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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエのオス不妊遺伝子の同定とヒトーショウジョウバエ間での精子形成
の比較を目的に，生殖への機能が未だ実証されていないヒト男性不妊候補遺伝子のオーソログを含む103のショ
ウジョウバエ遺伝子を調査し、新たに63のオス不妊遺伝子を同定した。妊性が低下した個体の表現型は細胞増殖
や減数分裂異常など多岐にわたるが、一見、正常にみえる精子にもかかわらず不妊となるものも多数観察され
た。精子とメスとのコミュニケーションに障害があるものも含まれると推察される。実際、そのうちの一つNep4
遺伝子の機能を破壊すると、精子はメス体内で貯精されず、また受精も完了できない。

研究成果の概要（英文）：To advance our understanding of sexual reproduction, we screened 103 
Drosophila melanogaster genes for their association with male sterility by tissue-specific RNAi 
knockdown and CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis, resulting in the discovery of 63 new genes 
associated with male fertility in Drosophila.  The phenotypes varied considerably; Interestingly, 
the second largest class among the distinct sterility phenotypes caused sterility despite apparently
 normal testis and sperm morphology.  We focused on two such genes, Rack1 and Nep4, and found that 
both plays an important role in sperm function following sperm transfer to females.  Many genes are 
yet to be identified and their role in male reproduction, especially after ejaculation, remains to 
be elucidated.

研究分野： 集団遺伝学、ゲノム科学、量的遺伝学、進化学

キーワード： 男性不妊　オス不妊　精子形成　精子成熟　ショウジョウバエ　生物種間横断研究　精子―メスの相互
作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今、不妊は世界共通の大きな公衆衛生課題となっている。そのうち半数は男性側の障害によるが、原因不明なケ
ースが３割を超える。一方で、データベースには多数の遺伝子が男性の不妊候補遺伝子として登録されている。
しかし、これらはオミクス解析によって関連が示唆された過ぎず、モデル生物での実験検証が待たれている。今
回、ショウジョウバエをモデルに検証を進め、オス不妊遺伝子リストを充実させることができ、ヒト男性の不妊
の理解を深めることにも繋がった。殊に、一見、正常に見える精子でも貯精、受精障害等の異常をもつことも稀
ではないことは今後の研究、診断にも役立つと期待される。

※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 
今でも不妊は世界共通の大きな公衆衛生課題となっている。そのうち半数は男性側の障害によ
るが、原因不明なケースが３割を超える。一方で、データベースには 865 の遺伝子が男性の不
妊候補遺伝子として登録されている。しかし、これらは男性不妊との関連が予想されるというこ
とに過ぎず、モデル生物をつかった実験検証が待たれている。実際、候補遺伝子のうちマウス、
ショウジョウバエのいずれでもオス不妊遺伝子として同定されていない遺伝子は 600を超える。
これらの候補遺伝子が実際にオス（男性）の妊性へ関与するのか、モデル生物による検証が待た
れている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、オミクス解析でみつかったヒト男性不妊候補遺伝子のうちマウス、ショウジョ
ウバエいずれのモデル生物でもオス不妊遺伝子として同定されていない遺伝子が実際にオスの
妊性に関わるか否かを、ショウジョウバエを用いて検証することにある。殊に，このうちから受
精と受精後の発生に関わる父性効果遺伝子に注目し、その同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）組織特異的 RNAi クリーニング：ヒト疾患データベースでヒト男性不妊との関連が示唆さ
れているものを含め、合計 103 のショウジョウバエ遺伝子を GAL4/UAS システムを用いた RNAi ス
クリーニングによってオスの妊性への関与を調査した。調査には、生殖細胞系列に特異的な GAL4
ドライバー２種（nos-GAL4、bam-GAL4）、精巣体細胞系列に特異的な GAL4 ドライバー２種（ptc-
GAL4、upd-GAL4）の合わせて４種のドライバー系統を用いた。繁殖力（子孫数）に低下が認めら
れた場合、精巣、精子観察をおこない、ステージ毎の表現型を確認した。すべてのステージに異
常がみられなかったものについては受精率、孵化率を調査した。ここまでで，不妊遺伝子リスト
を作成した。 
 
（２）組織特異的遺伝子ノックアウトによる検証：mRNA の破壊の効果は即効性があるが定量的
である。一方、CRISPR/Cas9 による突然変異の誘発実験は効果に遅延があるかもしれないがノッ
クアウトが可能である。この利点を生かし、RNAi 実験結果の検証のため組織特異的な遺伝子ノ
ックアウトをおこなった。また、必須でない遺伝子については完全ノックアウト系統、、アイソ
フォーム特異的なノックアウト系統を作出した。 
 
（３）Nep4 遺伝子の発現時期，タンパク質の局在部位の同定：アイソフォーム特異的な転写量
をリアルタイム PCR によって測定した。また、父性効果の認められた Nep4 遺伝子のタンパク分
子の局在部位を特定するためゲノム編集によって内在遺伝子に AID－FLAG タグ付けを行った。 
 
（４）ヒト遺伝子による代替性の検証：ヒト遺伝子との機能比較を目的に、ヒト遺伝子による代
替性テストをおこなった。組織特異的なノックダウンあるいはノックアウトとともに，同じ組織
でショウジョウバエ遺伝子あるいはヒトオーソログ遺伝子を発現させることで表現型の救済を
試みた。 
 
４．研究成果 
（１）RNAi スクリーニングによるオス不妊遺伝子の同定 
ヒトでは男性不妊関連遺伝子とデータベースに登録されているがショウジョウバエではオス不
妊と認められていない 53遺伝子を含む 103 遺伝子を GAL4/UAS システムを用いた RNAi スクリー
ニングによって調査した。その結果、63 の新規オス不妊遺伝子を含む 75 遺伝子が RNAi ノック
ダウンによってオス不妊あるいは妊性の低下を引き起こした。これには生殖細胞でのノックダ
ウンだけでなく、体細胞でのノックダウン（ptc-GAL4、upd-GAL4）によって妊性の低下が認めら
れたものも含む。ノックダウンオスの精巣の観察から、１）生殖細胞の増殖あるいは成長障害、
２）減数分裂への移行障害、分裂異常、３）静止の伸長、コイリングあるいは精子分裂
（individualization）の異常、４）精子細胞（spermatid）の精嚢腺（seminal vesicle）への
移行不全、５）正常な精子形成に見えるにも関わらず精嚢腺での成熟精子が全く見られないか極
めて少ない、６）一見、正常な精子形成に関わらず不妊という６つのクラスに障害を大別した。
このうち最大クラスは１）の細胞増殖・成長障害だが、形態的に正常に見える精子にも関わらず
不妊となるクラス６の遺伝子もほぼ同数、見つかった。一般に、精子形成といえば、生殖幹細胞
の維持や分化、減数分裂過程を対象とした研究が多く、成熟過程以降の理解はそれほど進んでい
ない。私たちが今回、見出した新規オス不妊遺伝子のなかには、精子とメスの細胞・器官とのコ
ミュニケーションに障害があるものも含まれると推察される。 
 



（２）初期生殖細胞系列と精子成熟過程の２つのステップで働く Rack1 遺伝子 
複数のシグナル分子と相互作用する多機能なリボソーマル足場タンパクと考えられる Rack1 を
精原細胞で特異的にノックダウンすると、孵化率や子孫の数が有意に減少する。このノックダウ
ンオスが不妊となる原因は精子が正常にメスの貯精器官に進入できないためだ。一見、正常に見
える精子は射精されメスに送り込まれるが、子宮内に散在したまま、正常な精子に見られるよう
な前部への移動が観察されない。RACK1 は運動機能あるいは走性に関わる認識機構に重要な役割
を果たしていると考えられる。一方、ノックダウンではなく、CRISPR/Cas9 による突然変異の誘
発を生殖幹細胞でおこなうと、ほとんど生殖細胞が見られない著しく萎縮した精巣が観察され
た。初期生殖細胞系列においては生殖細胞の維持あるいは分化に必須の働きをしていると考え
られる。また、精原細胞でのノックダウンの表現型はショウジョウバエ Rack1 遺伝子あるいはヒ
トオーソログ RACK1 遺伝子の強制発現によって救済することができる。機能の代替性からも、ヒ
トにおいても RACK1 遺伝子が同様の機能を果たしていると推察される。 
 
（３）メスの受精嚢に移行後に必須の働きをする Nep4 遺伝子 
RNAi スクリーニングによりオス完全不妊を示した Nep4 遺伝子のヌル変異体を作出した。そのホ
モ接合体は生存可能で、メスの妊性に異常はないが、オスは完全不妊となる。この変異体オスも、
ほぼ正常に見える精子を作ることができ、精子は正常にメスの貯精器官（管状受精嚢）に進入す
る。ところが、それから間もなく管状受精嚢から精子が捨てられはじめ、24時間後には 5％以下
にまでその数が減少する。残った精子も卵への進入率は低く、また進入できても核が脱凝縮せず、
受精が完了しない。この Nep4 には、このエンドペプチダーゼが属する M13 metallopeptidases
に典型的な膜貫通型とシグナルペプチド配列をもち、膜貫通ドメインを欠いた非膜貫通型の２
つのアイソフォームが存在する。精巣の RNA 発現解析から精巣では主に後者が発現しているこ
と、またアイソフォーム特異的な変異体を作出することで、この非膜貫通型を欠くとオス不妊と
なることを明らかにした。さらにゲノム編集によって遺伝子の C末端に EGFP タグを導入するこ
とで遺伝子産物の発現時期と局在を明らかにした。精巣内の Onion stage cells から強く発現
を始めた NEP4 タンパク質は精子の先体に局在していた。先体に局在する NEP4 タンパクは、メス
の受精嚢に進入した精子においても残ったままである。最近、NEP4 タンパクが筋組織のカルシ
ウムイオン（Ca2+）ストアへのイオンの取り込みに関与することが示唆されている。Ca2+の取り
込みと放出は精子成熟においても重要であり、Ca2+イオンの制御不全が Nep4 変異体精子の核の
脱凝集や放出が起きない原因であるという新たな仮説を提唱する。 
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