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研究成果の概要（和文）：精巣生検組織を用いアクチンキャッピングプロテイン（CP）α3およびβ3の生殖細胞
の精子形成各段階におけるダイナミックな局在変化を免疫組織学的染色にて確認した。また、共免疫沈降により
CPα3およびβ3のタンパク相互関係を示した。
男性不妊症との関連を解析するため、正常ボランティアと男性不妊症患者から得られた精液検体を用い、CPα3
およびCPβ3の発現解析を行った。異常染色精子の割合は有意に不妊群において高く、さらに正常形態精子に限
り解析を行うと、同様に不妊群において異常染色精子の割合が高かった。精子の受精能や受精後の妊孕能に関わ
る機能が推測された。ノックアウトマウスの作成計画は現在も進行中である。

研究成果の概要（英文）：By the use of testicular specimen obtained from testicular biopsy, the 
cellular localization of CPβ3 changed dynamically at each step during spermatogenesis. 
Double-staining analysis revealed that CPα3 localization was identical to CPβ3 at every step in 
the spermatogenic cells. Co-IP assay with recombinant protein showed that CPα3 and CPβ3 form a 
protein complex.
Spermatozoa from the normal group were stained homogenously by both CPα3 and CPβ3. In contrast, 
significantly more spermatozoa in the group of oligozoo- or asthenozoospermatozoa showed 
heterogeneous or lack of staining for either CPα3 or CPβ3. Even by confining the observations to 
morphologically normal spermatozoa, the percentage of abnormal staining was still higher in the 
oligozoo- or asthenozoospermatozoa group. 
In conclusion, CPβ3 in conjunction with CPα3 seemed to play an important role in spermatogenesis 
and may be associated with male infertility.

研究分野：生殖医療
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１．研究開始当初の背景 

男性不妊症はその多くが原因不明であり、

原因究明が強く望まれている。最も重症な男

性不妊症である非閉塞性無精子症患者では、

精子形成が著しく障害を受けており、これま

でにも原因タンパクの同定が試みられてき

た。我々はヒト生殖細胞においてアクチンキ

ャッピングプロテイン（CP）のサブユニット

である CPα3 および CPβ3 の単離に成功し、

これらが精巣特異的に発現していることを

見出してきた。また、これらは生殖細胞の精

子成熟過程において、細胞の形態形成に重要

な役割を担っていることが推測された。さら

に男性不妊症患者の精液検体を用いた免疫

染色にて、CPα3 と CPβ3 のタンパク局在が

不均一であることから、男性不妊症との関与

が推測されている。 

 
２．研究の目的 

臨床検体を用いてCPβ3の詳細な発現解析

を行った上で、CPα3 および CPβ3 の男性不

妊症との関与を明らかにすることを目的と

する。また、CPβ3 に主に着目し、ノックア

ウトマウスを作成した後にCPβ3の機能解析

を行うことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
①精子形成が正常と考えられる閉塞性無精

子症患者から得られた精巣生検組織を用い

て、免疫組織学的染色により生殖細胞の精子

形成過程各段階におけるCPβ3の発現解析を

行う。②リコンビナントタンパクを作成し、

CPα3 と CPβ3 のタンパク相互関係を解析す

る。③妊孕性の確認されている健常人ボラン

ティアおよび男性不妊患者の精液を用い、CP

α3 およびβ3 のタンパク発現量および局在

の不均衡等を検討する。④CRISPR/Cas9 シス

テムを用いてノックアウトマウスを作成し、

得られた精子の運動能や受精能について解

析する。 

 

４．研究成果 

精巣生検組織を用いた免疫組織学的染色

にて、CPβ3 は精子形成各段階においてダイ

ナミックに局在変化しており、さらにその局

在は CPα3 と完全に一致していた（図１）。

また、リコンビナントタンパク CPβ3-EGFP

および CPα3-mRFP1が細胞内で同時発現する

ベ ク タ ー を 作 成 し 、 HEK293 細 胞 へ

Lipofection 法による遺伝子導入の後タンパ

ク抽出を行った。抗 GFP 抗体を用いた共免疫

沈降により、これらリコンビナントタンパク

がタンパク複合体を形成していることが示

され、CPα3 と CPβ3 がタンパク複合体を形

成することが示唆された。 

 

 次に、CPα3および CPβ3の男性不妊症と

の関連を解析するため、妊孕性の確認された

正常ボランティア（正常群（Normo 群）、n=20）

と乏精子症あるいは精子無力症と診断され

た男性不妊症患者（不妊群（O+A 群）、n=21）

から得られた精液検体を用い、CPα3 および

CPβ3 の発現解析を行った。異常染色精子の

割合は正常群、不妊群各々31.2±2.5%、52.4

±3.0%（P<0.001）で、不妊群において有意

に異常染色精子の割合が高かった（図 2）。ま

た、いずれの検体においても CPα3および CP

β3 のタンパク発現はおおむね一致しており、

これら両タンパクは相互依存の関係にある

ことが推測された。 

さらに、CPα3 および CPβ3 の形態形成以

外に関わる機能を解析するため、正常形態精

図１ 



子に限り解析を行うと、異常染色精子の割合

は正常群、不妊群各々22.5 ±2.1%、39.9 ± 

2.9%（P<0.001）（図 3）であった。ここから、

CPα3 および CPβ3 は精子の形態形成だけで

なく、精子の受精能や受精後の妊孕能などに

関わる機能が推測された。 

CPβ3 の機能解析を行うためのノックアウ

トマウスの作成計画については現在も進行

中である。 

以上から、CPβ3 は CPα3 とタンパク複合

体を形成しながら、精子の形態形成のみなら

ず妊孕能に関わる精子機能に関与している

ことが示唆された。今後は精子の妊孕能を予

測する新たなバイオマーカーとして用いる

ことなどが期待される。 
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