性との関連性が検討されて
きた。アルコールとニコチンは同時摂取されやすい薬物であるが、同時曝露による精巣内微細環
境の変化および精子形成障害の機序についての詳細な報告はいまだない。本研究では、同時曝露
による精巣内微細環境の変化もしくは免疫性精子形成障害の感受性への影響を検討し、男性不
妊症の機序の一端を解明することを目指す。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではアルコールとニコチンの同時曝露による①精巣内微細環境の変化の解明と、②精巣
内の免疫学的抑制機構の形成や維持に影響を与える可能性について解明することを目的とし、
特に同時曝露における精巣マクロファージ動態の変化や炎症性サイトカイン分泌、セルトリ細
胞への影響に着目し解析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
実験動物は、4週齢(思春期)の DBA/2 系マウスを用い、①正常群(リン酸緩衝生理食塩水(PBS)腹
腔内投与群：PBS 群)、②アルコール群(アルコール 1g/kg、1.5g/kg、2.0g/kg 腹腔内投与群：AL
群)、③ニコチン群(ニコチン 0.2mg/kg、0.4 mg/kg、0.6 mg/kg 腹腔内投与群: NC 群)、④アル
コール+ニコチン群(上記濃度のアルコール、ニコチンの組み合わせ腹腔内投与群：AL+NC 群)の
4 群を作成した。ニコチンは 0.2mlPBS に溶解し、アルコールは濃度 20％になるように PBS で調
整する。これらの溶液を腹腔内に１日１回毎日投与を行い、35 日後にマウス体重を測定後、精
巣、精巣上体及び脾臓等を摘出し重量測定を行う。摘出した臓器は modified Davidson's fluid 
(mDF)にて固定後、テクノビット包埋を行い、ヘマトキシリン・エオジン染色を用いて形態観察
を行った。また、同時に凍結切片の作成および mRNA 抽出を行い、免疫組織化学染色およびリア
ルタイム PCR を用いて解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
①同時曝露における精子形成障害の機序 
PBS群に比べAL群およびNC群の精巣重量は有意に
減少し(P<0.05)、AL+NC 群においてはその傾向が顕
著に認められた(P<0.01)。また、AL 群、NC 群にお
いては精上皮に多少の乱れが生じたものの精子形
成障害は認められなかった。しかしながら、AL+NC
群においては精細管上皮が脱落している精細管が
観察されるなど精子形成障害が認められた（図 1）。
また、生殖細胞マーカーの変化についてリアルタイ
ム PCR を 用 い て 解 析 し た と こ ろ Stra8 
(Spermatogonia)では各群の有意な変化は認められ
なかったが、Spo11(Spermatocyte)および Tnp1 
(Spermatid)において AL+NC 群では他群に比べ有意
に低下していた (P<0.05)。 
また、ライディッヒ細胞が萎縮し精細
管隙が拡がることから、精細管周囲に
多く存在している免疫細胞である精巣
マクロファージの分布・動態に変化を
生じている可能性が考えられることか
ら精巣マクロファージ(F4/80、CD68、
CD163)を調べたところ、AL群、AL+NC 群
では精細管の周囲にマクロファージが
増加したが、NC 群ではマクロファージ
浸潤は認められなかった（図 2）。さら
に、リアルタイム PCR を用いて F4/80
の発現量を解析したところ PBS 群に比
べAL群およびAL+NC群は有意に増加し
ていたが(P<0.05)、NC 群では有意な変



化は認められなかった。これらの精巣内免疫細胞の変化に伴い各種サイトカイン産生(IL-1b、
IL-6、TNFa、MCP-1、IFNr、TGFb など)についてリアルタイム PCR にて解析したところ PBS 群に
比べ、NC群のサイトカイン産生変化は認められなかったが、AL群では IL-1b、IL-6 が有意に増
加し(P<0.05)、AL+NC 群では IL-1b、IL-6、TNFa、MCP-1、IFNr、TGFb など様々なサイトカイン産
生について大きく変化していた。 
 

これらのことから AL+NC 群は各単独投与の条件に比べ、精巣マクロファージが増加し、これに伴
う精巣内炎症性サイトカインの変化により精巣内の免疫環境に影響を与え精子形成（特に精母
細胞および精子細胞）に悪影響を与える可能性がある。しかしながら、これは同時曝露による影
響の一つであり、今後さらに検討が必要である。 
 
 
②同時曝露における精巣内微小環境の変化 
近年、化学物質の影響による精子形成障害も多くの研究成果が発表されている。その中で極低用
量でも精巣の免疫抑制機構に対し重要な役割を果たしているセルトリ細胞の微細構造に影響し、
セルトリ関門（血液―精巣関門）の変化が生じることが分かってきた(Fiorini et al. Reprod 
Toxicol, 2004)。従って本研究ではセルトリ細胞に注目し解析を行った。 
その結果として、セルトリ細
胞機能因子である Aqp8、IL-
1a、Transferrin、Testin な
どの mRNA 発現を調べたとこ
ろ、AL 群および NC 群では発
現変化が認められなかった
が、AL+NC 群では有意に発現
が変化していた。特に血液－
精巣関門関連タンパク質
（ZO-1、ZO-2、Occludin、
Claudin11、TJP1 など)の発現
はAL+NC群において低下して
おり（図 4）、血液―精巣関門
における精巣の保護機能が
低下している可能性ある。こ
れまでの報告によるとアル
コールの投与ではセルトリ細胞にマイトファジーなどの保護機能が働き、セルトリ細胞障害が
誘発されなかったが、ニコチンと同時曝露によりこの保護機能に影響を与えセルトリ細胞障害
を生じさせることが示唆された。 



また、PBS 群、AL 群および NC 群において自
己抗体の産生は認められなかったが、AL＋NC
群において精子細胞・精子に対する自己抗体
が認められた。これは、セルトリ細胞機能因
子および血液－精巣関門関連タンパク質の
変化によりセルトリ細胞の機能が低下し、精
巣の保護機能が低下した結果、自己抗体が認
められるようになったと考えられる 
以上の結果から、アルコールとニコチンにお
ける同時曝露は精巣においてアルコール、ニ
コチンの両薬物の影響を相加的に受けてい
るおり、精巣の免疫環境にも影響を与えるこ
とが明らかになった。 
 
結果として、思春期におけるアルコールとニ
コチンへの同時曝露はセルトリ細胞の機能
不全を引き起こし、精巣マクロファージの動態変化や自己抗体産生などの多様な影響を与える
ことにより精巣免疫環境を悪化させる。 しかしながら、これはアルコールとニコチンの同時曝
露の影響の一部であり、さらに調査する必要がある。 
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