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MINI REVIEW （平成16年度学術奨励賞受賞論文）

はじめに

　不妊症の約半数は男性要因であり，原因として造精機
能障害の占める割合は大きい［１，２］．精子形成は細胞
増殖，減数分裂，機能分化の過程からなり，精巣内には
複雑な細胞間調節機構が存在する．精巣機能を調べるた
めにもっともよく用いられる動物実験モデルの１つに停
留精巣モデルがある［３］．マウス停留精巣モデルにお
いて停留精巣作成後に精巣重量は減じ，病理組織学的に
は精細管径の減少と精子形成の障害，アポトーシス細胞
の増加を認め，造精機能障害は長期間の停留精巣化の後
には精巣固定術を施行しても不可逆となることが知られ
ている．これまでにp53，bcl-2，Fas/Fas ligandなど多
くのsystemsが精巣内のアポトーシスに関与しているこ
とが知られており，またp53［４］やFas［５］のノッ
クアウトマウスにおいて停留精巣作成による造精機能障
害過程の遅延が報告されている．
　Tumor necrosis factor-α-related apoptosis-inducing 
ligand（TRAIL）はFas ligandと同じくTumor necrosis 
factor（TNF）ファミリーに属し1995年にWiley［６］ら，
1996年にPitti［７］らによりそれぞれヒトTRAIL 
cDNAが同定された．またヒトでは281アミノ酸，マウ
スでは291アミノ酸からなり，ヒトとマウスで65%のア
ミノ酸相同性があることが明らかとなった．TRAILは
death domainを細胞内領域に含む受容体であるDR4/
TRAIL-R1，DR5/TRAIL-R2を介してアポトーシスを
誘導し，機能的death domainをもたない受容体DcR1/
TRAIL-R3，DcR2/TRAIL-R4は TRAIL の decoy 
receptorsとして働くことが知られている［８］．これま
でにヒト，ラット精巣におけるTRAIL，TRAIL 
receptorsの発現が報告されておりgerm cells，Leydig 

cellsに広く分布していることが知られており，アポトー
シスを介した精子形成の調節に関与していることが示唆
されている（図１）［９，10，11］．本研究ではマウス精
巣におけるTRAIL，TRAIL receptorsの発現を調べる
とともに，マウス停留精巣作成による造精機能障害モデ
ルでTRAIL発現抑制の効果について検討した．

研究の方法

１）実験動物

　本研究では８週齢C57BL/6Jマウスを用いた．すべて
の動物実験はNational Institute of Health Guide for the 
Care and Use of Laboratory Animalsの指針に沿って行
った．

２）プラスミドべクター作製

　pEGFP-N1 vector に MoLV-LTR promoter，
hygromycin cassetteを組み込んだpMoHygroを作製，
さらにマウスTRAILをantisense方向に組み込み
pMoHygro-TRAILasを，またLacZ遺伝子を組み込み
pMoHygro-LacZをそれぞれ作製した（図２）［12］．

３）造精機能障害モデル

　マウス片側停留精巣作成時に各プラスミドベクターを
30μg精細管注入し，８ square electric pulses，voltage 
50V，pulse length 50msecの条件のin vivo electroporation
法で遺伝子導入した［13，14］．造精機能障害過程の７

日と14日目にPAS染色による精子形成，精巣重量を評価
した．

４）X-gal染色，免疫組織染色

　プラスミドベクター注入４日目にX-gal染色
（pMoHygro群，pMoHygro-LacZ群），免疫組織染色
（pMoHygro群，pMoHygro-TRAILas群）で遺伝子導入
を確認した．
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５）PCR，Western blot

　プラスミドベクター注入４日，７日，14日目に
TRAILas specific primersを用いたPCRで導入を確認
［12］，Western blotでTRAIL発現の抑制を確認した．
さらにcaspase-8，caspase-3 cleavageの抑制を確認し
た．

６）TUNEL

　プラスミドベクター注入４日，７日，14日目に
TUNEL法により一精細管あたりのアポトーシス細胞数
を評価した．

７）統計解析

　統計学的処理はStudent's t testを用い，p＜0.05を以
って有意と判定した．

マウス精巣におけるTRAILと受容体の発現

　マウス精巣においてTRAILは spermatogonia，
spermatocytes，round spermatids，elongated 
spermatids，Leydig cellsに 広 く 発 現 を 認 め た．
pMoHygro-LacZ精細管注入４日目のX-gal染色で，
germ cellsとsomatic cellsに遺伝子導入を確認し，
MoLV-LTR promoter下の in vivo electroporation法に
よる精巣への効果的な遺伝子導入が確認された．同様に
pMoHygro-TRAILas精細管注入によってgerm cellsと
somatic cellsにTRAIL発現の抑制を免疫組織染色で認め
た（図３）．TRAIL受容体のDR4/TRAIL-R1，DR5/
TRAIL-R2，DcR1/TRAIL-R3，DcR2/TRAIL-R4に つ
いてもspermatocytes，round spermatids，elongated 
spermatids，Leydig cellsに広く発現を認めた（図４）．

図１　ヒト，ラット精巣におけるTRAIL，TRAIL receptorsの発現

図２　pMoHygro-TRAILasプラスミドの構造
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マウス造精機能障害モデルにおけるTRAIL発現抑制の効果

図３　X-gal染色，免疫組織染色による遺伝子導入の確認

図４　マウス精巣におけるTRAIL，TRAIL receptorsの発現

図５　マウス造精機能障害モデルにおけるTRAILas遺伝子導入とTRAIL抑制
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マウス停留精巣モデルにおける 
TRAIL発現抑制の影響

　マウス造精機能障害モデル精巣DNA extractの
TRAILas specific primersを用いたPCRによる解析で
TRAILas（1385bp）は，pMoHygro-TRAILas注入後４

日目に最も強く発現し，14日目にかけて徐々に減じた．
pMoHygro control群ではTRAILasを認めなかった．
TRAIL蛋白（35kD）についても同様にwestern blotに
よりpMoHygro-TRAILas群で抑制されていることを確
認した（図５）．またTRAIL発現はpMoHygro-LacZ群
とpMoHygro control群で差を認めなかった．さらに片

側精巣へのpMoHygro-TRAILasのelectroporationによ
る遺伝子導入は対側精巣へのTRAIL発現に影響せず，
electroporationによる遺伝子導入は精巣局所でTRAIL
発現を抑制した．停留精巣作成後，造精機能障害過程７

日，14日目の精子形成については各seminiferous 
tubules内のgerm cells数においてpMoHygro control群
に比べてpMoHygro-TRAILas群で増加を認めた（図
６）．同様に精巣重量についてもpMoHygro control群（術
後７日目；0.056±0.005g，術後14日目；0.042±0.004g）
と比較して，pMoHygro-TRAILas群（術後７日目；
0.070±0.007g，術後14日目；0.050±0.006g）で増加を認
めた（p＜0.01 and p＜0.05，respectively）（図７）．ま
た 精 子 形 成 と 精 巣 重 量 は pMoHygro-LacZ群 と
pMoHygro control群で差を認めなかった．このように
マウス造精機能障害モデルにおいてTRAIL発現の抑制
により，精子形成の障害と精巣重量の減少が抑制される
ことが確認された．

TRAIL発現抑制による抗アポトーシス効果

　精巣におけるTRAIL/TRAIL Receptorsシグナルを調
べるためcaspase-8，caspase-3についてwestern blotに
より確認した．遺伝子導入後４日目のpMoHygro-
TRAILas群ではpMoHygro control群に比べてcaspase-8，
caspase-3 cleavageの抑制を認め，14日目にかけて徐々
に そ の 差 を 減 じ た（ 図 ８）． 結 果TRAIL/TRAIL 

図６　マウス造精機能障害モデルにおけるPAS染色による精子形成の確認

図７　マウス造精機能障害モデルにおける精巣重量の経時変化
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Receptorsのinteractionsは造精機能障害モデル精巣の精
子形成に重要な役割を果たしたと考えられた．最後に
TRAIL抑制による抗アポトーシス効果をTUNEL法によ
り検討した．一般に停留精巣作成によりアポトーシス細
胞は増加することが知られており，遺伝子導入後４日，
７日目ともにpMoHygro control群に比べ，pMoHygro-
TRAILas群でアポトーシス細胞の減少を認めた（図９）．
このことから停留精巣による胚細胞数の減少にアポトー
シスが関与し，TRAIL抑制による抗アポトーシス効果

により精子形成の障害が抑制されたと考えられた．

おわりに

　マウス精巣においてもTRAILおよびTRAIL受容体で
あ る DR4/TRAIL-R1，DR5/TRAIL-R2，DcR1/
TRAIL-R3，DcR2/TRAIL-R4の発現を認めた．マウス
造精機能障害モデルにおいてTRAIL antisense遺伝子導

図８　マウス造精機能障害モデルにおけるcaspase-8，caspase-3 cleavageの抑制

図９　マウス造精機能障害モデルにおけるアポトーシスの経時変化
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入による抗アポトーシス効果を認め，停留精巣による造
精機能障害にTRAIL-induced apoptosisの関与すること
が示唆された．また，マウス造精機能障害モデルにおい
てTRAIL antisense遺伝子導入による精子形成および精
巣重量の増加を認め，精巣におけるTRAIL/TRAIL-Rs 
systemの重要性が示唆された．
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