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研究成果の概要： 

今回の研究結果からエレクトロポレーション法による精巣内遺伝子導入は効率に優れ安全性

の高い方法であることが確認できた。精巣内のセルトリ細胞および精細胞への長期間の安定し

た遺伝子導入が可能であり、精巣上体精子にまで遺伝子の発現が認められた。これらの遺伝子

導入された精子を用いたマウス卵との体外受精は、生存精子の回収が難しく成功にはいたらな

かったが、本法を用いることで精巣特異的な遺伝子の機能解析が容易になるものと思われる。 
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１．研究開始当初の背景 

特発性男子不妊症の原因は依然として不

明であるが、その多くは複数の遺伝子の発現

異常による結果であると考えられている。卵

細胞質内精子注入法（ICSI）をはじめとする

補助生殖技術（ART）の急激な発展は、現在

では円形精子細胞を用いて受精・着床・出産

にまで至ることが可能となったが、これによ

り精子形成に関する遺伝子異常やその他の

疾病に関する遺伝子異常など、本来伝達され

ないような遺伝子の異常が次世代へと継承

される可能性が危惧される。この問題への対
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策として、現在は倫理的な問題により行うこ

とはできないが、将来的には他の遺伝子病に

対する治療と同じく、生殖細胞に対する遺伝

子治療が注目されるようになると考えられ

る。私たちはこれまでに、将来の遺伝子治療

の可能性を探る目的で精巣内遺伝子導入を

研究してきた。 

 

２．研究の目的 

精子を利用した遺伝子導入は 1971 年の

Brackett らに始まり、様々な方法が試みられ

てきたが、臨床応用が可能になるような確立

されたものは無い。私たちはエレクトロポレ

ーションを用い、in vivo での精巣内遺伝子

導入法を改良し、精子へ遺伝子導入すること

に成功している。具体的には､オワンクラゲ

由来の蛍光蛋白を改良したものを外来遺伝

子として精子に発現させている。 

この蛍光蛋白発現精子の作成は、効率に優

れ安全性も高く、精子形成や受精・胚発生の

メカニズムの研究に有用なツールとなるが、

私たちは更にこれを発展させ、機能的な遺伝

子と蛍光蛋白との融合蛋白を精子に発現さ

せることを目指している。精子を用いること

で 、 精 巣 内 精 子 を 用 い た 顕 微 受 精

（TESE-ICSI）の普及により軽視されてきた

受精能獲得・先体反応、受精といった現象に

おいて､目的とする遺伝子がどのように発

現・局在しているのか､あるいはその動態に

ついてもリアルタイムに観察することが可

能となり、男子不妊症の原因解明にきわめて

重要な役割を果たすものと考える。 

配偶子に対する遺伝子治療という観点か

らも、蛍光蛋白の発現を指標に標的遺伝子の

存在をビジュアル化することが出来るため、

遺伝子導入された精子を生存したままの状

態で、確実に選別することが可能となる。最

終的には､遺伝子治療がなされた精子を用い

て、遺伝子異常を次世代に継承させない理想

的な治療法の開発へと繋げることを目標と

している。 

 

３．研究の方法 

(1) 融合蛋白発現ベクターの作成 

マウス精巣の cDNA ライブラリーから既知

のプライマーを用いて、PCR 法により KL2 遺

伝子を増幅する。得られた PCR 産物を TOPO

ベクターにサブクローニングし、全塩基配列

が正しいことを確認しておく。 

PLCζ遺伝子を GFP もしくは YFP 遺伝子と

結合させ、サイトメガロウィルスのエンハン

サーと chicken のβ-actin プロモーターを

含む pCAG ベクターに組み込んで、融合蛋白

の発現ベクターを作成する。同時に GFP また

は YFPのみを発現するコントロールベクター

も作成しておく。 

HEK293 細胞に燐酸カルシウムを用いて、

前述の融合蛋白発現ベクターを遺伝子導入

し、48 時間培養する。これらの細胞から、

ウェスタンブロット法により合成された蛋

白の検出を行い、予想される分子量と一致

することを確認しておく。 

 

(2) マウス精巣への遺伝子導入 

ICR 系の雄マウスを用い、麻酔下に精巣内

へ融合蛋白発現ベクターを注入し、エレクト

ロポレーション法に基づいて精巣に電気刺

激を加える。この際の電気刺激の条件によっ

て遺伝子の発現効率が大きく異なるため、

我々の過去のデータに基づいて最適と思わ

れる条件を採用する。 

電気刺激後、2 週ないし 3 週後に上記マウ

スを屠殺し、精巣及び精巣上体を摘出する。

精巣は直ちに液体窒素で凍結保存し、後に凍

結切片を作成する。蛍光顕微鏡下で融合蛋白

の発現・局在を観察する。精巣の一部は遺伝



 

 

子導入による精巣へのダメージを検討する

ためグルタールアルデヒドで固定し、切片を

作成した後に TUNEL染色を行ってアポトーシ

スの検出を行うほか、H-E 染色を行い組織学

的に造精機能障害について検討する。精巣上

体尾部からは精子を回収し、蛍光顕微鏡下で

融合蛋白の発現及び局在について観察を行

う。 

(3) 融合蛋白発現精子を用いた IVF-ET 

セルソーターを用いて精巣上体精子から

融合蛋白発現精子を分離し、IVF に供する。

同系統の雌マウスに hCG および hMG を投与す

ることで過剰排卵を誘起し、充分な数の卵を

確保しておく。 

蛍光顕微鏡下で先体反応に始まる受精・胚

発生のプロセスにおける融合蛋白の動態を

観察する。KL2はc-kitのリガンドとして様々

な生理現象に関与しているものと考えられ

るので、従来は知られていない役割を理解す

る手がかりとするべく、できる限り長時間に

わたりビデオに記録しておく。 

前述の受精卵・胚は、同系統の雌マウスの

子宮内に移植し、産仔を得るとともに正常に

出産まで至る割合も検討する。次世代におけ

る導入遺伝子の発現の有無を検討し、またサ

ザンブロット法にて導入遺伝子の存在も確

認する。また、次世代における造精機能・妊

よう性についても検討を行なう。 

 

４．研究成果 

(１）融合蛋白発現ベクターの作成 

マウス精巣の cDNA ライブラリーから既知

のプライマーを用いて、PCR 法により KL2 遺

伝子を増幅し、EYFP および EGFP ベクターに

サブクローニングして融合蛋白発現ベクタ

ーを構築した。遺伝子導入時の条件設定のた

め、マウス精巣にエレクトロポレーション法

により EYFP および EGFP ベクターを導入して、

EYFP 蛋白および EGFP 蛋白の発現につき検討

を行ない、あらかじめ最適な条件を決定して

おいた。目的とする KL2 と EYFP または EGFP

との融合蛋白が正しく発現されることを確

かめるため、哺乳類由来の細胞である HEK293

細胞に燐酸カルシウムを用いて、前述の融合

蛋白発現ベクターを遺伝子導入して 48 時間

培養した。これらの細胞から、ウェスタンブ

ロット法により合成された蛋白の検出を行

い、予想される分子量と一致することを確認

した。 

(２) マウス精巣への遺伝子導入 

in vivo での導入条件の決定のため、5週齢

の ICR マウスを用いて、3μg/ml に調整した

KL2-EYFP または KL2-EGFP ベクター溶液を精

巣網から逆行性に注入した後に 50V, 50msec

で単回の電気刺激を行い、一定の期間の後

（20 日, 40 日, 60 日）に融合蛋白の発現を

観察した。主にセルトリ細胞と精細胞に融合

蛋白の発現が見られ、明らかな造精機能障害

は認められなかった。また、この蛋白の発現

は遺伝子導入後少なくとも 8週間にわたり持

続することも確認できた。この条件下では精

巣上体精子の中に、KL2 と EYFP または EGFP

との融合蛋白を発現する精子がおおよそ

10％の割合で認められた。これらの精子の回

収を試みたが、生存精子はわずかな数しか得

られず、マウス卵との IVFは成功しなかった。   
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