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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、精子と卵子の膜融合のメカニズムに関する研究をおこなった。今までの研究から

CD9 と呼ばれる膜タンパク質が卵側因子として必須であることを報告してきたが、本研究から、

CD9 は卵子から放出される分泌小胞、エキソソーム（exosome）、の構成因子として機能してお

り、CD9 が欠損するとエキソソームが放出できなくなること、さらに、エキソソームには精子

が融合能力を獲得する際に必須であることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Membrane fusion is an essential step in the encounter of two nuclei from sperm and egg in 

fertilization. Here, we showed that sperm–egg fusion is mediated by vesicles containing CD9 

that are released from the egg and interact with sperm. 
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１．研究開始当初の背景 

卵子の生殖能力を温存する方法としては、

悪性腫瘍治療にともなう化学療法や放射線

治療によって引き起こされる卵巣不全、卵細

胞の機能障害に対して、卵巣や卵子の凍結保

存による妊孕性温存法の開発を含めた様々

な検討が現在行われている。しかし、卵細胞

は大きさや細胞周期が体細胞とは大きく異

なることから、卵細胞の機能を完全に保存し

た状態での有効な凍結方法や、精子と融合す

る受精能力をもった卵子（成熟した卵細胞）

の機能回復を図るための培養方法は未だに

確立されていない。そのため、加齢によって

ヒト卵子の生殖能力が低下することが知ら

れているが、対処方法が存在しないのが現状

である。 

凍結保存による問題点としては、凍結融解

および卵巣移植による環境変化によって卵

子の有する受精能力および受精後の細胞分

裂や細胞分化によって個体を形成するため
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の発生能力が損傷を受ける可能性が考えら

れる。卵子の受精能力および発生能力を制御

する分子メカニズムに関する科学的知見が

不足している現状では、卵子機能の回復に関

する分子レベルの指標が存在しないため、卵

子の損傷度を診断することができない。。 

我々は、遺伝子欠損マウスを用いた分子生物

学的および生化学的実験から、膜４回貫通型

タンパク質 CD9 が受精の膜融合に必須であ

ることを明らかにしてきた（Miyado et al. 

Science, 2000）。CD9 は、細胞接着分子や膜結

合型細胞増殖因子などと細胞膜で複合体を

形成し、細胞接着を介した細胞増殖を制御す

ると考えられている膜タンパク質である。本

研究では CD9 が関わる膜融合機構を蛍光タ

ンパク質との融合タンパク質を卵特異的に

発現させることによって生きた卵子での

CD9 の局在解析を通じて、受精を制御する分

子メカニズムの解明をめざした研究を行っ

た。マウス卵子とヒト卵子の受精は同様の分

子メカニズムによって制御されていると考

えられていることから、マウス卵子から得ら

れる結果はヒト卵子にも応用可能であると

考えられる。 

 

２．研究の目的 

 加齢による卵巣機能の低下は、生理的な環

境変化によって卵子の有する受精能力が障

害を受けた結果として生じる可能性がある。

そこで、損傷を受けた卵子の機能を回復させ

るための培養法の開発が必要である。しかし、

卵子の受精能力に関する科学的な知見が不

足しているため、十分に検証することができ

ないのが現状である。そこで、本研究では、

卵子のもつ受精能力に関する基礎的研究も

合わせて研究開発を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）生きた状態での受精の観察 

CD9 を免疫染色した結果から、時間経過に

ともなって未受精卵子での CD9 の局在が大

きく変化することがわかってきた。そこで、

受精のイメージング系をマウス卵子を用い

て構築することにより、受精前後での細胞膜

の動態を経時的に観察した。特定のタンパク

質に蛍光タンパク質を融合させることによ

り、卵子側を視覚化する研究はいままで例が

ない。検出には、共焦点レーザー顕微鏡およ

びライカ蛍光イメージングシステムを用い、

３次元画像として再構築する。この系を立ち

上げることより、時間的空間的なタンパク質

の挙動変化を、受精に関連させて経時的に追

跡することができる。現在の蛍光顕微鏡で使

用するフィルターの種類および蛍光タンパ

ク質の種類から考えると、10 種類のタンパク

質の挙動を生きた卵子を使って観察するこ

とが可能である。 

（２）トランスジェニックマウスの作製 

 CD9 の細胞内領域に EGFP（Enhanced Green 

Fluorescent Protein）を融合させたタンパク質

を発現するトランスジェニックマウス（Tg

マウス）を作製した。作製に際しては卵子特

異的に発現させる系統と全身に発現する系

統の作製を試みたものの、結果として卵子特

異的に発現させる系統のみが樹立できた。そ

の雌マウスから排卵された卵子を用いて、生

きた卵子での CD9 の動態を観察した。プロモ

ーターには、卵子特異的マウス ZP3 プロモー

ターを用いた。さらに、Tg マウスと CD9 欠

損 マ ウ スを 交 配さ せる こ とに よ り、

EGFP-CD9 融合タンパク質が正常に機能する

かどうか、融合異常を回復できるかどうかを

検討した。 

（倫理面への配慮） 

 国立成育医療センター動物実験指針に基

づいて適切な管理基準の下で、実験を行った。 

 

４．研究成果 

（１）CD9 とは？ 

CD9（Cluster of Differentiation 9）は膜 4 回

貫通型タンパク質で、4 つの細胞膜貫通領域、

大きさの異なる 2 つの細胞外領域、比較的短

い 2 つの細胞内領域をもっている（図１）。

膜貫通型タンパク質の中には、CD9 のように

膜４回貫通型タンパク質が知られている。

その中には、クローディン（Claudin）、オク

ルディン（Occuludin）のような細胞間の接着

構造を形成することが知られているタンパ

ク質や、コネキシン（Connexin）のようにギ

ャップジャンクションを形成するタンパク

質が知られているが、いずれもファミリーを

形成して複数の相同性のあるタンパク質が

知られている。しかし、多細胞生物が膜４回

貫通型タンパク質ファミリーを複数もって



 

 

いる理由は不明である。CD9 と同様の構造を

もった膜タンパク質はテトラスパニンと呼

ばれるタンパク質ファミリーを形成してお

り、哺乳動物、ショウジョウバエ、線虫では

約 30 種類のファミリー分子が知られ、植物

ではそれらを上回る約 60 種類の分子が同定

されている。それぞれの遺伝子は特定の染色

体領域ではなく、複数の染色体に別々に存在

し、進化的にどの遺伝子がプロトタイプであ

るかは不明である。 

CD9 は血小板の細胞膜に対する抗体の抗

原として発見され、また、B 細胞の分化初期

において特異的に細胞膜に存在する膜タン

パク質としても報告された。その後の解析か

ら、樹状細胞、T 細胞といった免疫系細胞で

も CD9 が発現していることが明らかとなっ

た。さらに、癌細胞の運動能を抑制する抗体

の抗原として単離された MRP-1 は CD9 と同

一のタンパク質である。加えて、CD9 はヒト

やマウスの胚性幹細胞（ES 細胞）や間葉系幹

細胞といった多分化能をもった未分化な細

胞の細胞膜に豊富に存在するタンパク質で、

未分化細胞を選別するための細胞表面マー

カーの 1 つとしても知られる。抗 CD9 抗体は

免疫系細胞のフローサイトメトリー用に数

多くの種類が販売されており、容易に入手で

きる。抗 CD9 抗体が認識するエピトープはい

ずれも第 2 ループ内に存在し、抗 CD9 抗体は

ループ構造が作る立体構造を認識すること

が報告されている。還元条件下では、エピト

ープとなる立体構造が壊され、抗体による検

出が難しくなることから、ウエスタンブロッ

ト法による CD9 タンパク質の検出には非還

元条件で調整されたサンプルを用いる。数は

尐ないものの、還元条件下でも CD9 を認識す

る抗体も販売されている。また、抗体認識部

位と考えられている第 2 ループの塩基配列の

保存性は低く、言い換えると種特異的で、複

数の動物種の CD9 を共通に認識する抗体は

知られていない。一方、膜貫通領域や細胞内

領域の保存性は高く、ヒトとカエル間でもア

ミノ酸配列は保存されている。CD9 の機能領

域の解析は、生物種によって配列の特異性が

ある第 2 ループについて主に行われており、

今までの報告から、第 2 ループの構造が隣接

する因子との相互作用に機能していると考

えられている。 

CD9 を含むテトラスパニンの生理的機能

は細胞接着因子であるインテグリンとの関

連から調べられており、インテグリンの補助

因子として報告されている。しかし、インテ

グリンファミリーに属する遺伝子を発生工

学的手法を用いて破壊した場合の表現型は、

胚性致死にいたるものが多く、それに対して

テトラスパニンの場合では、異常は認められ

るものの、胚性致死のような重篤な表現型を

示す系統は知られていない。このことから、

生体内においてテトラスパニンと複合体を

形成する因子はインテグリン以外に存在す

ると考えられる。また、テトラスパニンの中

では、CD9 と最もアミノ酸配列の相同性が高

い CD81 は CD19 と複合体を形成することが

報告されており、CD81 を欠損したマウスで

は CD19 を欠損したマウスと同様に免疫系に

異常をきたし、抗体産生が異常となることが

報告されている。培養系を用いた解析から、

CD81 は CD19 が細胞膜に局在するために必

須であり、CD19 は CD81 を介して他の因子

と複合体を形成しており、遺伝子欠損マウス

の表現型とも一致している。さらに、マウス

と同様に抗体産生能が低下した病態をもつ

被験者で CD81 遺伝子に変異が起こり、CD81

の発現が消失していることが報告されてい

る。テトラスパニンの機能がヒトでもマウス

でも共通して証明された例は CD81 が初めて

である。一方、CD9 が欠損したことによるヒ

トの不妊症は現在のところ報告されていな

い。 

（２）CD9 欠損雌マウスは不妊で、CD9 欠損

卵子は受精の膜融合に異常を示す 

 常法に従って作製された CD9 欠損マウス

は、野生型と同じように正常に発育し、外見

的、組織学的な解析からも特別な異常は見つ

けられず、雄の生殖能力は正常であったもの

の、CD9 欠損雌マウスは重篤な不妊症状を発

症することがわかった。CD9 欠損雌マウスの

卵成熟過程に特別な異常は認められなかっ

たことから、受精から着床前期の間で異常が

起こることが予想され、まず最初に、受精過

程について体外培養系を用いて調べた。その

結果、CD9 欠損卵子は精子と受精することが

できず、多数の精子が透明帯と卵細胞膜の間

のスペースに溜まった状態になることが観

察された。さらに、透明帯を人為的に除去し

た CD9 欠損卵子に精子を加えると、精子は卵

細胞膜に結合するが、融合はきわめて稀にし

か起こらないことがわかった。すなわち、CD9

欠損卵子では、精子との細胞融合の手前で受

精のステップが進まなくなってしまうため、

通常は精子が融合した後に起こる卵子の変

化（表層反応）が起こらず、多くの精子が透

明帯の内側に入った状態になってしまった。

さらに、CD9 欠損卵子では精子との融合後の

発生過程にも異常があるかどうかを調べる

ために、野生型精子を CD9 欠損卵子の細胞質

へ直接マイクロインジェクション（ICSI）し



 

 

たところ、野生型卵子と同等の頻度で産仔が

得られたことから、CD9 欠損卵子では発生過

程は正常であることがわかった。 

（３）CD9 の細胞融合における機能の手がか

り 

 遺伝子欠損マウスの研究からは、研究を新

しい方向に大きく転換させる結果が得られ

る場合がある。CD9 の受精における役割も、

遺伝子欠損マウスの解析を通じて初めて明

らかになったものである。しかし、多くの場

合には遺伝子欠損マウスの異常を見つけら

れないか、異常が認められたとしても、培養

系による解析が困難で、それ以上の解析が進

まない例がある。それだけ、生体内での解析

は生体外とは異なる多くの因子の影響を考

慮しなければならない。CD9 の場合は、受精

における精子と卵子の膜融合に必須である

ことが明らかにはなったものの、既知の機能

ドメインを持たない CD9 の機能解析はなか

なか進まなかった。しかし、最近の研究から

新しい展開への手がかりを得ることができ

た。 

 まず、CD9 の挙動を生きた卵子で観察する

ために、CD9 とクラゲ由来の蛍光タンパク質

として知られる GFP との融合タンパク質を

卵子に発現させた。GFP に CD9 が融合した

タンパク質（CD9-EGFP）を卵子だけで発現

させるベクターを構築し、CD9 欠損雌マウス

に導入したところ、CD9 欠損マウスの受精障

害を野生型マウスと同等のレベルまで回復

させ、CD9 欠損雌マウスから健康な仔を得る

ことができた。次に、排卵した卵子を観察し

たところ、従来の顕微鏡観察では認められな

かったようなパターンで CD9 が存在するこ

とが生きた卵子での観察から明らかとなっ

た。従来の観察では、CD9 は卵子の細胞膜に

存在すると考えられていたが、生きた卵子で

は細胞膜に限定されず、細胞膜と透明帯と呼

ばれる卵子を取り囲む細胞外マトリックス

の隙間（囲卵腔、perivitelline space）に約半分

の量の CD9 が存在することが明らかになっ

た。さらに、囲卵腔に存在する CD9 を透明帯

を取り除いた卵子の培養液から回収し、透明

帯を除去した CD9 欠損卵子と混合した後に

精子と体外受精を行ったところ、CD9 欠損卵

子の受精障害を完全に回復させることがで

きた。さらに、透明帯を除去した野生型卵子

と CD9 欠損卵子を共培養し、そこに精子を加

えることによっても精子が CD9 欠損卵子に

融合することを確認した。以上のことは、卵

子から囲卵腔に分泌された CD9、または CD9

を含む構造体が精子と卵子の融合に機能し

ていることを示す有力な証拠である。さらに、

透過型電子顕微鏡による観察から、CD9 単独

ではなく、CD9 を含む構造体が囲卵腔に存在

す る こ と が わ か っ た （ 図 2 ）。 そ の

直径は 50〜250nm であり、細胞膜のように明

瞭な２重脂質層をもっていなかった。CD9 を

含む膜構造体が細胞外に存在するという報

告は、免疫系の B 細胞や樹状細胞ですでに報

告されており、エキソソーム（exosome）と

呼ばれ、細胞間での物質のやり取りに関わっ

ていると考えられている。そこで、卵子での

CD9 を含む膜構造体もこのエキソソームの

仲間ではないかと推測された。また、従来の

研究では、CD9 は卵子の細胞膜上に存在する

微絨毛（microvilli）の構成成分で、CD9 欠損

卵子では微絨毛の形態が異常であることか

ら、CD9 は微絨毛の形成および機能に関わっ

ていると予想され、微絨毛に機能障害がある

CD9 欠損卵子は精子との融合はできないと

考えられてきた。しかし、エキソソームとの

共培養によって CD9 欠損卵子と精子との融

合が可能になったことは、微絨毛は必須では

なく、エキソソームが必要であることを示し

ている。また、今までの研究から、微絨毛は

排卵直後の卵子からエキソソームが放出さ

れる過程で形成される副産物ではないかと

予想される。 

（４）エキソソームの生理機能と細胞融合に

おける役割 

 CD9 などのテトラスパニンを含む膜構造

体は、前述のようにエキソソームと呼ばれ、

その存在は1970年代から議論されてきた[19]。

癌細胞を培養したときに培養液中に存在す

る微細な構造物は、細胞から放出される機能

を有した膜構造体といった報告がある一方

で、細胞膜の破片であるといった考えもあり、

機能性の構造体としての地位が確立された

のは、ここ 7 年のことである。エキソソーム

と命名された構造体は細胞核にも存在する

が、ここで言うエキソソームとは全くの別物

である。免疫系の樹状細胞でエキソソームの

機能解析が進んでおり、エキソソームの構成

成分として CD9 などのテトラスパニン、糖脂

質（ガングリオシド）GM3、熱ショックタン



 

 

パク質ファミリーHSP70 および HSP90、主要

組織適合遺伝子複合体（MHC）の構成員であ

る class I 抗原が含まれていることが知られて

いる。また、エキソソームの形成経路として、

細胞膜の一部がエンドサイトーシスによっ

て内在化し、エンドソームとの融合によって

形 成 さ れ た 多 胞 性 エ ン ド ソ ー ム

（multivesicular body）の一部がエキソソーム

として、エンドサイトーシスによって細胞外

に放出されることが知られている。放出され

たエキソソームは標的細胞の細胞膜と融合

することにより、エキソソーム内にある物質

（タンパク質や mRNA など）を標的細胞に導

入するという報告がある。 

一方、ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）が

感染した細胞から次の細胞に伝播するとき

には、細胞がもっているエキソソームの形成

経路を HIV-1 が乗っ取り、より効率よく周辺

の細胞に HIV が感染することが示されてい

る。このことは、エキソソームを介した細胞

融合のメカニズムがウイルスと受精で共通

していることを示唆している。エキソソーム

は何らかの因子を細胞から細胞へ輸送する

ための必要であると考えられているが、膜融

合に関してはその実体は不明である。膜融合

には何らかのエネルギーが必要であるとも

考えられることから、ATP などの高エネルギ

ーを産生するための酵素類を運ぶ可能性も

考えられる。 

（５）CD9 結合タンパク質の同定 

CD9 変異体の解析から、CD9 の C 末端７ア

ミノ酸に機能領域があることを明らかにし

た。更に、酵母 two-hybrid 系から CD9 結合タ

ンパク質として tubulinβ2Aを同定した。この

ことから、CD9 の膜融合における機能がチュ

ーブリンを主成分とする微小管によって調

節されている可能性が出てきた。今後は、加

齢による生殖能の低下について受精効率の

観点から解析を行う。特に CD9 および

tubulinβ2A の機能に注目して研究を行う。本

研究では、微小管の重合促進・重合阻害によ

って受精能力を制御する方法を開発するこ

とをめざす。 

 受精における膜融合の研究は、プロテアー

ゼの研究からはじまり、接着因子などの膜タ

ンパク質の研究へと移行し、CD9、Izumo が

融合に必須であることが明らになった後は、

大きな進展がなかった。しかし、最近になっ

て受精とウイルスの細胞への感染機構が類

似した分子機構を使っている可能性が出て

きた。その分子機構の中核となるのはエキソ

ソームと呼ばれるナノサイズの膜構造体で

ある。今後は有機化学に関わる分野との共同

研究を推進することが重要となってくるで

あろう。ヒトの不妊症との関連はまだまだ謎

であり、更なる研究が必要である。 
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