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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラット精子形成におけるNumbおよびNumb-like（Notchシグナル伝達系の抑制因
子）の機能について、in vivo遺伝子導入技術を用いて解析した。
NumbとNumb-likeは精母細胞以降の精細胞に発現があり、分化が進むにつれ、Numb発現は減少していた。In vivoでsiRN
Aを発現するベクターを導入し、NumbとNumb-likeをノックダウンすると、精母細胞から精子細胞への分化が阻害された
。以上より、NumbおよびNumb-likeがNotchシグナルを抑制することで、精子細胞の分化を調節しており、それぞれ拮抗
的に作用していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we assessed functions of Numb and Numb-like, which are inhibitory 
factors of Notch signal pathway, in rat spermatogenesis using in vivo gene transfer technique.
By immunohistochemistry, Numb and Numb-like were expressed in spermatocytes and later germ cells; 
however, Numb expression level was relatively lower in elongated spermatids then in spermatocytes and 
round spermatids. We constructed vector plasmid expressing siRNAs against Numb or Numb-like, which were 
transfected to rat testis in vivo. After knocking down of Numb or Numb-like in rat testis resulted in 
disturbance of differentiation of spermatocytes to spermatids. Our results suggested that Numb and 
Numb-like regulates differentiation of spermatids by inhibiting Notch signal pathway; Furthermore, it is 
suggested that Numb and Numb-like acts antagonistically each other.

研究分野： 泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 (1) 男性不妊症の治療とその限界 
少子化問題は近年のわが国が抱える問題

の中でも重大な問題であり、その対策は国家
的急務である。現在、無精子症患者に対する
標準的な治療は、顕微鏡下精巣内精子採取術
(microdissection testicular sperm 
extraction; micro-TESE)である。micro-TESE
で精子採取ができなかった場合、そのカップ
ルに残された治療は、他人の精子を利用する
非配偶者間人工授精もしくは養子縁組しか
ない。したがって、精子採取術では治療不可
能であった患者に対する新たな治療法の開
発が望まれている。無精子症に対する新たな
治療法の開発のためには、精子形成のメカニ
ズムの解明が必須である。 
 

(2) これまでの私たちの研究と本研究に至
った着想 
私たちはこれまで、精子形成メカニズムの

in vivo における解析ツールの確立を目的と
して、in vivo での遺伝子導入を行い、マウ
ス精巣において in vivo で外因性の遺伝子を
強制発現させる技術を確立した。 
 一方、私たちは精子形成を調節する細胞内
シグナル伝達因子の検索を行うため、遺伝子
の網羅的解析を行った。精子形成障害のある
精巣で発現低下している遺伝子として、その
結果、Numb(Drosophila Numb homolog)およ
び Numb-like  (Drosophila Numb-like 
homolog)を同定した。両遺伝子はともに、細
胞間シグナル伝達系のNotchシグナルの抑制
因子である。 
 
２．研究の目的 
 
私たちは前に述べたNumbおよびNumb-like

が精子形成に重要な役割を果たしていると
考え、その精子形成における機能を解析する
ことを計画した。 
NumbおよびNumb-likeの遺伝子は中枢神経

系の発生に必須の遺伝子で、そのノックアウ
トマウスは胎生致死となる。したがってノッ
クアウトマウスを用いた精子形成における
機能解析は不可能である。 
そこで私たちが確立した in vivo 遺伝子導

入技術を用い、Numb および Numb-like にたい
する siRNA (small interference RNA)を発現
するベクタープラスミドを精巣に導入し、
NumbおよびNumb-likeのノックダウンによる
機能喪失 (loss-of-function) 実験を計画
した。本研究の目的は、哺乳類精巣での精子
形成における Numb および Numb-like の機能、
Notch シグナル伝達経路の役割を解明し、将
来のNotchシグナル伝達経路からみた男性不
妊症治療の新規治療の開発を目標としてい
る。 
 

３．研究の方法 

 
(1) 正常ラット精巣における Numb および
Numb-like の発現 
 8 週齢の正常オス Sprague-Dawley (SD) ラ
ットの精巣組織を用い、免疫組織化学にて
NumbおよびNumb-likeの発現局在を検討した。
検討は蛍光抗体を用いた免疫染色により
Numb および Numb-like の多重染色を用いた。 
 
(2) ラット週齢によるNumbおよびNumb-like
の発現量変化の検討 
 4、5、6、7、8、12 週齢の正常オス SD ラッ
トの精巣組織を用い、Numb および Numb-like
の mRNA 発現量の変化を、定量 RT-PCR 法を用
いて検討した。 
 
(3) Numb および Numb-like に対する siRNA 発
現ベクターの構築 
 NumbおよびNumb-likeに対するsiRNAの配
列を、BLOCK-iTTM RNAi Designer tool を用い
て設計した。それぞれ、以下の siRNA 配列を
得た。 
 ・Anti-Numb: 5ʹ-TGC TGC ATA GTG GAA GGC 
AGC TCA TTG TTT TGG CCA CTG ACT GAC AAT GAG 
CTC TTC CAC TAT GCA GG-3ʹ 
 ・Anti-Numb-like: 5ʹ-TGC TGT TCA ACC GTA 
GAC TCA GCT GAG TTT TGG CCA CTG ACT GAC TCA 
GCT GAC TAC GGT TGA ACA GG-3ʹ 
 これらの配列を持つ siRNA と、陰性コント
ロール用として非特異的な配列を持つ siRNA
を発現する配列の、計 3種の配列を、pcDNATM 
6.2-GW/EmGFP-miR ベクターにそれぞれ挿入
し、3種類のベクタープラスミドを作成した。
このプラスミドはレポーターとしてEmGFPを
発現するため、ベクターが導入された細胞は
蛍光顕微鏡にて確認が可能である。 
 設計したベクタープラスミドは、TOP10 を
competent cellとして以後の研究に必要な量
を増幅し、精製した。 
 
(4) 構築した siRNA 効果の確認 
 構築したベクタープラスミドを、ラット腎
尿細管上皮由来の細胞株であるNRK-52Eにカ
チオンリポフェクション方を用いて導入し
た。導入後 48 時間培養の後、定量 RT-PCR 法
で Numb および Numb-like の mRNA 発現量が低
下することを確認した。 
 
(5) ラット精巣へのsiRNA発現ベクターのin 
vivo 導入 
 NumbおよびNumb-likeに対するsiRNA発現
ベクターをラット精巣に in vivo 導入するた
め、8週齢オス SD ラットを、以下の 4群に分
けた。 
・A群：Numb ノックダウン群 
・B群：Numb-like ノックダウン群 
・C群：Numb および Numb-like の二重ノッ

クダウン群 
・D群：陰性コントロール群（非特異的siRNA

を発現するベクターを導入） 



 
図 1 ラット精巣における Numb（赤）および
Numb-like（緑）の発現局在 青：DAPI によ
る核染色 

 
図 2 週齢による Numb（上）および Numb-like
（下） mRNA の発現変化 *:4 週齢の発現量
に対する p<0.05） 

 
図 3 電気刺激による遺伝子導入後 7 日（左）
お よ び 14 日 （ 右 ） の 精 巣 組 織 所 見 
Hematoxylin-eosin 染色。 

 ベ クター 溶 液を可 視 化する た め に
400mg/mL のトリパンブルーで着色した。最終
的 に ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド の 濃 度 が
3.0g/L になるように PBS で調整した。 
 調整したベクター溶液をラットの左精巣
に 30 ゲージ針を用いて 50L 注入し、100V 
100ミリ秒の矩形波を1Hzで18回電気刺激し、
遺伝子導入した。 
 導入 7、14日後にラットを解剖し精巣を摘
出した。摘出した精巣は薄切、切片作成の後、
蛍光顕微鏡で観察した。GFP 陽性（=ベクター
プラスミドが導入された）細胞のうち、精細
胞を精祖細胞、精母細胞、円形精子細胞、伸
長精子細胞の 4段階に分類し、それぞれの割
合を算出した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 正常ラット精巣における Numb および
Numb-like の発現 

 8週齢正常ラット精巣におけるNumbおよび
Numb-like の発現局在を図 1に示す。Numb お
よび Numb-like は精母細胞、円形・伸長精子
細胞に発現が認められた。精母細胞は黄色に
発色しているが、精子細胞では緑色に発色し
ているため、Numb は精母細胞に比較し相対的
に精子細胞で発現が少ないものと推察され
た。 
 
(2) ラット週齢によるNumbおよびNumb-like
の発現量変化の検討 
 次に、4週齢から 12 週齢までの正常ラット
精巣を用いて、Numb および Numb-like の mRNA
発現変化を検討した（図 2）。なお、ラット精
巣では、6 週齢ころがヒトの第二次性徴にあ
たり、精子形成が開始される。 
Numb は 4週齢以降、発現は増加することが

なかったが、Numb-like は 6 週齢（精子形成
が開始する）でピークを示した後は徐々に低
下した。 
 
(3) Numb および Numb-like に対する siRNA 発
現ベクターの構築 
 方法の欄で述べた方法によりsiRNA発現ベ
クターを構築した。 
 
(4) 構築した siRNA 効果の確認 

 方法の欄で述べた方法によりsiRNAベクタ
ーの mRNA 発現抑制効果を確認した。 
 細胞回収後の定量 RT-PCR により、コント
ロールに比べ Numb は 0.160±0.115 倍、
Numb-likeは0.364±0.145倍に発現低下して
おり、構築したベクタープラスミドが siRNA
を発現し、mRNA 発現を抑制していることを確
認した。 
 
(5) ラット精巣へのsiRNA発現ベクターのin 
vivo 導入 
 構築したsiRNAベクタープラスミドをラッ
ト精巣に電気刺激を加えることにより遺伝
子導入した。図 3 に導入 7 日（左写真）、14
日目（右写真）の精巣組織を示す。病理組織
所見においては電気刺激による組織障害は 7
日目、14 日目では確認できないまで軽度であ
ることがわかった。 

 次に siRNA 発現ベクター導入により Numb お
よび Numb-likeをノックダウンした精巣にお
いて、GAP 陽性（=ベクター導入された）細胞



 
図 4 Numb および Numb-like ノックダウンに
よる精細胞割合の変化 #, *,**: p<0.05 

の、精粗細胞/精母細胞/円形精子細胞/伸長
精子細胞の割合を調べた（図 4）。その結果、
導入 14日後には Numb をノックダウンした群
（A 群）では円形および伸長精子細胞が減少
（グラフ黒、*および**）し、Numb-like をノ
ックダウンすると伸長精子細胞が減少（グラ
フ白および薄灰、**）した。 
 本研究より、Numb および Numb-like は精巣
内で、おもに減数分裂を行う精母細胞の時期
より、精子細胞の分化にかけての分化に必要
な因子であることが明らかとなった。 

 
本研究期間内にすべてを明らかにするこ

とはできなかったが、Numb および Numb-like
が Notchシグナル伝達系の抑制因子であるこ
とを考えると、Notch シグナルが精巣におけ
る細胞分化抑制および幹細胞自己複製能の
維持に関与していることが推察された。 
また本研究で用いた in vivo 遺伝子導入法

に関して、マウス精巣への遺伝子導入につい
ては報告があるものの、ラット精巣への遺伝
子導入は、本研究が初の報告である。また精
子形成障害にともなう男性不妊症の新たな
治療ストラテジーとしての遺伝子導入治療
への応用の可能性を示した。 
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