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研究成果の概要（和文）：セルトリ細胞は精子形成の足場となる体細胞で、細胞間接着の成立などを介して精子
形成細胞の正常な分化をサポートする。当初のSingle cell RNA sequenceでは期待した成果を得られず、停留精
巣のセルトリ細胞機能に関して研究を行い成果を得た。停留精巣(片側122例、両側 23例)を対象として、停留精
巣の精巣生検組織とセルトリ細胞機能の関連を調べた。生後2歳以下の両側停留精巣患児のうち、セルトリ細胞
機能が低下している症例では、精子形成細胞数が有意に少なく、将来男性不妊をきたすハイリスク群になり、造
精機能障害リスクの層別化ができることをJournal of Urologyに発表した。

研究成果の概要（英文）：Sertoli cells are somatic cells that serve as scaffolds for spermatogenesis 
and support normal differentiation of spermatogenic cells through local hormone secretion and 
establishment of intercellular adhesion. We report the results of our study on Sertoli cell function
 in undescended testes. We investigated the relationship between testicular biopsy tissue from 
undescended testes and serum hormone levels reflecting Sertoli cell function in children with 
undescended testes (122 unilateral and 23 bilateral). The results were published in the Journal of 
Urology and showed that among bilateral undescended testis patients under 2 years of age, those with
 impaired Sertoli cell function had significantly lower spermatogenic cell counts and were at high 
risk for future male infertility, and that the risk of spermatogenesis dysfunction could be 
stratified according to serum hormone levels.

研究分野：小児泌尿器科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
停留精巣は幼少期から精子形成細胞数の減少がみられることが知られている。精巣生検における1精細管断面あ
たりの平均精子形成細胞数は、造精機能障害の予測因子となり、不妊リスクの指標として長年使用されてきた
が、精巣生検は侵襲を伴うことが問題である。今回、私たちは生検を行わずに、セルトリ細胞の機能に注目し
て、不妊リスクを予測するバイオマーカーを確立し得た。停留精巣術後の父性獲得率は、片側例で89.5%、両側
例で62%と報告され、その原因のひとつがセルトリ細胞の機能異常に起因する可能性が示唆された。

※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 

男性不妊 不妊カップルは 5組中 1組を占め、その原因の半数は男性側の要因である。男性不妊

の 70%は、染色体や内分泌学的に異常がみられない特発性である。男性不妊の病態は未だ不明な

点が多く、治療法の確立は少子高齢化が進む本邦では喫緊の課題である。近年の生殖補助医療の

発展により、自然妊娠できなくても精子採取できれば、受精することが可能となった。しかし、

精子の前段階である精細胞の分化障害の機序は不明で、現時点では克服できていない。 

血液精巣関門と精細胞の分化 精巣内には、精細管内に精細胞(精原細胞、精母細胞、精子細胞、

精子)と体細胞であるセルトリ細胞、筋様細胞が、間質にはライディヒ細胞が存在する(図 1)。

セルトリ細胞は、精細胞を取り巻くように存在し、出生前から常に各種サイトカインやホルモン

を分泌して精細胞の生存・維持・分化・

成熟を促し、精子形成に深く関わる。ま

た、隣接するセルトリ細胞間には、思春

期に血液精巣関門が形成される。血液精

巣関門の構成タンパクを欠損させたマ

ウスでは精細胞の分化障害を生じ、血液

精巣関門は精細胞の分化に必須である。 

 
２．研究の目的 

[1] 停留精巣における血液精巣関門の構成タンパクの発現解析と精細胞に与える影響を明らか

にする。[2] 血液精巣関門の成立に関わる因子の探索を1細胞RNA-sequence法の手法を用いて、

思春期ラット精巣、ヒト精巣で遺伝子発現の同定を行う。 

 
３．研究の方法 

研究[1] 停留精巣における血液精巣関門の構成タンパクの発現解析と精細胞に与える影響 

【モデル動物】：12週齢妊娠Sprague-Dawley ラットの妊娠14～20日の間、flutamide 7.5mg/body

を腹腔内投与し、出生した雄仔を非外科的停留精巣モデルとして使用した。 

【方法】思春期にあたる生後 4、5、6週に精巣を摘出し、コントロール、停留精巣、下降精巣の

3群で血液精巣関門の構成タンパク(Claudin-11,Occludin,Zo-1)の発現を経時的・横断的に比較

する(図 2)。血液精巣関門の機能を調べるため、精巣摘出直前に硝酸ランタン(分子量 433)を全

身灌流し、透過型電子顕微鏡を用いてそのバリア機能を評価する。精細胞に与える影響について、



経時的・横断的に精細胞の分化とアポトーシスを調べる。 

【評価項目】 

・血液精巣関門の構成タンパクの発現：

免疫組織化学染色、Western-blot 

・血液精巣関門のバリア機能の評価：透

過型電子顕微鏡での観察(間質から細胞

間隙に侵入した硝酸ランタンが、血液精

巣関門を通過して精細管管腔内に透過す

るか否か) 

・精細胞の分化とアポトーシス：精細胞の各分化段階の特異的タンパクによる免疫染色(GFRα

1,SALL4,UTF1,ZBTB16,NGN3,c-kit)、減数分裂に関わるタンパクの発現(Stra8, DMC1,SCP3)、

TUNEL、Western-blot(Cleaved caspase9)を用いたアポトーシスの評価 

 

研究[2] 血液精巣関門の成立に関わる因子の探索 

1 細胞 RNA-sequence 法を用いた思春期セルトリ細胞の特異的遺伝子発現の同定 

【方法】[1]の 3 群からそれぞれ精巣を摘出した後、酵素処理を行い、細胞を分散する。各種細

胞を 1細胞ずつランダムに採取して、cDNA を合成・増幅し、RNA-sequence を行う。分散した細

胞は細胞種が不明であるため、得られた細胞での発現遺伝子と既知の細胞表面マーカー

(Sox9,WT1,DDX4,LHCGR など)を比較することで細胞種の同定を行う。 

【評価項目】コントロール群、停留精巣群、下降精巣群でそれぞれのセルトリ細胞の遺伝子発現

を網羅的に比較する。 

 

４．研究成果 
研究[1] 

1)精巣組織学的所見  

コントロール、下降精巣では生後 6 週で精子細胞がみられたが、停留精巣では精母細胞で分化

が停止した。 

2)BTB構成蛋白質(CLDN11,OCLD,Zo1)の発現解析(Western-blotting(WB)、免疫染色)  

Western blotting; CLDN11,OCLD,Zo1の発現量は、コントロール、停留精巣、下降精巣とも差

がみられなかった。免疫染色に関して、生後 5週以降で CLDN11局在がコントロールと停留精

巣で異なっていた。すなわち、停留精巣では CLDN11タンパクが精細管の基底膜に対して垂直

方向に発現する異常な局在を示した。 



3)アポトーシス評価(TUNEL法)  

コントロール、下降精巣と比較して、停留精巣では、生後 5 週以降で TUNEL 陽性精細胞数が

有意に多く、BTBが破綻した周囲の精細胞がアポトーシスした。精細管辺縁の精細胞は TUNEL

陰性であった。 

4)精細胞の分化  

コントロール、下降精巣、停留精巣とも精細胞は Stra8, SCP3 が陽性で第一減数分裂完了まで

分化していることが確認された。 

5)透過電子顕微鏡(TEM)を用いた BTBの超微細構造解析 

試料作成時に硝酸ランタンを全身灌流させたところ、停留精巣では BTBを透過して精細管内腔

まで浸透し BTBの機能不全が観察された。 

研究[2] 

過去の文献に従って酵素処理を行い、精巣の細胞の分散を試みた。分散後にセルトリ細胞のみを

培養したが、他細胞の混在が確認され、精度に問題がみられ、解析に至らなかった。 
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