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研究成果の概要（和文）：精子機能の調節におけるカルシニューリンの役割を理解するために、

精巣特異的に発現しているカルシニューリンのノックアウト(KO)マウスを作製し解析を行った。

その結果、カルシニューリンは精子運動性の維持に重要であり、受精に必要不可欠であること

が分かった。KO精子の形態には特に問題は見つからなかった。また、同じくカルシウム依存性

の酵素であるカルパインに着目し、精巣で特異的に発現しているカルパインのノックアウトマ

ウスを作製した。 
 
研究成果の概要（英文）：I made a knockout(KO) mouse that lacks testis-specific calcineurin 
to understand its role in the regulation of sperm fertilizing ability. As a result, I 
found that calcineurin is important to maintain sperm motility and is necessary for 
fertilization. There were no problems found in the morphology of KO sperm. I also made 
a knockout mouse that lacks testis-specific calpain that is a calcium-dependent enzyme 
like calcineurin. 
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１．研究開始当初の背景 
10 組に１組のカップルは不妊に悩んでいる
と言われている。一方で男性(雄)用避妊薬の
必要性がヒトを含む様々な動物で言われて
いる。これらの問題の原因を解明または解決
するためには受精の分子メカニズムを理解
することが重要である。哺乳類の受精におい
て、射出されたばかりの精子は受精能を保持
しておらず、カルシウムを介したシグナル伝

達機構によって活性化されることが知られ
ている(Darszon et al, 2001, Reproduction)。
しかし、その詳しいシグナル伝達機構は分か
っていない。 
 
２．研究の目的 
カルシウムによって活性化される酵素、カル
シニューリンとカルパインに着目した。カル
シニューリンはカルシウムによって活性化

機関番号：１４４０１ 

研究種目：研究活動スタート支援 

研究期間：２０１１～２０１２ 

課題番号： ２３８０００３８ 

研究課題名（和文）遺伝子改変動物を用いた精子機能調節におけるカルシウムシグナル 

         伝達機構の解析                     

研究課題名（英文）Analysis of calcium-signaling cascade in the regulation of sperm 

 function using gene-modified animals 

研究代表者 

宮田 治彦（MIYATA HARUHIKO） 

 大阪大学・免疫学フロンティア研究センター・特任助教 

 研究者番号：５０６０４７３２ 

 
 



される脱リン酸化酵素である。阻害剤を使用
した実験からカルシニューリンが精子の超
活性化や先体反応に関わっている可能性が
示唆されている(Ahmad et al, Arch Andol, 
1995; Castillo Bennett et al, J Biol Chem, 
2010)。カルシニューリンの触媒サブユニッ
トには 3種類のアイソフォームが存在するが、
そのうちの 1 つである Ppp3cc は精巣で発現
しているアイソフォームとして発見された
(Muramatsu et al, Proc Natl Acad Sci USA, 
1992)。 一方、カルパインはカルシウムによ
って活性化されるタンパク質分解酵素であ
り、成熟精子においては先体に局在している
(Ben-Aharon et al, Mol Reprod Dev, 2006)。
また阻害剤を使った実験によりカルパイン
が先体反応に関わっている事が示唆されて
い る (Ben-Aharon et al, Reproduction, 
2005)。本研究では、これらの遺伝子のノッ
クアウト(KO)マウスを作製し、受精における
これらの酵素の役割を個体レベルで解析す
る。 
 
３．研究の方法 
カルシニューリンとカルパインの KOマウス
を作製し、雄の妊孕性を調べる。また、体外
受精の系を用いて KO精子の受精能を詳細に
解析する。さらに、KOマウスを精子先体が緑
色、ミトコンドリアが赤色の蛍光を示す TG
マウス（RBGS/Red Body Green Sperm）と交
配させて RBGS・KOマウスを得ることにより、
雌性生殖器官内における KO精子の挙動を解
析する。 
 
４．研究成果 
(1) 精巣で特異的に発現しているカルシニ
ューリン(Ppp3cc)の KO マウスを作製した。
KO 雄マウスを野生型の雌マウスと交配させ
たところ、KOマウスは雄性不妊を示すことが
分かった(図１)。 
 
(2) 精子を頭部と鞭毛に分画しウェスタン
ブロッティングを行うと、カルシニューリン
の触媒サブユニット(PPP3CC)と調節サブユ
ニット(PPP3R2)のどちらも鞭毛画分に観察
された。また、抗 PPP3R2 抗体を用いて免疫
沈降を行うと PPP3CC が共沈物として観察さ
れた。これらのことから PPP3CCと PPP3R2が
複合体を形成して精子鞭毛に局在している
と考えられる。さらに、Ppp3cc・KO精子にお
いて、PPP3R2の発現量が低くなっていた。同
じ調節サブウニットである PPP3R1 は、ヘテ
ロ型の精子でもほとんど発現が見られなか
った（図 2）。このことから、PPP3CCは PPP3R2
の精子局在に必要であることが示唆された。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 1 Ppp3cc・KOマウスは雄性不妊を示す 

 野生型の雌マウスを Ppp3ccヘテロ(+/-)・

ホモ(-/-)雄マウスと交配させた。ヘテロ:n = 

16, ホモ: n = 34. 

図２ Ppp3cc・KO 精子では PPP3R2 の発現量

低下が見られた 

 PPP3R1 はコントロールのヘテロでも発現が

見られなかった。 



(3) 透過型電子顕微鏡を用いて KO 精子の形
態を調べてみると、野生型との違いは特に見
つからなかった。一方、カルシウム依存性の
脱リン酸化酵素活性を調べてみると、野生型
に比べて KO 精子では有意に活性の低下が見
られた。次に精子運動解析装置を用いて KO
精子集団の運動性を解析してみると、
Ppp3cc・ヘテロ型の精子集団に比べて、
Ppp3cc・KO精子集団の遊泳速度は有意に低下
していた(図 3)。このことから、PPP3CCは精
子運動性の維持に必要だと考えられる。 
 
(4) 前述のように Ppp3cc・KO/RBGSマウスを
得た。このマウスを用いて、雌性生殖内にお
ける Ppp3cc・KO精子の挙動を調べてみると、
コントロールに比べて数は少ないものの、卵 
子が排卵される卵管膨大部に精子が到達で
きることが分かった(図 4)。 
 
(5)精巣で特異的に発現しているカルパイン
の KOマウス作製を行った。今後、この KOマ
ウスの表現型を解析していく予定である。 
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図３ Ppp3cc・KO精子では運動能の低下が見

られた 

 精子培養後 10 分と 2 時間での VCL 

(Curvilinear velocity)を測定した。 

図 4 卵管膨大部内の Ppp3cc・KO精子 

 交尾後 8時間後の卵管膨大部を観察した。

Ppp3cc・KO精子(白矢印)が卵管膨大部に到達

していることが分かった。 
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