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研究成果の概要（和文）：不妊・不育は我が国の社会問題のひとつであるが、研究代表者はこれまで遺伝子組換
え動物を用いて男性不妊の原因遺伝子を探索・解析してきた。本研究では、現在主流になった遺伝子改変技術
CRISPR/Cas9により効率良く遺伝子組換え動物を作出し解析することで、生殖に必須な遺伝子を新たに見つける
ことに成功した。また、副プロジェクトとしてCRISPR/Cas9を駆使することで、点変異やノックインなどの従来
難しかったゲノム編集を導入した動物の作製にも成功した。これらの技術は、ヒト遺伝性疾患のモデル動物作製
に大いに役立つと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Infertility is a global issue. To address it, I focused on finding and 
analyzing genes essential for male fertility using genetically modified (GM) animals. In this study,
 I generated CRISPR/Cas9-mediated GM mice and found several essential factors regulating the sperm 
fertilizing ability. In addition, I have established an efficient CRISPR/Cas9-mediated method to 
introduce point mutations and knock-ins that were previously produced at low efficiency. These 
genome-editing technologies are quite useful to make model animals of human genetic diseases.

研究分野： 生殖・発生工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、新たなゲノム編集技術CRISPR/Cas9を駆使して遺伝子組換えマウスを効率良く作製・解析すること
で、哺乳類の生殖に必須な遺伝子を複数同定することに成功した。その中でも特筆すべきは、研究代表者がこれ
まで着目してきた生殖細胞特異的に発現する膜タンパク質の一種GPIアンカータンパク質を網羅的に解析した結
果、LYPD4が精子受精能に関与する新たな因子であることを明らかにした。今回発見した因子の全てがヒトにも
保存されていることから、男性不妊の診断マーカーや避妊薬開発のターゲットとしての可能性を秘めている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、不妊・不育症は我が国の大きな社会問題となっており、その原因の究明並びに診断・治
療法の確立が急務となっている。本研究では不妊にフォーカスを絞り、哺乳類生殖細胞の成り
立ちについて分子生物学的アプローチで解析を行う。研究代表者はこれまでに遺伝子組換え動
物を用いて、精子の形態形成（Development. 2012）、精子の受精能獲得機構（Mol Biol Cell. 2012）、
そして精子と卵の膜融合（J Cell Sci. 2010）に関する雄性生殖細胞の分子メカニズムの一端を明
らかにしてきた。最近では、精子受精能に必須の生殖細胞特異的GPI(glycosylphosphatidylinositol)
アンカータンパク質 TEX101（PNAS. 2013）と相互作用する GPI アンカータンパク質 LY6K の
遺伝子欠損マウスの解析から、Tex101 を含む 12 種類（Ace, Adam1a, Adam2, Calr3, Clgn, Inpp5b, 
Pdilt, Pmis2, Prss37, Rnase10, Tex101, Tpst2）の遺伝子欠損マウスにおいて異常（消失など）を示
した精子膜タンパク質 ADAM3 が、同じ表現型を示す LY6K 欠損マウス精子には存在すること
を明らかにした（Biol Reprod. 2014）。これらの解析から精子受精能を司るマスター因子 X が
ADAM3 以外に存在することが強く示唆された。また、ADAM3 の消失が原因で雄性不妊を示
す遺伝子群のほとんどがヒトにも保存されているのに対して、肝心のヒト ADAM3 が偽遺伝子
であることも好材料であった。さらに、上記以外の生殖細胞特異的な発現を示す GPI アンカー
タンパク質にも着目し、個体レベルでの生理機能を明らかにするために遺伝子組換え動物を作
製し解析を行った。これまでの研究から、精子受精能におけるマスター因子 X は精子上に存在
し、かつヒトにも保存されていると予想され、その因子が精子の子宮-輸卵管結合部の通過や精
子と卵透明帯との結合を制御していると考えられた。そのような状況下で、研究代表者が解析
を進めていたGPIアンカータンパク質LYPD4 がマスター因子Xの候補として浮上した。LYPD4
は精子頭部に局在し、先体反応により消失することが分かった。そして、研究代表者が作製し
た LYPD4 欠損マウスは雄性不妊を示し、ADAM3 欠損マウスと同様の表現型であった。本研究
では、LYPD4欠損マウスの解析を通して「精子受精能におけるGPIアンカータンパク質の役割」
を明らかすることを目的に実施した。 
また、生殖細胞特異的な GPI アンカータンパク質は精子だけでなく、卵子受精能においても必
須であることが報告されている。その根拠として、GPI アンカー合成酵素 PIG-A を卵子特異的
に欠損させると、卵子は精子との融合能を失い雌は不妊になった（Alfieri et al. J Cell Sci. 2003）。
そして、最近 GPI アンカータンパク質 IZUMO1R（JUNO）が卵子側の融合因子であることが報
告された（Bianchi et al. Nature. 2014）。これらの報告から、雌側でも GPI アンカータンパク質が
受精に必須の役割を担っていることが分かった。本研究では、もう一つのテーマ「卵子受精能
における GPI アンカータンパク質の機能解析」として、遺伝子改変マウスを用いた生体レベル
での解析を計画した。 
 
２．研究の目的 
生殖細胞は、遺伝情報を次世代へと伝えることのできる唯一の細胞であり、哺乳類では精子と
卵子がその役割を担っている。研究代表者はこれまでに雄の生殖細胞特異的 GPI アンカータン
パク質(TEX101, LY6K)が精子受精能において必須の因子であることを明らかにしてきた。本研
究では、研究代表者が新たに発見した精子上に存在する GPI アンカータンパク質 LYPD4 の生
理的機能を明らかにするとともに、雌雄の生殖細胞で発現する GPI アンカータンパク質を含む
膜タンパク質に焦点を絞って遺伝子改変マウスを用いた個体レベルの解析を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、LYPD4 を含む精子受精能に関与する GPI アンカータンパク質と雌の生殖細胞で発
現する GPI アンカータンパク質に着目して、KO マウスを用いた生体レベルでの解析を行った。
その際、申請者らが開発した CRISPR/Cas9 共発現プラスミド DNA を環状のまま、受精卵へ注
入することで KO マウス作製を数ヶ月で実施した。
CRISPR/Cas9 システムは単純な遺伝子欠損だけでなく、
タグや外来遺伝子のノックインなどオンデマンド変異
も導入できることから、ゲノム編集マウスを用いた分
子メカニズム解析を計画した。雄側では蛍光精子を持
つ Tg マウスや精子-卵透明帯結合能検定を行い、雌側
では初期胚解析を組み込むことで表現型同定の効率化
を図り、生殖 GPI アンカータンパク質を含む膜タンパ
ク質の役割を明らかにすることを目指した。 
 
４．研究成果 
(1) 男性不妊症原因遺伝子 SPATA16 点変異マウスの開
発と機能解析 
現在主流となったゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 システ
ムを用いることで、従来よりも容易に遺伝子組換え動
物を作製できるようになった。研究代表者は、この
CRISPR/Cas9 とこれまで培ってきたマウス ES 細胞を
用いた遺伝子改変技術を組み合わせることで、両アリ

図 1. Spata16 点変異(R284Q)マウスの

作製。851 番目の塩基を G から A に改

変することに成功した。（論文#8） 



ル変異や 100kb 以上の大きなゲノム領域欠損を効率良くできる
ことを報告した（Sci Rep. 2016）。次に、男性不妊症のひとつで
ある巨大円形精子症の原因遺伝子として報告のあった SPATA16
の点変異（848G→A, R283Q）モデルマウスの作製を試みた。マ
ウスゲノムを調べたところ、当該塩基及びアミノ酸（851G→A, 
R284Q）は保存されていたので、CRISPR/Cas9 システムを利用
して点変異マウスを作製した。目的の点変異が導入できている
ことをシークエンスにより確認し（図 1）、ホモ型点変異を持つ
成熟雄マウスの生殖能力を交配試験により調べた。その結果、
残念ながら、ヒトで報告されているような不妊の表現型は見ら
れず、点変異雄マウスの生殖能力は正常であることが分かった。
その一方で、報告のあった不妊患者では点変異によりエクソン 4
番のスキップ異常が示唆されていたため、エクソン 4 番周辺を
781 塩基欠損させ、エクソン 4 番だけを強制的にスキップするよ
うなインフレーム変異を持つマウスを作製し生殖能力を調べた。
その結果、ホモ型インフレーム変異を持つ雄マウスは不妊にな
り、その原因が精子形成後期の異常であることが分かった（図 2）。
以上より、マウス Spata16 遺伝子の点変異（R284Q）は生殖に必
須ではなかったが、Spata16 遺伝子は精子形成に必須の役割を持
つことを明らかにした。 
 
 
 
 

 
(2) ゲノム編集マウスを用いた精巣特異的Cmtm遺伝子クラスター
の機能解析 
研究代表者は、精巣特異的な発現を示す膜タンパク質にフォーカ
スを絞り研究を進めていて、今回は CMTM（CKLF-like MARVEL 
transmembrane domain containing）遺伝子クラスターに着目し
た。この遺伝子クラスターの発現を調べたところ、Cmtm1, Cmtm2a, 
Cmtm2b がマウス精巣で特異的な発現を示すことが分かった。そこ
で CRISPR/Cas9 システムにより遺伝子欠損マウスを作製し、生殖
での表現型を調べた。その際、ヒトでは CMTM2 遺伝子ひとつしか
保存されていないことから、マウスオーソログである Cmtm2a と
Cmtm2b の両方に変異を導入することにした。その結果、Cmtm1 変
異マウスは正常であったが、Cmtm2a/b 変異マウスは不妊であるこ
とが分かった。次に、Cmtm2a/b 変異マウスの不妊原因を調べたと
ころ、精子受精能に必須の膜タンパク質 ADAM3 に異常があるこ
とが分かった（図 3）。CMTM2A/B はどちらも精子膜上に局在する
ことから、ADAM3 との関係を調べる目的で Adam3-Flag トランス
ジェニックマウスを作製し免疫沈降
法により調べた。しかし、この系を用

いてADAM3とCMTM2A/Bとの関連を明らかにすることはできな
かった。これらの関連の有無を証明することが今後の課題である。 
(3) 卵子 GPI アンカータンパク質 IZUMO1R (JUNO)遺伝子欠損マ
ウスの開発と機能解析 
JUNO は、精子側融合因子である一回膜貫通型タンパク質 IZUMO1
の卵子側パートナーとして同定された（Bianchi et al. Nature. 2014）。
しかし、実際にどの部分で互いに結合しているのかは不明であっ
た。そこで、結晶構造解析と Juno 欠損（KO）マウスから採取した
KO 卵子に候補部位に点変異を導入した Juno mRNA を用いたレス
キュー実験を組み合わせることで、JUNO の IZUMO1 結合部位を
調べた。その結果、JUNO の 62 番目のトリプトファンが IZUMO1
との結合に重要であることが分かった（図 4）。今後は、受精後数
時間で起こる JUNO の卵細胞膜からの消失メカニズムについて迫
りたいと計画している。 
(4) 遺伝子組換えマウスを用いた精子 GPI アンカータンパク質
LYPD4 の機能解析 
研究代表者が研究開始当初に発見した新規 GPI アンカータンパク
質 LYPD4 は、精子頭部の先体膜に存在し先体反応により精子上か
ら消失することが免疫染色の観察から分かった。そして、
LYPD4-KO マウス精子の子宮-輸卵管結合部通過不全により、

図 2. Spata16 遺伝子のエクソン 4 番スキップマウスの表現型解析。

（上）精子形成後期の異常により精巣重量が有意に減少し不妊になっ

た。（下）精巣上体尾部からは完成精子がほとんど見つからず、精巣内

で異常停止した円形精子細胞が回収された。（論文#8） 

図 3. Cmtm2a/b 変異マ

ウス精子のウエスタンブ

ロット解析。作製した 2
ラインにおいて ADAM3
の異常（消失・減少）が

見られた。（論文#2） 

図 4. 受精膜融合に必須な

JUNOの IZUMO1結合ド

メインの立体構造解析。

JUNOの62番目トリプト

ファンを介して IZUMO1
と直接結合していること

が分かった。（論文#14） 



LYPD4-KO マウスは不妊になることが明らかになった。そこ
で、これまで最重要因子として考えられていた精子膜タンパ
ク質 ADAM3 の存在を調べた結果、驚くべき事に LYPD4-KO
精子には ADAM3 が存在していることがウエスタンブロット
解析より判明した（図 5）。さらに、ADAM3-KO や関連 KO マ
ウス精子を用いて LYPD4 の存在を調べたところ、KO マウス
精子と野生型精子との間に大きな違いは見られなかった。こ
れらの結果を総合すると、LYPD4 は精子に存在する新規の
GPI アンカータンパク質であり、ADAM3 と相互作用すること
なく別経路で精子の子宮-輸卵管結合部の通過や卵透明帯と
の結合を制御する因子であることが明らかになった。ヒト精
巣においても LYPD4 の発現が確認されていることから、今後
はヒトLYPD4の役割や研究代表者が報告しているその他の膜
タンパク質（CMTM2 や LY6K など）との関連について明らか
にすることが課題である。以上、本研究の代表的な 4 つの成
果について簡潔にまとめた。マスター因子 X の発見には至ら
なかったが、それに繋がる可能性のある因子群を同定するこ
とができた。その他には、本研究を基課題として国際共同研
究加速基金（国際共同研究強化）のサポートを受けて、「DNA
エンコードライブラリーを用いた精子膜タンパク質を標的と
した男性避妊薬の開発」というテーマで 2019 年度まで研究を
実施している。現在、本課題で得られたいくつかの膜タンパク質のリコンビナントタンパク質
の作製に成功したので、これから共同研究先の米国ベイラー医科大学において小分子化合物ス
クリーニングを行う計画である。まずは、標的タンパク質に結合する化合物の同定を目指した
い。 
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