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研究成果の概要（和文）：　マウス精巣からクローニングしたPLCζ遺伝子とGFPとの融合蛋白を発現させるベク
ターを作製し、雄マウスの精巣内にエレクトロポレーション法により遺伝子導入を行った。導入から2週間後に
精巣上体内精子を回収したところ、融合蛋白の発現が認められるtransgenic spermを同定することができた。
　このtransgenic spermとマウス卵子を用いて、卵細胞質内精子注入法を試みたところ、正常なCa oscillation
と同一とはいえないが、卵細胞質内のCa濃度の上昇が観測された。

研究成果の概要（英文）：We employed a vector designed to produce a fusion of full length clone of 
mouse PLCζand the enhanced green fluorescent protein. Male mice (4-6 weeks of age) were used for in
 vivo experiments. For each animal, the right testis was exposed and the PLCζ-GFP injected into the
 rete testis via the efferent duct. An electrical current was subsequently applied to the right 
testis. We also detected GFP fluorescence in the epididymal sperm at 2 weeks after the procedure.
These transgenic sperm were introduced into the mouse egg using intracytoplasmic sperm injection 
technique. We demonstrated the significant elevation of Ca concentration in the egg cytoplasm.

研究分野： Andrology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究において、私たちが開発した精巣内遺伝子導入技術は、標的とする遺伝子を導入したtransgenic sperm
を作成することが可能である。これを応用することにより、標的遺伝子の機能解析並びに受精のメカニズムの解
明に多大な貢献を果たすことが期待される。
　最終的には遺伝子治療がなされた精子を用いて、遺伝子異常を次世代に継承させない理想的な治療法の開発を
目指している。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
男子不妊症の治療は卵細胞質内精子注入法（ICSI）の登場により大きく変化し、現在では精巣

内から採取した円形精子細胞を用いてICSIを行うことで挙児を得ることが可能になっている。し

かし、ICSIによって精子を注入した卵のうちおよそ40％が胚として発生することができないとさ

れ、その理由については不明である。 

受精時に卵細胞質内で周期的なカルシウム濃度の上昇（Ca oscillation）が見られることはか

ねてから知られていたが、その分子生物学的メカニズムは長い間不明のままであった。2004年に

ようやく同定されたphospholipase Cの精子特異的なisoformであるphospholipase C zeta(PLC

ζ)はマウス卵において受精時に見られるものとほぼ同一のカルシウムの上昇を惹起するため、

卵活性化のトリガー分子と考えられている。したがってICSIによっても受精できない精子の一部

にはこのメカニズムの障害の可能性が想定され、遺伝子治療の対象となる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
現時点では表現型が致死となることなどからノックアウトマウスの作成が困難な上に精細胞

においては適切な培養系が得られていないため、PLCζの発現制御メカニズムや細胞内での動態

については十分に解明されていない。 

そこで我々は精巣内遺伝子導入法を用いて、精巣へ組み換え遺伝子を導入することで精子に

GFP などの蛍光蛋白と PLCζとの融合蛋白を発現させることで、受精という生命現象の鍵を握る

PLCζの解析が可能になり、PLCζが真に卵活性化因子であるのかという問いに答えられるので

はないかと考えた。 

エレクトロポレーションを用いた精巣内遺伝子導入法は、効率に優れ安全性も高く、精子形

成や受精・胚発生のメカニズムの研究に有用なツールとなるが、本研究は更にこれを発展させ、

機能的な遺伝子と蛍光蛋白との融合蛋白を精子に発現させることを目指している。 
 
３．研究の方法 
 
（1）マウス精巣への遺伝子導入 

①サブクローニングされた PLCζ遺伝子を制限酵素で切り出して、GFP もしくは YFP 遺伝子を含

むベクターに融合蛋白を発現するようにサブクローニングする。PLCζ遺伝子+ GFPもしくはYFP

遺伝子を制限酵素で切り出して、サイトメガロウィルスのエンハンサーと chicken のβ-actin 

プロモーターを含む pCAG ベクターに組み込んで、融合蛋白の発現ベクターを作成した。 

②ICR 系の雄マウス（4-6 週）を用い、麻酔下に精巣網から逆行性に精細管内へ融合蛋白発現ベ

クター溶液を注入し、エレクトロポレーション法で精巣に電気刺激を加え、遺伝子導入を試み

た。 

③電気刺激後、2 週ないし 3 週後に上記マウスを屠殺し、精巣及び精巣上体を摘出する。精巣

は直ちに液体窒素で凍結保存し、後に凍結切片を作成する。精巣上体尾部からは精子を回収し、

蛍光顕微鏡下で融合蛋白の発現及び局在について観察した。 

④セルソーターを用いて精巣上体精子から融合蛋白発現精子を分離･調整し、IVF または卵細胞

質内精子注入法（ICSI）に供した。 

⑤蛍光顕微鏡下で先体反応に始まる受精・胚発生のプロセスにおける融合蛋白の動態を観察す

ることを試みた。 
 
４．研究成果 
 

①マウス精巣の cDNAライブラリーから既知のプライマーを用いて、PCR法により PLCζ

遺伝子(2.2Kb)を増幅する。得られた PCR産物をゲル電気泳動により単離したのち精製したも

のを、TOPO ベクターにサブクローニングし、シーケンスを解析して全塩基配列を確認した。

サブクローニングされた PLCζ遺伝子を制限酵素で切り出して、GFPもしくは YFP遺伝子を



含むベクターに融合蛋白を発現するようにサブクローニングする。PLCζ遺伝子+ GFPもしく

は YFP 遺伝子を制限酵素で切り出して、サイトメガロウィルスのエンハンサーと chicken の

β-actin プロモーターを含む pCAGベクターに組み込んで、融合蛋白の発現ベクターを作成し

た。同時に GFPまたは YFPのみを発現するコントロールベクターも作成しておいた。 

 

②HEK293細胞に燐酸カルシウムを用いて、前述の融合蛋白発現ベクターを遺伝子導入し、48

時間培養した。これらの細胞から、ウェスタンブロット法により合成された蛋白の検出を行い、

予想される分子量と一致することを確認しておいた。 

このベクターを TOP10 細胞を competent cell として増幅しておき、ICR 系の雄マウス（4-6

週）を用い、麻酔下に精巣網から逆行性に精細管内へ融合蛋白発現ベクター溶液を注入し、エ

レクトロポレーション法に基づいて精巣に電気刺激を加えた。 

 

③電気刺激後、2週ないし 3週後に上記マウスを屠殺し、精巣及び精巣上体を摘出した。精巣

は直ちに液体窒素で凍結保存し、後に凍結切片を作成した。蛍光顕微鏡下で融合蛋白の発現・

局在を観察する。精巣の一部は遺伝子導入による精巣へのダメージを検討するためグルタール

アルデヒドで固定し、切片を作成した後に TUNEL染色を行ってアポトーシスの検出を試みた

ほか、H-E染色を行い組織学的に造精機能障害について検討した。精巣上体尾部からは精子を

回収し、蛍光顕微鏡下で融合蛋白の発現及び局在について観察した。 
 

④セルソーターを用いて精巣上体精子から融合蛋白発現精子(transgenic sperm)を分離･調整

を試みたが、ごく少数を回収するにとどまった。遺伝子導入の条件設定を変えて、実験を繰り

返すことで、精子全体の２％ほどまで増加が見られた。得られた transgenic spermを用いて、

IVFを試みたが、精子運動率が低く受精に至らなかった。卵細胞質内精子注入法（ICSI）を

試みたところ、一部の卵細胞で分裂が見られたが、胚盤胞の形成は明らかではなかった。 

蛍光顕微鏡下で先体反応に始まる受精・胚発生のプロセスにおける融合蛋白の動態を観察

したが、マーカーとしての蛍光が速やかに失われてしまい、十分な結果が得られなかった。

共焦点顕微鏡と CCD カメラにより細胞内カルシウム濃度変化を観察したところ、卵細胞
質内の Ca 濃度の上昇は確認できたが、卵活性化のトリガーである Ca oscillationと同一
であることの証明はできなかった。 
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