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研究成果の概要（和文）：（目的）DAX1の精子形成に果たす役割は未だ解明されていないためアデノウィルスベクター
を用いたDAX1の精巣内遺伝子導入の効果を検討した。（方法）DAX1発現アデノウィルスベクターを作製し、ライディッ
ヒ・セルトリ細胞株に遺伝子導入した。遺伝子発現をRT-PCRで比較した。ラットの精巣にベクターを投与し、免疫染色
で検討した。（結果）セルトリ細胞ではScf遺伝子の発現が亢進していた。ラット精巣ではセルトリ細胞にDAX1の強発
現を認めた。（考察）DAX1はセルトリ細胞からSCF/KITシグナル経路を介して精子形成を促進していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：(OBJECTIVE)DAX1 plays important roles in spermatogenesis in Sertoli cells in the 
testes. However, DAX1 function in Sertoli cells is unclear. We therefore analyzed the function of DAX1 in 
Sertoli cells using the adenoviral gene transfer technique.(METHODS) 1) In vitro study: An adenovirus 
vector was tested on the Sertoli cell line to assess the efficiency of gene transfer. The expression 
level of Sertoli cell-specific genes was examined by quantitative RT-PCR. 2) In vivo study: Dax1 
expression in the testes was analyzed by immunohistochemistry. (RESULTS) 1) Scf was expressed at higher 
levels after Dax1 gene transfer. 2) Strong DAX1 staining was detected in the nuclei of Sertoli 
cells.(CONCLUSIONS) Strong Scf expression was observed after Dax1 gene transfer, indicating that the 
nuclear receptor DAX1 controls SCF expression in Sertoli cells. DAX1 may activate Sertoli cells to 
stimulate spermatogenesis via a SCF/C-KIT signaling pathway.

研究分野： 泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 
1984 年に我が国で初めて体外受精が実施

されてから生殖補助医療は身近なものとな
り発展してきた。近年、造精機能障害患者に
対する治療として顕微鏡下精巣内精子採取
術(MD-TESE)が開発され精子回収率が向上し
た。しかし、MD-TESE を施行しても造精機能
障害患者の約半数からは精巣内精子を得る
ことができず、その患者の配偶子をもつ挙児
を得られない。このような造精機能障害患者
に対しては新たな治療法の開発が待ち望ま
れている。 
一方動物領域では 2011 年に、マウスの iPS

細胞から精子を作製し産仔まで得られた ニ
ュースが世界を駆けめぐった。1970 年代以降、
動物領域の生殖補助技術が数年以内に医学
領域に生殖補助医療(ART)として導入されて
いる。このニュースは近い将来ヒトにおいて
も体細胞から精子を作ることが可能である
かのような印象を与えた。しかし、iPS 細胞
を培養下に始原生殖細胞にまで分化させた
後は、W/Wv マウス(精子形成細胞に異常はあ
るが、セルトリ細胞やライディッヒ細胞には
異常がないという特性を持つ)の精巣内へと
移植している。そして、W/Wv マウスの体内で
始原生殖細胞を減数分裂させ精子を得てい
るのである。すなわち精子形成細胞の単培養
下に減数分裂を含めた精子形成を達成する
ことは困難といえる。 
現在、減数分裂などの精子形成過程は精子

形成細胞を中心に研究されている。しかし、
精子形成はセルトリ細胞、ライディッヒ細胞
といった精巣内体細胞と精子形成細胞との
間で適切な相互作用があって初めて達成で
きるものであり、精巣内体細胞の機能解析が
今後ますます必要であると思われる。 
 

２．研究の目的 
現在、我が国では約 50 人に 1 人が生殖補

助医療で出生しており不妊症は身近な問題
となっている。不妊症の約半数は男性側に原
因があり、その中でも造精機能障害が約 9割
を占めている。その多くは原因の特定できな
い特発性造精機能障害である。私たちはこれ
まで特発性造精機能障害患者の精巣内で転
写因子 DAX1 が造精機能障害の程度に比例し
発現低下していることを明らかにした。さら
に DAX1 の発現レベルは精子形成周期と同調
していることも見いだした。これらの結果を
踏まえ、造精機能に果たす DAX1 の役割を解
析し、造精機能障害のメカニズムを解明した
い。さらに DAX1 発現アデノウィルスベクタ
ーを用いて将来の遺伝子治療への臨床応用
を目指したい。 
 

３．研究の方法 
(1) DAX1発現アデノウィルスベクターの作製 
①アデノウィルスベクターのコンストラク
ト作製 
サブクローニングによりプラスミド内で

遺伝子配列を作製する。哺乳類の細胞内で目
的遺伝子を発現できるサイトメガロウィル
ス(CMV)プロモーターを使用する。DAX1 とマ
ーカータンパク eGFP を発現できるように、
Dax1 遺伝子の全長 cDNA と eGFP の cDNA との
間に IRES (internal ribosomal entry site) 
配列を挿入する。作製した目的遺伝子配列を
非増殖性アデノウィルスのゲノムDNA内に組
み込みアデノウィイルスベクターを作製す
る。コントロールベクターとして eGFP のみ
を発現するベクターも作製する。非増殖性ア
デノウィルスは、ヒト 5型を改変し増殖に必
要な E1・E3 領域を欠失させたものである。 
②アデノウィルスベクターの精製とタイタ
ー調整 
アデノウィルスは非増殖性であるが、増殖

に必要な E1領域を発現する HEK293 細胞内で
は増殖可能である。HEK293 細胞内で増殖した
アデノウィルスを培養細胞ごと回収し凍結
融解により細胞壁を破壊したあと、Adeno-X 
Maxi Purification kit (Clonetech 社) のカ
ラムクロマトグラフィーで精製する。さらに、
Adeno-X Rapid Titer kit を用いてタイター
測定しウィルス溶液を調整する。 
 

(2) 培養細胞における” in vitro ”でのDAX1
機能解析 
セルトリ細胞として、幼仔期由来の TM4 細

胞、ライディッヒ細胞として、幼仔期由来の
TM3 細胞を用いる。gain-of function の解析
としてアデノウィルスベクターにより DAX1
の発現を亢進した際の遺伝子変化を定量
RT-PCR で解析する。 
まずアデノウィルスベクターを様々な感染
効率(multiplicity of infection; MOI)で投
与し、最適な MOI を決定する。投与 48 時間
後に培養細胞を 4%パラホルムアルデヒドで
固定し DAX1 と eGFP の蛍光二重免疫染色を行
い共焦点顕微鏡で発現局在を観察する。
RT-PCR と Western blot により遺伝子導入を
確認する。遺伝子導入により発現変化した遺
伝子を検索する。 
(3) ラット精巣に対するアデノウィルスベ
クター投与の条件検討 
ラット精巣に様々なタイターのウィルス溶
液を投与し、投与後 1、4、7、14 日目に精巣
を採取する。DAX1・eGFP 発現の局在とウィル
スベクターによる炎症反応の経時的変化を
解析し、適切なウィルスタイターを決定する。
精巣内投与法に関しては2種類の方法があり、
精巣間質注入法ではライディッヒ細胞に特
異的に遺伝子導入が可能であり、精細管内注
入法ではセルトリ細胞に特異的に遺伝子導
入が可能である。 
 
４．研究成果 
(1) DAX1 とマーカータンパク eGFP を発現で
きるような非増殖性アデノウィルスベクタ
ーを作製した。DAX1 の発現局在が核内で、
eGFP の発現局在が細胞質内であることが確



認された【図 1】。 
 
【図 1】 

 
 
(2) ライディッヒ細胞では Arom 遺伝子、セ
ルトリ細胞ではScf遺伝子の発現が亢進して
いた。 
 
(3) ラット精細管内ではセルトリ細胞に
DAX1 と eGFP の強発現を認めた。遊離した精
細管内に eGFP の発現を認めている【図 2】。 
 
【図 2】 
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