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研究成果の概要（和文）：本研究では、卵子微絨毛とCD9分子に注目し、(1)微絨毛欠損卵子の

受精能解析、と (2)非侵襲的イメージング法による微絨毛の可視化を目指した。 

結果、(1)微絨毛関連遺伝子群を欠損したマウスを作りその卵子が不妊になる可能性を証明した。

(2)受精ライブセルイメージング系の開発に成功し微絨毛の可視化を実現した。また、この応用

から、受精必須因子を通して精子と卵子の融合過程を可視化することに初めて成功した。 

研究成果の概要（英文）：In this study, I focus on the function of CD9 molecule and egg 

microvilli in mammalian fertilization. For that, I set two goals as 1) Analysis of 

fertilization ability of microvilli less mutant egg, and 2) Visualization of egg 

microvilli by using novel non-invasive imaging method. As a result until 2011, 1) I have 

obtained the data which strongly suggesting that the eggs without two of essential genes 

for constructing microvilli don’t have fertilizing ability in vivo. And 2) I have 

established the imaging system which enable us to visualize egg microvilli in living form. 

By using the imaging system, I additively succeeded in visualizing the process of 

sperm-egg fusion in real-time scale for the first time. 
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１．研究開始当初の背景 
受精は、すべての個体が一度精子／卵子とい
う半数体の 1細胞に帰して次世代に遺伝子を
伝達するという、生物にとって極めて重要な

過程である。しかし、その重要性にも関わら
ず受精に関する分子生物学的な機構につい
てはいまだに未知の部分が多い。われわれ哺
乳類は体内受精を行うため、成熟した精子と



卵子の受精が体内で起こることや、体外受精
を行う際の条件が比較的デリケートで、観察
によって受精が起こらなくなってしまうな
どの点が解析を難しくしてきた。 
それに対し、 2000 年には卵子微絨毛
(microvilli)上に存在する CD9 が卵子側の、
2005 年には Izumo が精子側の精子-卵子膜融
合必須因子としてそれぞれ同定された。どち
らも遺伝子ノックアウトマウスは融合不全
による不妊を示すことから、分子生物学的な
解析の貴重な手掛かりとなった。 
そしてさらに近年、CD9 のノックアウトマウ
ス卵子は microvilli の形態に異常があるこ
とが指摘された。また、CD9 は小胞状の顆粒
に含まれて卵子の外に分泌され、これらが精
子頭部に付着することによって精子に融合
能を与えるという可能性も示唆された。これ
らの新事実から、CD9 と精子との相互作用の
ほかに、microvilli という構造そのものは受
精にとって何らかの役割を持つのか、そして
CD9 の機能にとって必要なのか、という点に
ついて急速に注目が集まっている状況であ
った。 
 
２．研究の目的 
受精は、次世代に遺伝子を伝達する生物にと
って極めて重要な過程だが、分子生物学的な
機構について未知の部分が多い。本研究では、
卵子微絨毛上に存在し、受精に必須な CD9 分
子の機能に注目し、 
(1)遺伝子改変により微絨毛欠損卵子を作製
しその受精能を解析することで、卵子微絨毛
が受精において果たす役割を明らかにする。 
(2)非侵襲的イメージング法を使ったアプロ
ーチによって、受精における微絨毛や CD9 
分子の挙動を可視化する。 
以上のような２つの視点で解析を行い、これ
らを統括することで、卵子微絨毛とその上の
CD9 が受精時に果たす役割を解明するのが目
的である。 
 
３．研究の方法 
上記目的の欄に挙げた(1)、(2)に沿って研究 
の方法を分ける。哺乳類の受精研究であるた
め、すべて実験材料はマウスを用いた。 
(1)については、他器官で微絨毛を形成する
のに重要とされる遺伝子を欠損したマウス
を作出し、その卵子の受精能を解析すること
とした。欠損させるターゲットは、これまで
に 微 絨 毛 の 構 築 に 重 要 と さ れ て き た
I-Plastin 遺伝子を第一候補、同じく Ezrin
を第２候補として作出を開始した。また、同
時に薬剤処理等で微絨毛の役割を抑えた実
験系も検討した。 
(2)については、これまで可視化が進まなか
った要因として、受精を行う際の条件が比較
的デリケートであることが問題であった。そ

こで、侵襲性の極めて低い観察系を用いて実
験系の構築を進め、まずは微絨毛上の CD9 分
子を可視化し、その動態・性質を解明するこ
とを目標とし、さらにその応用として、もう
一つの受精必須因子である IZUMO１分子の挙
動も解析して、これら必須因子が受精時に
“どこで、どのように”役割を果たしている
のかを明らかにすることとした。 
 
４．研究成果 
（1）の KO マウスの研究では、I-Plastin の
遺伝子欠損マウスにおいても微絨毛は完全
に消失せず、受精能力にも影響を与えないこ
とがほかのグループによって証明された。そ
こで、Ezrin 遺伝子欠損マウスがすでにほか
のグループによって作出済みであったこと
から、そのグループよりマウスを譲り受け、
ダブル KO マウスの作出を行った。その雌マ
ウスの交配結果から、このマウスの卵子が不
妊になる可能性を強く示唆することができ
た。 
(2)については、初期胚のライブセルイメー
ジングで導入された非侵襲性イメージング
システムを応用して、微絨毛・受精ライブセ
ルイメージングの実験系の構築に成功した
(図１)。この実験系で CD9-GFP 導入マウスを
解析したところ、初めて卵子上の微絨毛のダ
イナミクスを可視化することができた（図
２）。生きた卵子上の CD9-GFP の挙動は予想
よりも活発であり、受精する前の精子の状態
に応じて選択的に結合する可能性を示唆す
ることができた。また、精子側の受精必須因
子である IZUMO1 が蛍光ラベルされた精子が
開発された（図３）ことを受けて、このイメ
ージング技術を応用し、IZUMO1 が先体膜の崩
壊時に精子頭部外面に移動する仕組みと、卵
子との融合時にその融合特異部分で最初に
失われていく状態を可視化することができ
た（図４）。 
これまで受精現象を解析する際には常に、
個々の精子・卵子の性状に揺らぎがあること
が問題となっており、特に精子・卵子を多く
集めた実験では再現性の乏しさを招いてき
た。本研究の中で、特に微絨毛と受精のライ
ブイメージング化に成功したことは、“個々
の卵子・精子における受精に関する情報を集
積する”ということを可能にした。これによ
り、受精のメカニズムに関する理解が急激に
進むものと期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

図３． 遺伝子組み換え操作によって蛍光
標識された IZUMO1(Red-Iz)。IZUMO1
は精子の頭部先端先体胞（緑）が崩壊す
ると、H や EQ のような特異的な分散の
パターンを示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．初期胚の観察用だった非侵襲性ラ
イブイメージングシステムを応用し、卵
微絨毛・受精ライブイメージングの実験
系構築に成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図４．卵子に融合していく精子頭部のラ
イブイメージング。IZUMO1(Red-Iz)は、
融合特異点（矢頭）に存在し、水色が示
す融合の進展とともに失われていく。頭
部後半部にある分子（緑）はなかなか失
われない。 
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図２．卵微絨毛は活発に動きまわり、と
きに集合（丸）する動的構造だった。見
えているのは蛍光標識された微絨毛上の
CD9。 
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