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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9システムを用いて効率的な受精卵・ES細胞のゲノム編集方法を開発し、
遺伝子改変マウスを作って精子成熟・受精関連因子の機能解析を行った。その結果、精巣特異的に発現する遺伝
子の多くが妊孕性に必須ではない一方で、①精子カルシニューリンが精子の運動性に必須であり男性避妊薬の標
的と成り得ること、②受精時の精子と卵子の融合に必須である卵子JUNOと精子IZUMOの相互作用ドメインの同
定、③精子由来の卵子活性化因子がPLCZ1であると同時に、PLCZ1非依存性の卵子活性化経路が存在すること、等
を研究成果として報告した。

研究成果の概要（英文）：We applied CRISPR/Cas9 mediated genome editing in fertilized eggs and ES 
cells to study fertilization related genes in mice. While 54 of 80 testis-specific genes are not 
essential for male fertility, we found (1) sperm calcineurin is essential for sperm motility and 
could be male contraceptive target, (2) W62 of oocyte JUNO plays pivotal role to interact with sperm
 IZUMO1 and subsequent fertilization, and (3) sperm-borne phospholipase C zeta-1 ensures monospermic
 fertilization in mice. 

研究分野： 実験動物学

キーワード： ゲノム編集　生殖不全　遺伝子破壊　点変異　受精　不妊
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１．研究開始当初の背景 
精子と卵子の使命は父方と母方由来のゲ

ノム情報を受精により子に伝えることにあ
るが、正常な個体発生には、DNA メチル化や
クロマチン修飾などを含めたエピゲノム情
報の伝達と、受精後にエピゲノム情報がリプ
ログラミングされる必要がある。減数分裂を
終えた精子は、精子成熟の過程で核を最小限
まで凝縮し精巣上体に貯えられる。その後、
射出されて雌体内で受精するまで安定な状
態を保ち、受精後は数時間の内に脱凝縮して
体細胞型の核として機能し始める。受精前後
の父性エピゲノムのダイナミクスについて
は、プロタミンに置換されないクロマチン領
域や小分子 RNA の存在など、新たな知見が報
告されており機能解明が待たれている 
(Hammoud et al. Nature 2009; Ostermeier et 
al. Nature 2004)。 
 
ところで体外受精という技術は安全な生

殖補助医療として広く社会に受け入れられ
ており、今や日本を含む先進諸国では約
40-50 人に 1 人が体外受精児である。しかし
その一方で、乏精子症患者サンプルでのヒス
トン:プロタミン比の異常や、体外受精児の
一部にH19座などのエピゲノム異常とそれに
伴 う 疾病の 可 能性が 指 摘され て い る 
(Montfoort et al. Hum Repod update 2012)。
このように生殖細胞のエピゲノムダイナミ
クスの解明とその制御は、基礎医学・臨床医
学の両方の観点から急務となっている。 
 
申請者は一貫して、遺伝子組換え動物を用

いたアプローチから受精メカニズムの研究
を行ってきた。これまでに約 20 系統の不妊
マウスを作製し、正常に見えるが受精できな
い精子がある一方で (Calmegin, Izumo1)、
異常な精子核凝縮を示すにも関わらず人工
授精により受精・発生できる精子があること
などを見出してきた (Spesp1, Spaca1), 
(Ikawa et al. Nature 1997; Inoue et al.  
Nature 2005; Inoue et al. PNAS 2011; 
Tokuhiro et al. PNAS 2012; Fujihara et al. 
Development 2012)。またレンチウイルスベ
クターを用いたセルトリ細胞の遺伝子治療
や、胎盤特異的遺伝子導入による胚性致死の
治療など、不妊・不育モデルマウスの作製と
治療法開発に取り組んできた実績がある 
(Okada et al. Nat Biotechnol 2007; Pfeifer 
et al. PNAS 2002, Kumasawa et al. PNAS 
2011)。 
 
申請者は、これらの研究を通じて、受精に

おけるエピゲノム変化に科学的興味を覚え
ると同時に、生殖医療とエピゲノム異常の関
連性を明らかにする必要性を鑑みて本課題
を提案した。 
 
２．研究の目的 
従来のエピゲノム研究においては、DNA メ

チル化酵素のノックアウト (KO) や、薬剤処
理(DNA メチル化阻害 5-azacitidne やヒスト
ンアセチル化阻害剤 TSA) によりグローバル
なエピゲノム変化を誘導するしか方法がな
いために、個々の遺伝子レベルでエピゲノム
情報を操作・解析できない難点があった。本
課題では、任意の DNA 配列に結合できる TALE
を利用した最新のマウスゲノム編集技術 
(Sung et al. Nat Biotechnol 2013) を応用
して①エピゲノム編集技術を開発するとと
もに、②受精とエピゲノム変化を、a) 精子
成熟、b) 受精、c) 卵子活性化、d) 父性エ
ピゲノムの異常が及ぼす個体発生への影響、
の 4ステージに分けて調べ、生殖細胞のエピ
ゲノム世代サイクルにおける受精の役割を
解き明かすことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本課題は、①エピゲノム編集システムの開

発と、それを応用した②受精とエピゲノム変
化の解析の2つを大きな柱にして研究を進め
た。サブテーマを設けて目標を明確化にし、
連携研究者 4人を配置することで、リスクの
軽減と問題点の早期発見・解決を可能にした。
なお研究の進展に応じて特任研究員を雇用
して研究を推進した。 
 

(1) エピゲノム編集システムの開発 
① CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムの導入 

本研究を申請後すぐに、TALEN に変わる新
しいゲノム編集システムとしてバクテリ
ア病原体由来の CRISPR/Cas9 システムが
Science 誌に報告された。CRISPR/Cas9 シ
ステムでは、ガイド RNA により 20 塩基の
標的配列と直下の PAM 配列（NGG）を認識
し、Cas9 タンパク質が PAM の直上 3塩基目
と 4塩基目の間を平滑末端に切断する。そ
こで、U6プロモーター制御下にガイドRNA、
Chicken b-actin プロモーターの制御下に
hCas9（コドンをヒト化した Cas9）を発現
する pX330 プラスミドを入手して、TALEN
システムと比較検討した。さらに受精卵、
ES 細胞などで活性を検討し、ゲノム編集マ
ウス作製技術を開発した。【図１】 

【図１】受精卵前核注入および ES 細胞を用
いたゲノム編集マウス作製法 
 



② エピゲノムのイメージング 
山縣一夫博士・上田潤博士との共同研究に
より、メチル化 DNA 結合タンパク質 (MBD, 
H2AX) を EGFP でラベルしてグローバルな
エピゲノム状態を可視化するトランスジ
ェニックマウスを作製した。 

 
(2) 受精とエピゲノム変化の解析 
① 精子成熟 
減数分裂を終えた精子細胞は、転写・翻訳
を停止するとともに、ヒストンがプロタミ
ンに置換されることで、形態変化を伴う核
の凝縮を経て、精子となる。プロタミンを
含む精子頭部成熟関連因子をゲノム編集に
より遺伝子破壊マウスを作製して表現型を
解析した。 
 

② 受精メカニズム解析 
精子と卵子の融合に必須である精子 IZUMO
と卵子 JUNO の相互作用について、X線構造
解析および JUNO ノックアウト卵子への
mRNA補完により重要なドメインを解析した。 
 

③ 卵子活性化 
受精時に卵子を活性化する精子由来の可溶
性因子が長年に渡って探索されている。そ
こで有力候補である PAWP (post-acrosomal 
sheath WW domain-binding protein) や
PLCZ1 (phospholipase C zeta 1) などのノ
ックアウトマウスを作製して、検証すると
同時に、次世代への影響を検討した。 

 
４．研究成果 
(1) エピゲノム編集システムの開発 
① CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムの導入 
TALEN に比較して CRISPR/Cas9 はデザイン
が非常に簡便であり、安価で効率良く標的
遺伝子を切断することが確認できた。さら
に受精卵前核へのプラスミド注入だけで、
生まれた産仔の約半数で遺伝子切断アレル
が検出できることを見出し論文に報告した 
(Mashiko et al. Sci Rep 2013, DGD 2014)。
また、crRNA/tracrRNA/CAS9 複合体を前核
注入したり、エレクトロポレーションによ
る導入でも同様の効率でゲノム編集マウス
が作製できることを確認した。 
次に、2 箇所切断による長領域欠損や、一
本鎖、二本鎖 DNA を鋳型にした標的遺伝子
組み換え等の複雑なゲノム編集については、
多数処理できる ES 細胞が適していること
を見出した。両アレル変異した ES 細胞を用
いてキメラマウスを作製することで、交配
を経ることなく遺伝子機能を解析する系を
確立して論文報告した (Oji et al. Sci Rep 
2017)。 
 

② エピゲノムのイメージング 
メチル化 DNA 結合タンパク質 (MBD, H2AX) 
と EGFP の融合蛋白質を全身で発現するト
ランスジェニックマウスを作製し、グロー

バルなエピゲノム状態を可視化する系を確
立した。 

 
(2) 受精とエピゲノム変化の解析 
① 精子成熟 
受精卵およびES細胞でCRISPR/Cas9により
精子形成後期にヒストンと置換されるプロ
タミンや、精子特異的な中心小体 CETN1 の
遺伝子破壊を行い、表現型を解析した。KO
マウス精子が奇形となる場合には、両アレ
ル破壊した ES 細胞を用いてキメラマウス
を作製し、表現型を解析した。その他、精
子形成に関連する遺伝子を多数破壊して表
現型を解析した。 
精巣特異的に発現するにも関わらず、単独
の遺伝子欠損では野生型と同様の妊孕性を
示すことから重要でないと考えられる遺伝
子 54 個についてまとめて論文報告した
(Miyata et al. PNAS 2016)。一方で精子成
熟に関連する遺伝子群については分子メカ
ニ ズ ム を 解 析 し て 論 文 に 報 告 し た
(Castaneda et al. PNAS 2017 など)。なか
でも、精子特異的カルシニューリンが受精
に必要な運動性を担保するのに必須である
ことを見出した成果は、男性避妊薬の可能
性を示す論文として高い評価を得た
(Miyata et al. Science 2015)。【図２】 

【図２】精子カルシニューリンを欠損した精
子は鞭毛中片部の異常により運動性が低下
する。 
 

② 受精メカニズム解析 
濡木理博士との共同研究により、卵子 JUNO
の X 線構造解析から精子 IZUMO との相互作
用部位を想定した。次に、CRISPR/Cas9 に
より JUNO ノックアウトマウスを作製し、得
られた JUNO 欠損卵子に各種変異を有する
Juno mRNA を注入して精子融合能力を判定
した。その結果、JUNO の N型糖鎖修飾は必
要でないことを明らかにし、また 62 番目の
トリプトファンが IZUMO との結合に必須で
あることを見出して論文報告した(Kato et 
al. Nat Commun 2016)。 
 

③ 卵子活性化 
従来法により PAWP ノックアウトマウスを
作製したところ、PAWP 欠損精子は、問題な
く受精して卵子を活性化できることを確認
した。PLCZ1 欠損マウスは精子形成不全と
いう報告があったために、CRISPR/Cas9 シ
ステムにより 4 塩基だけを欠損するマウス
と、蛋白質コード領域全長を欠損するマウ



スを作製した。そのいずれについても、精
子形成には問題ないにも関わらず、顕微授
精では卵子を活性化できないことを確認し
た。一方、興味深いことに、通常交配では
少ないものの産仔を得ることができた。そ
の後の解析から、精子膜と卵子膜の相互作
用が生じる生理的な受精条件では PLCZ1 非
依存性の卵子活性化機構があることを見出
した。哺乳類が進化の過程で PLCZ1 を獲得
することにより、単精子受精を担保するこ
とができたことを示唆するデータであり、
新しい研究領域を開拓することができた
(Nozawa et al. Sci Rep 2018)。【図３】 
なお PLCZ1 に遺伝子変異を有する男性不妊
患者と同様の遺伝子変異を導入したマウス
を作製し、顕微授精時に Plcz1 mRNA を補完
することで卵子活性化して産仔を得ること
にも成功している。 

【図３】PLCZ1 欠損精子は顕微授精では卵
子を活性化できないが、生理的な受精条件
では一部活性化能力を有している。 
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