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研究成果の概要（和文）：本研究では、1)雄性不妊症疾患モデルマウスを用いて、体外受精率を上げる新規化合物のス
クリーニングを行い、2)甘草を用い、受精率を上げる体外受精の系の開発を進めた。その結果、不妊症マウスの人工授
精率を上げる化合物を同定した。また、甘草の成分の内、イソリクイリチゲニンとホルモノネチンが、マウスの体外受
精において有効成分であることを明らかにした。甘草の体外受精培地への添加は、胚発生および個体の正常な発生を害
さず、さらに、甘草が牛の体外受精において胚発生に有効であることが明らかにした。これらの研究成果によって、男
性不妊症遺伝子診断にもとづき、不妊症に効果的な化合物が提供できることを確認できた。

研究成果の概要（英文）：Our diagnostic approach enabled us to identify genetic factors in &#8805;10% of 
male infertility patients. Furthermore, we found that licorice, which is used as an herbal medicine, 
increased fertility in mice. In this study, we screened novel chemical substances for in vitro 
fertilization (IVF) effects using an animal model of male infertility with a specific haploid germ cell 
gene deficiency. We also analyzed the mechanism underlying the effect of licorice. As a result, we 
identified a novel peptide that restored fertilization by IVF in male infertile mice (manuscript in 
preparation). Isoliquiritigenin and formononetin were isolated from licorice as active compounds for IVF. 
These compounds did not introduce abnormalities in embryogenesis, and both were effective in 
embryogenesis after IVF in a cow. Our findings demonstrate that effective compounds can be offered to 
male infertility patients based on the results of a noninvasive genetic diagnosis.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、自然界の様々な生物の性の異常や生

殖能力の低下が報告され、ヒトにおいても精
液中の精子数が減少している。また、先進国
では5組のカップルに１組以上が不妊症と報
告されている。不妊症の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。 
近年では晩婚化が進行し、年齢を考慮する

と不妊治療は迅速に施されることが望まれ
ており、不妊症患者の病因の詳細な検討の時
間は少なく、多くが治療の第一に顕微授精
(ISCI)を選択している。 
私たちはこれまで、 
(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。(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した。 
その結果、男性不妊症の 10％以上の患者の

原因と考えられる遺伝子の変異と single 
nucleotide polymorphisms (SNPs)を同定し、
容易に原因遺伝子の同定が可能になった。男
性不妊症の原因遺伝子としてY染色体の異常
が指摘され、患者の染色体の検査が行われて
いるが、ほとんどの患者は検査では異常は見
られず、それ以外の原因が考えられる。私達
の成果は、男性不妊症患者の 10%以上の原因
遺伝子を突き止められることから、染色体検
査に加えることによって、患者に原因情報の
提供が可能になった。高度生殖補助医療を受
ける患者さんは、治療での経済的、精神的負
担の程度についてより正確に予測するため、

また、治療後の子供に対する不安という両面
から、不妊症の原因についての情報に興味を
持っている。不妊症原因の検査は患者のため
にも、今後の不妊症治療の発展のためにも重
要である。一方、私たちは、マウスの体外受
精の実験系で、生薬の甘草の成分が受精率を
上昇されることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
少子化社会対策基本法により、不妊治療に

対する地方自治体等による支援制度（治療費
補助等）が施行されており、不妊症検査の対
象となる患者数の増加が予想される。また、
不妊メカニズムの研究や不妊治療に対する
支援が法に盛り込まれた事から、今後一層不
妊症への社会的関心が高まると考えられる。
生殖機能の評価・試験系は、不妊治療薬や避
妊薬の開発、男性生殖機能の賦活化を効能と
するトクホ、健康食品、サプリメントの開発
など、製薬企業や食品メーカーにおける研究
開発目的の利用が拡大する可能性が高い。現
在のところ、不妊症治療に関する効果的な薬
剤は他に無く、これらの研究の進展は、生殖
細胞の基礎研究に貢献するだけでなく、臨床
の現場に世界的に大きなインパクトになる
と考えられる。そこで、現在までの遺伝子診
断で得られたデータと甘草の不妊症改善効
果の関係を明らかにするとともに、男性不妊
症治療薬として提供できるように研究を進
める。 
 
３．研究の方法 
私たちは、甘草に含まれる成分が試験管内

で授精能を向上されることを明らかにし、成
分の同定に成功した。これらの事実に関して
特許の申請を行った。①甘草から試供品レベ
ルの活性画分を調整し、②画分から活性物質
を同定する。③マウスなどの実験動物の体外
受精の現場において体外受精が非常に困難
なラインの保存時に、活性画分を使用し効果
を検討する。④同時に私たちがこれまで得た
雄性不妊症遺伝子破壊マウスの体外受精に
効果を検討する。⑤畜産農家に試供品を提供
し、牛などの人工受精時に使用していただき
（適時）、さらには、現在用いられている甘
草経口投与を不妊患者に対して使用してい
ただき、妊孕性回復効果を調べる。⑦活性成
分が同定できしだい同様に雄性不妊症に与
え効果を調べ、⑧分子生物学の手法を用いて
作用メカニズムを解析する。 
① 甘草から、受精率を向上させる生理活性



物質を大量に調整する。 
 私たちは佐賀県で栽培された高品質の甘
草を用い研究を進めてきた。他の品種で当該
物質の含有量は不明であるが、少なくとも我
が国の佐賀県産の甘草から抽出可能である。
当該物質は、甘草の主要な生薬成分であるグ
リチルリチン酸とは別の画分に分画される。
このことから、グリチルリチン酸を抽出した
後、廃棄されてきた甘草の画分から大量に抽
出可能であり、容易に当該物質を得ることが
できる。グリチルリチン酸は甘草の地下茎か
ら得られるため、地上茎は刈り取られ廃棄さ
れている。廃棄される地上茎からの当該物質
の精製も試みたい。  
体外授精において、甘草に含まれるエチル

アセテート抽出画分のうち Fr.2 及び Fr.4 に
含まれるフラボノイドを添加することで授
精率は著しく向上することがわかった。そこ
で、物質の同定を行う。 
② 体外受精率を上げる生理活性物質を、不
妊症マウスに投与し、不妊症が治癒すること
を明らかにする。 
私は、男性生殖細胞の分化について基礎研

究を進めてきた。すでに私は６つの遺伝子男
性不妊症疾患モデル遺伝子破壊マウスを作
製し、その詳細について報告してきた。これ
らのマウスに当該物質および甘草を経口投
与して、その効果を観察し、根拠に基づいた
医療(EBM:evidence-based medicine)を実践
し、その作用について解析を進め報告する。 
私たちが樹立してきた雄性不妊症の遺伝

子破壊マウスは、様々な不妊形質を示す。こ
れらの形質はヒト不妊症でも報告されてい
る。これらの各形質を示すマウス精子を用い
て体外受精を行い、甘草成分の受精率に対す
る効果を調べる。 
 また、私達が所有しない雄性不妊症疾患モ
デルマウスも手に入れ、甘草の効果を調べ、
ヒト男性不妊症の形質と対応を調べる。解析
結果をもとに、ヒト不妊症外来で甘草を試験
的に処方していただき臨床データを得る（④
に対応）。 
③ 畜産農家に試供品を提供し、人工受精時
に雌牛の膣内に妊孕性の向上についてのデ
ータを得る。 
試供品が抽出できしだい、畜産農家に出向

き、人工受精時に甘草エキスを用い受精率の
向上が見られるか調べる。もしくは体外受精
時に使用して受精卵を子宮に戻していただ
く。ある畜産農家では、人工受精前に餌に甘
草を与える習慣がある。このような農家に赴
き、活性画分を用いていただく。 
④ 不妊症クリニックに試供品とデータを

提供し、常用されている安全性の確保された
範囲内で経口投与し、不妊症の治癒に関する
データを収集する。 
私たちは、日本生殖医学会 日本実験動物

学会等で活動を行ってきた。すでに、私たち
の物質についての問い合わせがあることか
ら、臨床試験を進めていただける不妊症クリ
ニックを探し、ボランティアの患者さんを募
り、データの収集を行った。 
 
４．研究成果 
上記の研究計画に従い、研究を進めること

ができた。その結果、体外受精において受精
卵を得ることができない雄性不妊症疾患モ
デルマウスの精子を用いて、体外受精の培地
に転嫁することにより受精卵を得ることが
できる新規化合物を同定した（論文投稿準備
中）。また、２）甘草の抽出物に含まれる、
体外受精に効果のある化学物質を同定し、体
外受精に効果的な条件を報告することがで
きた（論文 2. Tung HN, et al., Biochem 
Biophys Res Commun 467, 447-450, 2015）
これらの結果に関しては、特許を取得した。 
これらの結果から、遺伝子診断によって、男
性不妊症の原因を把握し、最適な治療法を提
供できることを明らかにした。私たちはすで
に男性不妊症の 10%以上の原因遺伝子を同定
できる系を確立している。さらに不妊症治療
に効果がある安全な化学物質を同定し、多く
の男性不妊症患者さんに提供できるように
研究を発展させたい。 
 

報告書末に治療法のイメージを図で示した。 
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