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研究成果の概要（和文）：ヒトを含む多くの哺乳類の精子は、種を超えて共通の卵活性化因子を保存している。特に、
先体赤道部から先体後領域の核周囲物質（PT）と精子中心体の関与が考えられている。本研究では、PT関連タンパク質
Equatorin (Eqtn)と中心体関連タンパク質ODF2にそれぞれ緑色蛍光タンパク質GFPをつけた遺伝子改変マウスを用いて
、EqtnとODF2の局在と輸送過程を明らかにした。また、抗Eqtn抗体と先体後領域を認識するMN13抗体を用いて、ヒト精
子の質の違いを個別に評価することができることを示した。

研究成果の概要（英文）：For the assessment of sperm oocyte-activation ability, we analyzed an acrosomal 
and perinuclear theca (PT)-related protein Equatorin and a centrosome scaffold component ODF2 using 
transgenic mice. We clarified the expression, localization and translocation route of Equatorin and ODF2c 
during the spermatogenesis and the fate of them in the fertilization process. We also showed that the 
distribution of Equatorin and PT substance MN13 in the sperm reflected the sperm fertilization ability by 
comparing sperm of infertile patients to those of fertile volunteers having children.

研究分野：生殖生物医学
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１．研究開始当初の背景 
生殖補助技術（ART）が高度に発達したにも
関わらず、重症不妊患者の妊娠・出産率に飛
躍的な上昇が見られない現在、機能を考慮し
た精子選別法を確立することが不妊治療に
おいて重要な課題になっている。申請者らは、
不妊を呈するモデルマウスを用いてその不
妊の原因を解析し、その中で卵活性化関連分
子に対して独自に特異抗体と遺伝子改変モ
デルマウスを作製してきた。そして、(1) 受
精直後に受精卵の減数分裂を再開始させる
初期卵活性化能、(2) その後の微小管形成と
雌雄前核の融合に至る後期卵活性化能を解
析してきた。本申請課題では、遺伝子改変モ
デルマウスと培養細胞を用いて卵活性化能
に関して解析を進め、その結果を基に、総合
的なヒト精子の卵活性化能評価法の確立を
目指した。 
 
２．研究の目的 
ヒトを含む多くの哺乳類の精子は、種を超え
て共通の卵活性化因子を保存していると考
えられている。特に受精卵の減数分裂再開に
は先体赤道部から先体後領域の核周囲物質
（PT）が関与し、その後の雌雄前核の融合に
関与する精子星状体の形成には精子中心体
の関与が考えられている。そこで、本研究で
は、PTに局在する MN13 と Phospholipase C 
zeta (PLC)、PTと複合体を形成する先体膜タ
ンパク質 Equatorin (Eqtn)、中心体関連タンパ
ク質 ODF2に対して作製した特異抗体と遺伝
子改変不妊モデルマウスを用いて、これらの
分子の性状を解析した。本研究から得た結果
を基に、ヒト精子（健常人・不妊症患者）の
卵活性化能を評価し、診断法の確立を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 受精過程における Eqtn の挙動と機能を

live cell imageとして解析することを目的と
して、Eqtn の先体膜への局在および輸送過
程を明らかにするために、蛍光プローブ導
入 Eqtn-EGFP トランスジェニック(Tg)マウ
スを透過型電子顕微鏡(電顕的免疫金染色
法)と高解像蛍光顕微鏡および超解像顕微
鏡 STED SWを用いて解析した。 

(2) MN13 と代表的な卵活性化因子候補分子 
PLC との関連を解析するために、
PLCEGFP Tgマウスを作成した。 

(3) 蛍光プローブ導入ODF2-2a-EGFP Tgマウ
スを用いて、in vivoにおける ODF2 isoform
の 1つである ODF2-2(isoform C)の機能を
明らかにするために、高解像蛍光顕微鏡お
よび超解像顕微鏡SIMを用いてODF2-2の
発現と局在を解析した。 

(4) ODF2蛍光プローブ導入 vectorを導入した
培養細胞を共焦点顕微鏡を用いて解析し、4
種類のODF2 isoformの相互作用を明らかに
した。 

(5) 不妊症マーカーとしての抗 MN13 抗体と

抗 Eqtn抗体の検証を、男性不妊症患者精子
と妊孕性のある男性ボランティアの精子を
蛍光抗体法にて行い、ヒト精子の卵活性化
能評価法への臨床応用を図った。 
 
４．研究成果 
(1) Eqtnはゴルジ装置から外先体膜に運ばれ
た後に常に N末を先体内腔に向けて移動し、
最終的には外先体膜の主部 principal 
segment と赤道部 equatorial segment と内先
体膜に局在化することが判った。また、Eqtn
は先体膜とその周囲の基質と複合体を形成
していることが示唆されたため、これに相
応した新しい名称（COMAM, CIMAM, 
CAMM）を提唱し、Cell and Tissue Research
誌に発表した（Ito et al, 2013）。また、同成
果を第 69回日本顕微鏡学会（大阪）に発表
し、優秀ポスター賞を受賞した。 
 受精時における先体膜の変化を解析する
準備段階として、Eqtn-EGFP Tgマウスの精
子先体膜を超顕微鏡 STED CW を用いて撮
影し、電子顕微鏡像と比較解析を行った。
その結果、電子顕微鏡でしか解析できなか
った外先体膜と内先体膜を光顕レベルで解
析できることが証明できた。その解析結果
をMicroscopy誌に発表した（Ito et al, 2015
『超解像顕微鏡』特集号に掲載予定）。 

(2) PLCζ-Venus Tgマウスを作製したが、発
色が認められなかった。現在、MN13 の同
定を進めている。 

(3) ODF2 isoformの機能を解析するために、
両アリルに ODF2-2α-EGFP が導入された
発色の強い ODF2-2α-EGFP Tg 雄と ODF2
ヘテロ雌を交配させて ODF2-2α-EGFP 遺
伝子を持つ ODF2-2α-EGFP ヘテロマウス
を作製した。高解像顕微鏡および超顕微鏡
SIM を用いて、ODF2-2の発現と局在を解
析し、第 119 回日本解剖学会（栃木）およ
び International Microscoy Congress 2014（プ
ラハ）、第 59回日本生殖医学会学術講演会･
総会(東京)で発表した。

(4) Flp-In T-Rex system を用いて、ODF2 
isoformの C末にそれぞれ EGFPと mCherry
を付けた 2 種類の isoform をつなげて
pcDNA5/FRT/TO に導入し、9 種類の vector
を作製した。これらの vector をトランスフ
ェクション後、selection をかけて発現株を
作製したが、IRES 側の isoform の発現が弱
かったために、IRESに換えて CMVプロモ
ーターを入れた vectorを作製中である。 

(5) ヒト成熟精子と精巣における EQTN の発
現をMN9抗体と新しく作製した Eqtn 59-72
番目のアミノ  酸残基をエピトープとする
hEQT 抗体を用いて、ヒト先体マーカーと
しての有効性を比較検討した。健常者およ
び不妊患者の射出精子を用いて、抗 Eqtn抗
体と抗 MN13 抗体がそれぞれ、ヒト精子マ
ーカーとなること、および、これらの抗体
を用いることによって患者精子の質の違い
を個別に評価することができることを第 58



回日本生殖医学会、第 118 回日本解剖学会
で発表した。 
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