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研究成果の概要（和文）：我々が以前樹立した自己抗体由来の抗マウス精子単クローン抗体Ts4は、バイセクト
型N-アセチルグルコサミン構造を有するフコシル化2本鎖複合型糖鎖への結合を介して複数の種類の糖タンパク
質を認識している。これまで本抗体は、成熟精子ではα-N-acetylglucosaminidase、成熟精巣内の精細胞では
TEX101に反応していることが判明している。本研究ではさらにNUP62を未成熟精巣でのTs4認識分子として新たに
同定した。Ts4反応糖鎖で修飾されるタンパク質は雄性生殖細胞の成熟過程で変化し、複数の分子の機能調節を
介して受精や精細胞の分化に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously produced an anti-mouse sperm auto-monoclonal antibody, Ts4, 
which immunoreacts against some kinds of glycoproteins via binding to an epitope containg a 
fucosylated agalacto-complex-type biantennary glycan carrying bisecting N-acetylglucosamine. We have
 already identified  α-N-acetylglucosaminidase (a degradation enzyme of heparan sulfate) and TEX101
 (a germ cell-specific glycosylphosphatidyl inositol-anchored glycoprotein) as the Ts4-recognized 
molecules in the mature spermatozoa and the mature testis, respectively. Furthermore, in this study,
 we demonstrated that Ts4 exhibits immunoreactivity against nuclear pore glycoprotein p62 (NUP62) in
 the immature testis. Our previous and present results show that the glycoproteins modified with the
 Ts4-reactive oligosaccharide chain vary across different stages of male germ cell differentiation 
and proliferation and may play roles in fertilization and development of male gonadal organs.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： 抗精子抗体　バイセクト型糖鎖　NUP62　精巣

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦で深刻化している少子化問題は、社会科学的に議論されることが多いが、不妊症の増加など医学的な原因も
無視できない。不妊症患者血清中に抗精子抗体が検出されることがあるが、実際に受精を阻害する免疫学的作用
を示すことがあり、不妊の原因になる可能性は以前より指摘されていた。しかしそのほとんどが不妊症患者血清
を用いた実験で判明したものであり、その対応抗原や生物学的機能について検討することは困難であった。Ts4
が認識する糖鎖とその修飾糖タンパク質の実態が明らかになれば、本分子を介した全く新しい受精の分子メカニ
ズムの解明が期待でき、これまで原因不明とされてきた不妊症の一部の分子基盤を構築できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グリコシル化（糖鎖付加）はタンパク質生合成過程における重要な翻訳後修飾の１つであり、

哺乳類においては 50%以上の可溶型及び膜結合型タンパク質が糖鎖修飾を受けている。糖鎖は
グルコース、ガラクトース、マンノース、フコース、キシロース、N-アセチルグルコサミン、N-
アセチルガラクトサミン、N-アセチルノイラミン酸（シアル酸）、グルクロン酸、イズロン酸な
どの糖がグリコシド結合により繋がった化合物と定義され、これら各種糖の組み合わせや結合
様式、分岐パターンにより、計算上天文学的な種類の糖鎖が生合成される可能性がある。糖鎖は
タンパク質の 1)立体構造の構築; 2)化学的安定性; 3)小胞体における品質管理機構; 4)細胞内輸送; 
5)細胞間さらに分子間相互作用などに寄与しており、核酸とタンパク質に続く第３の生命鎖とし
て注目されている。しかし前述の通り、糖鎖構成は極めて多様性に富み、かつ核酸やタンパク質
ほど特異的な解析方法が確立されていないため、その機能解明は遅れている。 
これまで我々は抗精子抗体の産生機構と生物学的機能に関する研究を進めてきたが，その過

程において特に人為的操作を加えずに２年以上飼育した老齢雄マウスの脾細胞を用いて、マウ
ス成熟精子頭部に反応する自己抗体由来の単クローン抗体 Ts4 を樹立した 1)。さらに本抗体がバ
イセクト型 N-アセチルグルコサミン(bisecting GlcNAc)構造を有するフコシル化２本鎖複合型糖
鎖(図 1)への結合を介して複数の糖タンパク質を認識していることを明らかにした 2)。 

Bisecting GlcNAcはユニークな分枝型糖鎖構造を形成する糖
残基で、N-アセチルグルコサミン転移酵素 III (GnT-III)によっ
て付加される。GnT-III 遺伝子を癌細胞株に導入すると、イン
テグリンやカドヘリン、上皮成長因子受容体に bisecting 
GlcNAc が修飾され、細胞接着の亢進、癌転移の抑制、細胞増
殖・分化の抑制が誘導されることが報告されている。従って本
糖鎖構造はその生物学的機能の１つとして、細胞間や細胞-細
胞外基質間における相互作用や細胞内シグナル伝達に関与す
る分子を介した細胞機能調節機構を有していると推測されている。 
我々は成熟精子では Ts4 がヘパラン硫酸分解酵素である α-N-acetylglucosaminidase に反応し、

生体外での精子・透明帯結合阻害作用と精子先体反応阻害能を有する機能性抗体であることを
既に報告している 3)。また本抗体はマウス成熟精子頭部以外に成熟精巣内の精母細胞・精子細胞・
精巣精子に反応し、その認識分子の１つが生殖細胞マーカーGPI アンカー型糖タンパク質
TEX101 であることを明らかにしている 1,4)。TEX101 は本遺伝子欠損マウスを用いた検討により、
成熟精子が子宮から卵管へ正常に移行するための機能維持に必須であり、細胞生物学的には精
子膜タンパク質 ADAM3 の分子シャペロンとしての機能を有していると推測されている 5)。さら
に Ts4 抗体は、TEX101 以外の未同定の糖タンパク質への結合を介して初期胚にも反応すること
が判明している 4)。以上の結果より、Ts4 反応糖鎖が修飾されるタンパク質は雄性生殖細胞の分
化・成熟過程で変化し、複数の分子の機能調節を介して受精や雄性生殖細胞の形成に関与するこ
とが想定されるが、精子形成前段階の未成熟な精巣内生殖細胞における Ts4 反応分子（群）の性
状は未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 
我々の最終目的は哺乳類の生殖系における Ts4 反応性 bisecting GlcNAc の生物学的機能を詳ら

かにすることであるが、本研究ではまず未成熟精巣における Ts4 反応分子の形態学的・生化学的
特徴を解析し、さらにそれら分子の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
胎生期から成獣までのマウスより精巣を適宜摘出し、Ts4 反応分子の局在と生化学的特徴を、

免疫蛍光染色法及びウェスタンブロット法でそれぞれ解析した。さらに Ts4 反応性 bisecting 
GlcNAc が修飾される糖タンパク質を免疫沈降法及び高速液体クロマトグラフィー/質量分析法
（LC-MS/MS）を用いて同定した。 
 
４．研究成果 
（１）形態学的解析によるマウス精巣の各発達段階での Ts4 の反応性 
蛍光免疫染色法では、Ts4 は胎生期から生後 8 日までは生殖細胞の核膜に強く反応した。また

間質細胞などの精細管外の非生殖細胞にもわずかに反応性が認められた（図 2A - D）。一方、生
後 15 日以降では Ts4 の陽性反応は精細管内に限局していた（図 2E - I）が、その局在は生後 15
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図 1:Ts4 が認識する糖鎖構造 
本糖鎖構造は精巣内の複数の
糖タンパク質に修飾される。 



日では生殖細胞の細胞質に、生後 22 日以降は成
熟精巣内と同様、生殖細胞の細胞膜にのみ認め
られた（図 2E - I）。 
 
（２）未成熟精巣に発現する Ts4 反応性分子の
生化学的解析 
生後 1 日から成獣までの精巣抽出液に対する

Ts4 の反応性をウェスタンブロット法で検討し
たところ、生後 1 日から 29 日までは約 63 kDa、
それ以降では生殖細胞特異的分子 TEX101 に
対応する 38 kDa の分子が主に検出された（図
3）。以上の結果より、Ts4 が認識する bisecting 
GlcNAc は、未成熟の精巣においては TEX101 と
は異なるタンパク質に修飾されていることが明
らかとなった。 
 
（３）未成熟精巣での新規 Ts4 認識分子の同定 
生後22日の未成熟精巣の抽出液より免疫沈降

法を用いて Ts4 認識分子を精製し、図 3 で検出
された約 63 kDa に含まれるタンパク質を LC-
MS/MS 法を用いて解析したところ、nuclear pore 
glycoprotein p62 (NUP62)が同定された。 
 
（４）NUP62 が Ts4 認識分子であることの確認 
 生後 22 日の精巣抽出液を用いた Ts4 免疫沈
降物に対する抗 NUP62 抗体の反応性をウェス
タンブロット法で検討したところ、63 kDa のバ
ンドが検出された（図 4A）。逆に、抗 NUP62 抗
体による免疫沈降物に対しては、Ts4 の反応が
63 kDa の位置に認められた（図 4B）。 
 さらに Ts4 が NUP62 に反応することを確認
するために、Ts4 免疫沈降物を 2 次元電気泳動
し、抗 NUP62 抗体と Ts4 を用いてウェスタンブ
ロット解析をしたところ、双方とも同位置にス
ポットが確認された（図 4C）。以上の結果より、
NPU62 が未成熟精巣における Ts4 認識分子であ
ることが確認された。 
 
（５）得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
 NUP62 は、核膜孔複合体(nuclear pore complex; 
NPC)を構成するタンパク質の 1 つである。NPC
は核膜の内外を貫通する構造物で、約 30 種類の nucleoporin と呼ばれる構造タンパク質で構成さ
れ、核-細胞質間の物質輸送制御をしている。Nucleoporin の 1 つである NUP62 は NPC の外側に
存在し、1)細胞質での微小管動態制御; 2)細胞分裂時のセントロメア機能; 3)紡錘体集合; 4)細胞遊
走に関与していると考えられている。本分子は精巣に強く発現することが既に報告されており、
精子形成に重要な役割を果たしていると推測されている。Ts4 が認識する bisecting GlcNAc が
NUP62 に修飾されているという今回の研究結果は、これまで報告されてきた様々な本糖鎖構造
の生物学的細胞調節機構に加え、NUP62 の機能調節を介して精細胞分化・成熟にも関与してい
ることを強く示唆している。 
 核酸やタンパク質は全ての生物種に共通する部分が多いことから、全生物種に応用可能な解
析・合成技術が発達しているが、一方、糖鎖は核酸やタンパク質ほど特異的な解析方法が確立さ
れておらず、また生物種だけでなく同一種内においても組織・細胞種によって構造・機能が異な
るため、その解析は非常に遅れている。これまでレクチンを用いた発現解析、質量分析法による

図２:免疫蛍光染色法による精巣発達段階における Ts4
反応パターンの変化 
胎生 14 日(A)、胎生 17 日(B)、生後 1 日(C)、生後 1 日
(C)、生後 8 日(D)、生後 15 日(E)、生後 22 日(F)、生後
29 日(G)、生後 5 週(H)、生後 8 日(I)。緑：Ts4、赤：
DDX4/MVH（生殖細胞細胞質マーカー）、青：TO-PRO3
（核マーカー）。スケール：100 µm (A, B)、20 µm (C -F)、
50 µm (G -I)。実線：精巣被膜、破線：精細管基底膜。
GC：生殖細胞、IC：間質細胞。↑↑：細胞質、↑：核膜、
▲：細胞膜。 

図３:ウェスタンブロット解析を用いた発達中の精
巣に対する Ts4 の反応性 
Ts4(A)、抗 TEX101 抗体(αTEX101)(B)でそれぞれ検出
した。 



構造分析、糖転移酵
素に着目した遺伝
子学的検討などを
利用した報告は数
多くあるが、その内
容は定性的なもの
が多く、修飾される
糖タンパク質の機
能まで明らかにな
っているものはほ
とんどなかった。ユ
ニークな反応性を
示す Ts4 抗体を解析
ツールとして使用
する我々の一連の
研究により Ts4 が認識
する特徴的な bisecting 
GlcNAcの機能、並びに
本糖鎖が修飾された糖タンパク質の実態が明らかになれば、生殖細胞における糖鎖を介した全
く新しい分子メカニズムの解明が大いに期待できる。 
 
（６）今後の展望 
 今後、未同定の Ts4 反応性 bisecting GlcNAc 結合糖タンパク質を明らかにし、さらに培養細胞
や遺伝子改変マウスを用いて本糖鎖構造の生殖過程における新たな細胞生物学的生理活性を解
析する予定である。 
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図４:ウェスタンブロット解析による未成熟マウス精巣における Ts4 認識分子と
NUP62 との関係性 
Ts4 (A)あるいは抗 NUP62 抗体(αNUP62)(B)を用いた免疫沈降物に対する同抗体の
反応性。Ts4 免疫沈降物の２次元電気泳動(C)。赤：NUP62、緑：Ts4。 
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