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研究成果の概要（和文）：カルシウム依存性の脱リン酸化酵素(カルシニューリン)は、酵素ドメインと調節ドメ
インから成るヘテロダイマーである。ヒトやマウスでは、それぞれ３つと２つの遺伝子にコードされている。ま
た我々は精子特異的に存在する精子カルシニューリンが受精能力に必須であることを報告している。本課題で
は、上記５つのORFをPCR増幅して発現ベクターを作製し、培養細胞で酵素活性を再構築できることを確認した。
その結果、男性避妊薬の標的分子となりうる精子カルシニューリンのみを阻害する小分子の探索が可能な系を構
築した。またin silico解析から、精子カルシニューリンの基質と考えられる12遺伝子を見つけることに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：Calcineurin consists of a catalytic subunit and a regulatory subunit. There 
are 3 ORFs for catalytic subunit (ca, cb, cc) and 2 ORFs for regulatory subunit (r1, r2). We have 
shown that sperm specific calcineurin (cc/r2) is essential for sperm fertilizing ability so that the
 specific inhibitor may be used as male contraceptive. In this study, we cloned all 5 human ORFs 
into mammalian expression vector and succeeded to reconstitute the functional calcineurins in 
HEK293T cells. Beside, we searched in silico database and listed the 12 candidate proteins as sperm 
calcineurin specific substrates expressed in testis. Our study paved the way to screen the molecules
 for male contraceptive. 

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
日本では年間約 20 万件もの人工妊娠中絶

が行われているが、その理由の 1つとして望
まない妊娠が挙げられる。米国でも約 50%が
予定外の妊娠とされ、約半数で人工妊娠中絶
が行われている (Finer, Contraception 
2006)。このような状況を改善するには、効
果的な避妊法の開発や普及が急務である。現
在、避妊法として広く普及しているのはコン
ドームであるが、装着を怠るケースや破損な
どのために、数%の確率で妊娠するリスクが
残る。また女性用避妊薬(ピル)が存在する一
方、男性用避妊薬の開発は成功していない。
男性には、精管結紮術(パイプカット)という
方法もあるが、外科的手術が必要とされハー
ドルが高い。避妊を女性(ピル)だけに頼るの
は男女平等の観点からも望ましくなく、男性
が自身の生殖能力をコントロールできる男
性用避妊薬の開発が望まれている。 
古くから男性用避妊薬の候補として注目

されているのが綿実に含まれるゴシポール
であるが、投薬中止後も生殖能力が回復しな
いことがあるため(Coutinho, Contraception 
2002)、実用化には至っていない。最近では、
JQ1 という化合物が、可逆的な避妊薬の候補
として報告されているが   (Matzuk, Cell 
2012)、JQ１は精子形成を阻害して精巣が萎
縮するため、服薬を躊躇する可能性がある。
また約5週間かかる精子形成過程をターゲッ
トにしているため、効果が現れるまでに時間
がかかる上、万が一、異常精子から子孫が得
られた場合に変異原となる可能性を否定で
きない。 
そのような状況の中、申請者らは精子特異

的に局在するカルシウム依存性の脱リン酸
化酵素(精子カルシニューリン)が、男性避妊
薬の標的分子となりうることを明らかにし
た(Miyata, Science 2015)。カルシニューリ
ン阻害剤であるシクロスポリン A(CsA)や
FK506 は、臓器移植後の拒絶を抑える免疫抑
制剤として広く用いられているが、これらを
投与すると 2 週間で雄マウスは不妊になり、
投薬中止後1週間で生殖能力が回復した。CsA
や FK506 が精巣上体での精子成熟過程(約 1
週間)を標的にしているため短期間で効果が
あり、JQ1 で認められた精巣萎縮も起こらな
い。精子は形態学的にも正常であり、顕微授
精により正常な子孫を得ることもできる。
CsA や FK506 は免疫機能も抑制するので男性
避妊薬として使用できないが、精子カルシニ
ューリンを特異的に阻害できれば、短期間で
効果があり可逆的な男性避妊薬の開発に繋
がる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
（１）最先端技術である DNA エンコード化合
物ライブラリーを用いて、精子カルシニュー
リンを特異的に阻害する化合物を探索する。
（２）阻害剤が見つからない場合のバックア
ップとして、精子カルシニューリンの基質を

探索する。これは男性避妊薬の新たな標的分
子となる。 
 
３．研究の方法 
（１）DEC-Tec を用いた精子カルシニューリ
ン阻害剤の探索【図 1】 
 カルシニューリンは触媒サブユニットと調
節サブユニットのヘテロダイマーである。哺
乳類では3種類の触媒サブユニット (PPP3CA, 
PPP3CB, PPP3CC) と 2 種類の調節サブユニッ
ト (PPP3R1, PPP3R2) が知られており、精子
カルシニューリンは PPP3CC と PPP3R2 で構成
される。精子カルシニューリンは精巣上体移
行中に精子尻尾の中片部を屈曲可能にして
おり、Ppp3cc と Ppp3r2 のどちらを KO しても
雄マウスは不妊になる。 
申請者らは、ヒト精子にも PPP3CC と PPP3R2
が存在していることを明らかにしているこ
とから、培養細胞でリコンビナントタンパク
質を発現させて精子カルシニューリン
（PPP3CC/PPP3R2）がカルシウム依存性の脱
リン酸化酵素活性を示すことを確認すると
ともに、精製のために FLAG 等のタグでラベ
ルすることを計画した。 

【図 1】精子カルシニューリンサブユニット 
 
（２）精子カルシニューリンの基質探索 
上記の探索では精子カルシニューリンの

特異的な阻害剤が見つからない可能性があ
る。その場合のバックアップとして、精子カ
ルシニューリンの基質を探索する。免疫細胞
カルシニューリン(CA/R1、CB/R1 ヘテロダイ
マー)の基質は転写因子であるNFAT (Nuclear 
Factor of Activated T cells)である。一方、
精子カルシニューリン(CC/R2 ヘテロダイマ
ー)は精巣上体移行中の精子成熟過程で機能
するが、このステージの精子では既に遺伝子
の転写が停止しており、精子カルシニューリ
ンの基質は転写因子でない可能性が高い。そ
のため、精子カルシニューリンと基質の相互
作用を阻害する化合物も副作用の少ない男
性避妊薬の候補となりうる。また精子構造物
の多くは精巣特異的に発現している遺伝子



にコードされており、他組織では発現してい
ないことが多いため、その機能を阻害する化
合物も副作用の少ない男性避妊薬の候補と
なりうる。 
 

① in silico での探索 
カルシニューリンの基質では PxIxIT、
PxIxIQ、PxIxIN、PxIxID というアミノ酸
配列が良く保存されている (Goldman, 
Mol. Cell 2014)。既に、この配列を含む
タンパク質で、精巣での発現が報告され
ている遺伝子を in silico で探索してあ
る。これらの基質候補と CC/R2 ヘテロダ
イマーが結合するのか、両方の遺伝子を
培養細胞に強制発現させて解析する。 

② リン酸化プロテオミクスによる探索 
精子カルシニューリンを持たない KO 精
子では、脱リン酸化酵素活性がないため
に、基質のリン酸化状態が異常になって
いるはずである。リン酸化プロテオミク
スにより基質候補を探索する。 

③ TG マウスを用いた探索 
申請者は、基質に結合するが、酵素活性
がないために基質から離れない変異型精
子カルシニューリンを発現する TG マウ
スを作製した。変異型精子カルシニュー
リンには FLAG タグ、HIS タグが付けてあ
り、pull-down アッセイにより、結合し
ている基質を同定する。 

 
基質候補が見つかりしだい、CRISPR/CAS9

を用いて KO マウスを作製する。申請者らの
研究室では恒常的に KO マウスを作製してお
り(Mashiko, Sci Rep 2013)、2-3 ヵ月で KO
マウスを準備できる。KO 雄マウスの生殖能力
と精子中片部の屈曲能を調べることにより、
精子カルシニューリン KO マウスと同じ表現
型が認められるかを確認する。 
 
４．研究成果 
（１）DEC-Tec を用いた精子カルシニューリ
ン阻害剤の探索 
 ヒト精巣のcDNAライブラリーからPPP3CA, 
PPP3CB, PPP3CC, PPP3R1, PPP3R2 の各オープ
ンリーディングフレームをPCRにより増幅し
てシーケンス確認した後に、普遍的発現プラ
スミド pCAG にクローニングした。また各サ
ブユニットの C 末端に FLAG タグを付加した
発現プラスミドも構築した。 
 次に、これらの各サブユニットを HEK293T
細胞に発現させて、抗 FALG 抗体を用いて免
疫沈降し、ヘテロダイマー形成することを確
認した。さらに、これらのヘテロダイマーが
カルシウム依存性の脱リン酸化酵素活性を
有することを確認した。 
 現在は、共同研究機関であるベイラー医科
大学の小分子スクリーニングセンターの受
入手続きを行っており、承認され次第、DNA
コードされた小分子ライブラリーのスクリ
ーニングを開始する。 

 
（２）精子カルシニューリンの基質探索 
① in silico での探索 

ゲノムにコードされる約 2 万 3 千のタン
パク質の配列を検索し、PxIxIT、PxIxIQ、
PxIxIN、PxIxID を有するタンパク質を約
220 個リストアップした。その内、精巣
特異的もしくは多く発現する 12 遺伝子
に着目した。今後、これらについて
CRISPR/Cas9 ゲノム編集システムを利用
して KO マウスを作製し、解析する予定で
ある。 

② リン酸化プロテオミクスによる探索 
Ppp3cc の KO マウス精子と野生型マウス
精子をリン酸化プロテオミクスにより比
較したが、差のあるタンパク質は同定で
きなかった。 

③ TG マウスを用いた探索 
酵素活性ドメインに変異を入れたPpp3cc
を発現するベクターを構築して培養細胞
で発現させたところ、十分な発現量が得
られるものの酵素活性を有さないことが
確 認 で き た 。 し か し 当 該 変 異 を
CRISPR/Cas9 法により導入した点変異マ
ウスでは、Ppp3cc タンパク質の存在量が
著しく低下してしまった。精子機能不全
が酵素活性低下によるものなのか、量的
低下によるものなのか区別できなかった。 

 
本研究により、精子カルシニューリンを標

的とした男性避妊薬の候補となる小分子の
スクリーニング体制を整えることができた。
また精子カルシニューリンに特異的な基質
の候補因子を 10 個程度に絞り込むことに成
功した。これらの KO マウスが同様の表現型
を示す場合には、新たな薬剤標的となること
が期待される。 
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