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研究成果の概要（和文）：ES細胞を用いた相同組み換えによって作成したPLCzのコンディショナルノックアウト
マウスの妊孕性の解析を行った。その結果、floxed雄の妊孕性は認められたが、ホモ欠損マウスは精子形成不全
による雄性不妊であることが明らかとなった。ホモ欠損マウスの精子形成において減数分裂まで異常は認められ
ないが、ステージV以降から円形精子細胞が脱落し無精子症となることが明らかとなった。しかし、CRISPER/Cas
システムによる遺伝子破壊では、精子形成に著しい異常はない。このことから、標的遺伝子近傍の遺伝子を含め
て解析を行った結果、近傍の遺伝子に発現異常は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the fertility of PLCz conditional knock out mice 
created by homologous recombination using ES cells. The floxed male mice were fertile, but the 
homozygous knockout male mice were infertile due to spermatogenic disorder. Spermatocytes 
successfully under went meiosis and became round spermatids, but sloughing of spermatids at stage V 
caused the azoospermia. However, the gene knockout using CRISPER/Cas system did not lead to 
azoospermia. We could not confirm any abnormal expression of genes in vicinity of the target gene. 

研究分野：生殖生物学

キーワード： 精子形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ES細胞を用いた相同組み換えによって作成した本研究で使用したコンディショナルノックアウトマウスは精子形
成不全による雄性不妊であることが明らかとなった。CRISPER/Casシステムによる遺伝子破壊では、精子形成に
著しい異常はなく、卵の活性化に重要であることが明らかにされた。このことは、このコンディショナルマウス
では単純に標的遺伝子が欠損したのではなく、ドミナントネガティブな効果が現れていると考えられる。作製手
法の影響を再考し、本マウスにおける雄性不妊の一端を明らかにした。今後の完全解明に重要な基礎となる。こ
れは遺伝子操作に関して作製から表現型の解明まで慎重な解析が要求されることを示す。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
精子抽出物で卵子を人工的に活性化できることがウニで示されて以来Sperm-borne oocyte 
activating factor (SOAF)として数々のタンパク質が卵活性化因子として研究されて来た。哺乳類精
子においてSOAFは細胞質成分ではなく、核周囲物質として構造に結合した分子であることが示
されて来た。我々はglobozoospermiaや扁平化していない精子などは先体後部鞘の形成異常が認め
られ、核周囲物質が不足することから卵活性化能を失っていることを示して来た(Ito et al, Human 
reprod 2010)。 
イノシトール3リン酸シグナルによるカルシウムイオンの上昇が卵活性化を起こしうることから
PLCが卵活性化因子であると考えられ、いくつかのリコンビナントPLCアイソフォームが卵子に
注入されてきた。そのなかで精子特異的に発現するPLCzに卵活性化能があることが報告された。
それ以来、精子から卵に持ち込まれたPLCzの酵素活性によって発生したPI3とDAGがカルシウム
オシレーションを誘起し、卵活性化にいたるというモデルがつくられた。しかし、ノックアウト
マウスによる証明はなされていなかった。研究開始当初、現在主流となっているCRISPER/Cas
システムではなく、従来のES細胞を用いた相同組み換えによるPLCzコンディショナルノックア
ウトマウス作製が進行しており、雄性不妊であるという結果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では雄性不妊である PLCz コンディショナルノックアウトマウスの解析を行い、雄性不
妊の原因となる表現型を明らかにすることを目的とした。 
  
３．研究の方法 
(1) ホモ欠損雄マウスを作製し、野生型雌マウスと交配させ、膣栓を確認し、その後の妊娠を
調べた。 
(2) ホモ欠損雄マウスおよび floxed雄マウス（8週齢以上）から精巣および精巣上体を採取し、
パラフィン切片を作製し形態を比較した。 
(3) 雄マウス（8週齢以上）から採取した精巣において、標的遺伝子近傍に存在する Capza3を
含むメッセンジャーRNAの発現を RT-PCRにより調べた。 
(4)第２世代 DNAシークエンサーを用いてホモ欠損マウスのゲノムシークエンスを行った。 
 
４．研究成果 
(1) Floxed雄マウスは妊孕性があるが、ホモ欠損雄マウスと交配したメスの妊娠は認められず、
本遺伝子改変マウスは雄性不妊であることを確認した。 
(2) Floxed雄マウスの精巣上体から正常精子が認められたが、ホモ欠
損マウスの精巣上体から精子は認められず、変性した細胞が多く認
められた。精巣は野生型と比較して小さく、空胞や多核の巨細胞な
ど脱落した細胞を多く認めた（図 1）。 
PAS染色によりステージングを行なったところ、ステージ XIIでは伸
長期精子細胞は認められないものの、減数分裂中期の細胞に異常は
認められなかった。ステージ IIIにおいても伸長期精子細胞は認めら
れなかったが、先体を有したステップ３円形精子細胞が認められ、
精母細胞、精祖細胞に異常は認められなかった。ステージ IVにおい
ても同様で、伸長期精子細胞は認められなかったが、円形精子細胞
が認められ、精母細胞、精祖細胞に異常は認められなかった。ステ
ージ V では、空胞と円形精子細胞と思われる変性した細胞が多く認
められたが、精母細胞、精祖細胞に異常は認められなかった。 
(3) 雄マウス（8週齢以上）から採取した精巣において Capza3を含む標的遺伝子近傍に存在す
る遺伝子の発現は、野生型と比較して異常が認められなかった。 
(4)ランダムインサーションによってベクターの主要部分が組み込まれた箇所を１箇所同定し
た。しかし、近傍には偽遺伝子を含めても有力なコーディング領域はデータベース上存在しな
かった。ヘテロ欠損マウスにおいても形態異常が認められるため、ドミナントネガティブ効果
を示す遺伝子産物が転写されていると考えている。その遺伝子は PLCz である可能性は低いこ
とを確認している。 
 今後、ドミナントネガティブ効果を示す遺伝子産物の同定が本動物の表現型解明に重要であ
る。 
 
５．主な発表論文等 
 
〔雑誌論文〕（計 15件） 
① Iwai M, Hamatani T, Nakamur A, Kawano N, Kanai S, Kang W, Yoshii N, Odawara Y, Yamada M, 

Miyamoto Y, Saito T, Saito H, Miyado M, Umezawa A, Miyado K, Tanaka M. Membrane protein 
CD9 is repositioned and released to enhance uterine function. Laboratory Investigation 99(2) 
200-209 2019年 2月 査読あり doi: 10.1038/s41374-018-0145-1 

 
図 1．ホモ欠損マウスの精巣。
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