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研究成果の概要（和文）：精子ではIZUMO1、卵ではCD9とJUNOが融合に必須な因子として知られているが、融合
メカニズムの解明には至っていない。申請者は、Sof1欠損（KO）マウスを作製したところ、融合不全のため、KO
雄マウスは不妊になった。精子IZUMO1の局在、および卵に接着する精子数はcontrolとKOの間で差はなかった。
SOF1は先体反応後の精子でも検出された。SOF1とIZUMO1を細胞に共発現させた時、SOF1はIZUMO1と相互作用し
た。この細胞を卵と培養したが、IZUMO1単独で発現させた場合と差が見られなかった。以上から、SOF1は未知の
因子と共に融合に関与することが示唆される。

研究成果の概要（英文）：So far, IZUMO1 on the sperm surface and CD9 and JUNO on the oocyte membrane 
have been identified as fusion-required factors. However, the molecular mechanism of sperm-oocyte 
fusion remains unclear. In this study, I focused on sperm oocyte-fusion required 1 (Sof1), which 
shows similar expression pattern with Izumo1. I revealed that Sof1 KO spermatozoa could not 
fertilize oocytes due to sperm-oocyte fusion defect, leading to male sterility. IZUMO1 showed the 
normal localization in KO spermatozoa, and KO spermatozoa could bind to the oocyte membrane. The 
immuno-blot analysis revealed that SOF1 remained after calcium ionophore “A23187”-induced acrosome
 reaction. SOF1 interacted with IZUMO1 when SOF1 and IZUMO1 were expressed in HEK293T cells. In 
addition, the expression of SOF1 did not affect the adhesion of IZUMO1-expressing HEK293T cells to 
the oocyte membrane. In conclusion, SOF1 may support sperm-oocyte membrane fusion in association 
with unknown factors.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： 受精　精子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
精子IZUMO1が融合必須因子として同定されてから約15年間、融合に必須な精子側の因子は分かっていなかった。
本課題において、申請者はSOF1が融合に関与する遺伝子として同定した。さらに最近、CRISPR/Cas9を用いたマ
ウス個体レベルの表現型スクリーニングにより、申請者らはFIMP、SPACA6、TMEM95も融合に必須な因子であるこ
とを報告した。この結果は、精子と卵の融合は多くの分子が関与する複雑なメカニズムであることを示唆してい
る。
これらの成果は、男性不妊の新たな原因遺伝子として診断・検査の対象となり、治療薬や避妊薬の開発へと繋が
ることが期待される。

※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 

雌性生殖路内に射出された精子は、卵管膨大部に到達すると、精子先体胞からの酵素

放出（先体反応）や、飛び跳ねるような激しい運動（超活性化）を示して、卵丘細胞層

や透明帯を通過したのち、卵細胞膜と融合する。その後、父性染色体を卵に送り込むと

ともに、卵を活性化して受精が成立する。本課題では、精子と卵の融合に注目する。 

現在までに、融合因子として、精子では IZUMO1（Inoue et al., Nature, 2005）、卵では

CD9（Miyado et al., Science, 2000; Kaji et al., Nat Genet, 2000）と JUNO（Bianchi et al, Nature, 

2014）が明らかにされている（図 1）。具体

的には、CD9 は足場タンパク質としての機

能を持ち、正常な卵微絨毛の形成や分布に

必要である。IZUMO1 は、先体反応すると精

子頭部全体へと広がり、特に赤道節に局在

する IZUMO1 が卵との融合に重要である。

その後、IZUMO1 のレセプターとして、卵細

胞膜上の GPI アンカー型タンパク質 JUNO

が同定された。IZUMO1－JUNO は 1:1 の複

合体を形成し、この複合体形成に重要なア

ミノ酸残基が明らかにされた。しかし、培養

細胞を用いた実験により、IZUMO1 は融合で

はなく、接着に関与することが示唆されて

いる。このようにして、融合メカニズムに関

してはよく分かっていない。 

申請者は、single-cell RNA sequencing により Izumo1 とよく似た発現パターンを示す

1700034O15Rik 遺伝子［表現型から、sperm-oocyte fusion required 1（Sof1）と命名した］

に注目し、CRISPR/Cas9 により KO マウスを作製した。KO 精子の形態や運動能力は正

常だったが、KO 雄マウスと交尾した野生型（WT）雌マウスからは産仔を得られなかっ

た。KO 雄マウスと交尾した雌マウスから卵を回収したところ、全て未受精卵で、KO 精

子は囲卵腔に溜まっていた。この結果から、SOF1 は融合に必須な因子であることが示

唆された。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究から、SOF1 は融合に必須な因子であると考えられるが、生理学的機能は分

かっていない。本研究では、SOF1 の生理学的機能を個体レベルで解析し、融合における分子

メカニズムの解明を試みる。 

 

３．研究の方法 

【精巣や精子における SOF1 の検出】 

マウスの心臓、肝臓、脾臓、腎臓、脳、胃、腸、精巣、卵巣、子宮などを採取し、それ

ぞれの組織から Total RNA を抽出した。得られた各組織由来の Total RNA から逆転写酵

素を用いて cDNA を合成し、Sof1 を特異的に増幅するプライマーセットを用いて PCR

を行った。 

Sof1 のコーディング領域を pET ベクターや pGEX ベクターに組み込み、大腸菌（BL21

図 1．精子と卵の融合に関与する因子群      
精子では IZUMO1、卵では CD9 と
JUNO が融合因子として報告されている
が、融合メカニズムの全容解明には至っ
ていない。 



株）に導入して、SOF1 タンパク質を発現させた。精製 SOF1 タンパク質をラットに免

疫して、腸骨リンパ節法によりモノクローナル抗体を作製した。精巣や精子からタンパ

ク質を抽出し、得られた抗体を用いてウェスタンブロティングを行った。 

【KO 精子の特性解析】 

精巣上体尾部から採取した精子を TYH 中で前培養した。ホルモン処理した雌マウスの

卵管から卵を採取して、その一部はコラゲナーゼ処理により透明帯を除去した後、

Hoechst33342 で染色した。前培養 2～3 時間後、精子を卵に振りかけて、体外受精能力

を調べた。また、精子をスライドガラスに塗抹して、免疫染色に使用した。 

【トランスジーン（Tg）挿入による KO 雄マウス表現型のレスキュー】 

マウス Sof1 のコーディング領域をカルメジンプロモーター直下に挿入して、制限酵素

処理後、直鎖 DNA フラグメントを受精卵の前核に注入した。その後、Tg を持つマウス

を Sof1 変異マウスと交配させて Sof1 KO; Tg 雄マウスを作出した。Sof1 KO; Tg 雄マウ

スの妊孕性を雌マウスとの交配試験により調べた。 

 

４．研究成果 

【精巣や精子における SOF1 の検出】 

PCR により Sof1 は精巣で強く検出された。また、生後 0、6、8、10、12、14、18、21、

28、35 日齢の精巣 cDNA を用いた PCR では、28 日齢以降の精巣で Sof1 が検出できた。

以上から、Sof1 は精子細胞で発現すると考えられる。 

次に作製したモノクローナル抗体を用いてウェスタンブロティングを行ったところ、精

巣だけでなく精子でも SOF1 が検出できた。また、カルシウムイオノフォア（A23187）

で先体反応を誘起した精子由来のタンパク質抽出液でも SOF1 が検出できた。 

 

【KO 精子の特性解析】 

KO精子を体外で卵に振りかけたところ、こ

れらの精子は透明体を通過できたものの、

囲卵腔に溜まっていた（図 2A）。また、事

前にHoechst33342で染色した透明体除去卵

に精子振りかけたところ、KO精子は卵に接

着できるものの、精子に移入するHoechstの

シグナルはほとんど観察できなかった。 

さらに、KO 精子における IZUMO1 の局在

を免疫染色により調べたところ、IZUMO1

は存在し、先体反応により赤道節全体に広

がった（図 2B）。以上から、Sof1 KO精子は

IZUMO1 の局在が正常であるにも関わら

ず、卵との融合能力が消失しているためKO

オスは不妊になると考えられる。 

 

【Tg 挿入による KO 雄マウス表現型のレスキュー】 

Sof1 KO; Tg 雄マウスの妊孕性は、コントロールと同程度までにレスキューできた。以

上から、SOF1 は融合に必須な因子であることが明らかになった。 

図 2．Sof1 KO 精子の特性解析 
A．体外受精能力。KO 精子は透明帯を
通過できたものの融合できないため、
囲卵腔に溜まっていた。 
B．IZUMO1 の検出。KO 精子におけ
る IZUMO1 の局在は正常だった。 

A 

B 
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