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第一章 

緒論 

 

国際生殖補助医療監視委員会（ICMART）は，2006 年から 2016 年の 10 年間で世界の不

妊治療件数が約 2 倍も増加したことを報告している。不妊治療件数が世界で 2 番目に多い

アメリカにおいて，生殖医療分野は，今後 8 年間で 50 億米ドルもの成長が見込まれる巨大

市場である。しかし，採卵 1 回あたりの世界平均の出産率は，20.1％と低く（Adamson et al., 

2016），生殖医療分野の発展を阻む要因の一つと懸念されている。そのため，出産率の改善

が求められている。出産率が低い原因には，インフラの未整備や文化の違いなどの国による

問題，技術や治療方針による差異が大きいなどの医療提供側の問題，年齢や疾病，知識不足

などの個人的な問題などの様々な要因が混在している。その中で，生殖科学に従事する研究

機関に求められている課題は，医療提供側や個人の問題への解決策を提示し得る治療の技

術革新や不妊の原因究明である。 

不妊の原因は，女性側の要因と男性側の要因が存在し，女性側の要因は，発生能力を持た

ない未熟な卵が排卵される，あるいは排卵卵子がそもそも存在しないことにある。男性側の

要因は，精子の運動性が微弱である精子無力症や精子の数が減少する造精機能障害，精子の

通り道である精路が塞がれ精子が射精されない精路通過障害などが顕在化している。不妊

症となる男性側および女性側の割合は不妊症全体の半数であることから（Winters and Walsh, 

2014），不妊の改善には，双方からのアプローチが必要である。 

これらの要因に対して生殖医療の現場では，身体の状態を整えるなど自然な妊娠を誘導

する一般不妊治療と卵子や精子を体外に取り出して受精，発生させる高度生殖医療を行っ

ている。一般不妊治療は，自然周期に合わせて自然な妊娠を誘導するタイミング法，精子を

排卵日の子宮内に注入する人工授精，ホルモン刺激により卵胞発育，排卵を誘導するホルモ

ン療法が存在するが，近年の晩婚化により，タイミング法，人工授精法，ホルモン療法とも

に産子率が低い。このことから，女性および男性側の双方の要因において多くの場合は，高

度生殖医療に移行する。高度生殖補助医療では，成熟卵子を得て精子と体外受精（In vitro 

fertilization; IVF）または顕微授精（Intracytoplasmic sperm injection; ICSI）により受精させ，

発生した胚を母体へと戻し，妊娠させる方法がとられている。男性側の高度生殖補助医療は，

精巣内で精子が形成されているが精路通過障害による不妊症である場合と，精巣内に少数

の精子が存在する，あるいは全くない場合でアプローチが異なる。前者の場合は，精路再建

術などの外科的手術，あるいは精巣上体精子回収法（Microsurgical epididymal sperm aspiration; 

MESA）により精子を得ることが可能である。後者の場合，少数の精子が精巣内で採取でき

る場合は精巣内精子採取法（Testicular sperm extraction; TESE）が取られるが，精子自体が認

められない場合は円形精子細胞卵子内注入法（Round spermatid injection; ROSI）が取られる。

しかし，減数分裂前の精母細胞を用いた ROSI は，実験動物レベルでは産子を得ることでき

ているが（Ogura et al., 1998），ヒトにおいては成功例が報告されていない。また女性側の
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高度生殖医療には，卵胞発育や排卵のどの段階まで卵巣機能が保存されているのかによっ

てアプローチが異なる。排卵不全による不妊症であれば，卵胞発育をホルモンにより誘導し

た成熟卵子を採卵し，IVF へと治療が進むが，卵胞発育不全の場合は未熟な卵胞から採卵し，

体外成熟培養（In vitro maturation; IVM）により成熟卵を得て，IVF に進む。しかし，この成

功率は 10％程度と低い。以上のことから，男性側，女性側ともに精巣や卵巣で精子や卵子

がどのようにして形成されているかのメカニズム解明とそれに基づいた予防法や治療法の

確立が必要である。 

近年，身体の環境を整えることを目的に，妊娠維持に重要な葉酸や精子形成を促進する亜

鉛などといった栄養素の摂取が注目されている。しかし，不妊治療を行っている男性におい

てこれらを補給しても効果がないことが報告され（Schisterman et al., 2020），葉酸や亜鉛以

外にも不妊を予防または治療する重要な栄養素が存在すると考えられている。近年，女性に

おいて，鉄欠乏の月経過多や多嚢胞性卵巣症候群との関連が報告され（Abuaisha et al., 2020），

女性の生殖機能と鉄欠乏との関連が指摘され始めている。鉄欠乏の男性においても，精子数

の減少および精子の運動性の低下が認められ，これにより妊孕性が低下することが報告さ

れている（Soliman et al., 2014）。しかし，女性側，男性側の双方で鉄分と生殖機能に関して

の科学的根拠に基づく報告が乏しいことから，この詳細なメカニズム解明が必要である。 

 そこで本研究では，鉄の雌雄生殖機能への役割を検討する目的で，鉄含有量が通常飼料の

0.001％以下の低鉄飼料を雌雄マウスに給餌し，鉄欠乏モデル（Low Fe Diet; LFD）マウスを

作出し，鉄が十分に含まれる通常飼料を給餌した（Normal Diet; ND）マウスとの比較解析を

行った。また，鉄欠乏により認められる雌雄の生殖機能不全が，鉄の給餌により回復可能か

調べるために，鉄欠乏モデルマウスに 3 週間通常飼料を給餌した（LFD Rescue; LFDR）マ

ウスを作出し，鉄分の回復試験が雌雄の生殖機能に及ぼす影響を調べた。 
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第二章 

序論 

 

哺乳類の卵巣には，胎児期に数百万個もの卵が形成されるが，性成熟を迎えるころには 40

万個程度まで減少する。その間に卵は一層の扁平な卵胞上皮細胞に覆われ，原始卵胞を形成

し，哺乳動物が性成熟を迎えるまで第一減数分裂前期の網状期で停止している。性成熟を迎

えた哺乳動物は，通常マウスでは 4-5 日，ウシやブタでは約 21 日，ヒトでは約 28 日と一定

の周期で卵成熟，排卵，黄体形成，黄体退行という性周期を卵の着床が成立するまで繰り返

す。この性周期の卵成熟の過程で，卵成熟と同調して卵胞発育が行われる。個体が性成熟を

迎え発育を開始した原始卵胞は，その周りを包む卵胞上皮細胞が立方体状の顆粒膜細胞へ

と変化し，一次卵胞となる。その後，一次卵胞は，顆粒膜細胞が増殖することで顆粒膜細胞

が多層化した二次卵胞になる。二次卵胞では，卵の容積が増大し，核が大型化して卵核胞

（Germinal Vesicle）が形成される。さらに，顆粒膜細胞の最外層に基底膜が構成されること

で外界と隔離される。二次卵胞以降の発育は，この基底膜周囲に血管が形成されることによ

り Gonadotropin Releasing Hormone（GnRH）の放出を介した卵胞刺激ホルモン（Follicle 

stimulating hormone; FSH），黄体形成ホルモン（Lutenizing Hormone; LH）が血管を介して制

御することが重要となる。FSH は，顆粒膜細胞でエストロゲン（E2）産生酵素である P450 

aromatase をコードする Cyp19a1 の遺伝子発現を増加させ，E2 を産生させる（Silva and Price, 

2000; Silva and Price, 2002）。産生された E2 は，細胞周期調節因子である CyclinD2 をコード

する Ccnd2 mRNA の転写を促進することで発現を上昇させ，細胞増殖を誘導し後期胞状卵

胞まで卵胞サイズを拡大させる（Sicinski et al., 1996）。その後，E2 は LH の受容体

（LH/choriogonadotropin receptor; LHCGR）の mRNA 発現の亢進および脳下垂体からの LH

の一過的な LH の放出である LH サージを誘導する（Wesson et al., 1980）。LH サージは，卵

丘細胞の膨潤，卵の減数分裂再開を誘起し，卵は卵核胞崩壊（Germinal Vesicle Breakdown; 

GVBD）を起こし，第一減数分裂前期から第二減数分裂中期まで進行することで，卵は成熟

し，受精可能な状態になり，卵管へと放出される（Su et al., 2002）。これら卵胞発育および

排卵は連続した事象であり，正常に卵成熟，排卵を誘導するための卵胞環境を整える卵胞発

育において異常が生じると付随して排卵にも異常が生じることは，Fshb と Fshr のノックア

ウトマウスにおいて排卵不全により不妊になることからも明らかである（Abel et al., 2003）。

このため，卵胞発育は排卵までの過程の根幹とも言え極めて重要な過程である。 

二次卵胞から後期胞状卵胞までの卵胞発育には，卵胞表面に形成される血管網を介して

卵胞内に下垂体から作用する FSH および LH が血管を介して卵胞に作用することが重要と

なる。これまでの研究において，FSH 様作用の eCG を投与した雌マウスでは，卵巣の VEGF

が高発現し血管新生が顕著に認められることが報告されている（Sato et al., 1982）。また，直

接 VEGF 遺伝子断片を注入したラット卵巣において血管新生が亢進および排卵直前卵胞数

が有意に増加することも報告されている（Shimizu et al., 2003）。これに加え，これまでの研
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究により，卵胞発育期の卵胞液には，FSH や LH 刺激により卵胞内の局所で合成される EGF-

like factor や TGF-，E2 などの因子群に加え，グルコース，酪酸などの糖類，アルブミン，

脂肪酸，HDLなど多くの血液由来因子が存在することが報告されている（Basuino and Silveira, 

2016）。さらに初期胞状卵胞から回収した卵丘細胞卵複合体（COC）の体外培養時にこれら

の因子を含む FCS を添加することで卵成熟率が向上するなど報告されており，卵胞液には

卵胞発育や卵成熟を誘導する FSHや LH以外の未知因子の存在が示唆されている。我々は，

卵胞発育期である 4-7 mmのブタ卵胞の卵胞液中に鉄の担体タンパク質であるトランスフェ

リンが血中の 4 倍以上もの量で蓄積すること，体外培養時の卵成熟を向上させることを見

出し（未発表データ），トランスフェリンを介して取り込まれた鉄が卵胞発育を誘導する一

因であると考えた。しかし，卵胞発育期の卵巣において鉄がどのような役割を担っているの

かの個体レベルでの解析は全く行われていない。 

そこで本章では，卵胞発育期の卵巣に蓄積する鉄の卵巣機能と雌性生殖機能への影響を

検討する目的で，鉄含有率が 0.001％未満の低鉄飼料で飼育した鉄欠乏モデル（Low Fe diet; 

LFD）マウスを作製し，通常飼料で飼育した（Normal diet; ND）マウスと比較解析を行った。

また，鉄欠乏により認められる生殖機能不全が，鉄の給餌により回復可能か調べるために，

LFD マウスに 3 週間通常飼料を給餌し，鉄欠乏回復（LFD Rescue; LFDR）マウスを作出し，

ND および LFD マウスとの比較解析を行った。はじめに低鉄飼料給餌により鉄欠乏を誘導

する飼料中の鉄含有量と給餌期間を検討した。鉄含有量と給餌期間を決定したマウスを用

いて，次に鉄欠乏状態が性周期，発育卵胞数，卵胞発育マーカー，排卵数，受精率，発生率

に与える影響を調べた。鉄欠乏による影響が鉄の給餌により回復可能であるか LFDR マウ

スを用いて血清中鉄量，性周期，妊孕率を調べた。 
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第二章 

材料および方法 

 

試薬の調整 

・PBS（Phosphate Buffered Saline; リン酸緩衝生理食塩水） 

PBS（+）×10 は，超純水に 0.1％（w/v）CaCl2（Hayashi Pure Chemical Ind., Ltd, Osaka, Japan），

0.1％（w/v）MgCl2･6H2O（Katayama Chemical Industries Co, Ltd, Japan），1％（w/v）Glucose

（Nacalai tesque，Kyoto，Japan）を溶解し作製した。PBS（-）は，超純水に 0.8％（w/v）NaCl

（Fujifilm wako, Tokyo, Japan），0.02％（w/v）KCl（Nacalai tesque），0.281％（w/v）NaHPO4･

12H2O（Nacalai tesque），0.02％（w/v）KH2PO4（Nacalai tesque）を溶解し作製した。作製し

た PBS（-）に PBS（+）×10，1％（w/v）PVP（Sigma Aldrich, MO, USA），0.2％ペニシリン

―ストレプトマイシン（Nacalai tesque）を添加し PBS を作製した。 

・eCG（妊馬血清性性腺刺激ホルモン）および hCG（ヒト絨毛性ゴナドトロピン） 

eCG は，20 IU の eCG（注射用血清性性腺刺激ホルモン 動物用セロトロピン, ASKA 

Pharmaceutical Co., Ltd, Tokyo, Japan）を生理食塩水で希釈して 5 IU を，hCG は 60 IU の hCG

（注射用胎盤性性腺刺激ホルモン 動物用ゴナドトロピン 3000,  ASKA Pharmaceutical Co., 

Ltd）を生理食塩水で希釈して 6 IU をマウスに腹腔内投与をした。 

 

マウスの維持 

日本クレア株式会社から購入した C57BL/6 マウスを当研究室で繁殖維持した。通常飼料

には飼育繁殖用固形飼料（CE-2, CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan）を用い，低鉄飼料には，鉄

配合量が 0.001 ％未満である特殊配合飼料（CLEA Japan, Inc.）を用いた。通常飼料と低鉄飼

料 100 g あたりの成分表および鉄分量は Table 2 に示した。飼料および給水は，不断給餌お

よび自由給水とした。飼育環境は，環境温度を 22±1°C，相対湿度を 55±10％，明暗時間を

12 時間照明（午前 6 時点灯，午後 6 時消灯）とした。生後 3 週間で離乳させたマウスを実

験に用い，解剖は，イソフルランによる吸入麻酔後，頚椎脱臼により安楽死させたのちに行

った。なお，実験動物の取り扱いは県立広島大学動物実験委員会に従った。 

 

低鉄飼料給餌（Low Fe diet）マウスの作製 

上記で述べた飼育環境のもと，通常飼料で飼育した C57BL/6 マウスから生まれた雌マウ

スを 3 週齢で離乳後，通常飼料を 6 週齢または 9 週齢まで不断給与で飼育したマウスを通

常飼料給餌（Normal diet; ND）マウスとした。また 3 週齢で離乳後に，低鉄飼料を 6 週齢，

または 9 週齢まで不断給与で飼育したマウスを低鉄飼料給餌（Low Fe diet; LFD）マウスと

し，6 週齢の LFD マウスに通常飼料を 9 週齢まで不断給与で飼育したマウスを LFD 回復

（Low Fe Rescue; LFDR）マウスとして以下の実験に供試した。また離乳後から 3 週間経時

的に ND および LFD マウスの体重を計測した。 
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膣スメアによる性周期の特定 

 雌マウスの膣から膣垢を採取し，スライドガラスに塗抹した。固定のため，スライドガ

ラスにメタノール（Sigma Aldrich）を滴下し，30 秒程度静置した。ギムザ染色液（Fujifilm 

wako）をスライドガラスに滴下し，15 分間静置した後に流水で洗い流し，正立顕微鏡（Carl 

Zeiss, Thüringen, Germany）下で性周期を確認した。 

 

卵巣，肝臓および血清の回収 

 膣スメアの観察により発情休止期と認めた 6 週齢の雌マウスに 25 G 注射針（Terumo, 

Tokyo, Japan）を付けたシリンジ（Terumo）で 5 IU 分の eCG 100 l を腹腔内注射により投与

し 48 時間後，eCG と同様に 6 IU 分の hCG 100 l を投与し，各処理時間後にイソフルラン

による吸入麻酔下で頸椎脱臼後，解剖により卵巣および肝臓を回収した。取り出した卵巣は，

重量を測定後に回収し，鉄量，HE 染色，胞状卵胞数，卵胞発育マーカー遺伝子発現，E2 量

に，肝臓は鉄量の解析に供試した。また，解剖時に心臓から放血させ全血を回収後，冷却遠

心機で 2,500 rpm で 5 分間遠心した後，血清部分である上清を回収し，鉄量および FSH 量の

測定に用いた。 

 

Total RNA 抽出 

雌マウスから回収した生体サンプルの Total RNA 抽出は，RNeasy Mini Kit（Qiagen sciences, 

NY, USA）を用いて行った。サンプルの入ったマイクロチューブに Buffer RLT 1 ml に対して

10 l の -Mercaptoethanol を混和した溶液を 350 l 添加し 25 G 注射針を付けた 1 ml のシリ

ンジで 5 回出し入れした。その後，DEPC 処理水（Nacalai tesque）で希釈した 70％（v/v）

エタノールを 350 l 添加し，コレクションチューブをセットしたスピンカラムへ入れ，4°C

に設定した冷却遠心機（Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan）で 15,000 rpm で 1 分間遠心した。コレク

ションチューブに溜まった液体を廃棄し，Buffer RW1 を 700 l 添加し，15,000 rpm で 1 分

間遠心した。コレクションチューブに溜まった液体を廃棄し，新たな下請けをセットした。

Buffer RPE を 500 l 添加し，15,000 rpm で 1 分間遠心した。コレクションチューブに溜まっ

た液体を廃棄し，再び Buffer RPE を 500 l 添加し，15,000 rpm で 2 分間遠心した。スピン

カラムをマイクロチューブへセットし，RNase free water を 30 l 添加し冷却遠心機内で 1 分

間静置し，15,000 rpm で 1 分間遠心した。マイクロチューブの抽出された Total RNA を含む

RNase free water を-80°C で冷凍保存した。 

 

Quantitative RT-PCR 

前項で抽出した Total RNA の濃度を吸光度計（Nanodrop one, Thermo fisher, CA, USA）を

用いて測定し，DEPC 処理水で濃度を 5 ng/l に希釈した。7.2 l サンプルに対して 4 l RT 

Buffer（Promega, WI, USA），0.8 l dNTP（Promega），0.5 l OligoDT（Promega），0.25 l TuqRT
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（Promega），7.2 l DEPC 処理水を RT-PCR 用マイクロチューブ（Nippon Genetics, Tokyo, 

Japan）に入れた。サーマルサイクラー（Quick bath, ThermoGen Inc., Nagano, Japan）を用いて

42°C で 1 時間 15 分間，94°C で 5 分間温めて cDNA を生成した。 

RT-PCR を行い生成された cDNA サンプル 1.2 l に対して，7.5 l KAPA SYBR FAST 

Universal 2X qPCR Master Mix（KAPA Biosystems, MA, USA），各 0.6 l 標的遺伝子プライマ

ーセット（Primer F，R）（FASMAC, Kanagawa, Japan），5.1 l 滅菌超純水の計 15 l を Real-

Time PCR 用チューブに入れた。AriaMx Real-Time PCR System（Agilent Technologies, CA., USA）

を用いて 95°C で 3 分間，その後 95°C で 10 秒間，ターゲット遺伝子の最適アニーリング温

度で 30 秒間を 40 サイクル行い，cDNA を増幅した。各サンプルにおいて，内部標準を Rpl19 

mRNA とした。アニーリング温度および Rpl19，Fshr，Cyp19a1, Ccnd2 に対する PCR プライ

マーは表1に記した。Real-Time PCRデータ解析は，AriaMx Real-Time PCR Software1.7（Agilent 

Technologies）を用いた。 

 

鉄濃度測定 

血清，肝臓および卵巣の鉄濃度測定は，Iron Assay Kit（Bioassay systems, CA, USA）を用

いて行った。血清はそのままサンプルとして供試した。肝臓および卵巣は，20 mM Tris-HCl

（pH 7.4）100 ml に対して 200 mM NaCl，2.5 mM MgCl2，1％（v/v）Triton X-100 を溶解し

作製した Cell lysis buffer で溶解後，超音波破砕機でホモジナイズした。十分にホモジナイ

ズしたサンプルを 6 M の HCl で pH2～3 に調整後 30 分間静置した。その後，冷却遠心機で

10,000 rpm で 10 分間遠心し，上清を新しいエッペンドルフチューブに移し，これをサンプ

ルとした。 

Iron Assay Kit による鉄量の測定は，以下の手順で行った。 

Micro Well Plate に Standard，Blank およびサンプルを 40 l 添加した。 

すべてのウェルへ R-A Buffer を 200 l 添加し，5 分間静置した。 

Blank を対照とし，Microplate Reader で吸光度（波長: 570 nm）を測定し，OD1 とした。 

5 分間の静置後，発色試料である R-R Chelate color をすべてのウェルへ 8 l 添加し，

Microplate Reader で吸光度 （波長: 570 nm） を測定し，OD2 とした。 

以下の式を用いて鉄濃度の算出を行った。ここでの OD サンプルはサンプルの吸光度，

OD 標準は Standard の吸光度を表す。 

OD2
サンプル

−OD1
サンプル

OD2
標準

−OD1
標準

× 200 = 鉄濃度  （g/dl） 

 

血中 FSH 量の測定 

 ND および LFD マウス血清中の FSH 量は，FSH ELISA Kit（LSBio, WA, USA）を用いて

マイクロプレートリーダー（ARVO X4, PerkinElmer, MA, USA）で測定した。 
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ステロイドホルモンの抽出 

 -80°C で保存した卵巣から抽出を行った。サンプルと超純水で 0.3 N に調整した NaOH

（Fujifilm wako）を 5：6 で混和し，10 分間静置した。ジクロロメタン（Fujifilm wako）を 1 

ml 加え，5 分間激しく混和した。混和後，サンプルを 4°C，3,000×g の条件下で 15 分間遠心

分離した。分離したジクロロメタン分画を回収し，新しいエッペンドルフチューブに移した

後，遠心濃縮機（株式会社トミー精工, Tokyo, Japan）を用いてジクロロメタン層を吸引除去

し，固相化した。これを超純水で希釈した 50 ％（v/v）のメタノールで再溶解した。 

 

エストロゲン（E2）の濃度測定 

 抽出した卵巣中のステロイドホルモン濃度を Estradiol EIA kit（Cayman Chemical, MI, 

USA）を用いて測定した。EIA kit による測定は以下の手順で行った。 

 試薬準備としてキット内の EIA Buffer（10X）を超純水で 10 倍希釈して用いた。また，

キット内の AChE Tracer および EIA Antiserum はそれぞれ EIA Buffer 6 ml で溶解した。

Estradiol EIA Standard は 4,000 pg/ml から 6.6 pg/ml の濃度に EIA Buffer で希釈・調整した。

Wash Buffer は，キット内の Wash Buffer Concentrate（X400）を超純水で 400 倍希釈し，

Polysorbate 20 を 2000 倍希釈し作成した。キット内の Ellman’s Reagent は遮光条件のもと，

超純水で溶解した。 

 EIA Buffer，EIA Standard，AChE Tracer，EIA Antiserum，Sample をそれぞれ以下のよう

にウェルプレートに添加した。各試薬を添加後，プレートをシールで覆い，遮光し室温で 1

時間振盪した。 

 NSB B0 Standard Sample 

EIA Buffer 100 µl 50 µl   

EIA Standard   50 µl  

AChE Tracer 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 

EIA Antiserum  50 µl 50 µl 50 µl 

Sample    50 µl 

振盪後，すべてのウェルを Wash Buffer で 5 回洗浄し，すべてのウェルに Ellman’s Reagent

を 200 µl を添加し，プレートをシールで覆い，遮光してさらに 1 時間振盪した。振盪後，ウ

ェルの底を拭き取り，シールを剥がして分光光度計を用いて 405 nm の波長で吸光度を測定

した。測定した Standardの吸光度を基に検量線を作成し，各サンプルの E2濃度を算出した。 

 

卵巣組織切片の作製 

0.1 M Tris-HCl（pH 7.2）は，12.11 g の Tris を超純水に溶解後，HCI を加え pH 7.2 に調整

後，超純水により 1 L（pH 7.2±0.05）にメスアップし作製した。 

ND および LFD から回収した卵巣を用いて組織切片を以下の手順で作製した。回収した

卵巣は，4％パラホルムアルデヒド（Fujifilm wako）/PBS （-） に浸し 5 時間振盪し組織を
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固定した。固定された卵巣を 0.1 M Tris-HCl（pH 7.2）で 1 時間の振盪を 2 回行い，固定液

を洗浄した。2 回の洗浄後，さらに 0.1 M Tris-HCl（pH 7.2）で一晩振盪し十分に洗浄した。

その後，100％エタノール（Nacalai tesque）を超純水で希釈して 50％，70％，90％，95％エ

タノールを作製し，洗浄後の卵巣を 50％から 95％まで順に各溶液でそれぞれ 1 時間振盪し

た。95％エタノールの振盪後，100％エタノールで 15 分間の振盪を 3 回行い卵巣組織の脱

水を完了した。脱水後の卵巣をキシレン（Fujifilm wako）で 30 分間の振盪を 2 回行った。

さらに，60°C で保温したキシレンに 30 分間浸した。キシレンを拭き取り 60°C で保温した

ティシューテックパラフィン（Sakura, Tokyo, Japan）に 30 分間の浸漬を 3 回行った。60°C

で保温した新たなティシューパックパラフィンに浸し，氷上に静置し包埋した。固まったパ

ラフィンブロックを木台へ固定し，滑走式ミクロトームで 5 m の厚さの卵巣組織切片を作

製し，37°C の温水に浮かべた。切片を MAS 塗布スライドガラス（Matsunami Glass Ind., Ltd., 

Osaka, Japan）に乗せ，乾燥させた。 

 

HE 染色 

前項で作製した卵巣組織切片をキシレンへの 1 分間の浸漬を 2 回行い脱パラフィンした。

脱パラフィンを行った組織切片を 100％，90％，80％エタノールの順で 1 分間浸し親水化し

た。その後 PBS （-） に浸し洗浄した。洗浄した組織切片の水気を十分に取り除き，ヘマ

トキシリン液（Sakura）に 4 秒浸した後，5 分間流水で水洗した。再び組織切片の水気を取

り除き，エオジン液（Sakura）に 1 分間浸した後，流水で水洗した。PBS（-）に浸した後，

組織切片を 80％，90％，100％エタノールの順で浸し脱水した。さらにキシレンへの 1 分間

の浸漬を 2 回行った。浸漬後，封入剤（Matsunami Glass Ind., Ltd.）を用い，スライドガラス

上の組織切片にカバーガラス（Matsunami Glass Ind., Ltd.）を乗せ封入した。 

 

胞状卵胞数のカウント 

 ND および LFD マウス由来の HE 染色した卵巣組織切片を正立顕微鏡（Carl Zeiss）で

画像を撮影し観察を行った。25 m ごとに卵巣組織切片を作製し，卵巣全体の二次卵胞，前

胞状卵胞，初期胞状卵胞，後期胞状卵胞のそれぞれの数をカウントした。 

 

排卵数の測定 

 マウスに eCG 刺激 48 時間後，hCG を投与し 16 時間後の卵管膨大部に排卵された COC

を回収し，排卵数を計測した。 

 

受精試験 

・培地の作成 

 受精培地には Human tubal fluid（HTF） medium を用いて受精試験を行った。HTF medium

の組成は以下の通りである。超純水 50 ml に，NaCl（Fujifilm wako）0.2968 g，KH2PO4（Fujifilm 
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wako）0.0174 g，MgSO4・7H2O（Nacalai tesque）0.0024 g，NaHCO3（Nacalai tesque）0.105 g，

CaCl2・2H2O（Nacalai tesque）0.0149 g，D （+）-Glucose（Nacalai tesque）0.025 g，ピルビン

酸ナトリウム（Nacalai tesque）0.0018 g，DL-乳酸ナトリウム（Sigma Aldrich）171 l，BSA

（Sigma Aldrich）0.2 g，ペニシリン・ストレプトマイシン（Nacalai tesque）500 l を混合し

た。十分に溶解した後に，フェノールレッド（Nacalai tesque）0.0001 g を混和し，溶液を赤

色に呈色させた。受精試験前日に作成した HTF medium を用いて，50 mm シャーレに精子前

培養用培地として 400 µl，媒精用培地として 200 µl のドロップを作製し，培地の乾燥を防ぐ

ためミネラルオイル（Sigma Aldrich）8 ml でドロップを覆い，インキュベーター内でガス平

衡化した。発生培地には KSOM medium（ARK Resource, Kumamoto, Japan）を用いて，50 mm

シャーレに 50 µl のドロップを作製し，ミネラルオイル 8 ml でドロップを覆い，インキュベ

ーター内でガス平衡化した。 

・精子の前培養 

 通常飼料で飼育した 3 ヶ月齢の C57BL/6 雄マウスの精巣上体尾部から精子を採取し，

前培養培地内で 60 分間インキュベートした。 

・排卵卵子の回収 

 膣スメア像により発情休止期を確認した 6週齢の NDおよび LFD雌マウスに eCG を投

与し，48 時間後に hCG を投与し，投与 16 時間後の卵管膨大部から COC を回収した。回収

した COC はパスツールピペットを用いて媒精用ドロップに移した。 

・精子カウントおよび受精試験 

 前培養後，ドロップの中程に浮遊した精子のみを回収し，受精試験に用いた。回収した

精子懸濁液を血球計算盤の上にのせ，カバーガラスを空気が入らないようにかぶせて，正立

顕微鏡で精子数をカウントした。カウントした精子数から 2×105 sperm/ml に HTF medium で

精子数を調整し，COC が移してある媒精用ドロップに添加し，6 時間共培養した。培養後，

卵に付着している精子をパスツールピペットで除去し KSOM medium で洗浄後，発生培地の

ドロップに受精卵を移し，5 日間培養した。また，5 日間の培養の間，発生卵の様子を倒立

位相差顕微鏡で観察した。 

 

交配試験 

 6 週齢および 9 週齢の ND および LFD 雌マウスに，通常飼料で飼育した 3 カ月齢の雄

マウスを用いて 1 か月間交配させ，妊娠が確認された個体の割合を妊娠率として算出した。

使用した雄マウスの個体差が出ないようにするため，また雄マウスに低鉄飼料による影響

を与えないため，雄マウスは 1 日おきに交換した。妊娠を確認した個体が出産した際に，仔

マウスの数をカウントし算出した。 

 

統計処理 



13 

 

実験は，それぞれ 3 回以上繰り返して行い，その結果は Excel 統計（2012）を用いて統計

分析した。算出した結果は平均値 ± 標準誤差で表示した。2 群間の比較には t 検定を用い，

3 群以上の比較は，一元配置分散分析後，Fisher の最小有意差法で算出し，5％水準で有意差

があると評価した。 
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第二章 

結果 

 

実験 1 低鉄飼料給餌により鉄欠乏を誘導する鉄分の割合および飼料給餌期間の決定 

 低鉄飼料給餌が鉄欠乏状態を引き起こす期間および鉄分割合を調べる目的で，3 週齢で離

乳したマウスに通常飼料と低鉄飼料を 0％，50％，90％，100％の割合で混合した飼料で 3 週

間給餌し，血清中の鉄量を測定した（Fig 1A, B）。0％LFD，50％LFD，90％LFD の間に有意

差は認められず血清鉄量は維持したが，100％の LFD を 3 週間給餌したときに 0％，50％お

よび 90％の LFD を給餌したときと比較して有意に低下した（Fig 2A）。ND または 100％LFD

で 1 週間，2 週間および 3 週間飼育したところ，血清中の鉄濃度は，1 週間および 2 週間の

低鉄飼料給餌では ND と比較して差が認められなかったが，3 週間 100％の低鉄飼料を給餌

すると ND と比べて有意に低い値を示した（Fig 2B）。このとき，LFD マウスの血中鉄濃度

は，34.65 ± 7.48 μg/dL であり，この値は，鉄欠乏モデルマウスとして報告されている基準値

の 50 μg/dL に比べ低い血清鉄量であった（Kobayashi et al., 2017）。このことから，低鉄飼料

割合は 100％とし，飼料給餌期間は 3 週間とした（Fig 1C）。低鉄飼料の給餌を開始して 3 週

間において ND および LFD マウスの体重は差が全く認められなかった（Fig 2C）。LFD マウ

スの肝臓および卵巣中の鉄量は，ND と比較して有意に低い値を示した（Fig 2D, E）。  

 

実験 2 鉄欠乏条件が自然周期の性周期変動に与える影響 

 鉄欠乏条件が自然周期の性周期変動に与える影響を調べる目的で，6 週齢の ND および

LFD から膣垢を採取し，ギムザ染色により膣スメア像を観察し性周期を調べた。性周期サ

イクルは，有核細胞が死滅し白血球が認められる発情休止期から始まり，核のある膣上皮細

胞が認められ始める発情前期，E2 により膣上皮細胞が角化した細胞が認められる発情期，

角化した細胞が減少し有核細胞が変性した細胞が認められる発情後期を経て再び発情休止

期に戻るサイクルを平均 4 日～5 日で繰り返す。ND のスメア像からは，発情休止期，発情

前期，発情期，発情後期全ての特徴が確認され，性周期サイクルは平均 6.00 ± 0.81 日の規則

的な性周期変動であった。一方，LFD は，発情休止期のみが認められ，発情前期，発情期，

発情後期は認められなかった（Fig 3A）。鉄欠乏条件における妊孕性を調べるため，6 週齢の

ND および LFD 雌マウスを ND 雄マウスとの 1 ヶ月間の交配試験に供試した結果，ND で

は，100％の個体が妊娠し産仔が得られたのに対して，LFD はすべての個体が妊娠しなかっ

た（Fig 3B, C）。 

 

実験 3 鉄欠乏状態が卵巣，胞状卵胞数および卵巣重量に与える影響 

 鉄欠乏状態が卵胞発育に与える影響を調べる目的で，卵巣重量および卵巣切片を作製し

胞状卵胞数を測定した。発情休止期における卵巣切片像は，ND マウスにおいて前胞状卵胞

が多数認められるのに対して，LFD マウスの卵巣には前胞状卵胞よりも未成熟な卵胞が多
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数認められ，多くの卵胞で発育が停止していた（Fig 4A, B）。発情休止期の ND および LFD

マウスに eCG 刺激により卵胞発育を誘導したところ，ND マウスにおいて十分に卵胞発育

した後期胞状卵胞が多数認められたのに対して，LFD マウスにおいて胞状卵胞がほとんど

認められなかった（Fig 4C, D）。また，eCG 刺激を行った LFD マウスの卵巣における二次卵

胞数は，ND と比較して有意に増加していたが，前胞状卵胞数および後期胞状卵胞数は ND

と比較して有意に減少した（Fig 4E, F）。さらに LFD マウスの卵巣重量は，発情休止期およ

び eCG 刺激 48 時間後において ND と比較して有意に低下した（Fig 4G）。 

 

実験 4 鉄欠乏状態が卵胞発育マーカーの遺伝子発現に与える影響 

 鉄欠乏が卵胞発育に及ぼす影響を調べる目的で，発情期の卵巣中の卵胞発育マーカー遺

伝子（Fshr，Cyp19a1，Ccnd2）の mRNA 発現および卵胞発育マーカーの血清中 FSH 濃度お

よび卵巣中 E2 濃度を測定した。LFD マウスの Fshr，Cyp19a1 および Ccnd2 mRNA 発現は，

ND に比べ有意に低い値を示した（Fig 5A, B, C）。発情休止期における血清中の FSH 濃度は，

ND と LFD で差が認められなかったが（Fig 5D），eCG 投与 48 時間後の LFD マウス卵巣の

E2 濃度は，ND に比べ有意に低い値を示した（Fig 5E）。 

 

実験 5 鉄欠乏条件が排卵数，排卵卵子の受精能，胚の発生能および妊孕性に与える影響 

 鉄欠乏条件が排卵と卵子の質に与える影響を調べる目的で，eCG 投与 48 時間後に hCG を

投与し，16 時間後に卵管から排卵卵子を回収し，その数をカウントするとともに，体外受

精後の受精率と胚盤胞率を調べた。排卵数は，ND において 1 匹あたり約 20 個であったの

に対して，LFD では約 5 個と有意に低い値であった（Fig 6A）。受精率は，ND において 56.2 

± 7.69％であったのに対して，LFD では 21.6 ± 7.96％と有意に低い値を示した（Fig 6B）。さ

らに，胚盤胞率も ND では 44.8 ± 12.8％であったのに対し，LFD では 20.0 ± 8.7％と有意に

低い値を示した（Fig 6B）。 

 

実験 6 LFD マウスへの通常飼料の給餌が血中および卵巣中鉄量，性周期変動および妊孕性

に与える影響 

 3 週間の低鉄飼料給餌による鉄欠乏状態の卵巣機能が通常飼料の給餌により回復するか

を調べる目的で，6 週間通常飼料と低鉄飼料を給餌したマウスに加え，3 週間低鉄飼料を給

餌したマウスにその後 3 週間通常飼料を与えた LFD Rescue（LFDR）を作製し，血清鉄量，

性周期変動，妊孕性を検討した（Fig 1D）。給餌期間終了後の発情休止期における血清鉄量

は，ND で 157.2 ± 31.2 g/dL であり，LFD においては 92.0 ± 18.1 g/dL と有意に低い値を示

したが，LFDR において LFD と比べ有意に高く ND と同程度の値（174.8 ± 5.4 g/dL）を示

した（Fig 7A）。性周期変動は，ND において性周期すべての特徴が確認され，平均性周期も

4.75 ± 0.20 日と通常の性周期であった。LFD においては，6 週齢の LFD 同様に発情休止期

のみが確認され，他の周期は認められなかったが，LFDR では，ND と同様にすべての性周
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期の特徴が確認され，平均性周期も 5.30 ± 0.33 日と ND と同程度まで回復した（Fig 7B）。

妊孕性は，ND において全ての個体に妊娠が確認されたのに対して，LFD ではまったく妊娠

が認められなかった。一方，鉄給餌によりLFDRにおいてすべての個体が妊娠した（Fig 7C）。 
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第二章 

考察 

 

当研究室において，卵胞発育期のブタおよびマウス卵巣には，TF が高濃度蓄積すること

を見出した。このことから，鉄は，卵胞発育期の顆粒膜細胞に取り込まれ，卵胞発育や卵成

熟を誘導すると示唆された。そこで本章では，鉄が食餌でのみ体内に吸収される点に着目し，

まず，鉄の制限給餌を 3 週間行うことで鉄欠乏モデルマウスを作製可能であるかどうかを

検討した。Kobayashi らは，マウスを通常飼料（鉄含有量 約 310 ppm）と低鉄飼料（鉄含有

量 約 3.6 ppm）で 7 週間給餌し，鉄欠乏性貧血となる指標を示している。彼らによると，低

鉄飼料給餌マウスにおいて血清中鉄量が約 50 g/dL 以下となると，鉄欠乏を誘発すること

が可能となることを示している（Kobayashi et al., 2016）。本章においても，低鉄飼料給餌の

割合と期間を決定する実験から，100％LFD を 3 週間給餌することにより初めて LFD マウ

スの血清鉄量が以前から報告のある鉄欠乏モデルマウスの 50 g/dL を下回ることを示すこ

とができた（34.65 ± 7.48 μg/dL）。したがって，100％LFD を 3 週間給餌という低鉄飼料割合

と給餌期間は，雌マウスにおいて鉄欠乏を誘導するために十分な期間であると考えられた。 

この LFD マウスは，鉄欠乏により発情周期が発情休止期から発情期へ進行できず，ほと

んどの卵胞発育が前胞状卵胞までで停止していた。さらに，わずかに得られた LFD マウス

の排卵卵子も，受精率，発生率が低く，鉄欠乏により卵子の質も低下していた。加えて，通

常飼料で飼育した雄マウスとの 1 ヶ月の交配により産仔は得られず，不妊となることが明

らかになった。鉄欠乏における不妊の原因は，卵胞発育不全あると考えられたことから，ど

この段階に影響するのかを調べた結果，卵胞発育マーカーの遺伝子発現（Fshr，Cyp19a1，

Ccnd2）および E2 量が低下することが明らかになった。2003 年に Balla らにより，Fshr ノ

ックアウトマウスでは，CCND2 発現および E2 量が減少し，胞状卵胞移行への卵胞発育不

全となり，不妊となることが既に示されているが，彼らの結果は，本章のそれらと酷似した

結果となっている。これに加え，顆粒膜細胞特異的に鉄欠乏を誘導した Tfr1 cKO マウスを

用いた解析においても，Fshr 発現の低下を認めている（未発表データ）。これらのことから，

卵胞発育期において鉄は，顆粒膜細胞の FSHR 形成を促進する因子であり，この結果，正常

な卵胞発育とそれ以降の排卵と卵成熟が担保されると考えられた。 

本章において，鉄欠乏モデルマウスの顆粒膜細胞では，Fshr の発現低下が不妊の原因で

あることを示すことができた。この卵胞発育初期の Fshr の発現は，アクチビンにより誘導

されることが Tano らにより報告されている（1997）。アクチビンは，その受容体を介して

SMAD2/3 を活性化し，SMAD4 とヘテロ二量体を形成し，この二量体が遺伝子のプロモー

ター領域に結合し遺伝子発現を誘導する（Abarca-Buis et al., 2021）。近年，鉄は，−オキソ

グルタル酸と共に，プロモーター領域のメチル基を除去する脱メチル化酵素の活性化に必

要であることが報告されている（Matuleviciute et al., 2021）。鉄欠乏モデルマウスにおいて認

められたFSHRの発現低下の原因は，アクチビンが作用できないからなのか，それともFSHR
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のプロモーター領域にメチル基が存在して転写できないからなのかについては本研究では

明らかにすることができなかった。したがって，鉄欠乏誘導性 FSHR 形成不全のメカニズム

が上記 2 つの要因にあるのかどうかを明らかにする必要がある。 

鉄欠乏の雌マウスにおいて認められた妊孕性の低下は，eCG による卵胞発育誘導におい

ても若干の回復しか認められなかったが，3 週間の鉄の補給により十全に回復することが明

らかとなった。現在，不妊症の治療プログラムには，FSH 製剤を投与する治療が一般的に適

応されるが，本研究結果は，鉄欠乏が原因で不妊症となっている場合には，この治療をして

も改善の望みが低いことを強く示唆している。したがって，鉄欠乏が原因の不妊であること

を確かめる過程の確立と，その治療としての鉄剤の補給を行うことで不妊症が改善可能か

を調べる必要がある。 

 以上のことから，鉄欠乏のマウスでは，FSHR の発現および E2 が低下する結果，卵胞発

育，卵成熟，排卵，胚発生が著しく低下し不妊になることを明らかとした。さらに，鉄欠乏

が原因の不妊は，鉄を補給することにより回復可能であることが示唆された。これらにより，

鉄は FSHR の発現を担保する結果，E2 産生を亢進させ，卵胞発育，排卵，その後の胚発生

を誘導する必須因子であることを初めて見出した。 

  



19

Table 1.逆転写およびPCRに用いたプライマーの塩基配列、アニーリング温度、
プロダクトサイズおよびアクセッションナンバー

mRNA Oligo Sequence Tm（o
C）

Product size

（bp）
Accession No.

FWD ctgaaggtcaaagggaatgtg 60

REV ggacacagtcttgatgatctc 60

FWD cccaaccatggcttagaaaa 60

REV gatccccaggctgagtcata 60

FWD ctttcagccttttggctttg 60

REV atttccacaaggtgcctgtc 60

FWD ctgagtctggttggtgctga 60

REV acacccgagaccacagaaac 60
Ccnd2 239 NM_009829.3

Rpl19 196 BC058135.1

Cyp19a1 192 NM_007810

Fshr NM_013523.3229



Table 2.通常飼料(ND)および低鉄飼料(LFD)の成分表

A NDおよびLFD100 gあたりの成分表

B NDおよびLFD100 gあたりの鉄量

Normal diet (ND) Low Fe diet (LFD)

Cornstarch (g) 62.435378 62.625378 

Casein of milk (g) 22.0 22.0

Purified soybean oil (g) 4.0 4.0

Microcrystalline cellulose (g) 5.0 5.0

KH2PO4 (mg) 1730 1730

CaHPO4・2H2O (mg) 1500 1500

CaCO3 (mg) 1355.4 1355.4

MgSO4・7H2O (mg) 800 800

NaCl (mg) 600 600

FeC6H5O7・ｎH2O (mg) 190 -

MnSO4・5H2O (mg) 15.4 15.4

2ZnCO3・3Zn(OH）2・H2O (mg) 6 6

Ca(IO3)2 (mg) 1.54 1.54

CuSO4・5H2O (mg) 1.26 1.26

CoCl2・6H2O (mg) 0.4 0.4

Choline chloride (mg) 300.000 300.000 

Vitamin E (50%) (mg) 20.000 20.000 

Inositol (mg) 15.000 15.000 

PABA (mg) 10.150 10.150 

Nicotinic acid (mg) 10.150 10.150 

Vitamin B12 （2%） (mg) 0.250 0.250 

D-Pantothenic acid calcium (mg) 2.000 2.000 

Vitamin A （1 million IU/g) (mg) 1.200 1.200 

Vitamin D3 (500,000 IU/g) (mg) 0.480 0.480 

Vitamin B2 (mg) 1.872 1.872 

Vitamin B1 (mg) 1.500 1.500 

Vitamin B6 (mg) 1.020 1.020 

Biotin (2%) (mg) 0.500 0.500 

Vitamin K3 (mg) 0.300 0.300 

Folic acid (mg) 0.200 0.200 

Total amount (g) 100 100 

Fe contained ingredient Normal diet (ND) Low Fe diet (LFD)

mg/100g of laboratory 

chow

Total Fe  content rate 

(%)

mg/100g of laboratory 

chow
Total Fe content rate (%)

Casein of milk 4.092 0.004092 4.092 0.004092 

Cornstarch 1.873 0.001873 1.879 0.001879 

FeC6H5O7・5H2O 31.673 0.031673 0.000000 

SUM 37.638 0.037638 5.971 0.005971 
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Fig 1. ND，LFD，LFDRマウス作製の飼料給餌の模式図

3週齢のマウスを用いて，以下のA〜Dの飼料給餌を行った
A）0% LFD;通常飼料(ND)を3週間給餌

50% LFD; NDと低鉄飼料(LFD)を1：1の割合で混合した飼料を3週間給餌
90% LFD; NDとLFDを1：9の割合で混合した飼料を3週間給餌

100% LFD; LFDを3週間給餌
B) LFD 1 week; LFDを1週間給餌，LFD 2 weeks; LFDを2週間給餌，LFD 3 weeks; LFDを3週間給餌
C) ND; NDを3週間給餌，LFD; LFDを3週間給餌
D) ND; NDを6週間給餌，LFD; LFDを6週間給餌，LFDR; LFDを3週間給餌した後に，さらにNDを3週間給餌

ND ND

LFD LFD

3 weeks 6 weeks

ND
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LFDLFD 1 week
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3 weeks 6 weeksA

10% ND+90% LFD90% LFD
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Fig 2.低鉄飼料(LFD)給餌がマウスの血清，肝臓，卵巣に含まれる鉄量および体重変化に及ぼす影響

3週齢のマウスを用いて以下のAおよびBの飼料給餌を行った
A)種々のLFD給餌割合でマウスを3週間飼育したときの血清鉄量

0% LFD;通常飼料(ND)を3週間給餌
50% LFD; NDとLFDを1：1の割合で混合した飼料を3週間給餌
90% LFD; NDとLFDを1：9の割合で混合した飼料を3週間給餌

100% LFD; LFDを3週間給餌
B) 1週間，2週間あるいは3週間NDまたはLFDでマウスを飼育したときの血清鉄量
1 week; NDあるいはLFDを1週間給餌，2 weeks; NDあるいはLFDを2週間給餌，3 weeks; NDあるいは
LFDを3週間給餌
C) NDあるいはLFDを3週間給餌したときの体重変化
D) NDあるいはLFDを3週間給餌したときの肝臓鉄量
E) NDあるいはLFDを3週間給餌したときの卵巣鉄量
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)

a, b:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Fig. 3.鉄欠乏が性周期および妊孕性に与える影響

ND; 3週齢のマウスに通常飼料を3週間給餌
LFD; 3週齢のマウスに低鉄飼料を3週間給餌
A)飼料給餌後のNDおよびLFDマウスの経時的な性周期変化
B) 通常飼料で飼育した雄マウスとの1ヶ月の交配試験の後に妊娠に至ったNDおよ
びLFD雌マウスの割合
C)交配試験により産まれた産仔の数
N.D: Not detected
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Fig 4.鉄欠乏が胞状卵胞数および卵巣重量へ与える影響

ND; 3週齢のマウスに通常飼料を3週間給餌
LFD; 3週齢のマウスに低鉄飼料を3週間給餌
A)発情休止期のNDマウス由来の卵巣切片のHE染色像
B)発情休止期のLFDマウス由来の卵巣切片のHE染色像
C) eCG刺激48時間後のNDマウス由来の卵巣切片のHE染色像
D) eCG刺激48時間後のLFDマウス由来の卵巣切片のHE染色像
E)発情休止期のNDおよびLFDマウス卵巣における二次卵胞，前胞状卵胞，初期胞状卵胞数
F) eCG刺激48時間後のNDおよびLFDマウス卵巣における後期胞状卵胞数
G)発情休止期またはeCG刺激48時間後のNDおよびLFDマウス由来の卵巣の重量
*: NDとLFD間に有意差あり (p<0.05)
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ND; 3週齢のマウスに通常飼料を3週間給餌
LFD; 3週齢のマウスに低鉄飼料を3週間給餌
A, B)発情休止期のマウス卵巣におけるFshr (A)およびCyp19a1 (B)の遺伝子発現
C) eCG刺激48時間後の卵巣におけるCcnd2の遺伝子発現
D)発情休止期における血清中のFSH濃度
E) eCG刺激48時間後の卵巣中のE2量
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)

遺伝子発現のデータはNDの相対値で表した
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Fig. 5.鉄欠乏が卵胞発育マーカーへ与える影響
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Fig 6.鉄欠乏が排卵卵子数および排卵卵子の受精率，発生率へ与える影響

ND; 3週齢のマウスに通常飼料を3週間給餌
LFD; 3週齢のマウスに低鉄飼料を3週間給餌
(A) eCG刺激48時間後，hCGを投与し16時間後の卵管膨大部の排卵卵子数
(B)排卵卵子の受精率および胚盤胞への発生率
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)
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Fig 7. LFDマウスに3週間通常飼料給餌を給餌したときの血清鉄量および性周期変化

ND; 3週齢のマウスに通常飼料を6週間給餌
LFD; 3週齢のマウスに低鉄飼料を6週間給餌
LFDR; 3週齢のマウスに低鉄飼料を3週間給餌後，通常飼料を3週間給餌
A) 発情休止期のND，LFDおよびLFDRマウスの血清鉄量
B）ND，LFDおよびLFDRマウスの経時的な性周期変化
C) 通常飼料で給餌した雄マウスとの1ヶ月の交配試験の後に妊娠に至ったND, LFDおよび
LFDR雌マウスの割合
*:処理区間に有意差あり (p<0.05)

N.D: Not detected
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第三章 

序論 

 

第二章の結果から，鉄欠乏は Fshr mRNA の発現を減少させ，エストロゲン（E2）産生や

卵胞発育へ影響を与え，以降の排卵，受精，発生において負の影響を及ぼしたことから，雌

性生殖機能において鉄は卵胞発育，卵成熟やホルモン合成に重要であることが明らかとな

った。雌雄の生殖腺は，発生学上同一の生殖腺原基から分化して形成されるため様々な類似

性が見られる。その一例としてそれぞれ視床下部-下垂体軸に支配され，生殖細胞が性ホル

モンを分泌すること，あるいは生殖細胞において体細胞分裂および減数分裂が促進される

ことなどが挙げられ，それらの本質的な鉄への応答性は類似すると考えられる。さらに，精

巣中には肝臓中の約 6 倍もの鉄が蓄積されていること，鉄欠乏を生じたラットにおける血

清中テストステロンの著しい低下が報告されていることから（Akazawa, 2007），雄において

も鉄は精子形成やホルモン合成などを誘導している可能性が高い。しかし，鉄が雄性生殖に

及ぼす影響についてほとんど分かっておらず，詳細に解析する必要がある。 

雄性生殖において重要である精子形成の段階は，精祖細胞の分化，増殖期，精母細胞から

精子細胞へ変化する減数分裂期，精子細胞から精子へと形態が変化する精子完成の 3 段階

存在する。この精子形成段階には，精子の元となる生殖細胞，精細管内で精子形成をサポー

トするセルトリ細胞，精細管の間質に存在するライディッヒ細胞の主に 3 種類の細胞が相

互作用することが重要である。精子形成の第一段階である精祖細胞の分化，増殖期において

精粗幹細胞は，FSH の刺激を受けたセルトリ細胞により増殖および精祖細胞への分化が誘

導される（Tadokoro et al., 2002）。その後，第二段階の減数分裂期において，精祖細胞は精母

細胞，精子細胞へ分化する。特に，精母細胞から精子細胞への減数分裂にはライディッヒ細

胞が重要となる。ライディッヒ細胞には，テストステロン産生能を持たない未熟な幼若ライ

ディッヒ細胞とテストステロン産生能を獲得した成獣ライディッヒ細胞が存在する。幼若

ライディッヒ細胞の出現は，セルトリ細胞により誘導される（Yao et al., 2002）。性成熟前の

幼若ライディッヒ細胞は，HSD11B のコルチゾール産生により LH の感受性を増加させる

（Ge et al., 1997，Engel and Frowein, 1974）。性成熟を迎えると下垂体から分泌される LH は，

成獣ライディッヒ細胞の LH 受容体（LHCGR）に作用し Cyp17a1 や Hsd17b3 などのテスト

ステロン合成酵素の発現を誘導する（Laurich et al., 2002, Baker et al., 1997）。その後，成獣ラ

イディッヒ細胞から産生されるテストステロンは精母細胞のアンドロゲン受容体

（Androgen receptor; AR）に作用し，精母細胞の減数分裂を誘導し精子細胞へと変化させる

（Wang et al., 2009）。第三段階の精子完成において精子細胞は，先体，ミトコンドリア鞘，

尾部を形成し精子へと変態する。完成した精子は，精細管内から精巣上体へと運ばれ，精巣

上体尾部に一度蓄積され受精能および運動能を獲得する。その後，膣内へと射精された精子

は，子宮，卵管へと進み，排卵された卵子のいる卵管膨大部へ達する。そこで精子は，超活

性化（ハイパーアクチベーション）という激しい鞭毛運動を行うことで卵子を覆う卵丘細胞
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の間を進み卵子へと到達することで受精する。 

精子形成において精祖細胞の分化増殖期には生殖細胞とセルトリ細胞，減数分裂期には

セルトリ細胞とライディッヒ細胞，ライディッヒ細胞と生殖細胞間の相互作用が重要であ

る。実際に，セルトリ細胞に重要な FSHR，ライディッヒ細胞に重要な LHCGR，生殖細胞

特異的 AR ノックアウトマウスにおいて精子形成が抑制され妊孕性が低下することが報告

されていることから（Siegel et al., 2013, Zhang et al.,2001, Wnag et al., 2009），この 3 種の細胞

のいずれかが機能不全になると精子形成に深刻な影響を与えることが示唆される。これま

でに，鉄欠乏患者において精子数の減少，妊孕性の低下が報告されているが，この鉄欠乏患

者には鉄欠乏以外の疾患を持つ患者も含まれる報告である点や，精子数の現象が精子形成

のどの段階で影響を受けているのか，あるいはライディッヒ細胞，セルトリ細胞，生殖細胞

のどの細胞群に影響を及ぼした結果であるのかなど，その詳細は全く明らかにされていな

い。 

そこで本章では，鉄の雄性生殖機能への影響を検討する目的で，鉄含有率が 0.001％未満

の低鉄飼料で飼育した鉄欠乏モデル（Low Fe diet; LFD）マウスを作製し，通常飼料で飼育

した（Normal diet; ND）マウスと比較解析を行った。また，鉄欠乏により認められる生殖機

能不全が，鉄の給餌により回復可能か調べるために，鉄欠乏モデルマウスに 3 週間通常飼料

を給餌し，鉄欠乏回復（LFD Rescue; LFDR）マウスを作出し，ND および LFD マウスとの

比較解析を行った。はじめに低鉄飼料給餌により鉄欠乏を誘導する飼料中の鉄含有量と給

餌期間を検討した。鉄欠乏を誘導する鉄含有量および給餌期間を決定したマウスを用いて，

体重，臓器重量，性行動，妊娠率，産仔数を調べ生殖組織への影響を検討した。さらに，ND

および LFD から得られた精巣上体精子の数，運動性，ATP 量，奇形率，受精率を調べた。

精子形成への影響を詳細に解析するために，各生殖細胞の数および増殖細胞割合を調べた。

また，ライディッヒ細胞の数，増殖細胞割合，テストステロン産生に重要なマーカーおよび

分化マーカーを調べた。最後に，鉄欠乏による影響が鉄の給餌により回復可能であるか

LFDR マウスを用いて調べた。 
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第三章 

材料および方法 

 

 マウスの維持，低鉄飼料給餌（Low Fe diet; LFD）マウスの作製，試薬の調整，血清の回

収，鉄濃度測定，Total RNA 抽出，Quantitative RT-PCR および統計処理は，第二章と同様の

方法で行った。 

 

組織の回収 

6 週齢または 9 週齢の雄マウスにイソフルランによる吸入麻酔下で頸椎脱臼後，解剖によ

り心臓，肝臓，腎臓，脾臓，精巣上体，精嚢，精巣を回収した。取り出した各組織は，重量

を測定した。重量測定後の精巣は，実験に用いるまでの間，-80°C で凍結保存した。 

 

体重測定 

通常飼料給餌（Normal diet; ND）マウスおよび LFD マウスを，それぞれ 3 週齢で離乳後

の飼料給餌開始日から 33 日までの体重を測定した。 

 

ヘマトクリット値測定 

 ND および LFD マウスから回収した全血は血液凝固剤を加えたスクリューキャップチュ

ーブに添加し，氷上で保存した。pocH-100iV（Sysmex Corporation, Japan）を用いてヘマトク

リット値の測定を行った。 

 

精巣組織切片の作製 

ND および LFD マウスから回収した精巣を用いて組織切片を以下の手順で作製した。回

収した精巣は，ブアン溶液（Sigma Aldrich）に浸し 5 時間振盪し組織を固定した。固定され

た精巣を，100％エタノール（Nacalai tesque）を超純水で希釈した 70％エタノールに浸漬し

1 時間の振盪を行い，固定液を洗浄後，再び 70％エタノールに浸漬し，4℃で一晩十分に洗

浄した。一晩の浸漬後，100％エタノール（Nacalai tesque）を超純水で希釈した 80％，90％，

95％エタノールを作製し，洗浄後の精巣を 80％から 95％まで順に各溶液でそれぞれ 1 時間

振盪した。95％エタノールの振盪後，100％エタノールで 15 分間の振盪を 3 回行い精巣組

織の脱水を完了した。脱水後の精巣をキシレン（Fujifilm wako）で 30 分間の振盪を 2 回行

った。さらに，60°C で保温したキシレンに 30 分間浸した。キシレンを拭き取り 60°C で保

温したティシューテックパラフィン（Sakura）に 30 分間の浸漬を 3 回繰り返した。60°C で

保温した新たなティシューパックパラフィンに浸漬し，氷上に静置し包埋した。固まったパ

ラフィンブロックを木台へ固定し，滑走式ミクロトームで 4 m の厚さの精巣組織切片を作

製し，37°C の温水に浮かべた。切片を MAS 塗布スライドガラス（Matsunami Glass Ind., Ltd.）

に乗せ，乾燥させた。 
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PAS（Periodic Acid Schiff ; 過ヨウ素酸シッフ）染色 

PAS 染色には，PAS staining kit for detection of aldehyde and mucosubstances（Merk, Hessen, 

Germany）を用いた。前項で作製した精巣組織切片をキシレンへの 1 分間の浸漬を 2 回行い

脱パラフィンした。脱パラフィンを行った組織切片を 100％，90％，80％エタノールの順で

1 分間浸し親水化した。蒸留水による洗浄後，十分に水気を取り除き過ヨウ素酸水溶液に 30

分間浸した。30 分後，蒸留水により洗浄し，十分に水気を取り除きシッフ試薬に 1 時間浸

した。1 時間後，100 ml の超純水に 6 ml の 10 ％重亜硫酸ナトリウム（Fujifilm wako）と 5 

ml の 1 N HCl（Fujifilm wako）を溶解し作製した亜硫酸水へ 5 分間の浸漬を 2 回行った。亜

硫酸水への浸漬後，流水に 10 分間浸し洗浄した。十分に水気を取り除きヘマトキシリン液

に 4 秒間浸した。流水で 5 分間水洗後，スライドガラスを 80 ％エタノール，90 ％エタノ

ール，100 ％エタノールの順で浸漬し脱水した。その後キシレンに浸し 1 分間静置した後，

さらに新しいキシレンに 1 分間静置した。封入剤を用い，スライドガラス上の精巣組織にカ

バーガラスを乗せ封入した。正立顕微鏡下で精細管内の精祖細胞，精母細胞，円形精子細胞，

伸長精子細胞数およびセルトリ細胞数をカウントし，生殖細胞数を算出した。この際，精細

管あたりのセルトリ細胞を内部標準とした。 

 

免疫蛍光染色 

 前述の通り作製した精巣組織切片を用い，PAS 染色の項で行ったように脱パラフィンお

よび親水化を行った。その後 PBS（-）に浸し洗浄した。スライドガラスの余分な水滴を除

去した後，精巣組織切片の周りを LIQUID BLOCKER SUPER PAP PEN（Daido sangyo, Saitama, 

Japan）で囲った。そこへ 0.5％ Triton X-100/PBS（-）を滴下し，室温で 30 分間膜透過処理

を行った。PBS（-）で 3 回洗浄後，スライドガラスの余分な水滴を除去し，5％ BSA（Sigma 

Aldrich）/PBS（-）を滴下し，室温で 90 分間ブロッキングを行った。ブロッキング液を除去

した後，一次抗体を滴下し，室温で 4 時間一次抗体反応を行った。PBS（-）で 3 回洗浄後，

スライドガラスの余分な水滴を除去し，二次抗体 [Anti-Mouse IgG （whole molecule） F （ab’） 

2 Fragment-Cy3 antibody produced in sheep （Sigma Aldrich） : 5％ BSA/PBS （-） =1:100] を

滴下し，遮光し室温で 2 時間二次抗体反応を行った。二次抗体反応後，PBS（-）で 3 回洗浄

しスライドガラスの余分な水滴を除去した後，DAPI（VECTASHIELD Mounting Medium with 

DAPI; Vector Laboratories, Inc., CA, USA）で核を染色した。その後，蛍光顕微鏡（BZ-X700, 

Keyence, Osaka, Japan）で撮影した（Cy3 波長: 570 nm，DAPI 波長: 455 nm）。PCNA，HSD11B，

CYP17A1，HSD17B3 の一次抗体の Cat No.および希釈倍率は Table 2 に記した。 

 DAPI 陽性細胞を基に，既報に従い（Umehara et al., 2016），Cy3 および DAPI の二重陽性

細胞を精祖細胞，精母細胞，円形精子細胞および伸長精子細胞ごとにカウントした。精祖細

胞，精母細胞，円形精子細胞および伸長精子細胞数は，精細管あたりのセルトリ細胞数を内

部標準として算出した。また，ライディッヒ細胞の Cy3 陽性細胞割合は，精巣面積当たり
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の Cy3 面積として算出した。 

 

精巣におけるテストステロン濃度測定 

 テストステロン濃度測定は Testosterone EIA kit（Cayman Chemical Co., MI, USA）を用いて

測定した。サンプルは ND および LFD の精巣を第二章のステロイドホルモンの抽出方法に

より固相化したステロイド成分を 50％メタノール（Nacalai tesque）（超純水にメタノールを

溶解）を添加し，再溶解して使用した。Testosterone EIA kit によるテストステロン測定は以

下の手順で行った。Micro Well Plate（AS ONE, Osaka, Japan）に Standard，Blank，Non-Specific 

Binding およびサンプルを各 50 μl ずつ添加し 1 時間振盪した。ウェル内にある溶液を廃棄

した後，Wash Buffer を 300 μl 添加し洗浄した後に廃棄した。この手順を 5 回繰り返した。

洗浄後，すべてのウェルに Ellman’s Reagent を 150 μl 添加し，遮光を行い 2 時間振盪した。

Blank を対照とし，Microplate Reader（Bio-Rad）で吸光度（波長: 405 nm）を測定した。Standard

より標準曲線を作製し，テストステロン濃度を算出した。 

 

精子濃度測定 

3 匹の ND および 3 匹の LFD から解剖により精巣上体を摘出し PBS を 2 ml 入れた 50 mm

プラスチックシャーレ（AS ONE）に入れた。実体顕微鏡（OLYMPUS, SZ-ST）下で 25 G 注

射針をつけた注射筒を用いて，精巣上体精子をはじき出した。はじき出した精子は，マイク

ロチューブ（Eppendorf, 3810X, DEU）へ微量分注器（Gilson Scientific, Luton, UK）を用いて

1.5 ml 移し，500 g で 5 分間遠心分離した。上清を取り除き新たな PBS を 500 μl 入れ再懸濁

し，血球計算盤を用い精子数を計測した。使用しなかった精子は-80°C で凍結保存した。 

 

精子における ATP 濃度測定 

 ATP 濃度測定は，『細胞の』ATP 測定キット™（TOYO INK Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用い

た。サンプルは前項で凍結保存した精子を破砕し，3,000 rpm で 10 分間遠心分離し，ATP の

溶出した上清のみを用いた。 

 『細胞の』ATP 測定キット TMによる ATP 測定は以下の手順で行った。 

 ウェルプレートに Standard，Blank およびサンプルを 100 μl 添加した。 

 すべてのウェルに発光試薬を 100 μl 添加した。 

 Blank を対照とし，ルミノメーターで発光強度を測定した。 

 Standard より標準曲線を作製し，ATP 濃度を算出した。 

 前項で得た精子濃度を基に 1 精子あたりの ATP 濃度を算出した。 

 

精子運動解析システム（Computer Assisted Sperm Analysis ; CASA）による精子運動性の解析 

精子の運動性評価は，Human tubal fluid（HTF）培地に使用した。HTF の組成は，超純水

50 ml に，NaCl（Fujifilm wako）0.2968 g，KH2PO4（Fujifilm wako）0.0174 g，MgSO4・7H2O
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（Nacalai tesque）0.0024 g，NaHCO3（Nacalai tesque）0.105 g，CaCl2・2H2O（Nacalai tesque）

0.0149 g，D （+）-Glucose（Nacalai tesque）0.025 g，ピルビン酸ナトリウム（Nacalai tesque）

0.0018 g，DL-乳酸ナトリウム（Sigma Aldrich）171 l，BSA（Sigma Aldrich）0.2 g，ペニシ

リン・ストレプトマイシン（Nacalai tesque）500 l を混合した。十分に溶解した後に，フェ

ノールレッド（Nacalai tesque）0.0001 g を混和し，溶液を赤色に呈色させた。 

 ND および LFD マウスから解剖により精巣上体を摘出し HTF を 2 ml 入れた 50 mm プラ

スチックシャーレに入れた。実体顕微鏡下で 25 G 注射針をつけた注射筒を用いて，精巣上

体精子をはじき出した。はじき出した精子は，マイクロチューブへ微量分注器を用いて 1.5 

ml 移し，予め 37°C で保温しておいたマクラチャンバーへ 10 μl 滴下し，CASA（HT CASA-

Ceros Ⅱ；Hamilton Thorne，MA，USA）により解析を行った。解析項目は，前進運動精子

率（Motility），良好な運動精子率（Progress），不動精子率（Static）を解析した。 

 

精子奇形率測定 

 ND および LFD マウスから解剖により精巣上体を摘出し PBS を 2 ml 入れた 50 mm プラ

スチックシャーレに入れた。実体顕微鏡下で 25 G 注射針をつけた注射筒を用いて，精巣上

体精子をはじき出した。はじき出した精子は，マイクロチューブへ微量分注器を用いて 1.5 

ml 移し，2,500 g で 5 分間遠心分離した。上清を除去し，新しい PBS を 1 ml 添加しピペッ

ティングにより十分混和した。MAS 塗布スライドガラスに精子を塗抹し，風乾させた。十

分に乾燥させ，100％エタノールで 1 分間固定した後，90％エタノール，80％エタノールの

順で浸し親水化を行った。超純水で洗浄し，ヘマトキシリン液に 12 秒浸した後，5 分間流

水で水洗した。エオジン液に 45 秒浸した後，5 分間流水で水洗した。PBS に浸した後，ス

ライドガラスを 80％エタノール，90％エタノール，100％エタノールの順で浸した。キシレ

ンに浸し 1 分間静置した後，さらに新しいキシレンに 1 分間静置し脱水を完了させた。封

入剤を用い，スライドガラス上の塗抹精子にカバーガラスを乗せ封入した。正立顕微鏡下で

視野内の全精子あたりの尾部が脱落しているあるいはヘアピンのような形態を呈した奇形

精子を測定した。 

  

ハイパーアクチベーション率の測定 

 精子のハイパーアクチベーション測定には，以下の用量で作成した Procaine TALP-HEPES

培地を使用した。500 ml の超純水に対し，2.89 g NaCl，0.12 g KCl，1.05 g NaHCO3，0.031 g 

NaH2PO4･2H2O，0.11 g MgCl2･6H2O，0.15 g CaCl2･2H2O，1.19 g HEPES，1.79 ml Lactate，1％

（v/v）ペニシリン-ストレプトマイシン，0.006％（w/v）BSA，0.0028％（w/v）Procaine を溶

解し，Procaine TALP-HEPES 培地とした。 

試験前日に 50 mm シャーレに 400 µl の Procaine 無添加 TALP-HEPES 培地（精子前培養培

地）のドロップを作製し，培地の乾燥を防ぐためミネラルオイル（Sigma Aldrich）8 ml でド

ロップを覆い，インキュベーター内でガス平衡化した。ND および LFD マウスの精巣上体
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尾部から精子を採取し，精子前培養培地内で 60 分間インキュベートした。インキュベート

後，ドロップから 10 µl 回収し，2 倍の濃度 Procaine を添加した 10 µl TALP-HEPES 培地に

添加し懸濁した。そこからスライドガラスへ 10 μl 滴下しカバーガラスを乗せ正立顕微鏡下

で観察した。 

 

受精試験 

 受精培地には HTF 培地を用いた。受精試験前日に HTF 培地を用いて，50 mm シャーレに

精子前培養用培地として 400 µl，媒精用培地として 200 µl のドロップを作製し，培地の乾燥

を防ぐためミネラルオイル8 mlでドロップを覆い，インキュベーター内でガス平衡化した。

発生培地には KSOM 培地（ARK Resource）を用いて，50 mm シャーレに 50 µl のドロップ

を作製し，ミネラルオイル 8 ml でドロップを覆い，インキュベーター内でガス平衡化した。 

・精子の前培養 

 ND および LFD マウスの精巣上体尾部から精子を採取し，精子前培養培地内で 60 分間イ

ンキュベートした。 

・排卵卵子の回収 

 3 週齢の未成熟雌マウスに eCG を投与し，48 時間後に hCG を投与した。hCG 投与 16 時

間後の卵管膨大部から COC を回収した。回収した COC はパスツールピペットを用いて媒

精用ドロップに移した。 

・精子カウントおよび受精試験 

 精子前培養後，ドロップの中程に浮遊した精子のみを回収し，受精試験に用いた。回収し

た精子懸濁液を血球計算盤の上にのせ，カバーガラスを空気が入らないようにかぶせて，正

立顕微鏡で精子数をカウントした。カウントした精子濃度を HTF 培地で 2×105 sperm/ml に

調整し，COC が移してある媒精用ドロップに添加し，6 時間共培養した。培養後，卵に付着

している精子をパスツールピペットで除去し KSOM 培地で洗浄後，発生培地のドロップに

受精卵を移し，5 日間培養した。また，5 日間の培養の間，発生卵の様子を倒立位相差顕微

鏡で観察した。 

 

交配試験 

 ND，LFD および LFDR 雄マウスを用いて通常飼料で飼育した 3 ヶ月齢の雌マウスに対し

1 ヶ月間の交配試験を行い，雌マウスを妊娠させた個体の割合を妊娠率として算出した。 

 

性行動解析 

 ND，LFD および LFDR 雄マウスを用いて通常飼料で飼育した 3 ヶ月齢の雌マウスに対し

性行動解析を行った。朝 5 時に ND，LFD および LFDR 雄マウスをそれぞれ雌マウスのケー

ジに入れ，暗視カメラ HDR-UX7（SONY, Tokyo, Japan）で 1 時間撮影し，乗駕を試みた回数

を計測した。 
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第三章 

結果 

 

実験 1 低鉄飼料給餌が鉄欠乏を誘導する鉄分割合および期間の決定 

 低鉄飼料給餌が鉄欠乏状態を引き起こす鉄分割合を調べる目的で，3 週齢で離乳したマウ

スに通常飼料と低鉄飼料を混合した 0％，50％，90％，100％LFD を 3 週間給餌した。この

結果，0％，50％，90％の LFD 給餌により血清鉄量に差は認められなかったが，これらと比

較し，100％の LFD 給餌において血清鉄量は有意に低下した（Fig 1A）。離乳後のマウスに

通常飼料または低鉄飼料を 1，2，3 週間給餌し，血清鉄量を比較し，鉄欠乏条件となる期間

を検討した。この結果，1 週間，2 週間 100％の LFD を給餌し飼育すると血清鉄量は ND に

比較し有意に低下したが，これらの鉄濃度は，鉄欠乏モデルを定義した Kobayashi らの論文

の基準値の 50 μg/dL に比べ高い値であった（1 week: 80.50 ± 2.51 μg/dL, 2 week: 80.50 ± 22.25 

μg/dL）（Kobayashi et al., 2017）。一方，給餌期間を 3 週間とすると血清中鉄量は 38.80 ± 5.66 

μg/dL となり，50 μg/dL よりも低い値を示した（Fig 1B）。このことから，鉄欠乏状態を誘導

する鉄分割合は 100％LFD とし，飼料給餌期間は 3 週間とした。このとき，100％LFD を 3

週間給餌したマウスにおいてヘマトクリット値も ND マウスと比較して有意に低下し，鉄

欠乏性貧血の判断基準である 20％以下の 19.7 ± 1.32％であった（Fig 1C）。 

 100％の LFD を 33 日間給餌したときの体重は，ND マウスと LFD マウスの間に差が認め

られなかった（Fig 1D）。加えて，心臓，肝臓，腎臓，脾臓などの組織重量は ND マウスと

LFD マウスの間に差は認められなかった（Fig 1E）。このとき，肝臓および精巣の鉄量は ND

マウスと比較し LFD マウスで有意に低い値を示した（Fig 1F, G）。 

 

実験 2 鉄欠乏条件が雄の生殖器および妊孕性へ及ぼす影響 

 鉄欠乏が雄の生殖器に及ぼす影響を調べた結果，LFD マウスの精巣，精巣上体，精嚢腺

は，ND マウスのそれらと比較し萎縮し（Fig 2A），これらの重量は LFD マウスで有意に低

い値を示した（Fig 2B）。オスの性行動の指標である雌への乗駕回数を測定した結果，ND マ

ウスのそれと比較し（32 ± 9.63 回），LFD マウスの乗駕回数（4.5 ± 2.60 回）は有意に低い値

を示した（Fig 3A）。雄の鉄欠乏が妊孕性に及ぼす影響を調べる目的で，雄の ND マウスあ

るいは LFD マウスと雌の ND マウスの間で 1 ヶ月間の交配試験を行った。その結果，雄の

ND マウスは全ての雌個体を妊娠させ，産仔を得られたが，雄の LFD マウスでは妊娠に至

った雌が認められず，産仔を得られなかった（Fig 3B, C）。 

 

実験 3 鉄欠乏条件が精巣上体精子数，精子の ATP 濃度および精子の運動性に及ぼす影響 

 ND マウスおよび LFD マウスの精巣上体精子数を調べた結果，ND マウスの精子濃度は

3.34×107 ± 0.73×107 cells/ml であったが，LFD では 1.45×107 ± 0.26×107 cells/ml と有意に低い

値を示した（Fig 4A）。また ATP 濃度を調べた結果，ND マウスでは 247 ± 96.3 zM/sperm で
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あったが，LFD では 9.5 ± 5.3 zM/sperm と有意に低い値を示した（Fig 4B）。ND マウスおよ

び LFD マウスの精巣上体精子の運動性を CASA により解析した結果，ND マウスでは運動

精子の軌跡は青色で表示される活発な運動をしている精子が多数確認されたが，LFD マウ

スでは，黄色や赤で示されるほとんど動いていない精子が多数認められた（Fig 4C）。LFD

マウスの前進運動精子（Motility）および良好な運動精子（Progress）を示す割合は，ND マ

ウスに比べ有意に低い値を示した（Motility: ND; 57.5 ± 3.1％ vs LFD; 21.7 ± 8.6％）（Progress: 

ND; 45.6 ± 3.2％ vs LFD; 8.3 ± 0.0％）（Fig 4D, E）。これに対して，LFD マウスの不動精子

（Static）を示す割合は，ND マウスに比べ有意に高い値を示した（ND; 42.5 ± 3.1％ vs LFD; 

78.3 ± 8.6％）（Fig 4F）。 

ND マウスおよび LFD マウスから精子を回収し，スライドに塗抹して精子形態を調べた

結果，LFD マウスでは尾部が欠損した異常な精子が多数認められ，その割合が ND マウス

と比較し，有意に高い値を示した（ND; 20.77 ± 2.34％ vs LFD; 53.19 ± 0.95％）（Fig 4G, H）。 

 ND マウスおよび LFD マウスの精巣上体から精子を回収し，ハイパーアクチベーション

率および受精率を計測した結果，LFD マウスのそれらの値は，ND マウスに比べ有意に低い

値を示した（ハイパーアクチベーション: ND; 84.70 ± 7.13％ vs LFD; 37.66 ± 6.09％，受精率：

ND; 69.77 ± 4.69％ vs LFD; 28.84 ± 10.83％）（Fig 4I, J） 。 

 

実験 4 鉄欠乏条件が精子形成へ及ぼす影響 

鉄欠乏が精子形成に及ぼす影響を調べるため，ND マウスおよび LFD マウスの精細管内

を観察した。その結果，ND マウスでは精細管内に多数の生殖細胞が満たされていたのに対

し，LFD マウスの精細管では精細管の委縮が認められた（Fig 5A）。そこで，セルトリ細胞

数を内部標準として各生殖細胞数を計測したところ，LFD マウスの精祖細胞数は，ND マウ

スと有意差は認められないものの（ND; 1.80 ± 0.24 spermatogonia/Sertoli cells vs LFD; 1.60 ± 

0.25 spermatogonia/Sertoli cells），LFD マウスの精母細胞，円形精子細胞および伸長精子細胞

数は，ND マウスと比べて有意に低い値を示した（Spermatocyte/Sertoli cells: ND; 2.55 ± 0.30 

vs LFD; 1.66 ± 0.16 ， Spermatid/Sertoli cells: ND; 5.98 ± 0.59 vs LFD; 3.68 ± 0.46 ， 

Spermatozoon/Sertoli cells : ND; 2.74 ± 0.36 vs LFD; 1.70 ± 0.13）（Fig 5B）。さらに，精細管内

における生殖細胞の増殖活性を，抗 PCNA 抗体を用いて検出し，精祖細胞と精母細胞の数

を調べた。その結果，LFD マウスの精細管の精祖細胞の DAPI-PCNA の重複陽性細胞（Double 

Positive Cells; DPC）数と ND マウスのそれらは同程度であった（Spermatogonia/Sertoli cells; 

ND; 1.60 ± 0.30，LFD; 1.63 ± 0.41）（Fig 5C, D, E）。DPC を示す精母細胞数は ND マウスと比

べ LFD において有意に低い値を示した（Spermatocyte/Sertoli cells; ND; 2.51 ± 0.13，LFD; 1.13 

± 0.39）（Fig 5E, F）。 

 

実験 5 鉄欠乏条件がライディッヒ細胞機能へ及ぼす影響 

 鉄欠乏がライディッヒ細胞数に及ぼす影響を調べた結果，LFD マウスのライディッヒ細
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胞数は ND マウスのそれらに比べ有意に減少した（ND; 245 ± 19 cells/mm2 vs LFD; 146 ± 11 

cells/mm2）（Fig 6A，B）。PCNA 染色により LFD マウスのライディッヒ細胞の増殖活性を調

べた結果，ND マウスと比較して LFD マウスの増殖活性が有意に低下していた（Fig 6C, D）。

さらに，LFD マウスにおけるライディッヒ細胞の Lhcgr および Cyp17a1 mRNA 発現は，ND

マウスに比べ有意に低下した（Fig 6E, F）。LFD マウスの精巣のテストステロン濃度も ND

マウスと比べ有意に低い値を示した（ND; 12.86 ± 1.83 ng/ml vs LFD; 5.58 ± 0.53 ng/ml）（Fig 

6H）。 

 

実験 6 鉄欠乏条件がライディッヒ細胞の成熟に及ぼす影響 

雄のライディッヒ細胞は幼若期にはHSD11Bに陽性を示すテストステロン合成能のない幼

若ライディッヒ細胞が存在し，成熟期にはこの一部が CYP17A1 および HSD17B3 に陽性を

示す成獣ライディッヒ細胞へと分化することが明らかになっている（Shima et al., 2015）。鉄

欠乏条件では，血清中 LH 濃度は変わらないにも関わらず，Lhcgr および Cyp17a1 発現が低

下しテストステロン合成が低下していたことから，鉄欠乏条件におけるテストステロン合

成能の低下はライディッヒ細胞の分化が生じないことに起因すると考えられた。そこで，

ND マウスおよび LFD マウスの精巣切片を幼若マーカーの HSD11B と成獣マーカーの

CYP17A1 および HSD17B3 で蛍光免疫染色し，これらの割合を測定した。この結果，LFD マ

ウスの HSD11B 陽性細胞割合は，ND マウスと比較して約 2 倍増加した（ND；0.015 ± 0.003，

LFD；0.029 ± 0.001）（Fig 7A, B）。これに対して，LFD マウスの CYP17A1 陽性細胞割合お

よび HSD17B3 陽性細胞割合は，ND マウスと比較して有意に低い値を示した（CYP17A1: 

ND; 0.017 ± 0.004 vs LFD; 9.4×10-5 ± 6.0×10-5，HSD17B3: ND; 0.017 ± 0.004 vs LFD; 0.004 ± 

0.002）（Fig 7C, D, E, F）。 

 

実験 7 鉄欠乏マウスへ通常飼料給餌による鉄の補給が血清鉄量および雄性生殖機能に及ぼ

す影響 

低鉄飼料給餌により生じた鉄欠乏および雄性生殖機能不全が通常飼料へ切り替え鉄を補

給したときに回復するか調べる目的で，低鉄飼料で 3 週間飼育した後，通常飼料に切り替え

さらに 3 週間飼育した LFD Rescue（LFDR）マウスを作出した。それに伴い，ND マウスお

よび LFD マウスの給餌期間も，それぞれさらに 3 週間延長した。ND，LFD および LFDR マ

ウスの血清中の鉄量を測定したところ，LFD マウスにおいて認められた血清鉄量の減少は，

LFDR マウスにおいて有意に増加し，ND マウスと同程度まで回復した（Fig 8A）。また，精

巣上体精子濃度および Motility においても LFD マウスで認められた低い値が，LFDR マウ

スにおいて ND マウスと同程度まで回復した（精子濃度: ND; 1.81×107 ± 0.14×107 vs LFD; 

1.17×107 ± 0.20×107 vs LFDR; 1.85×107 ± 0.25×107）（Motility: ND; 83.3 ± 3.3％ vs LFD; 16.3 ± 

5.2％ vs LFDR; 76.0 ± 2.9％）（Fig 8B, C）。奇形精子率は，LFD マウスで認められた高い割合

が，LFDR マウスにおいて ND マウスと同程度まで減少した（Fig 8D，E）。さらに，ND，
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LFD，LFDR 雄マウスと通常飼料給餌により飼育し十分に成熟した ND 雌マウスを用いて性

行動および交配試験を行ったところ，LFD マウスにおいて認められた少ない性行動回数は

LFDR マウスにおいて有意に増加し，ND マウスと同程度まで回復した（Fig 8F）。交配試験

においても LFD マウスはまったく妊娠個体が認められなかったが，LFDR マウスにおいて

ND マウスと同様にすべての雌個体を妊娠させた（Fig 8G）。 
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第三章 

考察 

 

 本研究では，まず低鉄飼料をマウスに給餌し，低鉄飼料の給餌割合と給餌期間の検討を行

った。鉄欠乏モデルマウスとして報告した Kobayashi らは（2016），血清鉄量が 50 g/dL 以

下となると鉄欠乏条件となっていることを報告している。また，腸管において鉄吸収を担う

Regnase-1 を腸管特異的にノックアウトしたマウス（Reg1-/-）では，ヘマトクリット値が 20％

を下回り，鉄欠乏を生じることが報告されている（Garg et al., 2015）。本研究においても，

100％の LFD を 3 週間給餌すること 50 μg/dL 以下となり（38.8 ± 7.3 μg/dL），離乳後 3 週間

の鉄の給餌制限によりヘマトクリット値が 19.7 ± 1.3％まで低下した。これらの結果から，

100％の LFD を 3 週間給餌という低鉄飼料割合と給餌期間は，雄マウスにおいても鉄欠乏を

誘導するために必要十分な期間であると考えられた。 

作成した LFD マウスは，精母細胞以降の精子形成の減退，精嚢腺などの副生殖腺の萎縮

が生じ，完全な雄性不妊を示すことが本研究により初めて明らかになった。さらにこの LFD

マウスは，成獣ライディッヒ細胞への分化増殖が低下することにより LH に対する感受性が

低下し，テストステロンの合成能が著しく低下していた。2001 年，Zhang らは，雄の Lhcgr

ノックアウト（LuRKO）マウスでは，Cyp17a1 発現の著しい低下と血中および精巣中のテス

トステロンレベルの低下が生じ，未熟な副生殖腺となること，精子形成不全になる結果を得

ている。LFD マウスでは Lhcgr mRNA 発現が著しく低下していたこと，およびその表現系

が LuRKO と同様であることから，鉄欠乏による雄性不妊は，Lhcgr 発現の低下が主要因で

あると考えられた。本研究により，鉄不足は Lhcgr の遺伝子発現を低下させることが明らか

になったが，同様の結果をライディッヒ細胞特異的に鉄欠乏を誘導した Tfr1cKO マウスで

も認めている。これらの結果は，鉄欠乏モデルマウスでも全身性の鉄不足が精子形成に影響

したというよりも，精巣のライディッヒ細胞特異的な鉄不足が Lhcgr mRNA 発現の低下に

直接悪影響を与えていることを示唆している。では，鉄が不足すると，なぜライディッヒ細

胞の Lhcgr mRNA 発現が低下するのであろうか。近年，LHCGR の発現は，雌の顆粒膜細胞

においてメチル化脱メチル化による制御を受けることが報告されている（Kawai et al., 2018）。

このことは，雄のライディッヒ細胞の Lhcgr mRNA 発現にも潜在的に脱メチル化されるこ

とで遺伝子発現が増加する可能性を示唆している。これに加え，我々は，ライディッヒ細胞

特異的 Tfr1KO マウスでは，ライディッヒ細胞において脱メチル化酵素である TET2 の発現

が低下していることを認めている（未発表データ）。上記結果から考察すると，ライディッ

ヒ細胞において鉄は，脱メチル化を上方制御により Lhcgr の遺伝子発現を誘導し，テストス

テロン合成能を有した成獣ライディッヒ細胞の出現に重要な働きをしているものと考えら

れる。 

本章の結果から，鉄欠乏の雄マウスでは Lhcgr mRNA 発現の低下によりライディッヒ細

胞の分化増殖が抑制され，テストステロン産生量が低下する結果，精母細胞以降の精子形成
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が障害されることを明らかとした。さらに，鉄欠乏により生じた雄性不妊は，鉄の補給によ

り回復可能であることを明らかとした。これらのことから，鉄は，Lhcgr mRNA 発現を誘導

する結果，ライディッヒ細胞を分化，増殖させ，テストステロン産生を亢進し，精子形成を

誘導する因子であることを初めて明らかにした。  



mRNA Oligo Sequence Tm（o
C）

Product size

（bp）
Accession No.

FWD ctgaaggtcaaagggaatgtg

REV ggacacagtcttgatgatctc

FWD cccaaccatggcttagaaaa

REV gatccccaggctgagtcata

FWD gatctgaggcattgggaaaa

REV cccagtagcaagagcacctc

FWD tctcttccaccaaattgcag

REV gcagtggctagggtaggtca

FWD ttttggcccaagtcaaagac

REV cccttcttcacgagcacttc

60

60

60 196Rpl19 BC058135.1

224 NM_007809

Lhcgr

Cyp17a1

152 NM_013582.3

Fshr NM_013523.3229

Ar NM_013476152

60

60

Table 1 Primer sequence and annealing temperatures using quantitative RT-PCR.
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Antibodies Cat No. Manufacture Dilution ratio(IF)

PCNA 2568S Cell signaling TECHNOLOGY 1:100

HSD11B 諸橋教授より提供 1:10000

CYP17A1 LS-C352100 Lifespan Biosciences(LSBio) 1:100

HSD17B3 13415-1-AP Proteintech Group, Inc.(PGI) 1:100

Table 2   免疫蛍光染色(IF)に用いた一次抗体情報

42



B Serum

Ir
o
n
 c

o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n
 (

µ
g
/d

l)

C

ND LFD

H
e

m
a

to
c
ri
t 
(%

)

Hematocrit

0

10

20

30

40

50

ND LFD

*

week(s)

Fig 1 LFD給餌による血清，肝臓，精巣中鉄量，ヘマトクリット値，体重，臓器重量への影響

以下の実験には，3週齢のマウスを用いて飼料給餌を開始した
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Serum
Ir

o
n
 c

o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n
 (

µ
g
/d

L
)

A

LFD ratio (%)

0

50

100

150

200

0 1 2 3

0

50

100

150

200

0 50 90 100

0

20

40

60

80

100

ND LFD

LiverF

Ir
o
n
 c

o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n

(µ
g
/g

)

*

G

0

2

4

6

8

10

12

ND LFD

Ir
o
n
 c

o
n
c
e
n
tr

a
ti
o
n

(µ
g
/g

)

*

B
o
d
y
 w

e
ig

h
t 

(g
)

Day(s)

0

5

10

15

20

1 4 7 14 17 22 25 33

D

ND

LFD

0

0.5

1

1.5

Heart Liver Kidney Spleen

O
rg

a
n
s
 w

e
ig

h
t 
(g

)

E

Testis

ND

LFD

*
*

*

*

*
*

43



ND LFD

A

W
e
ig

h
t 
(g

)

B

* ND

LFD

Fig 2 鉄欠乏が雄の生殖器へ与える影響

ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDおよびLFDの精巣，精巣上体，精嚢の写真
B) NDおよびLFDの精巣，精巣上体，精嚢の重量
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)
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Fig 3鉄欠乏が雄の妊孕性へ与える影響

ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDまたはLFD雄マウスにおけるND雌マウスとの1時間中の性行動回数
B) ND雌マウスとNDまたはLFD雄マウスとの交配試験による出産された産仔数
C) ND雌マウスとNDまたはLFD雄マウスとの1ヶ月間の交配試験による妊娠させ
た雄マウスの割合
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05) N.D: Not detected.
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Fig 4 鉄欠乏が精子精巣上体精子数，精子のATP含量および精子の運動性へ与える影響

ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDおよびLFDの精巣上体尾部精子数
B) NDおよびLFDの1精子あたりのATP濃度
C) CASAにより撮影したNDおよびLFDの精子運動軌跡像
D，E，F) NDおよびLFD精子の前進運動精子率(C),良好な運動精子率(D)，(E)不動精子率
G，H) NDおよびLFDの精巣上体尾部精子像(G)奇形精子率(H)

⇦ :奇形精子を示す
I，J) NDおよびLFD精子のハイパーアクチベーション率(I)受精率(J)

*: NDとLFD間に有意差あり (p<0.05).
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Fig 5鉄欠乏が精子形成の各生殖細胞に与える影響

ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDおよびLFD精巣切片のPAS染色像
B) NDおよびLFDのセルトリ細胞数あたりの精祖細胞，精母細胞，円形精子細胞，伸長精子細胞数
C, D, E，F) NDおよびLFD精巣切片のPCNA免疫蛍光染色像 (C:×40, D:×200) とセルトリ細胞数あた
りのPCNA陽性生殖細胞 (E: Spermatogonia) (F: Spermatocyte)

*: NDおよびLFD間に有意差あり(p<0.05)
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Fig 6 鉄欠乏がライディッヒ細胞へ与える影響

ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDおよびLFD精巣切片のPAS染色像
B) NDおよびLFDの精巣1 mm2あたりのライディッヒ細胞数
C, D) NDおよびLFD精巣切片のPCNA免疫蛍光染色像 (C) とDAPI陽性ライディッヒ細胞あたりの
PCNA陽性ライディッヒ細胞割合 (D)

E, F) NDおよびLFD精巣のLhcgr (E)およびCyp17a1 (F)の遺伝子発現
G) NDおよびLFD血清中のLH濃度
H) NDおよびLFD精巣のテストステロン濃度
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)

遺伝子発現のデータはNDの相対値で表す
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B

Fig. 7.鉄欠乏がライディッヒ細胞の幼若マーカーおよび成獣マーカーに与える影響

ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌，LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDおよびLFDの精巣切片における幼若ライディッヒ細胞マーカー(HSD11B)陽性細胞の割合
B, C) NDおよびLFDの成獣ライディッヒ細胞マーカー(B: CYP17A1, C: HSD17B3)陽性細胞の割合

*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)
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Fig 8 LFDマウスへの3週間通常飼料給餌後の血清中の鉄量，精巣上体精子数，運動
精子率および性周期変化

ND; 3週齢のマウスに6週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに6週間低鉄飼料を給餌
LFDR; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌後，3週間通常飼料を給餌
A) ND，LFDおよびLFDRの血清中鉄量
B) ND，LFDおよびLFDRの精巣上体精子数
C) ND，LFDおよびLFDRの運動精子率
D, E) ND，LFDおよびLFDRの精巣上体精子像(D)奇形精子率(E)

⇦ :奇形精子
F) ND雌マウスとのND，LFDおよびLFDR雄マウスの性行動回数
G) ND雌マウスとND，LFDおよびLFDR雄マウスの1ヶ月間の交配試験による妊娠率
*:処理区間に有意差あり (p<0.05).
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ND; 3週齢のマウスに3週間通常飼料を給餌
LFD; 3週齢のマウスに3週間低鉄飼料を給餌
A) NDおよびLFDの精細管内のセルトリ細胞数
B, C) NDおよびLFD精巣のFshr (B), Ar (C)の遺伝子発現
*: NDとLFD間に有意差あり(p<0.05)

遺伝子発現のデータはNDの相対値で表す

Supplemental Fig. 1.鉄欠乏がセルトリ細胞マーカーへ与える影響
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第四章 

総合考察 

 

鉄はヒトの体内に約 3～5 g 存在し，この内 3 分の 1 が赤血球以外の組織のおいて様々な

反応を担う。その多くは，貯蔵鉄として肝臓に蓄積されるが，末梢組織で鉄が不足すると肝

臓の貯蔵鉄が末梢組織に必要な鉄をトランスフェリンと結合させ血中に放出し，トランス

フェリン受容体を介して末梢組織に供給される。鉄の喪失量は 1 日に約 1 mg であるが，こ

の喪失は食事から吸収し，体内の鉄の恒常性が保たれている。しかし，偏食や過度なダイエ

ットによる鉄の摂取不足は鉄欠乏を生じさせ，体内における鉄の恒常性を負に変化させる。

特に鉄は，多くの末梢組織においてステロイドホルモン産生を担うチトクローム系酵素の

補因子として働くほか，鉄硫黄クラスタータンパク質に取り込まれ電子伝達系の酸化還元

反応に働きミトコンドリアのエネルギー生産にも重要であることが知られている。卵巣や

精巣はステロイドホルモン産生を担い，かつ多くの反応に ATP を多量に必要としているこ

とが知られていることから，本研究では，鉄欠乏が雌雄の生殖に及ぼす影響を個体レベルで

解析を行った。 

本研究において LFD マウスは，雌では顆粒膜細胞の Fshr 発現の低下により不妊になるこ

と，雄ではライディッヒ細胞の Lhcgr 発現の低下により不妊になることを明らかにした。で

は，なぜ顆粒膜細胞における Fshr 発現およびライディッヒ細胞の Lhcgr 発現が鉄欠乏の影

響を強く受けたのだろうか。発生学上，雌性生殖巣の細胞群と雄性生殖巣の細胞群は，同性

質の細胞である。顆粒膜細胞は，卵胞発育時に約 1 万倍も細胞を増加させ（Erickson, 2008），

血中の E2 量を増加させるほどのホルモン産生を行う。ライディッヒ細胞も，成体になるま

でに約 50 倍も細胞数を増やし（Baker et al., 2001），多量のテストステロンを産生すること

から，顆粒膜細胞とライディッヒ細胞は，盛んな細胞増殖を行う内分泌細胞という点が類似

している。さらに，鉄の取り込みを担う TFR1 の発現は，卵巣と精巣内において肝臓よりも

高く，特に顆粒膜細胞およびライディッヒ細胞に強く発現している（未発表データ）。この

理由は，盛んな細胞増殖と多量のホルモン産生を維持するために，両細胞共に鉄の要求量が

高いためであると考えられる。実際に当研究室では，顆粒膜細胞およびライディッヒ細胞特

異的 Tfr1 cKO マウスにおいて同様に顆粒膜細胞の Fshr 発現およびライディッヒ細胞の

Lhcgr 発現が低下し，雌雄共に不妊を生じる結果を得ている。ガン細胞は，TFR1 の発現量

が高く，鉄の要求量が特に高い細胞として知られているが，鉄のキレート剤を投与するとガ

ン細胞特異的に細胞増殖および分化能が抑制される結果が得られている（Ninomiya et al., 

2017）。ガン細胞の研究結果と本研究から考察すると，細胞増殖活性の高い顆粒膜細胞およ

びライディッヒ細胞は TFR1 の発現が高いため，生殖巣の中で鉄欠乏の影響を強く受けたと

考えられる。 

本研究において，雌マウスにおいて認められた鉄欠乏による妊孕性の低下は，eCG によ

る卵胞発育誘導を行っても若干の回復しか認められなかった。一方この妊孕性の低下は，3
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週間の鉄を含む通常飼料の給餌により完全に回復した。現在，女性の不妊症の治療プログラ

ムには，FSH 製剤や E2 製剤を投与する治療が一般的に適応される。しかし，本研究結果は，

鉄欠乏が原因で不妊症となっている場合には，これらの治療をしても改善の望みが低く，鉄

剤の補充による治療が必要であることを示している。同様に，雄においても LFD マウスは

Lhcgr 発現およびテストステロン産生が低下し，雄性不妊になることを明らかにしている。

Lhcgr ノックアウトマウスである LuRKO マウスを用いた研究を行った Lei らは（2004），

LuRKO マウスにテストステロンを投与すると減少していた精母細胞以降の精子形成が野生

型マウスと同程度まで回復するが，ライディッヒ細胞は幼若のままで，ライディッヒ細胞の

数が回復しないことを示しており，精子形成の維持にはテストステロンを投与し続ける必

要があると考えられる。実際に，不妊治療クリニックにおいて，テストステロン不足による

不妊症の治療には，hCG/hMG 療法やテストステロン補充療法が行われている。しかし，本

研究結果は，鉄欠乏が原因の雄性不妊に関しては，hCG/hMG 療法やテストステロン補充療

法では精子の運動性を担保するのが困難である可能性が高いことを示唆している。実際，本

実験において，LFD マウスの精子 ATP 量は著しく低下し，精子の運動性も低下する結果を

得ている。精巣における TFR1 の局在は，ライディッヒ細胞に局在していたことから曲精細

管内の精子へ鉄を供給し，精子における ATP 産生を担っている可能性が高い。このことか

ら，hCG/hMG 療法やテストステロン補充療法では，精子形成は生じるものの作成された精

子の運動性は低い可能性が高い。鉄欠乏による精子形成不全は，通常飼料を給餌する回復試

験を行うと完全に回復したことから，鉄分不足による精子形成不全への鉄剤補充療法は，精

巣内の精子形成の活性化を誘導し，運動性の高い精子を得ることができる不妊治療法の開

発につながる可能性が高い。 

本研究は，鉄欠乏が生殖組織に強い影響を与え，生殖組織の中でも鉄の要求量が高い顆粒

膜細胞およびライディッヒ細胞のホルモン応答性の低下に伴う雌雄生殖機能障害により不

妊となることを明らかとした。さらに，鉄欠乏が原因の不妊は，鉄欠乏の改善により生殖機

能を十分に回復し，雌雄両方において妊娠可能となることも明らかとした。この結果は，生

殖医療分野の発展に大きく寄与すると考えられる。 
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第五章 

総括 

 

第一章：緒論 

鉄欠乏は世界人口の約 8 割 （約 50 億人） が患っていると WHO により推定される，世

界で最も多い栄養障害である。生殖医療分野において，近年，不妊治療に訪れる女性の約 9

割が鉄欠乏であること，鉄欠乏男性患者の精子の質の低下が報告されている。しかし，鉄欠

乏の雌雄生殖機能への影響を詳細に示した報告はない。そこで，鉄が食餌のみから摂取可能

なことに着目し，鉄がほとんど含まれない低鉄飼料を給餌した鉄欠乏  （Low Fe diet; LFD） 

マウスを作出し，通常飼料を給餌した （Normal diet; ND） マウスと比較解析を行い，鉄欠

乏の雌雄生殖機能への影響を調べた。 

 

第二章：鉄欠乏が雌性生殖機能へ与える影響 

初めに鉄欠乏が誘導される低鉄飼料割合と給餌期間を検討し，鉄欠乏が誘導された 100％

LFD を 3 週間給餌したマウスを以降の実験に用いた。次に鉄欠乏の雌性生殖への影響を検

討するため，性周期変動，妊娠率，産仔数を調べた。性周期変動は ND マウスでは発情休止

期から発情前期，発情期，発情後期を経て発情休止期に戻り正常に繰り返されていたが，

LFD マウスでは発情休止期から進行しなかった。さらに，LFD 雌マウスはすべての個体が

妊娠しなかったことから，鉄欠乏が雌性生殖の卵胞発育，排卵，受精，発生のどこに影響す

るか検討した。発情休止期の LFD マウスの卵巣内の胞状卵胞数は減少し，胞状卵胞への卵

胞発育不全を呈した。また，FSH と同様の作用を持つ eCG による卵胞発育刺激を行っても

LFD マウスの胞状卵胞数は少なかった。このことから，LFD マウスの卵巣において FSH の

応答性が低下していると考えられたため，血中の FSH 量と卵巣の FSH 受容体 （Fshr ） の

mRNA 発現を調べた。この結果，血中 FSH 量は鉄欠乏による影響は認められないが，LFD

マウスの卵巣の FSH 受容体 （Fshr） 発現は有意に低下し，それに伴い下流の Cyp19a1，

Ccnd2 mRNA 発現および E2 量の低下が認められた。さらに，低鉄飼料給餌により卵胞発育

不全を呈した卵巣において排卵数は著しく低下し， この LFD マウスの排卵卵子の発生能を

体外受精により検討した結果，受精能，胚盤胞への発生能ともに著しく低値を示した。さら

に，鉄欠乏による妊孕性の低下が鉄を含む通常飼料の補給で改善可能か調べた結果，LFD マ

ウスに 3 週間の通常飼料給餌を給餌した LFD Rescue （LFDR） マウスは，鉄欠乏が改善さ

れ，性周期が正常に進行し，交配試験を行ったすべての LFDR 雌マウスが妊娠した。以上の

結果から，鉄欠乏は卵巣の FSH 応答性を低下させ卵胞発育不全を誘導し，以降に続く排卵，

受精，発生，妊娠にも影響し不妊になることを明らかにした。また，鉄欠乏が原因の雌性不

妊は，鉄を含む通常飼料の補給により回復可能であることを明らかにした。 
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第三章：鉄欠乏が雄性生殖機能へ与える影響 

第二章と同様にまず鉄欠乏が誘導される低鉄飼料割合と給餌期間を検討した。この結果，

雄においても 100％LFD を 3 週間給餌すると鉄欠乏が誘導された。鉄欠乏の雄性生殖への影

響を検討するため，組織重量，性行動回数，妊娠率，産仔数を調べた。LFD マウスの組織重

量は，鉄の利用能が高い組織に影響はなく，生殖組織において著しく減少した。さらに，LFD

マウスの性行動回数は減少し，LFD 雄マウスと交配した雌マウスはすべての個体が妊娠に

至らず，鉄欠乏による雄性不妊を呈した。LFD マウスの精巣上体精子は，ND マウスと比べ

奇形率が著しく高く，精子の運動性が有意に低下した。この精子を用いて ND 雌マウス由来

の卵子と受精試験を行ったところ，受精率は著しく低い値であった。鉄欠乏が精巣を構成す

る各種生殖細胞に与える影響を解析した結果，精母細胞，円形精子細胞，伸長精子細胞数が

低下し，この低下は精母細胞の増殖細胞割合低下にあることが明らかになった。精母細胞以

降の精子形成にはライディッヒ細胞から分泌されるテストステロンが重要であることから，

鉄欠乏がライディッヒ細胞に及ぼす影響を検討した結果，ライディッヒ細胞数とその増殖

細胞割合は ND マウスに比べ LFD マウスで有意に減少した。さらに，血中の LH 量は鉄欠

乏の影響は認められなかったが，LH 受容体（Lhcgr）の mRNA 発現が低下し，それに伴い

下流因子の Cyp17a1 mRNA 発現，精巣テストステロン量が減少していた。加えて，LFD マ

ウスのライディッヒ細胞には，ND マウスに比べてテストステロン産生能を持たない幼若ラ

イディッヒ細胞（HSD11B 陽性細胞）が多く存在し，テストステロン産生能を持つ成獣ライ

ディッヒ細胞（CYP17A1，HSD17B3 陽性細胞）は有意に低い値を示した。また，LFD マウ

スへ通常飼料を給餌した LFD Rescue（LFDR）マウスを作出し鉄の補給試験を行った結果，

LFDR マウスの鉄欠乏は改善し，LFD マウスにおいて低下した精子の質および妊孕性が

LFDR マウスでは ND マウスと同程度まで劇的に回復した。このことから，雄の鉄欠乏は，

成獣ライディッヒ細胞の数を低下させ，この結果，テストステロン合成を低下させ，精母細

胞以降の精子形成不全による雄性不妊を誘導することが明らかになった。さらに，鉄を含む

通常飼料の給餌は鉄欠乏により生じる雄性不妊を劇的に回復させることに成功した。 

 

総合考察： 

本研究において，低鉄飼料給餌により雌雄マウスに鉄欠乏が誘導可能であること，雌雄マ

ウスの鉄欠乏は，下垂体由来のホルモン分泌に影響を与えないが，生殖組織のホルモン応答

性を低下させる結果，生殖機能不全を示すことを明らかにした。さらに，この生殖機能不全

は，鉄の補給により鉄欠乏状態を改善することで正常な生殖機能を回復することも明らか

とした。この結果は，鉄剤の補給による不妊改善の可能性が期待され，生殖医療分野に大き

く貢献しうると考えられる。 
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