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研究成果の概要： 

アデノウイルスベクターは男子不妊症治療を前提とした精巣内遺伝子導入法としては最も優れ

た遺伝子導入法であることを明らかにした。DAX-1 および Ad4BP/SF-1 をアデノウイルスベクタ

ーに組み込み、精巣体細胞への遺伝子導入を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子工学の進歩は、遺伝性疾患を遺伝子レ
ベルで捉えることを可能としたが、分子病態
の解明や遺伝子診断だけにとどまらず、その
技術を治療にまで活かそうという発想が生
まれてきた。今日では、一部の癌や遺伝性疾
患に対して実際に遺伝子治療が試みられ、泌
尿器科領域にもそれらの技術が応用されて
いる。これまでに報告されている精巣内への
遺伝子導入の目的は、トランスジェニックマ
ウスの新しい作製方法や精子形成に関与す
る遺伝子の機能解析を行うことにあった。し
かしながら、将来的な遺伝子治療を目的とす
る検討は行われていない。私たちはこれまで

にリポフェクション法、エレクトロポレーシ
ョン法、アデノウイルスベクター法など様々
な方法で精巣へ遺伝子導入を試み、それぞれ
の遺伝子導入方法により、遺伝子発現の局在
や強度が異なることを見いだした。また、現
在アデノウイルスベクターを用いた DAX-1の
精巣内遺伝子導入については、平成 15 年度
文部科学省科学研究費の補助を受け継続中
にある。今回の研究は Ad4BP/SF-1 および
DAX-1を遺伝子導入することにより、in vitro、
in vivo、ex vivo の３通りの方法で精子形成
の誘導を試み、男子不妊症の新しい治療方法
として位置づけけることが可能になる。 
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２．研究の目的 
我が国の人口は、2006 年の 1 億 2774 万人を
ピークに、今後減りつづけると予想されてい
る。さらに、2100 年における総人口は約 6000
万人へと半減すると考えられている。これは、
日本人の平均寿命が延びて高齢化がますま
す進行している一方で、予想以上に少子化が
進んでいるからに他ならない。その原因とし
ては、①女性の高学歴化、②晩婚化、③未婚
化、④住環境の問題などが挙げられるが、そ
ういった社会的要因のほかにも、環境ホルモ
ンが生殖能力を低下させ、不妊症を引き起こ
す可能性が問題提起されている。不妊症は、
挙児を希望されながらそれがかなわず、概ね
婚姻関係を結んだ 10 カップルに１カップル
がそれに該当すると報告されている。不妊症
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いわれ、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。 
一方、近年、補助生殖医療は、特に 1992 年
ICSI の出現により目覚ましい発達を遂げた。
高度の乏精子症のみならず、無精子症に対し
ても治療が可能になっている。しかしながら、
これらはあくまでも in vitro による授精で
あるのみならず、長期安全性については未だ
不明である。さらに、男子不妊症の多くには
その適応に限界があって、不妊治療の大原則
はあくまでも自然妊娠を目指すことにあり、
今後新しい治療が望まれている。 
 
３．研究の方法 
 
これまでに実験動物の精巣に遺伝子導入を
試みてきたこと、また、転写因子 DAX-1 を中
心とした転写因子が精子形成に深く関わっ
ていることを証明し研究を進めてきたので、 
① 転写因子Ad4BP/SF-1およびDAX-1のin 

vitro 遺伝子導入による造精機能への
影響 

② 不妊症モデルマウスへの各種遺伝子導
入法を用いた転写因子Ad4BP/SF-1およ
び DAX-1 の遺伝子導入 

③ 新生仔精巣への ex vivo での転写因子
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 

これらの結果を基に、ヒト男子不妊症への
遺伝子治療の可能性について検討したい。 

 
 
４．研究成果 
(1) Ad4BP/SF-1 および Dax-1cDNA 遺伝子作製 

①全長 Dax-1cDNA の作製 
マウス胎仔精巣より mRNA を抽出し、オ
リゴ(dT)プライマー、ランダムプライマ
ーによって逆転写反応を行い cDNA を合
成。5’、3’プライマーを作製した後、

cDNA を鋳型に PCR を行い、Ad4BP/SF-1
および Dax-1 遺伝子の全長を増幅した。
得られた cDNA をプラスミドベクターに
組み込み、大腸菌にトランスフォーメー
ション。増やして回収後、挿入断片の一
部をシークエンスした後配列情報と比
較して一致するかを確認した。 

②組み換えアデノウイルスの作製 
COS-TPC 法を利用した組換えアデノウィ
ルス作製キット Adenovirus Expression 
Vector Kit (TaKaRa Code 6150)を用い
てアデノウイルスベクターを作成した。 

 
(2) 培養細胞への DAX-1 遺伝子導入 

①マウスセルトリ細胞およびライディッ
ヒ細胞の初代培養 
8−10 週齢の ICR マウスにブズルファン
を投与し、完全に精母細胞、精子細胞、
精子を精巣から除去した後セルトリ細
胞とライディッヒ細胞を抽出した。 

②培養細胞下での精巣細胞への遺伝子導
入 
精子形成細胞と、セルトリ細胞とライデ
ィッヒ細胞を共培養し①カチオニック
リポフェクション法、②アデノウイルス
ベクター法を用いて、DAX-1 の遺伝子導
入を行った。DAX-1 の発現を RT-PCR と免
疫組織化学染色、ウエスタンブロッティ
ング法により確認した。発現場所はセル
トリ細胞とライディッヒ細胞であった。 

 
(3) セルトリ細胞およびライディッヒ細胞
株である TM-3 および TM-4 への DAX-1 遺伝子
導入 
マウスセルトリ細胞およびライディッヒ細
胞株である TM-3 および TM-4 にアデノウイル
スベクターにより DAX-1 と Ad4BP/SF-1 の遺
伝子導入を行った。それぞれの細胞から mRNA
を抽出し、セルトリ細胞特異的に発現する遺
伝子とライディッヒ細胞に特異的に発現す
る遺伝子を 20種類ずつ RT-PCR により発現を
半定量したのち、その中で増加および減少し
たと思われる遺伝子数種類に的を絞って、
TaqMan 法による定量的 RT-PCR を行い発現の
増減を確認した。その中で SCF の発現が上昇
しており現在 DAX-1 のと関係について、発現
機能解析を行っている。 
 
(4) ラット精巣へのAd4BP/SF-1およびDAX-1
遺伝子導入（in vivo 遺伝子導入） 
ラット精巣に対して精細管内注入法および
精巣内注入法によりアデノウイルスベクタ
ーを用いて DAX-1 遺伝子導入を行った。また
停留精巣モデルラットを用いて現在精子形
成への影響について検討を行った。造精機能
の回復は認めず、機械的と思われる細胞障害
を認めたため、現在遺伝子導入方法について



 

 

再度検討中である。 
 
(5) 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） 
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、培養液内で
GFP 由来の細胞の精細管が再構築されること
を確認した。再構築された精細管に遺伝子導
入を行い、精巣内に細胞移植したところ、精
巣内に遺伝子発現が残存することがわかっ
た。 
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