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研究成果の概要（和文）： 
哺乳類精子鞭毛における Tektin2, Tektin3, Tektin4, Tektin5 についてその局在を解析し、

Tektin2は外側緻密線維周辺部に, Tektin3は中片ミトコンドリア表層と外側緻密線維周辺部に、

Tektin4 は外側緻密線維の皮質部に、Tektin5 は中片ミトコンドリア内側部に濃縮して存在する

ことを明らかにした。また、Tektin 分子と相互作用する分子をクローニングし、Tektin2 と相

互作用する分子として Tek2-BP1 を、Tektin５と相互作用する分子として Tektin4 および Odf1

をクローニングした。Tek2-BP1 は精巣特異的に発現する分子で，成熟精子の鞭毛中片のミトコ

ンドリアに局在する分子であることが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have clarified the subcellular distribution of Tektin2, Tektin3, Tektin4, Tektin5 in rat and mouse 

spermatozoa. Tektin2 is localized around outer dense fiber (ODF), Tektin3 is on the surface of 

mitochondria and ODF. Tektin4 is on the surface of ODF cortex, and Tektin5 is present on the inner 

surface of mitochondria in the middle piece od flagella. By yeast Two-Hybrid system, we isolated a 

novel molecule Tek2-BP1 as Tekitn2-interacting molecule as well as Tektin4 and Odf1 as a 

Tekitn5-interacting molecule. We found that Tek2-BP1 is localized on mitochondria of mouse sperm 

flagella. 
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１．研究開始当初の背景 

 

日本ではカップルの１０組に１組は不妊で

あり、そのうち約半数は男性側にその原因が

在る。男性不妊症は、無精子および乏精子症

（精子形成不全）と精子無力症（構造脆弱性、

低運動性、受精能低下）に大別できる。精子

無力症の発症機構は不明であることが多い

が、精子鞭毛の構造異常（軸糸、外側緻密線

維、線維鞘の構造的欠陥および配列不全な

ど）がその原因であると考えられている。下

等な生物の鞭毛の研究と比べて、哺乳類精子

鞭毛の構造解析は非常に遅れており、生殖生

物学的観点および男性不妊症の観点から、鞭

毛を構築する分子アーキテクチャーの解析

が必要である。本申請では哺乳類精子鞭毛蛋

白質 Tektin（テクチン）を中心とした解析を

行なう。 

 

２．研究の目的 

 

精子鞭毛の基本構造は微小管からなる軸糸

である。軸糸は中心微小管とモーター分子ダ

イニンが付着した外側二重微小管からなる

９＋２構造を持ち、この軸糸構造は放射状ス

ポークやネキシン等によって維持されてい

る。この鞭毛軸糸は動物界におけるほとんど

の精子に見られる形質であり、ウニ精子など

下等動物の鞭毛を材料として、多くの構造解

析研究がなされてきた。一方、粘性が高い雌

性生殖洞を長時間泳がなければならない哺

乳類、鳥類および爬虫類の精子では、鞭毛軸

糸を取り囲むように軸糸周辺構造体、即ち、

外側緻密線維（ODFs）、衛星線維、線維鞘、

および多数のミトコンドリアが存在する。こ

の軸糸周辺構造体は、体外受精を行う動物種

（下等動物、魚類、両生類）の精子鞭毛には

存在せず、体内受精を行なう爬虫類以降の生

物進化過程で獲得されてきた構造であり、精

子鞭毛に構造的強度と弾性を与え、また軸糸

との有機的結合により鞭毛運動の増幅にも

関わっている可能性が示唆されている。また、

線維鞘や外側緻密線維には解糖系酵素やア

デニレートキナーゼが局在しており、精子鞭

毛運動に必要な ATP を供給するための足場

となる役割も担っている。軸糸の研究と比較

して、軸糸周辺構造体の構造解析は遅れてい

る。本研究は下記に記載するように、鞭毛構

成分子である Tektin を中心として、精子鞭

毛、特に軸糸周辺構造体について、その分子

アーキテクチャーの解明を目指すものであ

る。 

具体的な目的 

（１）精子鞭毛の構成成分である Tektin

分子群の局在を電子顕微鏡を用いてナノ

スケールレベルで明らかにする。 

（２）Tektin 分子と相互作用する分子を

クローニングし、その局在を明らかにす

る。これらの研究によって、哺乳類精子

鞭毛の分子アーキテクチャーの解明に貢

献することを目的とする。 

  

３．研究の方法 

 

（１）形態学的研究 

 Tektin 分子は生物進化上良く保存されてい

る分子で、分子間相互作用に関わる

coiled-coil モチーフを複数有している。これ



までにウニにおいて３種類の Tektins 

(Tektin a, b, c) が報告されている。哺乳類

においても Tektin1, Tektin2, Tektin3 がク

ローニングされ、その後我々の研究室におい

て、Tektin4, Tektin5 がクローニングされた。

ウニ精子の鞭毛やクラミドモナス鞭毛におい

て、Tektin は重合して繊維性分子を形成して

軸糸の微小管に結合すると考えられ、軸糸形

成やその運動制御に関わると考えられている。

哺乳類精子においては、しかしながら、全て

のTektin分子が必ずしも軸糸微小管の結合蛋

白質ではなく、軸糸周辺構造体の成分として

存在することを我々や他の研究室 (Cao et al, 

Mol. Cell Proteom. 5:801-810, 2006) が報

告した。Tektin4 は外側緻密線維の皮質部に

Tektin5 は中片ミトコンドリア内側部に濃縮

していることが我々の研究によって明らかと

なった。Tektin2, Tektin3 については精子鞭

毛に局在することは確かであるが、その詳細

な分子局在は不明である。これらの精子鞭毛

における分子局在を明らかにするために、

Tektin1, Tektin2, Tektin3 に体する特異的

抗体を作成する。作成した抗体を用いて、超

薄凍結切片(Tokuyasu 法)を用いた免疫電顕法、

および超音波処理によって抗体透過性にした

精子を材料にした前包埋法により、抗原の分

子局在をナノスケールレベルで解析する。 

 

（２）生化学的研究 

   精製したラット精子鞭毛を材料として用い

る。Tektin分子はそのcoiled-coil モチーフ

配列により、自律的に繊維性重合体を形成す

る。色々な可溶化剤（Triton X-100, チオシ

アン化カリウム, 尿素）で順次精子鞭毛を可

溶化する精子分画法によって、精子タンパク

質を （a）形質膜・ミトコンドリア鞘分画、 

(b)  軸糸分画、(c) 外側緻密線維分画、およ

び (d) 線維鞘分画に分別することができる。

また同じ材料をEDTA-１％ SDS 処理すること

によって、鞭毛鞭毛の軸糸と外側緻密線維皮

質部を可溶化することができる。これらの分

画サンプルを用いてイムノブロットを行ない、

Tektinファミリー分子群の分子局在を生化学

的に解析し、（１）の形態学的研究結果と比

較検討する。解析は１次および２次元電気泳

動法を用いる。 

  

（３）分子間相互作用の研究 

  ノックアウトマウス精子の観察から、Tekt

in2 の欠損は鞭毛の屈曲異常と鞭毛運動の

著しい低下および不妊を引き起こすことが

報告されている（Tanaka et al, Mol Cell 

Biol, 24:7958-7964, 2004）。また、Tekti

n4の欠損では形態的異常は生じないが、エネ

ルギー代謝が低下し（ATPの枯渇）、運動性

が著しく低下することが報告されている（R

oy et  al., FASEB J, 21:1-13, 2007）。ゆ

えに、Tektin は哺乳類精子鞭毛の分子骨格

を構成する重要分子であると推測される。T

ektin 分子群の精子鞭毛における生理的機

能を明らかにするためには、Tektin 分子の

局在の解明に加え、Tektin分子と相互作用す

る分子を見いだすことが必要となる。 

   現在我々は、酵母Two-hybrid法によって、

Tektin2,Tektin4,Tektin5 と相互作用する

分子の検索を行なっており、cDNAライブラリ

ーからいくつかの候補分子を同定している

(表１,右端列の候補分子)。Tektin1,Tektin

3 についても同様な方法によって、相互作用

する分子を探索する。候補分子に対しては、

培養細胞へのトランスフェクション／免疫

沈降・免疫染色、大腸菌で作製した組換えタ

ンパク質を用いたプルダウン実験を行ない、

分子間相互作用をさらに検討する。また、相

互作用を確認した分子に関しては、Tektin 

分子内のcoiled-coil モチーフが分子間結



合に関与するか否かを検討するために、coi

led-coil モチーフを欠損する様々なミュー

タント分子を作成し、同様な結合アッセイを

行なう。候補分子については、（１）の形態

学的方法、および（２）の生化学的方法を用

いて、精子鞭毛における分子局在を明らかに

する。 

 

４．研究成果 

 

Tektin分子は生物進化上良く保存されている

分子で、分子間相互作用に関わるcoiled-coil

モチーフを複数有している。これまでにウニ

において３種類のTektins (Tektin a, b, c) 

が報告されている。哺乳類においても

Tektin1, Tektin2, Tektin3 がクローニング

され、その後我々の研究室において、Tektin4, 

Tektin5 がクローニングされた。ウニ精子の

鞭毛やクラミドモナス鞭毛において、Tektin

は重合して繊維性分子を形成して軸糸の微小

管に結合すると考えられ、軸糸形成やその運

動制御に関わると考えられている。哺乳類精

子においては、しかしながら、全てのTektin

分子が必ずしも軸糸微小管の結合蛋白質では

なく、軸糸周辺構造体の成分として存在する

ことを我々や他の研究室 (Cao et al, Mol. 

Cell Proteom. 5:801-810, 2006) が報告した

。Tektin4は外側緻密線維の皮質部に、Tektin5

は中片ミトコンドリア内側部に濃縮している

ことが我々の研究によって明らかとなった。

Tektin2, Tektin3 については精子鞭毛に局

在することは確かであるが、その詳細な分子

局在は不明である。これらの精子鞭毛におけ

る分子局在を明らかにするために、Tektin2, 

Tektin3 に対する特異的抗体を作成し、作成

した抗体を用いて、超薄凍結切片(Tokuyasu

法)を用いた免疫電顕法、および超音波処理に

よって抗体透過性にした精子を材料にした前

包埋法により、抗原の分子局在をナノスケー

ルレベルで解析した。その結果、Tektin2 は

外側緻密線維周辺部に, Tektin3 は中片ミ

トコンドリア表層と外側緻密線維周辺部に濃

縮して存在することが明らかとなった。 

 平成２２、２３年度はTektin分子と相互作

用する分子をクローニングすることを主体に

研究を推進し、以下の研究結果を得た。酵母

Two-Hybrid 法によって、Tektin2と相互作用

する新規分子Tek2-BP1をクローニングした。

また、Tektin５と相互作用する分子として

Tektin4およびOdf1をクローニングした。さら

に、酵母Two-Hybrid 法および培養細胞へのト

ランスフェクション法によって、異なる

Tektin分子間の相互作用を解析した。その結

果、Tektin2-Tektin4, Tektin2-Tektin3, 

Tektin4-Tektin5 の分子間において間相互作

用が検出され、これらTektin分子がヘテロ的

に重合して鞭毛の繊維成分を構築している可

能性が考えられた。また、酵母Two-Hybrid 法

、培養細胞へのトランスフェクション法によ

って、Tek2-BP1はTektin2と実際に結合するこ

とが示唆された。さらに、特異的抗体を作成

し、その発現、局在を解析したところ、

Tek2-BP1は精巣特異的に発現する分子で，成

熟精子の鞭毛中片のミトコンドリアに局在す

る分子であることが判明した。 
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