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研究成果の概要：新たな男性不妊症診断開発のために、我々が独自にクローニングした精子細

胞特異的遺伝子を中心に、これらがコードする 14 の精巣タンパク質について 17 抗体を作成、

準備し、男性不妊患者における精巣、精液の微量コード蛋白の検出を行った。17 抗体のうち 1

抗体のみ微量蛋白検出に優れ、無精子症患者の精巣におけるコードタンパク質検出と顕微鏡下

精巣内精子採取術による精子検出成績に関連性が見出された。精液中の微量蛋白の検出は多く

の抗体で不可能・不安定であった。今後、精子検出技術改善と精液への分泌蛋白などの新たな

マーカー開発が望まれる。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、様々な分子生物学的手法なら

びに遺伝子改変動物作成法などの技術進歩

に伴い、これまでほとんど解明されていなか

ったほ乳類の精巣生殖細胞の分化に関わる

様々な遺伝子が明らかにされ、解析されてき

た。しかしながら、これまでの我が国や世界

各国からの膨大な基礎的研究成果は臨床応

用には結びついていないのが現状である。 

２．研究の目的 
 我々がこれまでに独自に単離した

精巣生殖細胞特異的遺伝子のコードする蛋

白質に対する抗体を用いて、男性不妊症の新

たな検査法を開発するため、以下の 3つの研

究を進める。 

(1)我々が系統的に単離したマウス精細胞特

異的遺伝子 80 種類について、それらのヒト

相同遺伝子も段階的にクローニングし、その

コード蛋白に対する抗体作成を進めている。

このうち様々な成熟段階のヒト精巣生殖細

胞を特異的に認識できる抗体約 5種類の作成

に成功している。このようなヒトにおいて利
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用できる抗体をさらに 10 種類以上増やし臨

床応用を目指す。 

(2)最も重症な男性不妊症である非閉塞性無

精子症の患者の治療法として精巣内精子採

取術（TESE）が行われているが、その精子採

取率は約 40％であり、多くの患者が精子獲得

を果たせず、身体的、経済的負担のみを負わ

されている。これまで信頼性のある精巣内精

子採取成功予測は TESE 前の精巣生検とされ

ているが、それとて感受性、特異性ともに 7

割程度である。この生検組織のサンプル中の

精巣生殖細胞特異的蛋白の有無あるいは定

量を行うことで精度の高い精子採取予測が

可能になると考えられ、本研究において適正

な抗体選択ならびにその臨床応用を目指す。 

(3)精巣内精子採取予測の非侵襲的な検査法

の開発をも目指す。我々の精巣生殖細胞特異

的蛋白に対する抗体を用いて非閉塞性無精

子症患者精液中の未熟生殖細胞検出を行な

い、精巣内精子採取の予測を試みる。非閉塞

性無精子症患者の精液中には精子は存在し

ていないが、未熟生殖細胞が少量存在してい

ることがあり、このような場合は精巣内精子

採取率が高いとされている。しかし、これま

での検鏡やフローサイトメトリーによる未

熟生殖細胞の検出には限界があり、結果とし

て特異度がきわめて低い。特に、重症な無精

子症では未熟生殖細胞数もわずかであり、

我々の抗体を利用し、精巣生殖細胞特異的蛋

白をウエスターンブロットや ELISAにて検出

しごく微量の未熟生殖細胞の検出を行うこ

とができれば、きわめて感受性・特異性の高

い検査法が確立できる。 
３．研究の方法 
（１）ヒト精子細胞特異的タンパク質に対す

るポリクローナル抗体作成 

現在までに我々が新規にクローニングし、そ

の解析を行っている精子細胞特異的に発現

するタンパク質をコードする遺伝子につい

て、リコンビナント蛋白を作成精製しウサギ、

ラットへ免疫し、ポリクローナル抗体を作成。

作成するヒト抗原を精度高く認識できる 5種

類(CPα3、Haspin、Tektin-t、Scot-t、MP-68)

のほかに、10以上の抗体準備をめざす。また、

その他に男性不妊症診断に有用と思われる

既報の遺伝子について、抗体が他から入手が

可能な場合、これを購入、譲受する。 

（２）男性不妊患者の精液ならびに精巣生検 

顕 微 鏡 下 精 巣 精 子 抽 出 術

（microdissection TESE）は、手術用顕微鏡

を用いて精巣全体をくまなく検索するもの

であり、これにより今まで絶対不妊とされ、

原則的に精子形成がないとされたクライン

フェルター症候群、 Sertoli cell-only 

syndrome などの疾患においても精巣内精子

を回収可能な症例があり、さらに妊孕性の獲

得まで示されたものもある。この結果、ヒト

男性不妊症の診療において、絶対性不妊と確

定診断するためには、顕微鏡下精巣精子抽出

術（MD-TESE）の施行が必須となった。申請

者らは本邦でもっとも MD-TESEを数多く手が

けており、無精子症患者 100 例以上の生検サ

ンプル収集と精液サンプル収集を行う。 

（３）ウエスターンブロットによる抗体検定 

 作成済み抗体から順次、抗体の性能をウエ

スターンブロットで検定する。臨床サンプル

を使用する前にまずリコンビナント蛋白で

抗体価をしらべ、そののち正常サンプル（精

巣組織）を米国業者から購入し、抗体が機能

することを確認してゆく。臨床応用できそう

な優れた抗体については、ELISA測定キット

化を検討する。 

（４）ゲノムシークエンス解析 

 蛋白欠損患者について、同意のとれた患者

からはゲノム DNA を血液から採取し、PCR で

増幅後、ダイレクトシークエンス法でシーク

エンス解析し、ゲノムの欠失か、発現異常か

を確定する。 

４．研究成果 

（１）ヒト精子細胞特異的タンパク質に対す

るポリクローナル抗体作成 

精子細胞特異的に発現するタンパク質をコ

ードする遺伝子について、新たに 4蛋白７抗

体（抗 MCA 抗体、抗 Gsg1 抗体、抗 Delta-20

抗体、抗 Smrp-1 抗体 c/v1～v3）を自ら作成

し、5抗体（抗 Septin4 抗体,抗 Septin7 抗体,

抗 C21ORF51 抗体、抗 CXCL10 抗体、抗 MT-1H

抗体）を購入し、以下の精巣、精液における

それぞれの蛋白発現の確認実験に使用した。 

（２）男性不妊患者の精液ならびに精巣生検 

精巣生検サンプルとして 50 例、精液サンプ
ルとして 200例以上の検体を収集した。 
（３）ウエスターンブロットによる抗体検定 

 作成・購入した抗体から順次、抗体の性能
をウエスターンブロットで検定した。これま

での 17 の抗体がそれぞれのヒトタンパクに

交差反応することを確認したが、特に抗 MCA

抗体が抗体価に優れていることが判明した。

抗 MCA 抗体使用し精巣における MCA タンパク

質検出と顕微鏡下精巣内精子採取術による

精子採取成績を検討し、精子採取の予測に関

して特異度 50%、感度 80%であることを確認

した。また免疫染色を採取精子に対して行い、

特異度が低い原因として MD-TESE時の採取精

子の形態による判定基準が関与しているこ

とが判明した。精液中の微量蛋白の検出は多



くの抗体で不可能・不安定であり、診断に利

用することは不可能であったが、抗 CXCL10

抗体については不妊群の精液中タンパク発

現量が変化していることを発見した。しかし、

精巣内精子の有無との関連性は見いだせな

かった。 

（４）ゲノムシークエンス解析 

 MCA タンパクがウエスターンブロットにて

認めない不妊患者について、ゲノムシークエ

ンスでは塩基配列に異常を認めなかったが、

MCA をはじめ３種類の遺伝子について、男性

不妊特異的遺伝子変異をみいだした。 
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