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研究成果の概要（和文）：硫酸化糖脂質セミノリピドは精巣糖脂質の90%を占める主要成分であり、精細胞のみに発現
している。著者らはセミノリピドを欠損するマウスが、精子形成不全による男性不妊症を発症することを見出した。エ
ーテル脂質欠損マウスや長鎖ガングリオシド欠損マウスにおいても精子形成不全が報告され、精子形成における脂質の
重要性が示唆される。セミノリピド欠損が他の脂質へ与える影響を調べるため、野生型および欠損マウス精巣のリン脂
質を分析したところ、日齢および遺伝子型による組成の変動がみとめられた。また、2D-DIGEによる精巣プロテオーム
解析により、欠損マウス精巣において複数のタンパク質に発現変動がみとめられた。

研究成果の概要（英文）：More than 90% of the glycolipid in mammalian testis consists of a unique sulfated 
glycolipid, seminolipid. Seminolipid is synthesized by sequential action of the two enzymes, ceramide gala
ctosyltransferase (CGT) and GalCer sulfotransferase (CST). Disruption of the Cgt and/or Cst gene in mice r
esults in male infertility due to the arrest of spermatogenesis prior to the metaphase of the first meiosi
s. To clarify the process of germ cell degeneration in the absence of seminolipid, testicular lipids and p
roteins were analyzed in the wild-type and deficient mice. Age and genotype related changes were observed 
in some phospholipids. Proteomic analysis by two-dimensional DIGE showed that some protein spots were incr
eased in the testis of deficient mice. Because seminolipid is expressed on the cell surface of primary spe
rmatocytes, it was suggested that the lack of seminolipid may affect the formation of functional domains a
nd/or cell junctions, which can mediate normal spermatogenesis.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは、硫酸基を含む糖脂質（硫
酸化糖脂質）に関する基礎研究を行ってきた
過程で、12 種類の新規硫酸化糖脂質の発見と
構造決定に成功し、硫酸化糖脂質にもガング
リオシドに匹敵する構造の多様性が存在す
ることを明らかにした。哺乳類の代表的な硫
酸化糖脂質は、ガラクトシルスルファチド
（ GalCer I3-sulfate ） と セ ミ ノ リ ピ ド
（GalEAG I3-sulfate）である。両者は糖鎖部
分の構造は全く同じガラクトース 3-硫酸で
あるが、脂質部分の構造が異なり、前者はス
フィンゴ糖脂質、後者はグリセロ糖脂質に分
類され、2 大硫酸化糖脂質というべき存在で
ある（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 硫酸化スフィンゴ糖脂質の代表であるセ
ミノリピドは脳神経系ミエリン鞘の主要構
成脂質であり、次いで腎にも高濃度で存在す
る。一方、精巣と脳にはグリセロ糖脂質であ
るセミノリピドおよびその前駆体であるガ
ラクトシルアルキルアシルグリセロール
（GalEAG）が存在している。哺乳類で見いだ
されるグリセロ糖脂質はこの2つのみであり、
セミノリピドは唯一の硫酸基をもつグリセ
ロ糖脂質である。当初、共同研究者の 1人で
あった故石塚らは、哺乳類精巣において、精
巣と脳のみに発現するこのユニークな硫酸
化糖脂質セミノリピドが高濃度に局在（精巣
総糖脂質の 90％）することを発見し、構造決
定・機能解析へと研究を進めてきた。 
 糖脂質の糖鎖構造は多様であり、発現パタ
ーンは細胞の分化、がん化、情報伝達の過程
でダイナミックに変化することが報告され
ている。糖脂質は特異的な糖転移酵素により
糖鎖が1つずつ付加されることにより合成さ
れる。ペプチドのように遺伝子の直接支配を
受けないため機能解析は進展せず、その実態
は推測の域を出ていないものが多かった。近
年、多くの糖転移酵素遺伝子がクローニング
され、それらを個体レベルで過剰発現あるい
はノックアウトすることにより糖脂質組成
を改変し、その生理機能を個体レベルで解析
することが可能となった。 

 セミノリピドの生合成に直接関与する2つ
の酵素、ガラクトシルセラミド合成酵素
（CGT）およびセレブロシド硫酸基転移酵素
（CST）（図 2）についても遺伝子ノックアウ
トマウスが作成された。CGT 欠損（CGT KO）
マウス精巣は野生型（WT）マウスの約 1/4 に
萎縮し、正常な精細管の構造と精子形成がみ
とめられず、萎縮した精細管の中には多核化
した細胞や変性した細胞が目立つ。さらに、
CGT KOマウスではセミノリピドおよびその前
駆体 GalEAG の両方を、CST 欠損（CST KO）マ
ウスではセミノリピドを欠失し、両変異マウ
ス共に後期パキテン期以降の精母細胞や精
子細胞が存在せず、精子形成が第一減数分裂
を完了する前に停止していることを見出し
た。この結果により、「糖脂質が減数分裂の
進行に必須である」という全く新しい概念を
提示することとなった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、「セミノリピドが欠損するとな
ぜ精子形成が停止するのか？」という命題の
解明を目的とする。脂質部分に注目すると、
哺乳類の糖脂質は、その大部分が脂質部分に
セラミドをもつスフィンゴ糖脂質であるの
に対して、本研究の主題であるセミノリピド
とその前駆体は、脂質部分にグリセロール骨
格をもつグリセロ糖脂質である。一方、リン
脂質についてはその大部分がグリセロリン
脂質であり、セラミドをもつのはスフィンゴ
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図 1  代表的な硫酸化スフィンゴ糖脂質（ガラク
トシルスルファチド）と硫酸化グリセロ糖脂質（セ
ミノリピド）の構造 
 両者は同じ糖鎖構造（Gal 3-硫酸）をもち、
脂質部分のみが異なる。 
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図 2  CGT および CST が関与する代謝経路 
 CGT はセラミド（Cer）にガラクトースを転移
してガラクトシルセラミド（GalCer）を合成す
る酵素であるが、スフィンゴシンにガラクトー
スを転移してサイコシンを合成する反応も触媒
する。一方、精巣ではアルキルアシルグリセロ
ール（EAG）からガラクトシルアルキルアシルグ
リセロール（GalEAG）を合成する反応を触媒す
る。GalCer および GalEAG に CST により硫酸基
が転移されるとガラクトシルスルファチドおよ
びセミノリピドが合成される。精巣では EAG か
らセミノリピドに至る経路が主要経路である。  
 



ミエリンのみである。興味深いことに、セミ
ノリピドとその前駆体 GalEAG は、唯一、精
細胞と精子にのみ高濃度で発現している。つ
まり、グリセロ糖脂質は、精巣のみに高濃度
で発現していることになる。主要成分である
セミノリピドの欠損は精細胞の細胞膜の機
能に著しい影響を与えることが予想され、他
の脂質組成に代替的な変化が起きているこ
とも予想される。この脂質組成の変化を分子
種も含めて詳細に分析することは、「なぜ精
巣だけはグリセロ糖脂質なのか」という命題
の解明につながる。脂質代謝に関わる遺伝子
変異マウスの中では、エーテル脂質欠損マウ
スや長鎖ガングリオシド欠損マウスにおい
ても、精子形成不全が報告され、精子形成に
おける脂質の重要性が示唆される。精子形成
における脂質の役割を解明することが、脂質
や関連分子を標的とする男性不妊症の治療
法や治療薬開発の糸口になると考えた。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス精巣の採取 
 ガラクトシルセラミド合成酵素（CGT）（触
媒する経路を図 2に示す）遺伝子ノックアウ
ト（CGT KO）マウス、および同腹の野生型（WT）
マウスについて、日齢（12～14 日）ごとに精
巣を採取した。この時期は WT ではセミノリ
ピド合成が開始し、KO マウスでは精子形成が
停止する時期に相当する。 
 
(2) 脂質抽出および薄層クロマトグラフィ
ー（TLC） 
① 精巣にクロロホルム/メタノール（2:1）
および（1:2）を加えてホモジェナイズし、
遠心分離後の上清を総脂質画分とした。 
② 総脂質画分を HPTLC プレート（silica gel 
60、Merck）にスポットし、クロロホルム/メ
タノール/7.5M アンモニア水（9:5:1）によ
る 1段階展開、あるいは展開後さらにクロロ
ホルム/メタノール/アセトン/酢酸/水
（8:2:4:2:1）による 2 段階展開により、主
要リン脂質を完全に分離した。 
③ 展開後のプレートは酢酸銅試薬（3%酢酸
銅/7%リン酸）で染色し、デンシトメトリー

（Versadoc、バイオ・ラッドラボラトリーズ
(株)）により定量した。 
 
(3) MALDI-TOFMS （ matrix-assisted laser 
desorption-time of flight mass 
spectrometry、マトリックス支援レーザー脱
離イオン化法-飛行時間型質量分析）による
分子種の解析 
① チタニア粉末（ジーエルサイエンス株式
会社より供与）はコリン残基を持つ脂質を特
異的に吸着する性質がある。総脂質画分にチ
タニア粉末を入れて吸着後、溶出することで
コリン含有リン脂質のみを分離し、質量分析
用の試料とした。 
②マトリックスは 2,5-dihydroxybenzoic 
acid（島津ジーエルシー）を用い、正イオン
リフレクトロンモード（Autoflex、Bruker 
Daltonics）で測定した。 
 
(4) 脂質抽出残渣からのタンパク質抽出お
よび 2-D DIGE（2-dimensional fluorescence 
difference gel Electrophoresis、蛍光標識
二次元ディファレンスゲル電気泳動解析シ
ステム）による解析 
① (2)①の残渣にタンパク質抽出液（2Mチオ
ウレア、7M ウレア、3％CHAPS、1％TritonX100）
を加えて溶解し、遠心分離後の上清に 1.5M 
Tris (pH8.8)を加えて pH8～8.5 とし、これ
を DIGE の試料とした。 
② 各々の試料について、異なる蛍光色素（WT
は IC3、KO は IC5、同仁化学）を加えて蛍光
標識した後混合し、1 枚のゲルで電気泳動を
行った。 
③ 二次元電気泳動は戸田らの方法に従い、
固定化 pH 勾配等電点電気泳動用の乾燥スト
リップゲルによる一次元目の等電点電気泳
動の後、SDS 化処理を経て二次元目の SDS 電
気泳動（SDS-PAGE）を行った。一次元目は IPG
ストリップゲル（pH 3.0-10.0 NL、バイオ・
ラッドラボラトリーズ(株)）、二次元目は 12% 
SDS polyacrylamide を用いた。 
④ 泳動後、ゲルを固定・水洗し、TyphoonTrio
（GE ヘルスケア・ジャパン(株)）を用いて解
析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 野生型（+/+）および CGT 欠損（-/-）マウス精巣のリン脂質濃度（mg/g wet tissue） 
 

TLC デンシトメトリーにより定量した（n=2）。 
CL, cardiolipin; PE, phosphatidylethanolamine; PC, phosphatidylcholine; SM, sphingomyelin; 
PS, phosphatidylserine; PI, phosphatidylinositol; UB, upper band; LB, lower band.  

age (days) genotype CL PE PC(UB) PC(LB) SM(UB) SM(LB) PS PI

12 +/+ 0.21 5.00 3.39 1.39 0.26 0.40 1.52 1.73

12 -/- 0.13 3.51 2.41 1.05 0.21 0.26 0.52 1.37

13 +/+ 0.16 5.23 3.41 1.64 0.28 0.42 1.86 1.54

13 -/- 0.18 5.27 3.60 1.64 0.29 0.42 1.85 1.61

14 +/+ 0.21 5.88 4.69 1.83 0.42 0.57 1.60 1.46

14 -/- 0.18 5.67 4.85 2.17 0.26 0.46 1.82 1.48

adult +/+ 0.14 3.93 4.54 1.48 0.08 0.28 1.66 0.98



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 野生型（+/+）および CGT 欠損（-/-）マウス精巣のリン脂質組成 
総リン脂質に対する各リン脂質の割合（％）で表示した。略語は表 1参照。 
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図 4  2-D DIGE 法による精巣タンパク質のディファレンシャル解析 
   IC3（緑）：野生型（+/+）マウス、14 日齢 
   IC5（赤）：CGT 欠損（-/-）マウス、14 日齢 
  A：二次元電気泳動パターン     B：A の破線部の拡大図 
13 日齢でも、ほぼ同様の結果が得られた。12 日齢では b は黄色のスポットとし
て検出された。 



４．研究成果 
(1) 脂質分析 
 成熟過程の精巣の糖脂質組成の変化を WT
マウスで追ってみると、生後10日齢でGalEAG
およびセミノリピドが検出され始め、12日齢
では成熟精巣の約 60%の濃度まで著しく増加
する。これはザイゴテン期の精母細胞が出現
する時期に相当し、[35S]硫酸の取り込み実験
から推定されるセミノリピド合成時期と一
致する。また、KO マウスにおける精子形成停
止の時期ともほぼ一致することが明らかと
なっている。 
 この時期の精巣について主要なリン脂質
の定量結果を表 1 および図 3 に示す。精巣
リン脂質組成の概略は、ホスファチジルエタ
ノールアミン（PE）とホルファチジルコリン
（PC）が約 1/3 ずつを占め、残り 1/3 がホル
ファチジルセリン（PS）およびホスファチジ
ルイノシトール（PI）で、スフィンゴミエリ
ン（SM）とカルジオリピン（CL）は少ないこ
とが分かった。WT と KO マウスの各リン脂質
の濃度を比較すると、12 日齢では、PE、PC、
PS が KO で低値であり、14 日齢では SM が低
値であった。成熟精巣（adult）と比較する
と、12 日齢の PE を除き、WT、KO ともに PE
および SM が高値であった（表 1）。  
 総リン脂質に対する各リン脂質の割合
（％）を比較すると、PE と PI は日齢ととも
に減少、PC (upper band)は増加がみとめら
れ、特に adult で高値であった。また、SM 
(upper band)は adult で低値を示した。WT と
KO の比較では、12 日齢で PS が低値だった以
外は大きな差はみとめられなかった（図 3）。 
 リン脂質はセミノリピドとともに精細胞
の細胞膜を構成する脂質であり、12 日齢のみ
でみとめられた WT と KO の差は、この時期の
WT で起こる急激なセミノリピドの増加を反
映している可能性も示唆される。精巣全体に
おけるセミノリピド濃度は総リン脂質濃度
の 1/10 程度であり、細胞膜全体でみれば、
その脂質組成に与える影響は僅かと考えら
れるが、ラフトなどの特定の膜領域では大き
な変化をもたらしている可能性がある。精子
形成過程を正常に進行させるための情報伝
達を担う場としての膜ミクロドメインの形
成にこれらの変化が意味をもつとすれば、12
日齢あるいはそれ以前にみとめられる脂質
組成の変化は、それ以降の精子形成の進行に
大きな影響を与えている可能性も否定でき
ない。 
 コリン含有脂質画分をMALDI-TOFMSで分析
した結果、PC および SM に相当する分子関連
イオンが検出された。PC のおもな脂肪酸分子
種は C32:0 および C34:1、SM のおもなセラミ
ド分子種は C16:0/d18:1 と予想された。定量
結果では PC および SM の upper band および
lower band の変動に差が認められ、これらは
分子種による発現量の違いを反映している
と考えられる。今後、より詳細な分子種分析

を行う必要がある。また、今回は精巣全体を
用いて脂質を抽出したが、精巣には精細胞に
比べて大型のセルトリ細胞が存在する。それ
ぞれの細胞は精子形成において固有の不可
欠な役割をもち、相互に協力することで、正
常な精子形成が進行する。さらに、セルトリ
細胞は血液精巣関門(BTB)を形成し、精細胞
を隔離して保護するとともに、その分化を制
御している。セミノリピド欠失が膜ミクロド
メイン動態を介して精細胞-BTB 相互作用の
異常をもたらし、精細胞分化停止を引き起こ
すことも予想される。このように、精子形成
における脂質の役割を検討するためには、精
細胞とセルトリ細胞を分離し、それぞれにつ
いて分析する必要があり、両者を高純度、高
収率で分取する方法の確立が今後の課題で
ある。 
 
(2) タンパク質分析 
 12～14 日齢の CGT KO マウス精巣タンパク
質の二次元電気泳動像を、2-D DIGE 法により
同日齢の WT と比較したところ、KO マウスで
優位に発現が増加しているスポット（a およ
び b）を見出した（図 4）。a は縦並びの一連
のスポットの 1つと考えられ、翻訳後修飾の
違いを反映している可能性が示唆される。b
は 12 日齢では差が検出されず、13 および 14
日齢の KO で発現が増加していた。これらの
タンパク質は、セミノリピドの欠失から精子
形成停止に至る情報伝達やBTB形成などの過
程に関与する可能性が示唆される。今後は再
現性を検討するとともに、ゲル内消化-質量
分析をもちいたペプチドマスフィンガープ
リント（PMF）分析による同定を試みる予定
である。 
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