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研究成果の概要（和文）：男性不妊の原因の１つとして精子運動性の低下があり、その原因遺伝子がいくつか報
告されている。これらの遺伝子は精子鞭毛の運動性だけでなく、気管や脳室などに存在する繊毛の運動性にも関
わっているため（原発性繊毛運動不全症）、ノックアウト（KO）マウスが生後致死になり、成熟精子における遺
伝子機能解析が難しいという問題点があった。本研究では、（１）ミトコンドリアが蛍光を示すES細胞を樹立し
た。続いて、（２）ES細胞を用いてキメラマウスを作製することにより生後致死を回避し、原発性繊毛運動不全
症の原因遺伝子であるHydinの機能を解析した。

研究成果の概要（英文）：One of the causes of male infertility is impaired sperm motility and several
 causative genes have been reported. These genes are involved in not only sperm flagellar motility 
but also ciliary motility in the trachea and ventricles (PCD: primary ciliary dyskinesia), which 
results in postnatal lethality in knockout mice. In this study, (1) we established the ES cells 
which exhibit red fluorescence in the mitochondria and (2) chimeric mice were generated using the ES
 cells to avoid postnatal lethality, and the function of Hydin, which is the causative gene of PCD, 
was analyzed.

研究分野： 生殖生理

キーワード： 精子　鞭毛　ゲノム編集　キメラマウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、HYDINがマウスの精子鞭毛形成に必須であることが明らかになった。HYDINは原発性繊毛運動不全症
の原因遺伝子であり、繊毛の運動不全だけではなく精子鞭毛形成異常を示す可能性が示唆された。さらにDNAH8
がマウスの精子鞭毛形成に必須であることも明らかになった。男性不妊患者でもDNAH8の変異を見つけており、
DNAH8のさらなる機能解明は男性不妊の原因究明や治療法の開発に繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本を含む先進諸国では 6組に 1組の夫婦が不妊に悩んでいるとされ、少子高齢化が進む中、不
妊症は重大な社会問題となっている。不妊症の約半分は男性に起因するが、その原因の約 20％
は精子無力症(精子運動性の低下)であると言われている (文献①)。申請者は、精子無力症の原
因遺伝子の同定を目指し、CRISPR/Cas9 システムを用いて精子運動性に関わる遺伝子のノックア
ウト (KO) マウス作製と解析を行ってきた (若手研究 B, 平成 26年度-平成 28 年度)。その結
果、Ppp3r2 や Cabyr など精子運動性に関わる遺伝子のみならず、Ccdc63 など精子鞭毛形成に
関わる遺伝子も同定することができた。 
 一方、ヒトにおいて精子無力症の原因遺伝子がいくつか報告されている。これらの患者では精
子鞭毛だけでなく気管や脳室に存在する繊毛の運動性も低下しており(原発性繊毛運動不全症)、
慢性上下気道感染症や水頭症などの症状を示す。CRISPR/Cas9 システムの登場により患者と同じ
点変異をマウスに導入し遺伝子機能を解析することは容易になったが、原発性繊毛運動不全症
の原因遺伝子に変異を導入するとマウスが水頭症などで性成熟前に死亡してしまい、成熟精子
を得ることができず機能解析を行えないという問題点があった。 
 申請者は、CRISPR/Cas9 システムを用いて原発性繊毛運動不全症の原因遺伝子（Dnajb13）が
ホモ欠損した ES細胞を作製し、この ES細胞を初期胚に注入してキメラマウスを作出した｡この
キメラマウスには初期胚由来(レシピエント)の野生型細胞が存在するので水頭症を発症しなか
った。さらに KO・ES 細胞由来の精子の先体(頭部に存在する細胞内小器官)が緑色蛍光(GFP) を
示すため、これをマーカーにして Dnajb13 が精子の鞭毛形成に必須であることを明らかにした 
(文献②)。この方法はキメラマウス (F0 世代) を用いるので、コンディショナル KO マウスを作
製するよりも短期間で機能解析を開始することができ、実験に用いるマウス数の削減にも繋が
る。一方、マーカーとして用いる精子先体の GFP は、開口分泌（先体反応）が起こると消失して
しまうという問題点があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まず (1) ES キメラマウスを用いた精子機能解析法の確立を行い、次にこの手法を
活用して (2) 精子無力症及び原発性繊毛運動不全症の原因遺伝子の機能解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
先体反応で消失してしまう先体だけでなくミトコンドリアも蛍光を発するトランスジェニック
（TG）マウス (RBGS: Red Body Green Sperm)(文献③) から ES 細胞を樹立する。また、樹立し
た ES 細胞を用いて原発性繊毛運動不全症の原因遺伝子である Hydin を KO する。得られた KO・
ES 細胞を用いてキメラマウスを作製し、精子における Hydin の機能解析を行う。さらに、精子
運動性制御に関与すると考えられる遺伝子の KO マウス作製やキメラマウス解析を行い、遺伝子
機能を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) RBGS・ES 細胞の樹立 
RBGS・TG雄マウスを野生型の雌マウスと交配さ
せ、得られた初期胚から ES 細胞を樹立した。
樹立した ES細胞を用いてキメラマウスを作製
し、生殖系列（成熟精子）への寄与を確認した。
RBGS マウスと同じように、成熟精子の中片部
（ミトコンドリア）は赤色蛍光、先体は緑色蛍
光を示した (図 1A)。キメラマウスを野生型の
雌マウスと交配させたところ、トランスジー
ンを持った産仔を得ることができた (図 1B)。
よってES細胞由来の成熟精子に受精能力があ
ることが確認できた。 
 
(2) キメラマウスを用いた Hydin の機能解析  
HYDIN は原発性繊毛運動不全症の原因遺伝子
であり、精子の運動性制御にも関与するとい
う報告がある。しかし、Hydin の KO マウスは
水頭症のために生後 3 週間で死に至る。その
ため、成熟精子における Hydin の機能は不明
であった。そこで、CRISPR/Cas9 システムを用
いて Hydin を両アレル欠損した RBGS・ES 細胞

図 1 RBGS・ES 細胞の樹立．A. RBGS・ES 細胞

由来の成熟精子。先体の緑色蛍光は先体反応後に

消失する (アスタリスク)。B. キメラマウスと野

生型雌マウスとの交配より得られた産仔。 



を樹立した。続いて、樹立した ES細胞を初期
胚に注入しキメラマウスを作製した。その結
果、ホスト胚由来の野生型細胞によって生後
致死がレスキューされ、性成熟した個体を得
ることができた。ミトコンドリアの蛍光を指
標に Hydin・KO 精子を観察したところ、精子
の鞭毛が短く運動性を示さなかった (図 2)。
これより、Hydin は精子鞭毛の形成に必須で
あることが明らかになった。また，顕微授精
を用いると産仔が得られたことから，Hydin・
KO 精子は個体発生能を有することも分かっ
た (Oura et al, Exp Anim, 2019)。 
 
(3) Kif9 の機能解析 
Hydin・KO-ES 細胞から作製したキメラマウス
の解析を進め、Hydin・KO 精子では KIF9 
(kinesin family member 9) が消失している
ことを明らかにした。単細胞生物であるクラ
ミドモナスを用いた研究で、KIF9 の相同タン
パク質である KLP1 (kinesin like protein 
1) は、HYDIN と同様に鞭毛軸糸の中心微小
管に局在することが報告されている(文献
④)。HYDIN と同じように KIF9 を欠損すると
生後致死になる可能性があるため、KO マウ
ス作製と並行してキメラ解析も行ったが、驚
いたことに Kif9・KO マウスは生後致死を示
さなかった。そこで得られた Kif9・KO マウ
スを用いて解析を行った。まず KO 雄マウス
を野生型の雌マウスと交配させたところ、コ
ントロールに比べて産仔数の減少が認めら
れた。続いて精子運動解析システムを用いて
KO 精子を観察したところ、精子運動性の低
下が認められた。さらにハイスピードカメラ
を用いて鞭毛運動の解析を行ったところ、KO
精子では鞭毛運動の波形異常が認められた 
(図 3)。以上より KIF9 が精子運動性制御にお
いて重要な機能を持つことが明らかになった 
(Miyata et al, FASEB J, 2020)。 
 
(4) Dnah8 の機能解析 
DNAH8 (dynein axonemal heavy chain 8) は
精子軸糸の外腕ダイニンを構成する分子だと
考えられている。CRISPR/Cas9 システムを用い
て Dnah8 の KO マウスを作製し、ウェスタンブ
ロットにより DNAH8 が欠損していることを確
認した。Dnah8・KO マウスは生後致死を示さな
かったので、キメラマウスを用いた解析を行
う必要はなかった。次に交配試験を行ったと
ころ、Dnah8・KO マウスは雄性不妊を示した。
そこで Dnah8・KO マウスの精子を観察したと
ころ、鞭毛が短く、運動性を示さなかった。さ
らに透過型電子顕微鏡を用いて Dnah8・KO 精
子を観察したところ、軸糸構造の異常が認め
られた (図 4)。これらの結果から、DNAH8 が精子鞭毛形成に必須であることが分かった。また、
ヒト不妊患者でも DNAH8 の変異を同定し、DNAH8 が不妊の原因遺伝子であることを明らかにした 
(Liu et al, Am J Hum Genet, 2020)。 
 
以上のように、本研究では精子の形成や運動性に関与する遺伝子を同定することができた。今後

図 2 Hydin・KO 精子． ミトコンドリアの赤色蛍

光によりES細胞由来の精子を識別できる(矢印)。

Hydin・KO 精子は精子鞭毛形成不全を示した。 

図 3 Kif9・KO 精子の鞭毛運動． Kif9・KO 精子

では鞭毛が片方にしか屈曲しない。 

図 4 Dnah8・KO 精子の透過型電子顕微鏡観察． 

Dnah8・KO 精子では軸糸構造が異常になる。 



は本研究で作製した ES 細胞や KO マウスを用いて、精子運動性の制御に関わる遺伝子の機能解
析を行い、精子無力症の発症機構のさらなる理解を目指す。 
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