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研究成果の概要（和文）：私たちは、マイクロアレイやPCR によって、男性不妊症患者の 10%以

上の原因遺伝子を特定することができる系を開発した。一方、私たちは生薬である甘草がマウ

スにおいて授精能を上げることを見出した。今後、これたの結果をもとに、男性不妊症患者の

遺伝子診断の結果と甘草の受精上昇効果の関連を解析し、男性不妊症 DNA 診断にもとづき ART

よりも容易な治療薬の提供を目指す。 

 

研究成果の概要（英文）：We developed the system which can identify 10% or more genetic 

factors of a male infertility by a microarray or PCR. On the other hand, we found out 

that the licorice which is a herbal medicine raised fertilization ability in a mouse. Next, 

it is a purpose to provide curative medicine based on male infertility DNA diagnosis. 
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１． 研究開始当初の背景 

先進国では、７組のカップルに１組以上

が不妊症と報告されている。そのうち約半

数が男性側の要因であり、男性不妊症の約

半数が原因不明の男性不妊症である。また

近年、環境ホルモン等の影響により、自然

界に生息する様々な動物の性の異常や生殖

能力の低下が報告されている。さらに、ヒ

ト精液中の精子数が減少しているという報

告や、我が国や欧米諸国では高頻度に不妊

症患者が存在するという事実は、人類の生

殖能力にも同様な変化が起こりつつある可

能性を示唆している。不妊症の治療や避妊

に関する研究は、これまで女性側に大きな
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比重が置かれていた。一方、不妊原因の約

半数を占める男性不妊は先進諸国で増加傾

向を示すとも言われているが、多くは病態

すら明らかではなく、原因もほとんど不明

である。その一部の要因として Y染色体の

異常が指摘されているが、多様な男性不妊

症の原因を説明するにはあまりにも不十分

である。そのような状況での男性不妊症の

発生機序の解明による診断法、治療法の開

発が強く望まれている。 

不妊症患者の治療には、様々な方法が考

え出されている。男性不妊症の場合、精液

中に精子が認められない場合においても、

精巣から精子細胞を見つけ出し、卵に注入

することが可能である。また、精子細胞を

支持するセルトリ細胞に不妊の原因がある

場合、男性不妊症患者から精子になる以前

の細胞を取り出し、一時的に育て、顕微授

精することも可能である。このような技術

が先行開発されているが男性不妊症の原因

は不明のままであり、男性不妊症の原因の

理解に基づいた治療法の選択と成功率の向

上が望まれる。 

不妊症治療に関する個人の精神的、経済

的負担の問題については、最近しばしば一

般新聞紙上でも取り上げられ、また国際的

にも重要視されている。一方、ヒトゲノム

プロジェクトは、遺伝子の一次構造の解析

をもとに、遺伝子変化と病気、もしくは病

気になりやすさとの関係を明らかにする方

向に発展し、さらに、その治療にもそれら

の情報を役立てようとしている。これら

様々な不妊の原因を短時間に遺伝子レベル

で理解し、男性不妊症患者個人に適した経

済的且つ現時点におけるより確実な治療法

を提示できる技術を確立することは、有益

である。 

とくに精液の mRNA やタンパク質を用

いた非侵襲的不妊症診断法は、男性不妊症

の大きな割合を占める精巣機能障害による

特発性男性不妊症の原因を明らかにし、不

妊原因の理解に基づく治療の実現を通して、

社会の要望に応えるものである。 

一方、実験動物を用いる生殖毒性・賦活化

試験法は既に実用段階にあり、微量の化学物

質による生殖機能への影響を鋭敏に検出で

きることを実証済みである。医薬品化合物を

含む化学物質の環境影響評価、医薬品開発に

おける生殖毒性・安全性試験法として非常に

有用と考えられ、応用分野は広い。本申請に

より開発しようとする不妊症遺伝子検査法、

生殖毒性・賦活化試験法は、男性不妊原因の

診断、化学物質の生体影響評価という、社会

的に重要でありかつ強い要望がある２つの

分野において独創的な解決手段を提供でき

る。 

 

２． 研究の目的 

これまで、我々は、 

①マウス精子細胞特異的に発現する遺伝子

群のクローニングとその機能解析を行い、 

②これら遺伝子群のほとんどがヒトにも保

存されていることから、それらをクローニ

ングし、各タンパク質の発現と機能解析を

行うと共にゲノム構造の解析を行ってきた。  

③男性不妊症患者、妊孕性確認男性からの

血液及び精液 DNA サンプルを収集し、それ

ら特異的遺伝子の染色体上の一次構造解析

を行い、男性不妊症原因遺伝子変異や

single nucleotide polymorphisms (SNPs)

を明らかにしてきた(表１)。 

④精液中にこれら遺伝子の転写物（mRNA）

やタンパク質が存在することを明らかにし、

mRNA やタンパク質を男性不妊症患者と妊孕

性の確認された男性で比較検討できること

を示した。 

これらの結果をもとに、私たちが作成して



きたマイクロアレイ、SNPs 診断プローブ、特

異的抗体を用い、原因不明の男性不妊症患者

の精液に含まれる染色体 DNA、mRNA、タンパ

ク質に関して組織を用いることなく非侵襲

的に解析できる系を確立する。 

 

３． 研究の方法 

全体構想は以下の図にまとめたが詳細は,

各番号を付した順に説明を加えた（図 1）。 

図 1 計画構造の模式図 

 

①精子細胞特異的エネルギー代謝アイソザ

イム遺伝子の SNPs ディスカバリー 

私たちは既に、材料である精液から染色体

DNA を男性不妊症患者 1000 例以上、妊孕性

の確認された男性300例について収集を終え、

SNP 解析を進めている。また、精液から

mRNA やタンパク質を臨床の現場から回収

しエネルギー代謝に関する精子細胞特異的

アイソザイム遺伝子に関して解析をさらに

進める。 

②精子 mRNA の発現解析 

精子形成特異的遺伝子群の発現シグニチャ

ーパターンの変化による男性不妊症の診断

が可能である事を、雄性不妊 KO マウス精子

における特異発現シグニチャーをマイクロ

アレイで解析することにより示すことが出

来た。また、環境ホルモン ビスフェノール

A を低濃度でネズミに与えマイクロアレイ解

析を行った結果、組織上で毒性が観察される

以前から遺伝子発現の変化としてとらえる

ことができた。さらにヒト精巣特異的遺伝子

の DNA マイクロアレイを作成しヒト精子

mRNA 発現シグニチャーを調べる系を確立

した。今までは、完成した精子に mRNA は

含まれないとされていた。しかしながら最近

になって、完成精子にも多くの mRNA が存

在することが明らかになった。私たちの作成

した精細胞特異的遺伝子に特化したマイク

ロアレイを用い精液の mRNA 発現解析が可

能であるか検討を行った結果、精液を１日放

置した後でも、精液から mRNA を抽出しマ

イクロアレイ解析が可能であることを突き

止めた。精子は、精液中で少なくとも１日は

死に絶えることがなく、また精子の mRNA

は安定に保存されていた。そこで、完成精子

に含まれる mRNA に着目し、男性不妊症と

完成精子 mRNA の関係について解析を試み

る。 

③エネルギー代謝アイソザイム遺伝子産物 

私たちは、ケトン体代謝系で機能する新規

遺伝子 Scot-t をクローニングし、精子がケト

ン体をエネルギーとして用いられることを

明らかにした。さらに、ヒト Scot-t 遺伝子を

クローニングし、男性不妊症患者の SNPs 解

析の結果からScot-tの酵素活性低下を招く遺



伝子変化が精子運動不全を伴う不妊と密接

な関係があることが分かった。 

そこで、タンパク質一次構造変化をとらえ

ることのできる抗体を分離し、イライザー法

等によって、エネルギー代謝アイソザイム遺

伝子産物の一次構造や、発現情報を収集でき

る系を確立し、男性不妊症と妊孕性の確認さ

れたボランティアについてのデータを収集

し比較解析を行う。 

４．解析系の開発  

 これらの結果をもとに、今まで廃棄されて

いた臨床現場の精液から mRNA を調整し、

マイクロアレイを用い mRNA 発現解析を進

め、精液を用いた遺伝子検査法を確立する。

また、ゲノム解析（SNP 解析）はインベーダ

ー法を用いて精子細胞特異的エネルギー代

謝アイソザイム遺伝子の遺伝子診断法を確

立する（すでにいくつかの遺伝子のプライマ

ーは設定済み）。 

婚姻の後、避妊を行わず 2 年間子供ができ

ない場合、不妊症と診断される。子供を望む

カップルが、不妊症を疑い病院に出向くまで

には、晩婚化が進行する中、女性の出産適齢

期を考えると不妊症として早く適した治療

を受けることが重要である。そのためには、

不妊症に対して気軽で且つ的確な診断を得

られることが望まれる。本研究の成果は、非

侵襲的に容易に不妊症の診断を可能にする。

研究成果を大阪大学泌尿器科において臨床

のデータを蓄積する。 

 

４．研究成果 

私たちは、マウスを用い精子細胞特異的遺

伝子の機能不全が雄性不妊症の原因であるこ

とを明らかにしてきた。また、同定してきた

不妊症原因遺伝子について、そのヒトゲノム

ＤＮＡの一次構造を男性不妊症群と妊孕性確

認群の２つの集団で解析を進めた。その結果、

原因不明の男性不妊症患者のうち１割以上の

原因と考えられる男性不妊症関連ＳＮＰs

（Single Nucleotide Polymorphisms）および

遺伝子変異を明らかにした。 

また、日本人男性に多く見出される精子特

異的遺伝子上のSNPsに関して生化学的解析を

進めた。その結果、エネルギー代謝に関与す

る精子細胞に特異的に発現するアイソザイム

の２つの遺伝子に存在するSNPsによって、遺

伝子産物の酵素活性が低下すること、さらに

そのSNPをもつ男性不妊症患者の精液中のる

アイソザイムの酵素活性が低下することが明

らかになった。その他のいくつかの男性不妊

症関連SNPsを国際科学雑誌で出版する事が出

来た。 

これらの男性不妊症に関係するSNPsを容易

に同定できる反応系を用い、非侵襲的な男性

不妊症原因診断系を臨床現場に届けたい。 
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会総会 
 
13. Phosphoglycerate mutase 5 (Pgam 5)の
マウス精巣における発現及び機能解析 / 
2012 年 6月 / 日本アンドロロジー学会第31



回学術大会ならびに総会および第 18 回精子
形成・精巣毒性研究会 
 
14. 精巣内精子採取術(TESE)で採取した精
細胞の精細胞分化過程判定における正確性
と精細胞 Map の有用性 / 2012 年 6 月 / 第
57 回日本生殖医学会学術講演会 
 
15.In Vitro Fertilization(IVF)の効率を上
げる甘草の水溶性成分内の同定 /2012年8月 
/ 応微バイオ研究会談話会（大阪） 
 
16. 生殖細胞核特異的に反応する mAb TRA98
の抗原同定 / 2012 年 11 月 / 特定領域研究
「生殖系列の世代サイクルとエピゲノムネ
ットワーク」第５回公開シンポジウム 
 
17. A SNP within the Testis-specific PGAM4 
Gene on X Chromosome Influences Human Male 
Fertility / 2012 年 12 月 / 第 35 回日本分
子生物学会年会 
 
18. 精細胞特異的に発現する解糖系遺伝子
Phosphoglycerate mutase 4 (PGAM4)の Single 
Nucleotide Polymorphism(SNP)と男性不妊症
の関係 / 2012 年 12 月 /第 29 回日本薬学会
九州支部大会 
 

〔国際的な学術会議／シンポジウム〕 
 
19. 2013 年 5月 
BIOtech2013/東京 「男性不妊症遺伝子診断
と治療薬の開発」 
 
20. 2012 年 11 月 
特定領域研究「生殖系列の世代サイクルとエ
ピゲノムネットワーク」第５回公開シンポジ
ウム/京都 「生殖細胞核特異的に反応する
mAb TRA98 の抗原同定」 

21. 2012 年 10 月 
Next Generation Sequencing Asia Congress/ 
Singapore. Male infertility and single 
nucleotide polymorphisms of the human 
testis-specific PGAM4 gene on X 
chromosome. 

22. 2011 年 11 月 
特定領域研究「生殖系列の世代サイクルとエ
ピゲノムネットワーク」第４回公開シンポジ
ウム/大阪 「精子細胞特異的遺伝子
phosphoglycerate mutase 4 (PGAM4)の解析」 

23. 2010 年 12 月 
International Symposium on “Epigenome 
Network, Development and Reprogramming of 

Germ Cells/Fukuoka. Analysis of haprin 
deficient mouse and its sperm activity. 

24. 2010 年 6月 
11th International Symposium on 
Spermatology/Okinawa. Analysis of the 
sperm tail and head in OAZ-t deficient 
mouse. 

 
〔図書〕（計 0 件） 
 

〔産業財産権〕 
○出願状況（計 3件） 
 
名称：人工授精用培地及び同人工授精用培地
を用いた人工授精方法 
発明者：田中宏光  
権利者：長崎国際大学 
種類：特許 
番号：特願 2011-115766 号 
出願年月日：2011 年 5 月 24 日 
国内外の別：国内 
 
名称：人工授精用培地及び同人工授精用培地
を用いた人工授精方法並びに妊娠促進剤 
発明者：田中宏光 その他 2名 
権利者：長崎国際大学 
種類：特許 
番号：特願 2012-26496 号 
出願年月日：2012 年 2 月 9 日 
国内外の別：国内 
 
名称：人工授精用培地及び同人工授精用培地
を用いた人工授精方法並びに妊娠促進剤 
発明者：田中宏光 その他 2名 
権利者：長崎国際大学 
種類：特許 
番号：特願 2012-26496 号 
出願年月日：2012 年 2 月 9 日 
国内外の別：国内 
 
名称：妊孕性診断方法、妊孕性診断キット、
ポリヌクレオチド、ポリペプチド、及び抗体 
発明者：田中宏光 その他 5名 
権利者：長崎国際大学 大阪大学 凸版印刷 
種類：特許 
番号：PCT 出願 PCT/JP2010/001850 
取得年月日：2012 年 2 月 1 日 
国内外の別： 
 
 
 
 
○取得状況（計 0件） 
 
 



〔その他〕 
ホームページ: 
http://www1.niu.ac.jp/about/teacher/det
ail.html?data%5Bid%5D=189 
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 和田守正 （WADA MORIMASA） 

 長崎国際大学・薬学部・教授 

研究者番号：20220965 
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(3)連携研究者 
 辻村晃  （TSUJIMURA AKIRA） 
 大阪大学大学院・医学部・准教授 
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 大阪大学大学院・医学部・准教授 
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