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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳動物の生殖を制御する細胞外マトリックスの実体と、その生理機能
を検討した。生殖器官に高発現する細胞外マトリックス遺伝子のうち7遺伝子について、ノックアウトマウスの
妊孕性を解析した。その結果、1遺伝子について雄が不妊であることを見出した。このノックアウトマウスの生
殖器官では、当該遺伝子だけではなく他の多くの遺伝子の発現が低下していた。このうちさらに2遺伝子につい
てノックアウトマウスを作製したところ、1遺伝子について雄が不妊となった。以上の結果から、哺乳動物の生
殖能力の制御に細胞外マトリックスが積極的に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, the molecular function of extracellular matrix in mammalian 
reproduction was investigated. Fertility of knockout mice of seven genes encoding extracellular 
matrix and highly expressed in reproductive tract were examined, and finally one knockout line was 
found to be male infertile. Interestingly, the expression of many other genes was downregulated in 
the reproductive organ of this male infertile mice. Among downregulated genes, two genes were 
knocked out further, and one knockout line was found to be male infertile. These results clarified 
that extracellular matrix factors positively concern in mammalian reproduction.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
細胞外マトリックスは細胞の周囲に構築

された不溶性の超分子複合体であり、ラミニ
ンやコラーゲンなどがその構成因子として
よく知られている。細胞外マトリックスには
細胞動態を制御する様々な生理活性が組み
込まれており、これまでは、主に生体から単
離可能なマトリックス分子について、生化学
的な解析によって研究されてきた。 
生殖は種の保存の根幹を支える生命現象

である。これまで受精において重要と考えら
れてきた因子の多くがノックアウトマウス
を用いた研究から否定されており、受精・生
殖研究は新たなドグマを模索しつつある。ほ
乳類の配偶子形成や生殖にも、細胞外マトリ
ックスが関与している可能性がこれまで示
唆されてきたが、生化学的な検討が困難なこ
とから、ほ乳類の生殖に関わる細胞外マトリ
ックスの分子実体やその機能はこれまで十
分に明らかにされてはこなかった。 
 
２．研究の目的 
従来の生化学的解析では生殖における細

胞外マトリックスの機能解析には限界があ
る。しかし、新たな解析手法によって生殖を
研究することができれば、細胞外マトリック
スの未知の生理機能の解明につながる可能
性がある。そこで、次世代型ゲノム編集技術
を積極的に利用し、個体レベルでの機能解析
を行うことによって、生殖を制御する細胞外
マトリックスの実体とその生理機能を分子
レベルで解明することが本研究の目的であ
る。 

 
３．研究の方法 
① まず、公共データベースを用いて生殖器

官において高発現している遺伝子をリ
ストアップし、そこからさらに細胞外マ
トリックス関連遺伝子を選別する。 

② 次に、このリストの優先度に従って、次
世 代 型 ゲ ノ ム 編 集 技 術 で あ る
CRISPR/CAS9 法を用いて遺伝子ノックア
ウトマウスを作製する。 

③ 作製した遺伝子ノックアウトマウスに
ついては、交配によって得られる産児の
平均数をもって妊孕性の評価を行う。 

④ 妊孕性に異常が認められたノックアウ
トマウスについては、さらに生殖組織の
表現型解析を行うことによって、当該細
胞外マトリックス因子の作用機序を検
討する。 

 
４．研究成果 
① 細胞外マトリックス遺伝子のリストア

ップ 
まず、生殖における細胞外マトリックス
の機能を明らかにするために、公共遺伝
子発現データベースから、マウスの生殖
器官に高発現する遺伝子を選出した。こ
の中から、遺伝子アノテーション情報を

利用して、細胞外マトリックスに関連す
る遺伝子のみをさらに絞り込んだ。その
結果、精子あるいは卵形成に関与する可
能性のある機能未知の細胞外マトリッ
クス関連因子を 20 種程度抽出すること
ができた。またこの結果から、細胞外マ
トリックスが配偶子の形成や生理機能
に寄与している可能性が示唆された。 
 

② CRISPR/CAS9 法を用いた遺伝子ノックア
ウトマウスの作製 
①でリストアップされた遺伝子のうち、
8 種について CRISPR/CAS9 法によるノッ
クアウトマウス作製を試みた。そのうち
6 種類についてノックアウトマウスの作
製に成功した。一方残り2種については、
繰り返し配列が多いなど当該遺伝子に
固有の性質のため、目的のノックアウト
マウスを得ることはできなかった。また
1 種類については、既に作製済みのノッ
クアウトマウスを別途入手した。 

 
③ ノックアウトマウスの妊孕性の検討 

7 系統のノックアウトマウスについて、
交配によって妊孕性の解析を行った。そ
の結果、1系統（以下当該遺伝子を ECM1
とする）について、雄の妊孕性の異常（不
妊）を見出すことが出来た（図１）。残
り6系統については妊孕性の顕著な異常
は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ECM1 ノックアウトマウスの妊孕
性．ECM1-/-雄は不妊である． 
 
④ 不妊の原因の解析 

次に、なぜ ECM1 ノックアウトマウスが
不妊になるのかを検討した。その結果
ECM1 のノックアウトマウスの精子は、卵
の透明体に結合出来ないこと、また子宮
卵管結合部を通過できないことがわか
った。 
ECM1 の精巣の切片を作製し組織染色に
よって観察したところ、精子形成過程の
顕著な異常は認められなかった。また、
精巣上体精子の形態についても形態学
的に顕著な異常は認められなかった。精
子は精巣で形成されたあと、精巣上体を



通過する間に受精能力を獲得すること
が知られている。そこで、ECM1 のノック
アウトマウスにおいては、精巣上体の機
能に異常が生じ、精子の成熟が不全にな
っているのではないかと仮説を立てた。
精巣上体の遺伝子発現を RT-PCR や RNA
シーケンシングで検討した結果、野生型
と ECM1 ノックアウトマウスの間では遺
伝子の発現レベルに違いが認められた
（図２）。 

図２ 精巣上体における野生型と ECM1 
ノックアウトマウスでの遺伝子発現レ
ベルの比較．各点が個々の遺伝子の発現
を表している． 

 
この結果から、ECM1 ノックアウトマウス
の精巣上体で発現が変化している遺伝
子のなかに、精子の成熟に関わる因子が
含まれる可能性が示唆された。そこで、
CRISPR/CAS9 法によってノックアウトマ
ウスを作製することによって、精子の成
熟に関わる因子の探索を行った。 
ノックアウトのターゲットとする遺伝
子については、以下の選択基準で抽出し
た。①野生型の精巣上体で遺伝子発現レ
ベルが十分に高く、ECM1 ノックアウトマ
ウスで発現レベルが低下している。②細
胞外に分泌され、直接あるいは間接的に
精子に作用しうるタンパク質をコード
している。③ホモログが無いかあるいは
少なく、遺伝子ノックアウトを行った際
にホモログによる機能補償の可能性が
低い。以上の選択基準に従って分泌因子
2種（以下 EP-1, EP-2 とする）について
ノックアウトマウスの作製と妊孕性の
解析を行った。 
EP-1 については、エクソンに 322 塩基が
挿入されたフレームシフトアレルが得
られた。しかしこのアレルのホモ雄では
妊孕性の異常は認められなかった。ただ
し、EP-1 フレームシフトアレルからは新
規なスプライシングバリアントが生じ
ていることがわかり、このバリアントが
機能補償している可能性が残った。 
一方、EP-2 については、1塩基挿入のフ

レームシフトアレルが得られた。このア
レルのホモ雄の妊孕性を検討したとこ
ろ、雄性不妊の表現型を示すことがわか
った（図３）。この結果から、ECM1 ノッ
クアウトマウスが示す不妊の表現型は、
部分的には EP-2 の発現低下によること
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ EP-2 ノックアウトマウスの妊孕
性．EP-2 1 塩基挿入ホモ雄は不妊である． 

 
以上の結果から、ECM1 のような、雄の妊
孕性を制御する細胞外マトリックス因
子が存在することがわかった。また、
ECM1 による妊孕性の制御機構は、EP-2
のような遺伝子の発現を介した間接的
な制御であることが示された。 
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