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研究成果の概要（和文）：抗ミュラー管ホルモン(AMH)はセルトリ細胞から分泌されライディヒ細胞機能を抑制するが
、生殖細胞に対する効果は不明である。そこで、AMHとその受容体(AMHR2)の精細管内の作用を明らかにするため、抗体
を用いた免疫染色、in situ hybridization、単離セルトリ細胞、生殖細胞の遺伝子発現を検討した。その結果、AMH、
AMHR2をセルトリ細胞以外に精毋細胞が発現していることを初めて明らかにした。AMHはAMHR2に結合し、Smad系を介し
て精子形成に関与していると考えられる。未成熟ラットにAMH抗体を投与すると精毋細胞発現が若干進行しており、精
子形成の抑制が察知された。

研究成果の概要（英文）：The expression of AMH and AMHR2 mRNA and protein was determined to clarify the 
effects of of AMH on germ cells. <Methods> Animal:SD rats, Germ cell isolation:collagenase digestion and 
percoll gradient, Quantitative real-time PCR:postnatal 5day-35day testes, In situ hybridization(Amh, 
Amhr2 mRNA):21D and 49D testes, Immunohistochemistry (AMH, AMHR2 antibody):10-49D testes. <Results> In 
situ hybridization of 21D testis, expressions of Amh and Amhr2 were observed in spermatocytes, but 
negative on spermatogonia. Immunohistochemical stainings of AMH and AMHR2 in 21D were observed in 
spermatocytes and Sertoli cells, but not spermatogonia. The staining of AMH in 49D was positive in 
spermatocytes and round spermatids. The staning of AMHR2 was positive in spermatocytes, round spermatids 
and elongated spermatids. These results indicate that AMH expressed in developing germ cells is crucial 
molecule to lead precise spermatogenesis by binding to AMHR2 in spermatocyte and spermatids.

研究分野： 小児内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 胎児セルトリ細胞から分泌される AMH 
が胎児期早期のミュラー管退縮と精巣下降
に関与している事は、衆知の事実であるが
(1,2)、その後胎児期から新生児期、学童期に
かけて多量に分泌され,どのような機能を果
たしているかは、ほとんど明らかになってい
ない。出生後の未成熟セルトリ細胞からの
AMH 分泌は FSH により刺激されると報告さ
れているが、FSH 分泌が少ない前思春期の方
が思春期以降より AMH 分泌が亢進している
ことも説明がついていない。最近、AMH が
ライディヒ細胞の成熟とテストステロン産
生を抑制することが報告された。このことは、
AMH が間接的に精子形成を抑制しているこ
とを示唆している(3,4)。しかし精細管内にお
ける AMH の作用は検討されていない。 
 
２．研究の目的 
 我々は、AMH が直接精子形成に関与して
いると考えており、性成熟過程にあるラット
精巣を用いて、AMH および AMHR2 の精巣
内発現と関連遺伝子との関係を検討し、出生
後の AMH の生理的役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 組織学的検討 
 AMH の精巣内発現がセルトリ細胞のみな
のかをまず再確認する。そのため、AMH と
AMHR2 の特異的抗体を新たに作成した。作
製した抗体は affinity column 精製した。本
抗体を用いて 21 日齢、35 日齢、49 日齢精巣
の免疫染色を行い、AMH、AMHR2 蛋白の
発 現 部 位 を 確 認 し た 。 ま た 、 in situ 
hybridization により AMH、AMHR2 mRNA
の発現部位を確認した。 
(2) 精巣遊離細胞の作成 
 21 日齢および 49 日齢精巣をコラゲナーゼ
処理し、単離した細胞をパーコール濃度勾配
でセルトリ細胞と生殖細胞に分離して採取
した。単離した細胞の遺伝子発現を定量 PCR
で測定した。測定した遺伝子は、AMH、
AMHR2 以外に、Ngfr（未成熟セルトリ細胞
のマーカー）、Rhox5（成熟セルトリ細胞のマ
ーカー）、Scp1（精母細胞マーカー）、Rsbn
（精子細胞マーカー）、Smad1,5,9、である。
(3) 精巣遺伝子発現の加齢変化 
 5,10,15,21,35日齢精巣からRNAを抽出し、
AMH、AMHR2、Ngfr、Rhox5、Scp1、Rsbn、
アンドロゲン受容体（AR）、FSH 受容体
（FSHR）を測定した。定量 PCR は総て 49
日齢精巣での発現量を基準（1.0）とした相対
発現で示した。 
 AMH 分泌調節機構を確認する目的で、下
垂体摘出ラットにCG/FSHを投与してAMH
発現を検討した。 
(4) 抗体投与 
 AMH,AMHR2抗体を6日齢から 21日齢
まで連日皮下注投与し、21 日齢精巣を摘出
して、精子形成の進行度を対照ラットと組

織学的に比較した． 
 
４．研究成果 
(1) AMH、AMHR2mRNH 発現の性成熟期
における加齢変動 
 ラット精巣の AMH 発現は、5 日齢で 15
倍と高発現しており、10 日齢で減少した後、
21 日齢で再度 15 倍と高発現し、その後 35
日齢にかけて減少した（図１）。これはヒト
と類似した加齢変動である。AMHR2 は 5
日齢では低発現で、その後増加し 21 日齢
で 1.5 倍発現する（図２）。AMHR2 発現は
10 日齢以降に増加し始めており、出生後
10日齢までのAMHはその効果を発現して
いないと考えられる。AMHR2 の発現変動
は今回初めて明らかにした。アンドロゲン
受容体(AR) は 5日齢から 35日齢までほぼ
一定で 1.5 倍発現していた。精巣から分離
したセルトリ細胞においても 5 日齢から
AR が発現していることを確認した。 
 7-35 日齢まで HCG/FSH を皮下投与す
ると、対照群精巣に比し AMH 発現は早期
に減少し、精子形成は進行した。21 日齢で
下垂体摘出したラット精巣の AMH 発現量
は 49 日齢でも 21 日齢と同等の高発現であ
った。このラットに HCG を 14 日間投与し
テストステロン分泌を増加させても AMH
発現は減少せず、HCG/FSH 投与により減
少した。この間 AMHR2 発現は大きな変動
を示さなかった。この結果はテストステロ
ンが AMH 分泌を直接抑制していないこと
を示している。また、FSH が AMH 分泌を
刺激するという従来の報告は、FSH の直接
作用ではない可能性を示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1  精巣 AMH 発現の加齢変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 2 精巣 AMHR2 発現の加齢変化 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
   図３ 精巣 Scp1 発現の加齢変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４ 精巣 Rsbn 発現の加齢変化 
 
 
(2) AMH 精巣内発現と各種マーカーの発
現との関連 
 Ngfr は５日齢で高発現しており(約 8 倍)、
15 日齢まで急速に減少し、15−35 日齢は
49 日齢の２倍程度発現していた。Rhox5
は 5 日齢では発現せず 10 日齢以降に増加
し、21 日齢で 49 日齢相当に増加した。こ
の結果は、15-21 日齢にかけて成熟セルト
リ細胞が増加するが、精巣成熟後も未成熟
セルトリ細胞が存在することを示している。
21-35 日齢にかけて未成熟セルトリ細胞は
ほぼ一定に存在するにもかかわらず、AMH
発現は減少する。この間、テストステロン
分泌は増加し、精巣の AR 発現、FSH 発現
はほぼ一定であった。この結果は AMH 分
泌に FSH、テストステロンが直接関与して
いる可能性が低いことを示している。これ
は FSH が直接 AMH 分泌を促進するとい
う従来の報告とは異なり、さらなる検討が
必要である。 
 精母細胞のマーカーである Scp1 は 15 日
齢から増加し始め 21 日齢で 49 日齢相当に
増加した（図３）。円形精子細胞のマーカー
であるRsbnは21日齢まで殆ど発現してお
らず、21 日齢ラット精巣では精子形成は精
母細胞までしか進行していないことが明ら
かとなった（図４）。 
 
(3) 10-21 日齢精巣の in situ hybridization

と免疫染色 
 In situ hybridization は 21 日齢精巣、免
疫染色は 10, 15, 21 日齢精巣で行った。In 
situ hybridization では精母細胞とセルト
リ細胞で AMH, AMHR2 mRNA が陽性染
色された。精粗細胞は陰性であった。10,15
日齢精巣の AMH, AMHR2 免疫染色では、
セルトリ細胞が陽性に染色され、精粗細胞
は陰性であった。21 日齢精巣では、出現し
始めた精母細胞で AMH, AMHR2 が強く
染色され (図 3,4)、セルトリ細胞も染色さ
れた。この結果は、精母細胞では AMH, 
AMHR2 mRNA が発現し、蛋白が合成され
ていることを示している。さらに、これを
確認するため、遊離生殖細胞から mRNA
を抽出し、定量 PCR を行い、AMH, 
AMHR2 mRNA 発現を認めた。これは、精
母細胞が AMH, AMHR2 を発現している
ことを示す最初の報告であり、AMH が
AMHR2 を介して生殖細胞に作用している
ことが明らかとなった。 
 
(4) 49 日齢精巣の AMH、AMHR2 発現 
 49 日齢精巣は、精子形成の最終段階まで達
しており、精子が形成されている。In situ 
hybridization では、21 日齢精巣同様精母
細胞で、AMH, AMHR2 mRNA が陽性に染
色された。精祖細胞、精子細胞では陰性で
あった。免疫染色では、AMH は精母細胞
と円形精子細胞が陽性で長形精子細胞は陰
性であった。AMHR2 は精母細胞と円形精
子細胞、さらに長形精子細胞が陽性であっ
た。精子細胞では mRNA は発現していな
いことから、精母細胞で合成された蛋白が
精子細胞に移行し発現していると考えられ
る。AMHR2 は全ステージの精子細胞で発
現しているが、とくにステージ VIII-XIV
で強く発現していた。AMH は円形精子細
胞までしか発現していないことと考え合わ
せ、AMH は精子形態変化の初期の段階に
関与している可能性が示唆された。 
 AMH-AMHR2 は Smad を介して細胞内
情報伝達を行っていることが報告されてお
り、遊離生殖細胞をも地位で Smad 1,5,8
の発現を検討した。49 日齢生殖細胞は
Smad 1,5,8 を全て発現していた。 
 AMH が精子細胞で、Smad 系を介して
どのような効果を発揮しているかは不明で
あり、今後の検討課題である。 
 
(5) AMH は精子形成を抑制するか 
 性成熟期の AMH の作用を検討する目的
で、AMH,AMHR2 抗体を 6 日齢から 21
日齢まで連日皮下注投与し、21 日齢精巣を
摘出して、精子形成の進行度を対照ラット
と組織学的に比較した．精巣は PAS 染色し
た。抗体投与群の精巣では対照群に比べて
精母細胞の出現が増加しており、AMH は
性成熟過程の精子形成の進行を抑制してい
ると推測された。この AMH の効果はセル



トリ細胞から分泌される AMH の効果と考
えられるが、精粗細胞は AMHR2 を発現し
ていないことから、生殖細胞への直接作用
ではない。前述したライディヒ細胞の成熟
とテストステロン産生に対する AMH の抑
制効果によると推察している。 
 
(6) まとめ 
 本研究は性成熟段階において、高濃度に分
泌されているAMHが精子形成を抑制している
という仮説を立てて、実験を行った．しかし
精粗細胞にはAMHR2が発現していないことか
ら、AMH が直接精粗細胞に作用していないこ
とが明らかとなった。抗体投与実験の結果か
らAMHが精子形成の進行を抑制することが示
唆されたが、これはライディヒ細胞機能を介
した間接作用と推測される．本実験の過程に
おいて精母細胞に AMH,AMHR2 の mRNA と蛋白
が発現していることが明らかとなった。AMH
と AMHR2発現が精子形成サイクルで異なって
おり、AMH はパラクリン作用で精子細胞に作
用していることが示された。 
 従来、AMH はセルトリ細胞からのみ分泌さ
れると報告されていたが、本研究の結果精母
細胞でも発現していることが明らかとなっ
た。 
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