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目的:雄性生殖試験においては薬物を数ヶ月間反復投与したのち生殖能評価を行うのが一般的で、結果を得るまでに長期

間を要する。本研究では、短期間で雄性生殖機能を評価するためのバイオマーカーを選定することを目的して、雄性生殖毒

性が知られている ethyleneglycol monomethyl ether (EGME)、cyclophosphamide(Cp)および、sulfasalazine(SASP) を成

熟雄ラットに単回投与し、精巣における遺伝子発現への影響について検討した。

方法:EGME、CPおよびSASP(各2000mg/kg)をラットに経口投与し、投与6時間後に精巣を摘出後、液体窒素で凍結し

た。凍結した精巣より抽出したm町ぜAを鋳型として、 Cyanine-5を用いて逆転写反応により、蛍光標識cDNAを作製し、 ED

アレイ ver.2(旭テクノグラス)にハイブリダイズさせた。 EDアレイにハイブリダイズした各遺伝子発現量を蛍光強度とし

て、 SilicoCyte(Discovery Biotechnologies) を用いて解析し、対照群と発現量の異なる遺伝子を検索した。

結果および考察:EGME、CP、SASP投与により、発現が増強した遺伝子のうち精子形成に重要と考えられるものは、各10、

8および9遺伝子であり、減弱した遺伝子は、各5、8および3遺伝子であった。発現が変動した遺伝子のうち HeatShock 

Protein 70とGlutathioneS transferase はEGMEとSASPに共通して、 T-complex1はCPとSASPに共通して変化がみられた。

これらの精子形成関連遺伝子の変動について、反復投与による影響も検討する必要はあるが、少なくとも短期投与による雄

性生殖毒性評価のバイオマーカーとして利用できる可能性が示唆された。
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[目的]近年、医薬品開発のスピードアップ。に伴って、安全性評価においてもハイスループット化が求められている。通

常、雄性生殖毒性試験においては、化合物を数ヶ月間反復投与した後に生殖能評価を行っており、開発早期の化合物スクリ

ーニングには用いることができない。そこで、短期間で雄性生殖機能を評価するための指標となるタンパク質の探索を目的

として、成熟雄性ラットに、雄性生殖毒性を惹起することが知られている化合物を単回投与した時の、精巣におけるタンパ

ク質発現ヘ及ぼす影響について検討した。{方法]雄性ラットに、エチレングリコールモノメチルエーテル (EGME)、シク

ロホスブアミド (Cp)およびスルファサラジン (SASP)を経口投与した後、 24時間に精巣を摘出した。精巣をホモジナイ

ズした後、 2次元電気泳動により展開し、タンパク質を分離した。画像解析の結果より、発現量が2倍以上変化したスポット

をゲルから切り出し、 トリプシンによるゲル内消化後、質量分析計に導入しタンパク質を同定した。[結果および考察}

EGME、CPおよびSASPの投与により、それぞれ21個、 13個および9個のタンパク質の発現が増加し、それぞれ31個、 4個

および13個のタンパク質の発現が減少した。これらの発現変動タンパク質のうち、精子形成に関わるものとして、 CPおよ

びSASPの投与により GlutathioneS-transferaseおよび、Heatshock protein 70の発現が変化し、すべての化合物の投与により

Phosphatidylethanolamine-binding proteinの発現が変化していた。今回の試験は単回投与による影響を検討したものである

ため、反復投与時の発現変動についても検討する必要があるものの、これらのタンパク質が雄性生殖毒性評価の指標として

用いることができる可能性が示された。
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