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研究成果の概要（和文）：補助生殖医療が現在不妊症患者には一般的になされている治療法

であるが、可能であれば自然妊娠が望ましい。将来的に男子不妊症患者に対する遺伝子治

療によって精子形成が可能となればこれらの問題は解決できるかもしれない。本研究では、

将来の男子不妊症に対する遺伝子治療の可能性をめざした基礎的研究を行った。精子形成

に関わる遺伝子の情報はさらに必要であるが、将来的に遺伝子治療が男子不妊症に対する

治療法として確立することが望まれる。 

 
 
 
研究成果の概要（英文）：Assisted reproductive technology is the most appropriate 
management if a natural pregnancy fails to occur, and this is increasingly used in the 
treatment of both male and female infertility. However, fertilization is better in vivo 
than in vitro for male infertility. Clinically, testicular gene therapy may be useful to 
treat male infertility in the future because it is possible to promote spermatogenesis in 
male infertility patient. In this study, I tried to perform basic research to realize the 
gene therapy for male infertility. Although more genetic information about the 
molecular basis of spermatogenesis will be needed to apply gene therapy for male 
infertility, these informations may lead to new strategies for the clinical management 
and gene therapy will provides great benefits for the patients with male infertility in 
the future. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国が抱える社会的問題のひとつに少

子化社会が挙げられる。2005 年の国勢調査
による確定値を基に計算された同年の出生
率は過去最低の 1.26 人となった。晩産化、
無産化が少子化の主な直接原因であるとさ
れており、その背景には現代社会に存在す
る様々な社会的要因が考えられている。そ
うした社会背景の一方で、婚姻により夫婦
が成立し挙児を望んだとしても 10 カップ
ルに１カップルが子供を授かることが出来
ないといういわゆる不妊症も、社会的問題
といっても過言ではない。不妊症の原因の
うち約半数が男子不妊症であるが、その多
くは特発性造精機能障害とされ、明らかな
原因が不明であり確立した治療法がないの
が現状である。 
男子不妊症は射出した精子濃度によって、

乏精子症と無精子症とに大別される。十数
年前までは乏精子症に対しては体外授精に
より挙児の可能性を得ていたが、無精子症
に対しては挙児の可能性は極めて困難であ
った。しかし 1990 年代前半に開発された
卵子細胞質内精子注入法（ICSI）により補
助生殖医療に革命的変化がもたらされた。
ICSI は精巣内より精子を採取（TESE）し、
採取した精子を直接卵子の細胞質内に注入
することにより受精を期待する方法である。
つまり射出精子がたとえ０（ゼロ）であっ
ても、理論的には精巣内に精子が１つでも
存在すれば、挙児を得る可能性が存在する
わけである。今日では TESE-ICSI は無精
子症に対する最も一般的な治療として位置
づけられている。しかしその反対に、精子
形成が不十分で精巣内に精子が１つも存在
しなかった場合の治療法は存在しない。ま
た TESE-ICSI の様々な合併症や問題点が
解決されていないのが現状である。そして
正常な性行為の営みの中で挙児を得ること
が、夫婦にとっては何よりの喜びであるこ
とは言うまでもない。 
私達は男子不妊症に対する新しい治療法
を模索するために、これまでに実験動物レ
ベルで精巣内遺伝子導入の確立や ES 細胞
からの精子形成細胞の誘導を試み、男子不
妊症への治療の応用の可能性の研究を行っ
てきた。また転写因子 DAX-1 が精子形成
に大きな役割を果たしている可能性につい
て研究を行ってきた。本応募研究において
は、プロモーターアレイやマイクロアレイ
など網羅的遺伝子解析や新規標的遺伝子の
同定および転写因子の遺伝子多型解析を通
して、Ad4BP/SF-1 および DAX-1 の転写
因子複合体ネットワークの包括的な解明お
よび男子不妊症の病態解明、更に、これま
での研究の継続、すなわち転写因子 DAX-1

の精巣内遺伝子導入による造精機能の回復
およびそのメカニズムの検討、ES 細胞を
用いた Ex vivo 遺伝子導入による精巣内体
細胞、精子形成細胞の分化誘導系の確立に
関する研究を完遂させ、将来的には男子不
妊症の遺伝子治療への臨床応用に挑み、
TESE-ICSI にかわる革命的治療の開発を
し、社会的貢献に寄与したいと考えている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究期間内に転写因子Ad4BP/SF-1およ
び DAX-1 からみた男子不妊症の病態解明
と男子不妊症に対する遺伝子治療の開発を
目標に以下について明らかにしたい。 
① 男子不妊症の病態解明に関する研究 
② 男子不妊症に対する遺伝子治療に関す
る研究 
 
 
３．研究の方法 
（１）不妊症モデルマウスへのアデノウイ
ルスベクターを用いた遺伝子導入法を用い
た転写因子Ad4BP/SF-1およびDAX-1の遺伝
子導入（in vivo 遺伝子導入） 
（１）不妊モデルマウス精巣への
Ad4BP/SF-1 および DAX-1 遺伝子導入（in 
vivo 遺伝子導入）：これまでの研究成果を
発展させ、アデノウイルスベクターを用い
た、Ad4BP/SF-1 および DAX-1 の遺伝子導入
を行う。発現量および発現期間を確認した
上で、造精機能への影響、ステロイド合成
への影響を検討する。 
 
（２）マウス精巣への Ad4BP/SF-1 および
DAX-1 遺伝子導入（ex vivo 遺伝子導入） 
新生仔精巣への ex vivo での Ad4BP/SF-1
および DAX-1 の遺伝子導入と不妊症モデル
マウスへの精巣移植を行う。 
① マトリクスゲルを用いた精巣の三次元

培 
養：GFP 発現トランジェニックマウスの
新生児期マウスより精巣を摘出し、マ
トリゲルを用いて in vitro で精細管の
再構築を行う。これらをゲルから細胞
塊を採取し正常のマウスに移植。精巣
内で GFP 由来の細胞の精細管が再構築
されることを確認する。 

② 三次元培養による精巣の再構築と遺伝
子導入：遺伝子導入効率の確認後、成
人不妊症マウスに遺伝子導入細胞移植
を行い、造精機能への影響を検討する。 

 
（３）培養細胞（セルトリ細胞およびライ
ディッヒ細胞）への Ad4BP/SF-1 および
DAX-1 遺伝子導入による網羅的遺伝子解析 



精子形成細胞およびセルトリ細胞・ライデ
ィッヒ細胞共培養下における Ad4BP/SF-1
および DAX-1 遺伝子導入による in vitro
精子形成誘導：精原細胞とセルトリ細胞と
ライディッヒ細胞を共培養しアデノウイル
スベクター法を用いて、Ad4BP/SF-1 および
DAX-1 の遺伝子導入を行う。遺伝子導入後
の精原細胞変化について検討する。 
 
（４）プロモーターアレイによる
Ad4BP/SF-1およびDAX-1の標的遺伝子群の
同定：発現している遺伝子の転写調節領域
には転写開始複合体が結合していることが
知られている。この性質を利用して、この
複合体のゲノム DNA の結合部位を調べてみ
ると、既知の遺伝子の転写調節領域だけで
なく、遺伝子として同定されていない領域
にも結合していることが明らかになる。こ
のプロモーターアレイの技術を応用してセ
ルトリ細胞およびライディッヒ細胞におけ
るAd4BP/SF-1およびDAX-1の標的遺伝子を
同定する。 
 
 
４．研究成果 
（ １ ） 不 妊 モ デ ル マ ウ ス 精 巣 へ の
Ad4BP/SF-1 および DAX-1 遺伝子導入（in 
vivo 遺伝子導入）： 
これまでの研究成果を発展させ、アデノウ
イルスベクターを用いた、Ad4BP/SF-1 およ
び DAX-1 の遺伝子導入を行った。アデノウ
イルスにラット由来の２遺伝子のプラスミ
ドを組み込んで行った。精巣網および精細
管から遺伝子導入を行う精細管遺伝子導入
法と、精巣白膜上から精巣に直接注入する
精巣直接遺伝子導入法により、上記遺伝子
を精巣内に遺伝子導入した。不妊モデルマ
ウスとして、ブズルファン投与マウスを用
いた。遺伝子導入したのち、RT-PCR および
western blotting 法により、上記遺伝子の
発現を確認した。ラットに特異的な上記遺
伝子のプライマーを作成し、定量 RT-PCR
によって、ラット由来の上記遺伝子の増加
を確認した。さらに、免疫組織化学染色法
により、上記遺伝子の発現の局在を検討し
たところ、精細管遺伝子導入法ではセルト
リ細胞に、精巣直接遺伝子導入法にではラ
イディッヒ細胞に、その遺伝子の発現を確
認した。造精機能への影響に関しては、精
細管の荒廃が非常に強かったためと、投与
後の感染が強かったため、造精機能の回復
が明らかに認めなかった。より慎重な条件
の設定が必要と考えられた。血中の FSH,LH,
テストステロン濃度については変化を認め
なった。 
 
（２）マトリクスゲルを用いた精巣の三次

元培養：GFP 発現トランジェニックマウス
の新生児期マウスより精巣を摘出し、マト
リゲルを用いてin vitroで精細管の再構築
を行った。これらをゲルから細胞塊を採取
し正常のマウスに移植。精巣内で GFP 由来
の細胞の精細管が再構築されることを確認
した。 
 
（３）培養細胞（セルトリ細胞およびライ
ディッヒ細胞）への Ad4BP/SF-1 および
DAX-1 遺伝子導入: DAX1 と蛍光タンパク
EGFP の両方を発現するアデノウイルスベ
クターを作製し、ライディッヒ細胞株 TM3
とセルトリ細胞株 TM4 に遺伝子導入した。
アデノウイルスベクターにより TM3、TM4
細胞の核内に Dax1 遺伝子の導入が可能で
あった。TM3 細胞ではステロイド合成に関
わる Arom 遺伝子、TM4 細胞では精子形成細
胞の増殖に関わる Scf 遺伝子の発現が有意
に亢進していた。 
 
核内転写因子 DAX1 は、ライディッヒ細胞で
はエストロゲンの合成制御、セルトリ細胞
では SCF の発現制御を行っていると考えら
れた。思春期以降の精子形成には、セルト
リ細胞における DAX1 の発現が密接に関わ
っている。セルトリ細胞で DAX1 により発現
調節された SCF が精子形成細胞に存在する
受容体(C-KIT)に結合し SCF/C-KIT シグナ
ル伝達経路を介することで精子形成を促進
している可能性が示唆された。 
 
（ ４ ） プ ロ モ ー タ ー ア レ イ に よ る
Ad4BP/SF-1およびDAX-1の標的遺伝子群の
同定：発現している遺伝子の転写調節領域
には転写開始複合体が結合していることが
知られている。この性質を利用して、この
複合体のゲノム DNA の結合部位を調べてみ
ると、既知の遺伝子の転写調節領域だけで
なく、遺伝子として同定されていない領域
にも結合していることが明らかになる。こ
のプロモーターアレイの技術を応用してセ
ルトリ細胞およびライディッヒ細胞におけ
るAd4BP/SF-1およびDAX-1の標的遺伝子を
同定に試みている。今後男子不妊症精巣に
おけるAd4BP/SF-1およびDAX-1の標的遺伝
子の発現解析、正常精巣および男子不妊症
精巣における同定標的遺伝子の発現量につ
いて定量 RT-PCR を用い検討を加える予定
である。 
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