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研究成果の概要（和文）：男性免疫性不妊のモデルである自己免疫性精子形成障害マウスを用

いて、精子・精子細胞自己抗原を用いた雄性避妊ワクチンの開発を試みた。その結果、１８

の遺伝子候補のから、５つのタンパク質の誘導に成功した。５つのタンパク質により、軽度の自

己免疫反応が見られた。また、自己免疫性精子形成障害マウスの炎症の終末像の病態を明らか

にした。これらの結果は、避妊ワクチンの開発に繋がるものである。 

 
研究成果の概要（英文）：Experimental autoimmune orchitis (EAO) is a model of 
immunological inflammation demonstrating development of male infertility. We tried 
to develop the male contraceptive vaccine using murine EAO model induced by the 
immunization of sperm and spermatid antigens. The results showed that five kinds of 
protein from candidating 18 genes were adequate for induction of EAO. Moreover, we 
clarified the pathology of post-active inflammation stage of EAO. These results lead to 
the development of male contraceptive vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 

不妊と避妊は表裏一体の関係にあり、

不妊の原因を追究してその機序を解明す

ることは、不妊の治療に貢献するだけで

なく、新たな避妊法の開発にもつながる

重要な研究課題である。不妊の原因は多

岐にわたるが、免疫因子の関与が数多く
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報告され、女性側の原因として「抗透明

帯抗体」と「抗精子抗体」の存在が明ら

かになった。しかし、男性免疫性不妊の

原因は未だ分かっていない。近年では、

人工授精を基軸とした生殖補助技術の進

歩により、免疫性不妊患者の治療成績は

著しく向上してきた。 

一方、発展途上国を中心とした爆発的

な人口増加の抑制策として、人為的に免

疫性不妊を誘導する避妊ワクチンの開発

が WHO（世界保健機構）を中心に検討

されている。その抗原候補として、免疫

性不妊に関連する「透明帯特異抗原」と

「精子特異抗原」が注目されている。透

明帯特異抗原はヒトを含めた多くの動物

で各糖タンパク（ZP1、ZP2、ZP3）の構

造遺伝子が同定された。その遺伝子組換

えタンパクを用いた雌に対する避妊ワク

チンが開発され、すでに犬や馬などの動

物に応用されている。他方、精子特異抗

原は、避妊を誘導する抗原を同定するに

は至っておらず、候補となる抗原

（LDH-C4、PH20、RSA など）を用い

て研究が進められている。しかし、これ

らの研究の主な実験の対象は雌であり、

雄に対する避妊ワクチンの開発は非常に

遅れている。その理由として、免疫性不

妊症は女性側の因子を中心に研究が進め

られてきたため、男性免疫性不妊症の原

因の解明が遅れていることが挙げられる。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、男性免疫性不妊のモデル

である自己免疫性精子形成障害マウスを

独自に開発し、解析を行ってきた。最近、

その疾患モデルの血清中 IgG抗体が特異

的に精子・精子細胞に結合することを利

用して、新たな精子・精子細胞自己抗原

の同定に成功した。これらの自己抗原の

中には、特異的に自己免疫性精子形成障

害を引き起こす原因抗原が含まれている

可能性が高く、その原因抗原を解明する

ことができれば、雄性避妊ワクチンの開

発につながると考えている。本研究では、

これら１８の遺伝子から自己抗原タンパ

ク質を精製し、マウスに感作することで

自己免疫性精子形成障害を引き起こす原

因抗原を同定したい。その上で、原因抗

原の感作によって免疫環境変化、内分泌

環境変化および精巣以外の臓器に影響が

ないかどうかを解析し、雄性避妊ワクチ

ンの開発につなげていきたい。 

 

３．研究の方法 

本研究は、免疫性精子形成障害を引き

起こす原因抗原を同定し、雄性ワクチン

を開発することが目的です。そこでまず、

申請者らが免疫性精子形成障害モデルの

血清 IgG抗体から同定した１８の遺伝子

を用いてタンパク質を精製し、マウスに

感作します。感作したマウスの妊孕性を

確認し、精巣を組織学的に解析すること

で、免疫性精子形成障害を引き起こす原

因抗原を同定します。次に同定した原因

抗原を免疫した場合に起こる内分泌環境

変化および他臓器障害の有無を調べ、雄

性避妊ワクチンの開発を目指します。 

 
 



 

 

４．研究成果 
 

(1)実験的自己免疫性精巣炎における自己

抗原タンパク質の精製 

 

昨年度、自己免疫性精巣炎(Experimental 

autoimmune orchitis: EAO)の原因抗原と

なる可能性がある１８の遺伝子から５つの

タンパク質の誘導に成功した。得られたタ

ンパク質は全て不溶性タンパク質であった。

そのため、当初の計画では GST ビーズに

より、目的タンパク質のみを精製したもの

をマウスに感作し、EAOの誘導を試みる予

定であったが、精製を行わずに感作し、炎

症の誘導の有無を比較検討することにした。

誘導したタンパク質５種類を EAO に感受

性が高い A/Jマウスに免疫し、自己免疫性

精子形成障害が誘導されるかどうか検討し

た。タンパク質５種類の容量をそれぞれ１

０μｇ、２０μｇ、５０μｇとし、complete 

freund's adjuvant（フロイト完全アジュバ

ント）と Bordetella pertussis（百日咳死

菌）を混合して２週間間隔で２回皮下注射

し、EAO 誘導を試みたが、発症は軽度であ

った。そこで５種類のタンパク質１０μｇ

を同時に同じマウスに皮下注射することを

試みたが、EAOの発症は軽度だった。現在、

容量と投与回数を変えて、どのタンパク質

が EAOを強く誘導するかどうかを検討中で

ある。また、18ある候補遺伝子の中で、ま

だ発現が得られていない 13 の遺伝子は、

GST 融合たんぱく質用発現ベクターを

pGEX-2T とし、大腸菌を用いてタンパク

質の誘導を試みたが、十分な誘導が困難で

あった。そこで現在、動物細胞を用いて条

件検討、ベクターの変更など行い、目的タ

ンパク質の誘導を試みている。 

 

 

（２）自己免疫性精巣炎の終末像 
 
自己免疫性精巣炎の終末像は、ヒト特発性精

巣炎の病理像と非常に似た病態であること
が分かった。 
 

Light microscopy of EAO on days 0 (a), 

120 (b), and 365 (c). The number of 

lymphocytes / mm
2
 testicular tissue (d), the 

ratio of interstitial area / testicular tissue (e), 

and Johnsen’s score (f) were given for 

each section on days 0, 120 and 365. Data 

were expressed as means ± SD, and the 

ANOVA/post-hoc test was employed for 

statistical analysis on days 0, 120 and 365. 

P>0.05 was considered not significant. n. 

s., not significant. * P<0.001. 
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