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遺伝子異常に関わる対策:精 子遺伝子導入による

運動率と受精能の変化
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       Hiroyuki TATSURA, Yutaro HAYASHI and Kenjiro  KOHRI 
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   To clarify the problems of gene transfer in the fertility clinic, we investigated the safety and 
effectiveness of the gene transfer of mouse sperm using the lipofection method. 

   We used the pCAGGS-lacZ plasmid connected with cytomegarovirus enhancer/chicken  13-actin 

promoter as an adventitious gene. After incubation of the DNA-liposome complex and mouse sperm 
of epididymis in the medium, we investigated the sperm motility after gene transfer, in vitro fertilization 
rate of the gene transferred sperm, and gene expression of the fertilized ovum and fetus. 

   Sperm motility was lowered significantly with the increase in DNA density. The fertilization rate 
for in vitro fertilization was lowered significantly with the increase in DNA density. Gene expression 
was observed in some of the fertilized ova. In the fetus 12.5 days after embryo transfer, gene transfer 
was confirmed by the PCR method, but we could not find gene expression by X-gal staining. 

   We proved that the sperm with a gene transferred by the lipofection method could fertilize the 
ovum and transfer adventitious gene to ova. We speculate that sperm motility and fertility rate were 
lowered because the indroduction of DNA and the DNA-liposome complex destroyed parts of the cell. 
Development of a sperm fractionation method for DNA transfer and establishment of a method for 
effective and safe DNA transfer are awaited. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  46:  591-595, 2000) 
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緒 言

男子不妊症に対する補助生殖技術の進歩に伴い,精

子形成障害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 世代に継承される可能性が危惧される。

その対策としては,精 子の遺伝子診断を行い,異 常

の認められないものを用いたICSIを 行うことがもっ

とも生理的であると思われるが,現 在のところ,生 存

精子のままで鑑別することは困難であり,ま た将来的

に可能になったとしても,採 取 されたすべての精子に

異常を認めるようなケースには応用できない.

また受精卵の遺伝子診断は,技 術上困難で,胚 移植

前の胚生検が可能であるが,そ の安全性,倫 理上の問

題,遺 伝子異常を診断されたときは胚移植 をしないの

か,と いう問題が残る.胎 児診断は最 も容易である

が,診 断後の治療には問題が残っている.

これらの遺伝子異常に対応するためには,将 来的に

は,他 の遺伝子病と同様に,そ の遺伝子異常を修復 し

て治療する対象になる可能性がある.

現在のところ,生 殖系細胞に対する遺伝子治療は,

導入される遺伝子の個体へ与える影響について,技 術

的に未解明の部分が多 く,ま た導入された遺伝子が次

世代に受け継がれる可能性が高いなどの倫理的な問題

により禁止されている.

いいかえれば,遺 伝子異常に関わる対策としての生

殖細胞への遺伝子導入における問題点を,わ れわれが

解明してい く必要があると言える.

そこでわれわれは,生 殖領域における遺伝子導入の

臨床的問題点 ・安全性について,リ ポフェクシ ョン法

によるマウス精子への遺伝子導入を行って検討 した.

対 象 と 方 法

精子へ外来遺伝子を導入 して,① 遺伝子導入後の精
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pA=po董y(A)siteofrabbitβ ・globingene

Fig,1.Theadventitiousgene(pCAGGS-

IacZ).

子 運 動 能,② 遺 伝 子 導 入 さ れ た 精 子 の 体 外 受 精(in

vitrofertilization:IVF)率,③ 受 精 卵 お よ び 胎 仔 に

お け る 遺 伝 子 発 現 に つ い て 検 討 した.

実 験 動 物 と し て,7週 齢 のB6D2F1雌 雄 マ ウ ス お

よ び 同 週 齢 のICR雌 雄 マ ウ ス を,7日 間 飼 育 後,実

験 に 供 した.

精 子 は,B6D2Fl雄 マ ウ ス の 精 巣 上 体 尾 部 よ り採

取 し,こ れ をBSA(bovineserumalbumin,Sigma,

St.Louis)10mg/mlを 含 むHTF(humantubular

fluidmedium,IrvineScientific,SantaAna)中 で,

37℃5%CO2incubator内 に90分 放 置 し て か ら,以

下 の 実 験 に 供 し た.

導 入 遺 伝 子 と し てpCAGGS-lacZ(cytomegaro-

virusenhancer/chickenβ 一actinprQmoterにlacZ遺

伝 子 を連 結 さ せ た も の)(Fig.1)を 使 用 し た.

3cmdish上 に300μ1のHTF溶 液 を 入 れ,DNA

o.5～15μgと リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 試 薬(Lipofect

AMINEav,GIBCOBRL,Rockville)2μgと を混 和

し,最 終 濃 度 が0(コ ン ト ロ ー ル),1,10,20,30

μg/mlと な る よ う に 濃 度 を 調 整 後,30分 室 温 に て 放

置 し て か ら 実 験 に 用 い た.

① 遺 伝 子 導 入 後 の 精 子 運 動 能 の 測 定

2XlO6/ml精 子 浮 遊 液 と1,10,20,30μg/mlDNA-

liposome複 合 体 溶 液 と を 混 和 し,精 子 濃 度1×106/

ml,DNA濃 度0.5,5,10,15μg/mlの 検 体 溶 液 を

作 成 し た.そ れ ぞ れ を 精 子 運 動 自 動 解 析 装 置HTM-

2030(Hamilton-ThornResearch社 製)に て,精 子

運 動 率 を 測 定 し た.

② 遺 伝 子 導 入 さ れ た 精 子 の 体 外 受 精 率

卵 は,PMSG(pregnantmare'sserumgonadotro-

phin,Scrotropin⑭,帝 国 臓 器,東 京)お よ びhCG

(humanchor五 〇nicgonadotrophin,Gonatropin⑱,帝

国 臓 器,東 京)に よ り ホ ル モ ン処 理 を し,過 剰 排 卵 さ

せ たB6D2Fl雌 マ ウ ス の 卵 管 膨 大 部 よ り採 取 し た も

の を 用 い たD濃 度 調 整 し た 精 子 を,HTF(含BSA

lOmg/ml)培 養i液 下 に て 媒 精 し,37℃5%CO2in-

cubator内 に 放 置 し た.5時 間 後 に 十 分 洗 浄 し,HTF

(含BSA5mg/ml)培 養 液 下 で20時 間 放 置 し た 後,2

細 胞 に卵 割 し た も の を 授 精 した も の と した.

③受精卵お よび胎仔 における遺伝子発現 の検索

受精卵 は,X-gal(5一 プ ロモー4一クロ ロー3一イ ン ドリ

ルーβ一D一ガラ ク トピラ ノシ ド)を 用 いた β一galactos1-

dase活 性 の染色 を行 い.導 入遺伝 子の発現 を観察 し

たD

また前述のIVFに よ って得 られた受精卵 を,精 管

結紮 されたICR雄 マ ウス と交配 して作製 した同種偽

妊娠 マ ウスの卵管膨 大部へ,胚 移植 した.そ の 後,

12,5日 胎 仔 および羊膜 を採取 した.

羊 膜 か らDNAをTris-HCI,EDTA,SDS,pro-

teaseKを 含 む抽 出液 よ り調整 した,抽 出 したDNA

を 用 いてPCR法 を行 い,lacZ遺 伝 子 の検 出 をす る

こ とによ り,胎仔へ の遺伝子導入の有無 を調べ た.プ ラ

イマーlacZ-1:5'-GCCGAAATCCCGAATCTCTA-

3',iacZ-2:5'-GGCTTCATCCACCACATACA-3'

を用 い,PCR反 応 は94℃30秒,63℃30秒,72℃

30秒 に よ り,30サ イ クルで行 った.酵 素 はTaqDNA

polymerase(宝 酒 造,東 京)を 用 いた,

また胎仔 のX-gal染 色 で,遺 伝子発現 の有無 につ

いて も検討 した.

なお,比 較実験 として,ト ランスジェニ ックマウス

作製法に準 じて,自 然交配 によって得 られた受精卵 に

対 してDNAの 微 小注 入法 を行 った.前 核 に対 し微

小 ガ ラス管 を用 いて,pCAGGS-lacZ(4ng/μ1)を 注

入 した受精卵 を,偽 妊娠マウスの卵管膨大部 に胚移植

し,胎 仔 において遺伝子導入お よび遺伝子発現の有無

について検討 した.

結 果

①遺伝子導入後の精子運動能

精子運動率 は,DNAを 含 まない リポフェ クシ ョン

試薬 のみの場合 に比べ,DNA濃 度 依 存性 に低下 し,

0.5μg/m1以 上 で は統計学 的有意差 を認 めた(Table

l).

Tablc1.Thespermmotility

DNAconcentration(μg/ml)00.551015

Spcrmmotility(%)646051*44**21**

*P〈0
.005fc)rDNAOμg/ml.

μ9/ml(chi-squarctest).

**p<0 。001forDNAO

Table2.EffectofvaryingDNAconcentration

oninvitrofertilizationfrequency

DNAconcentration(μg/ml)OO.55 10

No.ofoocytes

No.oftwo-cellembryos

Ef五ciency(%)

96102130

665643

68.854.933.1*

88

10

1L4**

*p<0 .OlforDNAOμg/mL

μ9/ml(chi-squaretest),

**p<O .OOIfbrDNAO
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someembryos,butnotinothersbyX-

galstaining.Achimcraembryowas

alsof()und(arrow).

② 遺伝子導入 された精子の体外受精率

IVFに お け る受 精 率 は,DNAを 含 ま な い リポ

フェクシ ョン試薬 のみ の場 合 は約70%で あ ったが,

DNAを 加 える ことによ り,DNA濃 度 依存性 に有意

に低下 した(Table2).

③ 受 精卵お よび胎仔 にお ける遺伝子発現

精子へ遺伝 子導入後 にIVFを 行 った受精卵 におい

て,X-gal染 色 で遺伝子の発現が認め られた.一 部に

発現 のみられなかった ものや,キ メラの受精卵が観察

された(Fig.2).

妊 娠12.5日 目 の胎 仔 の 羊 膜 よ りDNAを 調 整 し

PCRを 行 い,遺 伝子導入 の有 無 を調べ た ところ,遺

伝子導入効率は,受 精卵へ遺伝子 を微小注入 した場合

と,精 子へ 遺伝 子導入後 にIVFを 行 った場合 とで,

有 意差 は認 め られ なかった.し か し,胎 仔 のX-gal

染 色 で,遺 伝子 発現 の有無 を調べ たところ,精 子内遺

伝 子導 入後IVF例 で は,す べての例で発現が見 られ

なかった.す なわち,精 子に遺伝子導入 をした場合,

そ の遺伝子 は次世代へ継承 されることがあ って も,発

現 はされていないこ とが確認 された(Table3).

考 察

男性不妊症の治療は,そ の原因解明を待たずに飛躍

的な進歩 を とげ,精 巣 内精子 を用いた顕微授 精

(TESE-ICSI)な ど,こ れらの技術は今まで挙児の可

能性のなかった夫婦に,多 くの喜びをもた らしてい

る.

しか し顕微授精 の長期的安全性の確認 は,ま だ十分

とは言 えず,ま た正常である妻か ら採卵 をす ることな

ど,問 題がないとは言い切 れない.さ らに精子形成障

害 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 世代に継承 される可能性が危惧 される.

男 子不妊症患者の遺伝子解析か ら,一 部の無精子症

患者 のY染 色体長 腕の精子 形成 に関わ る遺伝子 領域

azoospermiafactor(AZF)に お ける変異 一欠損 が報

告 さ れ て い る2'3)現 在 まで に,ヒ トY染 色 体 の

RBM4'〉 やDAZ5)な どが精子形成 に関わ る遺伝子 とし

てcloningさ れ て きてるが,最 近マ ウスにおいて,常

染 色 体 に存 在 す るDAZLA(DAZ-likeautosomal)

遺 伝 子が,精 子形成 に関 わるこ とが報告 された6'7)

DA乞LAは ヒ トで は常 染色体3p24ま た は25にmap-

pingさ れ,DAZと 相 同性の高 い領域 を有 し,種 を越

えマ ウス とも高い相 同性 を有 している8)

これ らのことか ら,特 発性 の男性不妊症のかな りは

遺伝子病であ り,補 助生殖技術 の進歩 は,無 精子症の

男性のY染 色体上の異常 を,そ の男児 に継承す るばか

りでな く,精 子形成 の責任遺伝子が常染色体 にあると

した ら,生 まれ た女児 に も継 承 される こ とにな り,

次 々世代 の男児が,無 精子症 となる可能性 を秘 めてい

る.

わ れわれは,こ れ らの遺伝子異常 に対する配偶子遺

伝子治療 について,現 在 における効率 と,精 巣組織 や

精子に対す る侵襲につ いて検討 してきた.

精 子へ の遺 伝 子 導 入 は,1971年Brackettら9)に

よ って単 純遺伝子 導入 が初め て行 われ た.そ の 後,

liposome法 に よる導入10'11),electroporation法 に よ

る導入12)な ど が試 み られて きたが,こ れ らは基礎 的

な生殖工学技術の進歩が 目的であ り,将 来の臨床 応用

を 目的 と した,遺 伝子導 入に よる細 胞障害 につ いて

は,あ まり考案 されていない.

われわれは,ま ず リポフェクシ ョン法 にて,精 子に

遺伝子導入を行 い,精 子運動性の変化 と受精率への影

響 について検討 した.結 果 は,精 子運動率 および受精

率 とも,DNA濃 度 依存性 に低下 した.こ のこ とは,

男 子不妊症患者 に応用す る場合,き わめて大 きな問題

になると考え られる.

ま た,精 子へ の遺伝子導入 は,受 精卵へ遺伝子導入

を行 った場合 と同程度 に胎仔へ の遺伝子導入がな され

Table3.Geneexpressionandtransferrateinfetus

No.eggs2-cell Fctus(12,5)PCRLacZstain

IVFcontrol

IVFaftergenetransferintosperm(DNA5.OAg/ml)

Microinjectionofthegeneintofertilizedovum

150

150

150

98

80

138

39

25

60

5

8

0

7



594 泌尿紀要46巻8号2000年

るにもかかわらず,遺 伝子発現が見られないことは,

今後の大 きな課題であると思われる.さ らに,染 色体

の標的部位への導入は,現 在のところ不可能であ り,

今後研究を進めていく必要がある,

しかしながら,受 精卵以降の段階で遺伝子導入を行

うことに比べ,精 子への遺伝子導入は非常に簡便で,

導入された精子を生存 したまま判別することができれ

ば,技 術的にも倫理的にも,他 の方法より容認されや

すいものと考えられる.

精子形成は幹細胞である精祖細胞の増殖や分化,精

母細胞の減数分裂,精 子細胞への形態変化 といくつか

の過程に分けられるが,こ れには支持細胞であるセル

トリ細胞や,問 質のライディッヒ細胞による複雑な細

胞間相互作用が関与している.無 精子症のような男子

不妊症の治療としては,こ れらの支持細胞や間質細胞

への遺伝子導入の可能性がある.

最近これらの基礎的研究 も行われ始め,精 巣への遺

伝子導入 も試みられつつある13'16)わ れわれの実験

結果では,DNAを 直接精巣に注射 した場合は,精 細

管内の細胞へは遺伝子は導入されず,間 質細胞のみに

導入したいときには,容 易に行うことができる方法で

ある可能性が示されている13)ま た精細管内直接注

入は,手 技的には複雑であるが,ア デノウイルスベク

ターを用いた場合は,セ ル トリ細胞のみに遣伝子導入

をすることができた.こ の結果から,精 巣内のオート

クライン,パ ラクラインの解明が進めば,精 子形成障

害の治療への可能性が開けてくる.

しかしながら,緒 言でも述べたように,生 殖系細胞

に対する遺伝子治療は,倫 理的な問題により禁止 され

ている.今 後われわれは,DNA導 入精子の分別法の

開発,高 い導入効率,次 世代への安全性,胎 児および

出生後の遺伝子発現や染色体の標的部位への導入な

ど,安 全で確実なDNA導 入条件を開発 し,臨 床応

用する上での倫理上のコンセンサスを確立 してい くこ

とが必要と思われる.

結 語

精子への遺伝子導入は比較的簡便に行われるものと

思われた.ま た遺伝子が導入された精子は,卵 子との

受精が可能で外来性遺伝子が受精卵に伝達可能である

ことが証明された.一 方で遺伝子導入により精子の一

部に何らかの障害がおこり,精 子の運動能や受精率の

低下が起こると推察された.今 後DNA導 入精子の

分別法の開発 と効率かつ安全なDNA導 入条件の設

定が必要と考えられた.

稿を終えるにあたって,導 入遺伝子pCAGGS-lacZを ご

提供下さった,大 阪大学分子防御医学講座の宮崎純一教授,

な らびに技術指導をいただきました東海大学総合医学研究所

佐藤正宏博士に深謝申し上げます.

なお,本 研究の一部は,文 部省科学研究補助金基盤(B)

(09470350)に よ り援助されたものである.

文 献

1)HoganB,BeddingtonR,CostantiniF,etaL:

Manipulatingthemouseembryo.2nded.,Cold

SpringHarborLaboratoryPress,NewYork,1994

2)VogtPH,EdelmannA,HirschmannP,etal.:The

azoospermia魚ctor(AZF)ofthehumanY

chromosomeinYq11:functionandanalysisin

spermatogcnesis.ReprodFertilDev7:685-693,

1995

3)NagafuchiS,NamikiM,NakahoriY,etal.:A

minutedeletionoftheYchromosomeinmenwith

azoospermia.JUrol150;1155-1157,1993

4)ReijoR,LeeTY,SaloP,etaL:Diverse

spermatogeneticdcfectsinhumanscausedbyY

chromosomedcletionsencompassinganovelRNA-

bindingproteingene.NatGenct10:383-392,

1995

5)ReijoR,AlagappanRK,PatrizioP,etaL:Sevcre

oligozoospermiaresultingfromdcletionsof

azoospcrmiafactorgcneonYchromosome・

Lancet347:1290-1293,1996

6)RuggiuM,SpeedR,TagarrtM,ctal.:Themouse

I)AZLAgeneencodcsacytoplasmicprotein

essentialforgametogcnesis.Nature389:73-77,

1997

7)YenPH,ChaiNNandSalidoEC:Thehuman

autosomalgeneI)AZLA:testisspccificityanda

candidatef()rmaleinfertility.HumMolGenet5:

2013-2017,1996

8)OkabeM,IkawaMandAshkenasJ:Male

infertilityandthegeneticsofspcrmatogenesis.Am

IHumGenet62=1274-1281,1998

9)BrackettBG,BaranskaW,SawickiW,etal、:

Uptakeofhetcrologousgenomcbymammalian

spermatozoaanditstransfertoovathrough

fertilization.ProcNatlAcadSci68:353-357,

1971

10)BachillerD,SchellanderK,PcliJ,etaL:Liposome-

mediatedDNAuptakebyspermcells.Mol

ReprodDev30:194-200,1991

11)FrancoliniM,LavitranoM,LamiaCL
,etal..

Evidencefbrnuclearinternalizationofexogenous

DNAintomammalianspcrmcells.MolReprod

Dev34:133-139,1993

12)GagneMB,PothierFandSirardMA:Elec-

troporationofbovinespermatozoatocarryf()reign

DNAinoocytes.MolRcprodDev29:6-15,1991

13)小 島 祥 敬,佐 々 木 昌 一,水 野 健 太 郎,ほ か:マ ウ

ス 精 巣 組 織 へ の 遺 伝 子 導 入 と 造 精 機 能 へ の 影 響 .

日 泌 尿 会 誌91:237,2000

14)M・ ・am・t・uT,Shib・t・0,Ry・kiS,・t・L・F・reig・

geneexpressioninthemousetestisbylocalizedin



佐 々 木,ほ か

vivogenetransfer.BiochemBiophysResCom-

mun233:45-49,1997

15)SatoM,IwaseR,KasaiK,etal.:Directinjectionof

f()reignDNAintomousetestisasapossiblc

alternativeofsperm-mediatedgenetransfer.Anim

Biotechno5:19-31,1994

精 子 ・遺 伝 子 導 入595

16)BlanchardKTandBoekelheideK:Adenovirus-

mediatedgenetransfertorattestisinvivo.Biol

Reprod56:495-500,1997

(ReceivedonApril10,2000AcceptedonJunel9,2000)




