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研究成果の概要（和文）：精子核周囲物質(PT)と卵活性化能との関係を解析するために、PTと複合体を形成する
先体膜タンパク質エクアトリン(Eqtn)の受精過程における役割をEqtn欠損マウスを作製して解析した。その結
果、Eqtnは、Izumo1やCd9とは独立して卵子-精子細胞膜接着に関与するとともに、卵活性化を含めた胚発生にも
関与することが示唆された。抗Eqtn抗体を用いてヒト精子の質の評価を検討した。中心体関連分子
Odf2-4-mCherryトランスジェニックマウスを作製し、Odf2欠損マウスやOdf2-2a-EGFPマウスと比較解析すること
によってOdf2 isoformの受精機能解析を開始した。

研究成果の概要（英文）：Equatorin (Eqtn) is an acrosomal membrane protein that forms a complex with 
perinuclear substances of spermatozoon. To clarify the role of perinuclear substance-related 
molecules in oocyte activation, we generated and analyzed Eqtn-deficient mice. The results suggested
 that Eqtn was involved not only in the sperm-egg membrane adherence independent of Izumo1 and Cd9 
but also in embryonic development including oocyte activation. We analyzed the difference of Eqtn 
localization in sperm of fertile volunteers and male infertile patients to evaluate the validity of 
anti-Eqtn antibodies for the quality of sperm. We generated Odf2-4-mCherry transgenic mouse line and
 started to analyze the function of Odf2 isoforms comparing with Odf2-deficient mice and 
Odf2-2a-EGFP transgenic mice that were generated previously.

研究分野： 生殖生物医学

キーワード： 精子　受精　卵子活性化　男性不妊症　エクアトリン　Odf2
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１．研究開始当初の背景 
受精卵の減数分裂再開には精子の赤道部か

ら先体後領域の核周囲物質が関与し、ヒトや

ウシではその後の雌雄前核の融合に関与す

る精子星状体の形成には精子中心体が必要

であると考えられている。核周囲物質や中心

体には数種類の分子が存在することが判っ

ていたが、詳細不明で局在もはっきりしない

ものが多く、卵活性能を評価できる指標はほ

とんどない。申請者らは、ヒトを含むほ乳類

の精子先体膜に特異的に局在するタンパク

質である Equatorin（Eqtn）に注目し、先行す
る研究課題で作成したEqtn-EGFPトランスジ
ェニック（Tg）マウスを用いて、精子形成と
受精現象を高解像蛍光顕微鏡で解析した結

果、Eqtnは先体形成時に先体外膜と先体内膜
に配備され、外先体膜に配備された Eqtnの一
部は先体反応過程で精子-卵子細胞膜融合の
場である精子頭部赤道部の細胞膜に移動し、

内先体膜に配備された Eqtn は受精過程で核
周囲物質と複合体を形成し卵細胞内に取り

込まれることを明らかにした。これらの結果

と抗 Eqtn 抗体が受精を阻害することから、
Eqtn は受精において複数の機能を持つこと
が考えられたため、申請者らは Eqtn欠損マウ
スを作成した。その結果、雄 Eqtn欠損マウス
の産仔数が有意に低いことが分かった。中心

体に関しては、中心体関連分子 Odf2 を欠損
する雄性不妊モデルマウスと Odf2-2a-EGFP 
Tgマウスを作製して、先行研究課題から継続
して研究を続けていた。以上より、Eqtn と
Odf2の不妊の原因を明らかにし、卵活性化能
の評価の指標に使えるかを検討する必要が

あると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子改変マウスを用いて、核

周囲物質と複合体を形成する先体膜タンパ

ク質Eqtnと中心体関連タンパク質ODF2の詳
細な性状と関連分子との相互作用を明らか

にし、受精に必要な分子機構を解明すること

を目的とした。具体的には、（1）Eqtn欠損マ
ウスの産仔数減少の原因（Eqtnの精子形成お
よび受精過程特に卵活性における挙動と役

割の解析）、（2）Odf2 isoformによる局在や機
能の違いについて、遺伝子欠損マウスと Tg
マウスを用いて受精実験、光学顕微鏡および

電子顕微鏡による形態学的解析、生化学的解

析を行う。（3）新規の雄性不妊モデルマウス
（Slc22a14欠損マウス：静岡大与語準教授と
Lptta3 欠損マウス：国立医療研究センター菱
川博士）の不妊と卵活性化との関連を形態学

的に解析する。(4) 不妊症マーカーとしての
抗 Eqtn抗体の効果を、検体数をふやして検証
し、ヒト精子の卵活性化能評価法への臨床応

用を図る。 
 
３．研究の方法 
(1)	 雄 Eqtn 欠損マウスの産仔数減少の原因
の解析	 

①	 精巣および精巣上体の形態・重量を野生

型マウスと比較した。高解像光学顕微鏡およ

び電子顕微鏡を用いて精子形態の異常の有

無を調べた。精子運動能測定装置を用いて精

子の運動能を測定して野生型マウス精子と

比較した。	 

② 正確な産仔数および胎児体重の値を得る
ために、雄 Eqtn欠損マウスと野性型雌マウス
を交配し、腟栓形成後 17 日目に帝王切開に
より胎児を得、野生型同士を交配して得た胎

児（コントロール）と比較した。 
③ In vivoでの 2細胞形成率と前核形成率を
解析するために、雄 Eqtn欠損マウスと野性型
雌マウスを交配し、腟栓形成後 24 時間後の
卵管膨大部から採取した受精卵の 2細胞形成
率、5時間後と 10時間後の前核形成率を、野
生型同士を交配して得た卵（コントロール）

と比較した。 
④ In vivo での受精の進行過程を解析するた
めに、雄 Eqtn欠損マウスと野性型雌マウスを
交配し、腟栓形成後 5 時間と 10 時間の卵管
膨大部から採取した未受精卵の囲卵腔内精

子数を、野生型同士を交配して得た卵（コン

トロール）と比較した。	 

⑤ 先体反応に異常がないかを調べるために、
Eqtn 欠損マウスと Acrosin-GFP Tg マウスを
交配して作製した雄 Eqtn-KO-Acr-GFP Tg マ
ウスと雄 Acrosin-GFP Tgマウス（コントロー
ル）の精子を、カルシウムイオノフォーを用

いて先体反応を惹起させ、フローサイトメー

ターで反応経過を比較した。 
⑥ 子宮-卵管移行部から卵管膨大部までの運
動能の有無を調べるために、雄 Eqtn 欠損
-Acr-GFP Tgマウスと雄 Acrosin-GFP Tgマウ
ス（コントロール）をそれぞれ野生型雌と交

配させ、腟栓形成後に雌の卵管を摘出して、

精子の進行を蛍光実体顕微鏡で撮影した。 
⑦	 Eqtn と精子に局在する他の主要受精関連
分子（Izumo1, Spaca1, Snap25, Adam3, Spesp1, 
sperm Cd9, MN13)の関係を解析するために、
抗特異抗体を用いて western blot と蛍光抗体
法をおこなって、当該分子の局在の有無を調

べた。 
⑧ 先体反応時の Izumo-1 と卵由来 Cd9 の動



態を解析するために、雄 Eqtn欠損マウスと雌
Cd9-EGFP Tgマウスを交配させて腟栓形成後
に卵管膨大部から摘出した卵子 -精子を抗
Izumo1 抗体染色して高感度蛍光顕微鏡で解
析した。 
⑨ Eqtn が産仔数減少の原因分子であること
を確認するために、Eqtn欠損 Tg (Eqtn)レスキ
ューマウスを作製した。これを野生型雌と交

配させ、野生型同士を交配して得た産仔数

（コントロール）と比較した。 
⑩ Eqtn の先体膜への局在および輸送過程を
解析するために、Eqtn-EGFP Tgマウスの詳細
な解析（超顕微鏡 STED撮影画像および電顕
的免疫染色法を用いた撮影画像の解析）を先

行研究課題から継続して行った。 
(2) Odf2 isoform による局在や機能の違いを
解析するために、カルメジンプロモーターを

もつ Odf2-4-Cherry Tgマウスを新たに作製し
た。また、中心体関連分子 Spatc1-Cherry Tg
マウスを作製した。 
(3) Slc22a14 欠損マウスと Lptta3 欠損マウス
の精子および精巣を電子顕微鏡にて詳細に

観察し、不妊の原因を解析した。 
(4) 8 検体の男性不妊症患者精子と妊孕性の
ある男性ボランティアの精子を MN9 抗体と
Eqtn 59-72 番目のアミノ 酸残基をエピトー
プとする hEQT抗体を用いて蛍光抗体法にて
解析した。	 	 

	 

４．研究成果	 

(1) ① Eqtn 欠損マウスの精巣および精巣上
体の大きさ・形態・重量は、野生型と差異が

なかった。 
② Eqtn 欠損雄マウスの産仔数(胎児数)は野
生型雄に比べて有意に少なく、胎児体重は有

意に低かった。 
③ 腟栓形成後の 24 時間後の 2 細胞形成率、
10時間後と 5時間後の前核形成率は有意に減
少していた。 
④ 腟栓形成後の 5時間後と 10時間後の未受
精卵と囲卵腔内の精子数は有意に増加して

いた。 
⑤ 先体反応は、野性型と同様に進行した。 
⑥ Eqtn欠損精子は、野生型と同様に子宮-卵
管移行部を通過して卵管膨大部に到達した。 
⑦ Eqtn 精子には、Eqtn を除いて主要な受精
関連タンパク質が局在していた。 
⑧ Eqtn欠損精子に局在する Izumo1は先体反
応時に野生型と同様に先体赤道部に移動し、

卵子から放出された Cd9 は Eqtn 欠損精子に
付着した。 
⑨ 雄 Eqtn欠損 Tg (Eqtn)レスキューマウスの

産仔数は、野生型と同じに回復した。 
 これらのことから、Eqtnは、Izumo1や Cd9
とは独立して精子-卵子細胞膜接着に関与し
ていると考えられた。また、Eqtn欠損マウス
が父親である胎児の体重が同日齢の野生型

と比べて有意に低いこと、Eqtn-EGFP が前核
形成期まで残存することから、Eqtnは受精後
の胚発生に何らかの機能をもつことが考え

られた。 
⑩ Eqtn の精子形成過程における精子への輸
送と局在に関して、先行研究課題から引き継

いだ研究成果をまとめて論文発表した（Ito et 
al, Microscopy 2016）。また、ヒト精子の先体
に局在する主要受精関連タンパク質の局在

と機能に関するレビュー論文を発表した (Ito 
et al, Anat Sci Int 2016). 
(2) Odf2-4-Cherry Tgマウスは 3系統の F0マ
ウス、Spatc1-Cherry Tgマウスは 2系統の F0
マウスが得られた。野生型マウスとの交配に

よって F1マウスを作った。Spatc1-Cherry Tg 
F1マウスは、精子頚部に弱い蛍光が見られて
いる。現在、交配により蛍光強度の強い Tg
マウスを作製継続し、解析を進めている。 
(3) Slc22a14 欠損マウスは、精子尾部の
annulusの形成不全による奇形精子症のため
に不妊となり、卵活性化とは関連がなかった

(Maruyama et al, Sci Rep 2016)。Lptta3欠損マ
ウスは、精子頭部の細胞質除去機構の破綻に

よる奇形精子症のために不妊となり、卵活性

化とは関連がなかった(Iizuka-Hishikawa et al, 
J Biol Chem 2017)。 
(4) 健常者と男性不妊患者の射出精子では、
Eqtn 陽性精子数と Eqtn の局在に違いがある
ことがわかった。抗 Eqtn抗体によって卵活性
化能を評価できるかどうかはさらに検討が

必要であるが、精子の質を評価できるマーカ

ーであることは証明できた。 
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