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研究成果の概要（和文）：ノッチシグナル経路は幹細胞や前駆細胞数を維持することで種を超えて様々な生物の
発生過程における根本的な役割をはたしており、そのノッチシグナルはノッチリガンドによって開始される。ノ
ッチシグナルはショウジョウバエや線虫の生殖細胞に重要なことがわかっているが、ほ乳類の精子形成での役割
や重要性はわかっていない。本研究ではノッチシグナルの抑制因子であるNkapl (NFkB activating 
protein-like)とNakap (NFkB activating protein)がマウスにおいて欠くことのできない重要な核蛋白であるこ
とを証明した。

研究成果の概要（英文）：The Notch signaling pathway plays fundamental roles in diverse developmental
 processes through maintaining stem/progenitor cell populations and is the highly evolutionary 
conserved pathway that is initiated in response mainly to Notch ligands. Although Notch signaling 
also plays a critical role in germ cell development in Drosophila and Caenorhabditis elegans, its 
function and importance for spermatogenesis in mammals is controversial. Our study is to revealed a 
novel germ cell-specific gene Nkapl (NFkB activating protein-like) and Nakap (NFkB activating 
protein) is a functional nuclear protein as a repressor of Notch signaling in mice and an 
indispensable gene for spermatogenesis.

研究分野： 泌尿器科

キーワード： 男性不妊症　無精子症　遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NKAPおよびNKAPLの機能解析は、生殖細胞の特質を理解し、生殖細胞をin vitroで培養するために非常に重要な
情報となる。将来的にES細胞を用いNKAPの解析を進めることによって、生殖細胞を能動的に分化させる遺伝子転
写のカスケードを明らかにし、さらには、生殖細胞分化を支持する細胞を用いず、体細胞から容易に減数分裂に
進める生殖細胞を誘導する系の構築が可能となる。さらに、男性不妊症におけるNKAP、NKAPL,およびNotchファ
ミリー遺伝子の発現の関係と遺伝子多型の解析を進め、NOAの原因を追求し、Notchシグナリングを制御する低分
子化合物の開発を通じて新規治療法の開発につなげうる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、我が国の政策において少子化対策は重要な課題であり、少子化社会対策基本法（2003
年）に不妊症治療支援が盛り込まれ、さらに政府の掲げる「一億総活躍社会」構想の目玉
として、2016 年から史上初めて男性不妊症助成事業が開始され、これにより男性不妊症な
かで最も重篤な非閉塞性無精子症に対する精巣内精子採取術が全国で数多く行われるよう
になっている。非閉塞性無精子症はその精巣病理組織所見からセルトリセルオンリー症候
群（SCOS：Sertoli cell only syndrome）（生殖細胞欠如）、成熟停止（MA: Maturation arrest）
（前期成熟停止および後期成熟停止）そして精子低形成（HS: Hypospermatogenesis）の大
きく 3 病型に分類される。後期成熟停止や HS は加齢や環境因子などによる二次的変化と
推測され、多くは精巣内精子採取術で治療可能であるが、SCOS や前期成熟停止では、大
部分が精子採取不可能である。また、僅かに精子が採取できたとしても、その精子の妊孕
能は低く、大部分は挙児を得ることができず、多くの不妊カップルが身体的、経済的負担
のみを負わされている。この非閉塞性無精子症の不十分な治療効果に加えて、さらに
TESE-ICSI によって得られた出生児にも高頻度で男性不妊が認められるなどの後世への
遺伝的問題もあり、非閉塞性無精子症の発症メカニズムの理解に立った診断・生殖補助医
療の開発が強く望まれている。生殖細胞は次世代に遺伝情報を伝承する役目を担っており、
種の保存、繁栄に必須で、世代を越えて生存し、個体全体を作りうる全能性を保有してい
るなど、体細胞系列とは、大きく異なる特徴を有しているが、その詳細な分子機構は未だ
不明な点が多い。その全貌を解明することは非閉塞性無精子症の未だ不明な病因病態を解
明する手がかりになり、真に不妊カップルに福音となる新しい診断法および治療法の開発
につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
非閉塞性無精子症（NOA）は精巣病理組織所見からｾﾙﾄﾘｾﾙｵﾝﾘｰ症候群（SCOS）、成熟停
止（MA）そして精子低形成（HS）の大きく 3 病型に分類される。HS は加齢や環境因子
などによる二次的変化と推測され、多くは精巣内精子採取術で治療可能であるが、SCOS
や MA は、大部分が原因不明であり、精子採取も困難である。我々は、精巣生殖細胞を特
異的に認識するﾓﾉｸﾛｰﾅﾙ抗体 TRA98 の抗原が Notch ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞ制御遺伝子 NKAP(NF-kB 
activating protein)であることを世界に先駆けて同定し、減数分裂後に機能するホモログ
遺伝子 NKAPL（NKAP-like）をも新規に発見した。驚くべきことに NKAP と NKAPL
の遺伝子破壊マウスの精巣表現型はそれぞれ SCOS と MA であった。生殖細胞で 2 つの遺
伝子が如何に Notch ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞを制御するのかを明らかにし、NOA の病態解明を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
１）NKAP/NKAPL の生殖細胞での共役因子ならびに標的遺伝子の解析：我々はすでに
NKAP/NKAPL の発現ベクターおよび抗体作成済みであり、プロテインアレーチップにて
NKAP/NKAPL の共役因子の同定と、マウス GS 細胞での機能解析（遺伝子・siRNA 導入、
マイクロアレー解析）、NKAP/NKAPL 遺伝子破壊マウスの表現型の詳細な解析を行う。
２）成熟停止による非閉塞性無精子症患者の NKAPL のゲノム変異・SNP 解析：我々はこれ
まで精巣内精子採取術を施行する非閉塞性無精子症患者に対する様々な精子形成遺伝子の
ゲノム解析を大阪大学ヒトゲノム研究倫理審査承認のもと逐次施行している。このうち、
成熟停止による非閉塞性無精子症患者 50 名のエクソンシークエンスを開始し、さらに関
連施設からも症例を募り、成熟停止症例 100 名の解析を目標とする。 
 
 
４．研究成果 
１）NKAP/NKAPL の生殖細胞での共役因子ならびに標的遺伝子の解析： 
我々は独自に開発したヒトタンパク質を網羅するプロテインアレーチップを用いて、生殖
細胞マーカーとして広く使用されているモノクローナル抗体 TRA98（図１）の認識する抗
原のスクリーニングを行い、その抗原遺伝子のクローニングに世界に先駆けて成功した。
TRA98 の認識する抗原は、NF-kB と複合体を形成する転写調節因子 NKAP(NF-kB activating 
protein)であった(図２)。 
そこでNKAPLのGS細胞への強制発現を行いNKAPLが既知のNotchシグナリング共役
因子と協調して、GS 細胞にて Plzf, Gfra1, Ret, and Nanos2 といった精原性幹細胞マーカ
ーを制御することを明らかし論文化した（Okuda H et al. A novel transcriptional factor 
Nkapl is a germ cell-specific suppressor of Notch signaling and is indispensable for 
spermatogenesis. PLoS One. 10: e0124293, 2015）。しかしながら、NKAP との機能の違
いは不明であり、NKAP の GS 細胞への遺伝子導入および siRNA 移入によるノックダウ
ン法による Notch シグナリング標的遺伝子の同定をこころみたが、NKAP 遺伝子導入によ
るGS細胞の形質変化とNKAPLとの分子機能的違いは確認できなかった。しかしながらNKAP
遺伝子破壊マウスの表現形は生殖細胞の欠如であり、その子細を論文投稿中である(in 
revision)。 



 
図 2 

 TRA98 抗原として同定された NKAP 

Cell free protein synthesis により作成したプロテインアレーを利用 

 

図 1マウス精巣の免疫染色 

茶色のシグナルが TRA98 の抗原。生殖細胞特異的に発現が観察される。特に精原細胞に強

い 
 

 
２）成熟停止による非閉塞性無精子症患者の NKAPL のゲノム変異・SNP 解析： 
成熟停止による非閉塞性無精子症患者 50 名のエクソンシークエンスを行い NKAPL と
NKAP ともに有意な変異は認めなかったが、他のあらたな責任遺伝子候補を複数発見でき、
引き続き、症例数を増やしつつ解析を継続している。 
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