
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

若手研究(B)

2016～2014

CRISPR/Cas9を用いた精子無力症モデルマウスの作製と解析

Generation and analysis of asthenozoospermia mouse models using CRISPR/Cas9 
system

５０６０４７３２研究者番号：

宮田　治彦（MIYATA, HARUHIKO）

大阪大学・微生物病研究所・助教

研究期間：

２６８３００５６

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：不妊症の約半分は男性に起因し、その原因の約20％は精子運動能の低下(精子無力症)
であると言われている。本研究では、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、精子運動能に関わると示唆されている遺伝子のノックアウト(KO)マウスを作製した。その結果、精子の運動
能低下や鞭毛形成不全のために生殖能力が低下するKOマウスを8ライン作製することができた。これら遺伝子の
うち、Ppp3r2とCabyrについて詳細な解析を行った。他のKOマウスについても引き続き解析を行っていく予定で
ある。

研究成果の概要（英文）：Of all infertility cases, half are due to male infertility and approximately
 20% of male infertility is thought to be due to impaired sperm motility (asthenozoospermia). In 
this study, we knocked out genes that are implicated in sperm motility using the CRISPR/Cas9 system 
to find genes that cause asthenozoospermia. As a result, we generated 8 lines that exhibit male 
subfertility or sterility because of impaired sperm motility or abnormal sperm tail formation. Among
 these genes, we analyzed the functions of Ppp3r2 and Cabyr extensively. Analyses of other genes 
will be conducted subsequently.

研究分野： 生殖生理
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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約 10 組に 1 組の

カップル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し、
その原因の約 20％は精子運動能の低下(精子
無力症)であると言われている (Curi et al., 
Arch. Androl. 2003)。精子無力症は精子運
動能の制御機構が破綻するために起こると
考えられるが、発症機構はほとんど分かって
いない。 
申請者は、精子無力症の原因遺伝子を同定

するために、胚性幹 (ES) 細胞を用いる従来
方法でノックアウト (KO) マウスを作製し
てきたが、ターゲティングベクターの構築や
ES 細胞を介したキメラマウス作製など、高
度な技術や多大な労力・時間・費用がかかる
という問題点があった。また KO マウスを網
羅的に作製する国際プロジェクト(KOMP; 
Knock-Out Mouse Project) が進行中である
が、ほとんどは遺伝子破壊された ES 細胞の
状態で凍結保存されているため、キメラマウ
スを介して個体復元をしなくてはならない。
培養の間に ES 細胞が全能性を失うこともあ
り、その場合には初めから作製し直す必要が
あった。 
しかし最近、この ES 細胞を用いた従来方

法とは異なるCRISPR/Cas9システムを用いた
遺伝子改変技術が報告された (Cong et al., 
Science 2013, Mali et al., Science 2013)。
これは Cas9 ヌクレアーゼによって DNA 二本
鎖が切断され、切断部分が修復される時に起
こ る エラー を 利用す る もので あ る 。
CRISPR/Cas9 システムを用いると、約 2 か月
で KO マウスを作製することができる (Wang 
et al., Cell 2013, Mashiko et al., Sci. Rep. 
2013)。これは KO マウス作製までに約 1年か
かる従来法よりも明らかに早く、さらに労力
と費用もかからないため、今まで以上に網羅
的な KO マウスの作製が可能になった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CRISPR/Cas9 システムを用い

て候補遺伝子の網羅的な KO マウスの作製と
解析を行い、精子無力症の原因遺伝子の同定
を目指す。鞭毛に局在しているタンパク質は
様々な生物で既に報告されており、これらの
うちヒトでも保存されている遺伝子を候補
とする。 
 
３．研究の方法 
Cas9 と sgRNA を発現するプラスミド

(pX330) を受精卵の前核に打ち込むことに
よって、KO マウスを作製した。得られた KO
雄マウスを野生型の雌マウスと交配し、生殖
能力を調べた。不妊の KO マウスが得られた
時は、精子の形態や運動能など詳細な解析を
行った。 
 
 

４．研究成果 
 精子の運動能低下や鞭毛形成不全のため
に生殖能力が低下する KO マウスを 8 ライン
作製するこができた。このうち下記の 2ライ
ンについて詳細な解析を行った。 
 
(1) Ppp3r2 
PPP3R2 (protein phosphatase 3, 

regulatory subunit B, alpha isoform) は
精子に存在するカルシニューリン (カルシ
ウム依存性の脱リン酸化酵素) の調節サブ
ユニットである。触媒サブユニットである
PPP3CC (protein phosphatase 3, catalytic 
subunit, gamma isoform) を KO すると、精
子運動能が低下し、雄マウスが不妊になるこ
とを既に明らかにしていた。そのため、
PPP3R2 も精子運動能の制御に関わると予想
し、KO マウスを作製した。Ppp3cc・KO マウ
スと同じように、Ppp3r2・KO マウスは精子の
運動能が低下し (精子中片部が屈曲できず)、
雄性不妊となった。精子を用いて免疫ブロッ
ト法を行うと、Ppp3r2・KO 精子では PPP3R2
に加えてPPP3CCも検出されなかった (図1)。
よって、PPP3R2 と PPP3CC が結合して互いに
安定化していることが明らかになった。 
 

 
カルシニューリン阻害剤であるシクロスポ
リン A (CsA) と FK506 は免疫抑制剤として汎
用されている。これら薬剤を 2週間、野生型
の雄マウスに投与すると、Ppp3r2・KO マウス
と同じように精子中片部が屈曲せずに、雄マ
ウスは不妊になった （図 2）。投与を中止す
ると 1 週間で生殖能力が回復したことから 
(図 2)、PPP3CC/PPP3R2 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 (Miyata et 
al., Science 2015)。 
 

図 1. Ppp3r2・KO 精子では、PPP3R2 に加

えて PPP3CC も欠失していた。 



 

 
(2) Cabyr 
 CABYR (calcium binding tyrosine 
phosphorylation regulated)は精子鞭毛の繊
維鞘と呼ばれる部分に局在していることが
知られているが (Naaby-Hansen et al., Dev. 
Biol. 2002)、生理的な機能は不明であった。
そこで Cabyr・KO マウスの作製を行った。作
製した KO 雄マウスの精子運動能は低下して
おり、生殖能力も著しく低下していた。体外
受精を行ってみると、Cabyr・KO 精子は卵子
の周りにある細胞外マトリックス (透明帯) 
を通過できなかった。光学顕微鏡で観察して
みると精子形態に明らかな異常は見つから
なかったが、透過型電子顕微鏡で観察してみ
ると、繊維鞘の形態異常が見つかった（図 3）。
さらに、運動装置である微小管が繊維鞘の外
側など異所で観察された (図 3)。よって、
CABYR は繊維鞘の正常な形成に必須であり、
KO されて繊維鞘の構造が異常になると、微小
管の配置にも問題が生じると考えられる。ヒ
トでも繊維鞘の形態異常と微小管の異所局
在を示す不妊患者の報告があり (Escalier 
et al., Fertil. Steril. 2006)、CABYRがそ
の原因遺伝子の可能性がある (Young et al., 
J. Cell. Sci. 2016)。 
 
今後は本研究で作製した KO マウスを材料

に、精子運動能の調節機構に関わる遺伝子の
機能解析を行い、精子無力症の発症機構のさ
らなる理解を目指したい。 
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繊維鞘(FS)の異常に加えて、微小管の異所局

在(矢じり)が観察された。 
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