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研究成果の概要（和文）：精子中心体機能を評価するために新規作製した ODF2 遺伝子欠損ヘ
テロマウスの不妊の原因が、精子頸部の脆弱性によることを明らかにした。精子形成期におけ

る ODF2と他の中心体関連タンパク質との相互関係を western blot法と real-time PCR法により
解析した。ODF2-2α-EGFP ヘテロオスマウスを作製した。培養細胞にて ODF2 の isotype
の相互作用を解析した。 
研究成果の概要（英文）：ODF2 is a widespread centrosome scaffold component including sperm 
centrosome. In order to analyze the function of sperm ODF2, we established ODF2 knockout hetero 
mice and ODF2-EGFP transgenic (TG) mice. ODF2 hetero male mice were infertile due to the 
functional failure of sperm. We analyzed the association of ODF2 with other centrosome-associated 
proteins in mature sperm and developing germ cells using ODF2 KO mice and TG mice. 
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１．研究開始当初の背景	 

不妊治療の現場では、IVF（体外授精）およ
び精子や精細胞を用いた ICSI（卵細胞質内精
子注入）法が世界的に広く行われている。し

かし、精子中心体が正常に機能しない場合に

は微小管が形成されず、受精卵は初期発生段

階で発生が停止してしまう。ヒト精子中心体

が卵活性化に必須であることが知られてか

ら久しいが、精子中心体の分子の性状と局在

は極めて複雑であり解析が難しく、中心体に

対する良い抗体も少なく、疾患モデルマウス

も世界的にみても作出されていない。そのた

め、精子形成から卵活性/胚発生に至るまでの
中心体関連タンパク質機能に関する基礎デ
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ータは極めて乏しく、不妊治療への応用がな

されていないのが現状である。申請者らは、

精子中心体関連 ODF2遺伝子改変ヘテロマウ
スを作成し、その雄が不妊であることが判っ

た。また、複数ある ODF2 の isotype のうち
ODF2-2αに緑色蛍光蛋白質 EGFPをつないだ
ODF2-EGFP トランスジェニック(TG)マウス
を作成した。本研究課題では、その成果をさ

らに発展させる。 
 
２．研究の目的	 

ODF2 を中心に中心体関連タンパク質の機能
をあきらかにする。このために次の４つの目

的を設定した。 
(1) 男性不妊を呈する ODF2 ヘテロマウスの
成熟精子を解析し、ODF2 ヘテロマウスが精
子中心体機能解析に適しているかどうかを

判定する。 
(2) 精子形成における ODF2 と関連する遺伝
子の発現量とタンパク質量の変化を解析す

る。 
(3) ODF2-2α-TGマウスを用いて、ODF2と精
子中心体との関連を解明する。 
(4) ODF2の isotypeの相互作用を解析する。 
 

３．研究の方法	 

(1) ODF2ヘテロ雄と不妊キメラ雄および野

生型雄の成熟精子を光顕および電顕レベル

で解析し、不妊の原因となる形態学的異常を

解析した。ヘテロと野生型の成熟精子を抗

ODF2抗体と F10抗体（ODF2を認識する異

なる現有の抗体）を用いて蛍光抗体法にて比

較解析した。 

(2) リアルタイム PCR法を用いて ODF2ヘテ

ロ精巣と野生型精巣における ODF2, ODF1, 

γ-tubulinの DNA量を比較した。ODF2ヘテロ

マウスと野生型マウスの精巣と精巣上体尾

部精子における ODF2, α-tubulin, β-tubulinの

タンパク質量を比較した。 

(3) ODF2 ヘテロメスと ODF2-2α-EGFP- 

TG オスを交配させ ODF2-2α-EGFP 遺伝

子をもつ ODF2 ヘテロ（ODF2-2α-EGFP

ヘテロ）オスマウスを作製した。  

(4) ODF2の isotype 1α, 2α, 3β,4の関係を解析

するために、それぞれ緑色蛍光タンパク質

EGFP と赤色蛍光タンパク質 mCherry をつな

いだ発現ベクターを作製し、Hek293T細胞に

共発現させ、高解像蛍光顕微鏡にて観察した。

さらにそれぞれの位置関係をより詳細に解

析するため、青色蛍光タンパク質 AmCyan

と黄色蛍光タンパク質 ZsYellow につないだ

ベクターを新たに作製して、Hek293細胞に共

発現させて超解像レーザー顕微鏡 STED-CW

を用いて解析を行った。 

 

４．研究成果  

(1) ヘテロ精子の形態異常は、キメラ精子で

観察されたものと同様であったが、観察した

精子のほとんどが脆弱な頸部および尾部を

持ち、直進運動能をもつ精子は全体の約２％

であった。ヘテロと野生型の成熟精子では

ODFの局在に違いがあることがわかった。 

(2) ODF2 ヘテロ精巣では野生型精巣と比べ

てODF2量が低下していたが、ODF1, γ-tubulin

は顕著な変化が見られなかった。ODF2 ヘテ

ロでは野生型と比べて、精巣および精巣上体

尾部精子における ODF2量は低下していたが、

α-tubulin, β-tubulin 量には著明な変化がなか

った。 

(3) 雄親である TGマウスの ODF2-2α-EGFP

の発現量に個体差があり、rescue 実験に影響

があることが判った。そのため、個体による

発現量の差をなくすために、両アリルに

ODF2-2α-EGFP が導入されたマウスを作製中

である。 

(4) ODF2-1α, 2α, 3β, 4は、初めは細胞内の 1

点に発現しその後伸長すること、各々の

isotype は完全には共局在しないことが判っ

た。ODF2-1α・3β・4を ODF2-2αと共発現す



 

 

ると、異なる発現パターンを示すことが判っ

た。 
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