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研究成果の概要（和文）：TEX101は、Ly6-like prorein superfamilyに属すGPIアンカー型タン

パク質であり、生殖細胞特異抗原である。本研究ではこの分子と精巣内で共役するLy6k及び

dipeptidase3の分子性状を詳細に検討した。その結果、Ly6kの精巣内における胎生期から性成

熟期に至る詳細な発現動態、及びTEX101とdipeptidase 3が精巣内生殖細胞膜上で分子複合体を

形成することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：TEX101, a unique GPI-anchored germ cell marker protein, belongs Ly6-like 
protein superfamily.  In this study, we analyzed molecular characteristics of Ly6k and dipeptidase 3, 
associated molecules with TEX101 in the mouse testis.  The experimental results have shown that 
precise molecular expression of Ly6k during testicular development, and dipeptidase 3 forms complexes 
with TEX101 on the surfaces of spermatocytes, spermatids, and testicular spermatozoa. 
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１．研究開始当初の背景 

 
配偶子形成は正常な受精・発生を保証する

上で重要かつ本質的な過程である。その過程

に関連する分子の機能不全は配偶子の機能

不全に繋がり、結果として不妊症になる。配

偶子形成の場である性腺には特異的な分子

機構があると考えられるが、根本的理解に達

する段階には程遠く、これら分子機構を解明

するための新たな基礎的・臨床的研究突破口

が必要と考えられる。 
 本研究代表者は、これまで受精・配偶子形

成過程の分子機構を研究してきたが、近年、

生殖細胞特異抗原 TEX101 を同定し、本分子

の特徴をこれまでの研究で明らかにしてき

た。性腺に特異かつ特徴的な発現動態を示す

本分子は、雌雄生殖細胞の新規マーカー分子

として、また一部の癌細胞にも発現が認めら



れることから新たな Cancer-Testis 抗原として

も近年注目されている。 
４．研究成果 

TEX101 関連分子として Ly6k、dipeptidase 3、

を同定したこのうち Ly6k は： 1) 精巣内にお

ける TEX101 との発現相互作用の解析を行い、

胎生期から性成熟期に至る詳細な発現動態 

 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの文部科学省科学研究

費補助金・基盤研究 C (18591813)「プロテオ

ミクスを用いた配偶子形成過程における分

子基盤の解析」、同 (19591912)「遺伝子導

入を用いた生殖細胞特異抗原 TEX101 の

性腺形成制御機構の解析」の研究成果をふ

まえ、TEX101 及びその関連分子の生殖腺

内の分子動態を更に明らかにし、配偶子・

初期胚の機能不全が原因と推定される原

因不明不妊症の病態の一端を分子動態的

に解明する一助とすることを最終目的と

して計画した。 
 
３．研究の方法 
TEX101 に対する抗体は TES101(Kurita et al, 
Biol.Reprod. 64:935-945, 2001.), 6002, Ts4 
(Yoshitake et al, J.Reprod.Immunol. 79:1-11, 
2008) を用いた。これらの抗体を用いて､

マウス精巣 TritonX-100®可溶分画に対し

て免疫沈降を行い、LC-MS を用いた質量分

析 は 既 報  (Tsukamoto et al, BBRC 
345:229-238, 2006) に従い行った。同定し

た TEX101 関連分子は既報(Yoshitake et al, 
BBRC 372:277-282, 2008)に従い組換えタン

パク質を作製し、それを免疫源としたウサ

ギ多クローン抗体を樹立した。 
 

をあきらかにした(Fig.1) 2) 多クローン抗体

と単クローン抗体の異反応性を詳細に検討

した結果、膜結合型 Ly6k 17kDa form 及び可

溶型 12kDa form の存在 の 2 点を生化学的・

形態学的な手法を用いて明らかにした。また

dipeptidase 3 に関しては：3) 精巣内の Ts4 が

認 識 す る 糖 鎖 を 有 す TEX101 分 子 と

dipeptidase 3 が精巣内生殖細胞膜上で分子複

 Fig. 1. Ly6k 
immunohistochemist
ry of the developing 
mouse testis.  
Stained with the 
anti-Ly6k pAb (A), 
and with a mAb for 
Ly6k (mk34) (B) of 
testes isolated from 
18-dpc to 
8-week old, and 
double 
immunostaining of 
the developing testis 
(C). The fluorescent 
staining patterns of 
the pAb (red) (a), 
mk34 (green) (b), 
their overlay (c). Note 
only the 
pAb reactive regions 
of the testicular 
seminiferous tubules 
from 13-dpp-old 
mouse (arrowheads). 
Bars: 40µm . 
(From Maruyama et al, 
BBRC,402:75-81, 
010) 2

 

 

Fig. 3. Immunofluorescence analysis of the anti-DPEP3 pAb and 
TES101 immunoreactivity. (A) In the sexually mature mouse 
testis. Frozen sections of testes fixed in 4% PFA were incubated 
with the primary antibodies for overnight at 4 ◦C, and subsequently 
with a fluorescent dye (Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 
594)-conjugated second antibodies, then counterstained with DAPI 
(blue). The localization of DPEP3 and TEX101 is indicated as green 
and red fluorescents respectively, and observed by confocal laser 
microscopy. Panels c and g show superimpositions of the images 
shown in (a) and (b) or (e) and (f) respectively. SG, spermatogonia; 
SC, spermatocytes; ST, spermatids; SZ, spermatozoa. Arrowheads 
indicate the spermatogonia immunostained only with the 
anti-DPEP3 pAb. Bars: 25µm. (B) Localization of DPEP3 and 
TEX101 on the surface of testicular germ cell. The germ cells, 
isolated from fresh testis, were fixed with 1% PFA. After incubation 
with the anti-DPEP3 pAb or TES101 mAb for 60 min at 4 ◦C, the 
cells were stained with secondary antibodies. Panel a (green) and 
b (red) show DPEP3 and TEX101 respectively. Panel c shows 
superimposition of the image shown in (a) and (b). Arrowheads 
indicate co-localization of DPEP3 and TEX101 on the cell surface. 
Bar: 2µm. (C) Localization of DPEP3 and TEX101 in the 
epididymal spermatozoon. Immunofluorescence images of 
spermatozoa isolated from caput (a-d), corpus (e-h), and cauda (i-l) 
epididymis are demonstrated. Superimposed fluorescence images 
are shown in panels c, g, and k. All images are shown at the 
samemagnification. Arrows and arrowheads indicate the 
cytoplasmic droplets and acrosomal regions, respectively. DIC: 
Differential interference contrast images. Bar: 20µm. 
(From Yoshitake et al, JRI, 90:202-213, 2011.) 



合体を形成すること 4) dipeptidase 3 の精巣

内及び精巣上体内における発生過程を含め

た発現動態 (Fig.2) を明らかにした。 
またこれらの研究と平行して TEX101 プロモ

ーターを利用した Tex101-iCre トランスジェ

ニックマウスの作製を行い Cre recombinase 
の精巣内生殖細胞限局発現を確認した。 
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