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研究成果の概要（和文）：有効な治療法がない男性不妊症への方策として、精子幹細胞機能に着目した。本研究では造
精機能障害モデル動物を用い、幹細胞マーカーUTF1（undifferentiated embryonic cell transcription factor 1）の
発現と局在を検討した。その結果、精子幹細胞には活性型と潜在型が存在し、その比率が精子幹細胞活性として将来の
妊孕性評価に重要な指標と考えられた。またヒト停留精巣においてもモデル動物と同様の評価が可能であった。UTF1は
造精機能障害の最大要因である停留精巣の将来の精巣機能を予測するツールとして有用であり、男性不妊症の治療診断
に生かせる成果であると思われた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of male infertility, we focused on the function of 
spermatogonial stem cells (SSCs). In this study, we investigated the expression and localization of stem 
cell marker "UTF1" (undifferentiated embryonic cell transcription factor 1) by using cryptorchid model 
rats and human testes. Our result showed that SSCs were divided into 2 types; actual and potential form, 
and we elucidated the attenuation of SSC activity in cryptorchid testes and the improvement of SSC 
activity by early orchiopexy. Moreover, to elucidate the reasons why cryptorchidism induce male 
infertility, we examined "adult" testes which were performed orchiopexy in childhood. And the result of 
our study showed that the past history of cryptorchidism induced the deterioration of SSCs activity and 
the enhancement of apoptosis of SSCs with miss-maturation of Sertoli cells.
Our study suggested the efficacy of newly SSC marker which might predict future fertility.

研究分野：小児先天異常疾患
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１．研究開始当初の背景 
＜本研究に関連する国内・国外の研究動向並

び位置づけ＞ 
少子化問題はわが国を含めた先進諸国

の課題であり、有効な治療法がない男性

不妊症の対策は世界的な急務である。不

妊症の約半数は男性要因であり、その原

因として造精機能障害は約 70～90%を占
める。しかし精子形成とその障害のメカ

ニズムには不明瞭な点が多く、特に特発

性造精機能障害に対する決定的な治療法

は存在していない。また MD-TESE の採
精率は満足いくものではなく決定的な治

療法が存在しない。 
一方で造精機能障害をきたす代表的な

疾患として停留精巣が挙げられる。本症

では、1歳前後から 2歳頃までの精巣固定
術が推奨されているが、早期に精巣固定

術を行っても、両側例の父性獲得率は約

50%である。このことは停留精巣の治療成
績をさらに向上させる必要性を示すと同

時に、停留精巣における造精機能障害が、

これまで考えられてきた高温環境・環境

ホルモンなどの外的要因のみでは説明で

きないことを示している。これまで私た

ちは、造精機能障害をきたす代表的疾患

である停留精巣のモデル動物を開発し、

手術療法の適正時期や治療の限界を示し

てきた。また、ヒトの停留精巣組織をも

ちい、幼若期からの組織障害の存在や、

精巣下降に関与する候補遺伝子を明らか

にしてきた。 
これらの多くは停留精巣や精巣腫瘍な

どの精巣発育不全症候群の原因遺伝子や

精子幹細胞のマーカー遺伝子と関連して

おり、停留精巣の妊孕性が、これらの遺

伝子発現に影響を受けている可能性があ

ると考えている。 
 
＜着想に至った経緯＞ 
私たちが行った男性不妊症モデル動物

の研究では、精細胞系の分化異常が生後

早期から認められることを明らかにして

いる（右上図）。A型精原細胞数の多寡に
より、将来の妊孕性はある程度予測され

るが、この A 型精原細胞は自己複製能・
多能性・未分化性の維持を持った精子幹

細胞（spermatogonial stem cell；SSC）
として注目されている。このことから私

たちは、造精機能障害による男性不妊症

では、精巣自体が内包する先天的な因子

が存在するのではと推察した。つまり、

造精機能障害には精細胞系分化の異常を

来す内在性要因として、A型精原細胞の精
子幹細胞としての機能低下が存在するの

ではと考えた。 
そこで本研究では、幹細胞活性と精子

形成との関係を明らかにするため、造精

機能障害モデル動物の精巣とヒト不妊症

精巣を用い、精子幹細胞における遺伝子

発現や局在の変動、およびそれが及ぼす

精子形成への影響を明らかにすることに

より、造精機能障害の発症メカニズムを

究明するという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
出生率の改善は、わが国の将来に重大な

課題であり、男性不妊症の最大要因である

造精機能障害の機序を解明する意義は大き

い。近年、精子形成において、精子幹細胞

の存在が注目されている。私たちも、これ

までの研究で精子幹細胞マーカーと造精機

能の相関を明らかにしてきた。これらの遺

伝子の中でも UTF1（ undifferentiated 
embryonic cell transcription factor 1）が精
子幹細胞に発現し、その活性を反映して

いることを突き止めた。これらの成果に

基づき、造精機能障害における精子幹細

胞の機能に与える影響を検討するため、

停留精巣や特発性男子不妊症精巣などを

用いた精子幹細胞活性を検討する。具体

的には、男性不妊症の主因である停留精巣

のモデル動物を用い、精細胞系の分化なら

びに幹細胞活性の変化を、胎生期から経時

的に評価する。また発現遺伝子の変動や機

能解析により、造精機能に関わる精子幹細

胞の活性カスケードを明らかにする。これ

らの結果をヒト停留精巣組織で検証し、造

精機能障害の予測因子としての臨床応用を



目標とした。 
 

３．研究の方法 
(1) 造精機能障害における精子幹細胞活性の
検討 
不妊症モデル動物の作成 
抗アンドロゲン剤である flutamideを

S-Dラットに対して妊娠 14-21日の 7日
間腹腔内投与し、生まれてきた仔を停留
精巣モデルラットとして用いた。なおホ
ルモン投与による遺伝子発現異常の可
能性を排除するため、片側停留精巣個体
を選別し、患側と健側を比較することと
した。 
停留精巣ラットにおける UTF1の発現 
精子幹細胞活性を測定するマーカー
として UTF1を用いた。定量 RT-PCR・
Western Blotting・免疫染色にて、停留
精巣での発現強度や発現時期を検討し
た。特に SSCにおける UTF1発現の有
無や陽性・陰性細胞比などの検討は幹細
胞活性の測定に重要と考える。A型精原
細胞が出現する時期の前後において幹
細胞活性を厳密に評価した。 
ヒト停留精巣での UTF1発現 
私たちの施設では、病理組織学的検査
目的に、停留精巣の手術時に精巣組織を
凍結保存している。これらを用い、ヒト
での停留精巣における精細胞系分化と
A 型精原細胞の精子幹細胞活性を検討
し、モデル動物とヒトの病態の相同性を
検証した。 

 
(2) 培養細胞を用いた精子幹細胞の機能解
析とエピゲノム制御異常 
精原細胞株を用いた遺伝子機能解析 
得られた候補遺伝子の精巣での発現量
を評価するため精原細胞株である GC-1
細胞を用いた。リポフェクション法によ
る遺伝子導入および si-RNA を用いたノ
ックダウンを行い、培養した GC-1 細胞
における下流遺伝子の発現変化を検討し
た。 
また候補遺伝子のなかにエピゲノム制
御に関わるものが同定されたことから、
ヒストンのメチル化状態についても検討
を行った。 
 

(3) 成人男性不妊症検体を用いた精子幹細

胞の動態についての検討 
成人期において男性不妊症を呈した停
留精巣の組織変化について検討するため、
閉塞性無精子症（ OA； obstructive 
azoospermia）と診断された成人精巣を
用い、停留精巣の既往の有無が精子幹細
胞やセルトリ細胞などの機能変化を及ぼ
すかについてアポトーシスの有無を含め
免疫組織学的に評価した。 
 

４．研究成果 
 胎生 18日から生後 12週までのラット正
常（下降）精巣の HE 染色から、始原生殖
細胞から精子幹細胞への分化は生後 9 日に
生じることが明らかにされた。また UTF1
を用い、精子幹細胞には活性型（UTF1 陽
性）と潜在型（UTF1）陰性の 2 種類が存
在し、UTF1 陽性・陰性精子幹細胞比（＝
精子幹細胞活性）が将来の妊孕性予測に有
用であった（下図）。 

 また片側停留精巣モデルラットを用いた
研究から、停留精巣では生後早期から精子
幹細胞活性が低下していることが明らかに
された（下図）。すなわち停留精巣は先天的

に幹細胞機能低下を内包していると考えら
れた。このことはヒト停留精巣での検討で
も同様の結果であった。 
  停留精巣と下降精巣の間の遺伝子発現
差をスクリーニングするため行ったマイク
ロアレイ解析では停留精巣において 24 遺
伝子の発現亢進と 39 遺伝子の発現低下を
認めた。これらすべてに RT-PCRおよびウ
エスタンブロッティングを行った。その結
果、KDM5A が再現性をもって停留精巣で
発現亢進していることを明らかにした。
KDM5AはヒストンタンパクH3K4 に結合
している ジメチル基とトリメチル基の脱
メチル化を行う酵素であり、停留精巣での
精子形成障害にエピゲノム異常が存在する
ことが示唆された。 



 精原細胞株である GC-1細胞に KDM5A
の遺伝子導入を行い、培養細胞でのメチル
化解析および遺伝子発現定量を行ったと
ころ、KDM5Aの強制発現により精子幹細
胞の脱メチル化の亢進と OCT3/4（幹細胞
マーカー）および ESR2（エストロゲン受
容体）の発現亢進を認めた。このことから
停留精巣では精子幹細胞に先天的なエピ
ゲノム異常が存在し、幹細胞機能を低下さ
せていることが推察された（下図）。 

 さらに男性不妊症検体を用いた研究から、
停留精巣では治療を行っても成人期におい
て精子幹細胞の活性低下、アポトーシスの
亢進を認めた。また停留精巣では未熟なセ
ルトリ細胞が有意に増加していた。（下図） 

このことより停留精巣のような先天的要
因から男性不妊症を引き起こす病態が存在
し、それらでは精子幹細胞活性の低下と、
セルトリ細胞の成熟異常による精子幹細胞
のアポトーシス亢進が存在すると推察され
た。 
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