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研究成果の概要（和文）：生殖細胞特異マーカー分子TEX101は生殖生理上必須の重要分子である。近年、同分子上のN-
型糖鎖が抗精子頭部自然自己抗体（Ts4）と反応することを見出した。この糖鎖抗原は生殖細胞及び初期胚に限局して
発現しており、非常に特徴的な構造を持つと推定される。
本研究において、質量分析法、レクチン反応性及び特異的糖分解酵素を用いて、この糖鎖抗原の構造解析に成功した。
さらTs4抗体の体外受精阻害などの生殖過程における作用を明らかにし、この糖鎖抗原の生殖生理学的意義解明に向け
ての基礎データを集積した。

研究成果の概要（英文）：TEX101, a glycoprotein specific for germ cell, is an essential molecule in the 
process of reproduction. Previously, my research group showed that the N-linked oligosaccharide (OS) 
chain on testicular proteins including TEX101 is antigen-epitope for an anti-sperm auto monoclonal 
antibody, Ts4. Since the tissue distribution of the Ts4-recognized molecule is limited to reproductive 
related tissues, Ts4-epitope (OS chain) may have unique structure.
The main aim of this study was to clarify chemical structure of the Ts4-epitope. Using LS-MS and lectin 
binding analyses combined with glycohydrolases digestion, OS structure of the Ts4 epitope is determined 
as agalacto-biantennary N-glycan with bisecting GlcNAc carrying fucose residues. In addition, Ts4 has an 
inhibitory effect on the fertilization in vitro.
Taken together, the OS structure recognized by Ts4 is suggested to be an important physiological 
function(s) in the process of reproduction in mice model.
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１．研究開始当初の背景 
 
 抗精子抗体は、女性にアロ抗体として検
出されるのみならず男性にも自己抗体とし
て認められることがある。この臨床医学的
事実は、男性・女性両側の不妊の原因とな
り得ることを示唆している。さらに精子抗
原に反応するこれらの抗体群は、精子の凝
集・不動化、あるいは卵への結合阻害など
様々な免疫学的作用を有している場合があ
る。このことから、これらの作用が単独、
或いは複合的に影響して免疫学的不妊が成
立する場合があると考えられる。 
 これら抗精子抗体が惹起すると考えられ
る（免疫学的）不妊症における機序は、抗
精子抗体が認識する分子が多様性を示すと
考えられることから様々な状況が考えられ
る。従ってこれらの機序を理解するために
は、まずそれぞれの抗原エピトープの性状、
妊娠における役割などを明らかにすること
が重要だが、これらは未だ多くの点が不明
である。またこれら未知の抗原分子の生殖
過程における機能不全の結果、もたらされ
る病態が現在では「原因不明」の不妊症と
して分類されている場合も多々あると推定
される。従って、これら分子の構造機能連
関の研究は不妊症の病態生理を知る上で極
めて重要と考えられる。 
 
 研究代表者のグループは、これまで配偶
子・初期胚の機能不全等が原因と推定され
る（免疫学的不妊症も含んだ）原因不明不
妊症の病態の一端を分子動態的に解明する
ことを最終目的として、特に生殖過程特異
抗原の同定、その機能解析を中心に様々な
研究を進めてきた。それらの研究の過程で、
生殖過程に特異的に発現するマーカー分子
の一つとして TEX101 を発見、その構造・
細胞生物学的特徴及び生殖生理上の重要性
をこれまで明らかにしてきた（Kurita et al, 
Biol Reprod 64:935-45, 2001; Takayama et al, 
Biol Reprod 72:1315-23, 2005; Takayama et al, 
Zygote 13:325-33, 2005; Tsukamoto et al, 
Biochem Biophys Res Commun 345:229-38, 
2006; Zin et al,  Zygote 14:201-8, 2006; 
Tsukamoto et al, Mol Reprod Dev 74:154-62, 
2007 他）。これら一連の生殖過程特異抗原
の研究中、TEX101 とは直接関係するとは
予測していなかった別の実験中に、偶然興
味深い以下の現象を観察した：我々は抗精
子自然自己抗体標的分子の性状解析を目的
に、非感作老齢マウス脾臓を用いて機能的
成熟精子頭部に反応性を示す自己抗体由来
の単クローン抗体を樹立したが、それらの
1 抗体（Ts4, マウス IgM）が TEX101 分子
と反応することを見出した (Yoshitake et al, 
J Reprod Immunol 79:1-11, 2008)。さらに予
備研究により、Ts4 及びその対応抗原につ
いて以下のことを明らかにした： 
 

1) Ts4 抗体の対応抗原は糖鎖である。 
2) TEX101上の対応抗原はN-結合型糖鎖

である。 
3) Ts4 は体外受精阻止能を持つ。 
4) Ts4 の対応抗原は、生殖細胞・初期胚

に限局している。 
5) 生体の主要臓器にはこの抗体に反応

する糖鎖構造は認められない。 
 
これらの事実は、「抗精子」自然抗体 Ts4
の対応抗原エピトープは生殖過程（生殖細
胞形成/形成後成熟・受精・着床・初期発生）
に特異的発現する極めてユニークな構造を
持つ糖鎖と推定され、またこの糖鎖抗原は
生殖過程おいて重要な役割を持っている可
能性が十分に考えられる。 
 
2. 研究の目的 
 
そこで本研究に於いては、この抗精子自然
抗体 Ts4 の抗原エピトープの分子性状を解
析し、またこの抗体の生殖過程における影
響を検討するため Ts4 対応糖鎖が修飾され
ている分子を同定することを目標に、Ts4
対応糖鎖抗原の構造を決定、及び Ts4 対応
糖鎖抗原の発生時系列における発現の詳細
を明らかにすることを目指す。また受動免
疫による Ts4 の生殖過程における効果等を
通じて糖鎖抗原の生殖生物学・発生学的意
義を解析し、また不妊症（着床不全、習慣
流産、不育症を含む）の新規概念を確立す
ることを最終目標として実験を行った。 
 
3. 研究の方法 
 
従来、抗精子抗体の研究には「精子」上の
抗原エピトープに焦点を当てたものが殆ど
である。本研究では、抗精子頭部自然抗体
として樹立した Ts4 抗体が、偶然我々が発
見し、その分子性状を長年にわたって研究

してきた TEX101上にあるN-結合型糖鎖構
造に反応するという実験結果を原点として
いる（図 1）。TEX101 は精巣内の生殖細胞

 

図 1 Ts4 は TEX101 分子の N-結合型糖鎖を認識する 

Ts4 は TEX101 分子を N-glycanase（N-結合型糖鎖を全て

切る酵素）で消化するとその反応性を失う。 



膜表面に存在するが、精巣上体尾部内成熟
精子頭部には検出されない（Kurita et al, 
Biol Reprod 2001; Takayama et al, Zygote, 
2005）。従って、Ts4 の抗原エピトープはこ
れまで同定されていない、生殖過程に特異
的に発現する糖鎖が、生殖の各ステージに
おいてその土台（タンパク質部分）を変え
特徴的に出現しているという事になる。 
 
I)  Ts4 対応糖鎖修飾分子の解析 
これまでの予備研究において、Ts4 が認識
している分子は精巣内では TEX101 が主で
あるが、それ以外の組織では、その認識さ
れる糖鎖分子が修飾されているタンパク質
はまだわかっていない。精巣以外で、これ
まで Ts4 が明らかに陽性反応を示すのは精
巣上体内精子及び桑実胚である(Shirai et al, 
J Reprod Dev 2009)。そこで以下の実験を計
画した：  
 

a. 分析標品の採取：成熟雄 B6D2F1 マウ
ス精巣上体尾部より精子を採取し、ま
た 桑 実 胚 の 代 用 と し て マ ウ ス
embryonic stem (ES) cell を適当量培養
後、試料として採取・調整。 

b. 各検体を、1%TritonX100 を含む緩衝液
中で溶解後、免疫沈降用の試料を作成。 

c. これら検体に対し、Ts4 抗体を用いた免
疫沈降を行った。得られた沈降物を
SDS-PAGE 用緩衝液で処理し、還元下
の条件で SDS-PAGE で分離した。 

d. 分離したタンパク質を銀染色で可視化
後、Ts4 特異沈降と思われるバンド（ま
たはスポット）を切り出し、質量分析
装置を用いタンパク質の同定を試みた。 

 
II) Ts4 対応糖鎖抗原の構造解明 
 
 これまでの研究結果により、Ts4 が反応
する分子としては、精巣生殖細胞由来膜成
分のTritonX100可溶分画にあることが判明
している（Yoshitake et al, J Reprod Immunol, 
2008）ので、この分画をマウスから調整し
た。固相化 Ts4 を用いたアフィニティクロ
マトグラフィにより、上記で調整した分画
より Ts4 結合タンパク質を精製した。精製
タンパク質が SDS-PAGE 後、CBB 染色を行
いで Ts4 対応抗原部分のゲルを切断後、
MALDI-TOF 型質量分析装置を用いて解析
を行った。 
   
III) Ts4 対応糖鎖抗原の発生時系列におけ
る発現の検討 
 予備研究により Ts4 の抗原糖鎖はマウス
精細管内精細胞・精巣上体精子頭部（先
体）・2-4 細胞期胚・桑実胚（内細胞塊/外細

胞塊）に発現し（Yoshitake et al, J Reprod 
Immunol 2008; Shirai et al, J Reprod Dev 
2009）、成獣では他の主要組織（脳、心臓、
肺、消化管、肝臓、腎臓、卵巣）には発現
を認めない。そこで、Ts4 対応抗原の発現
を受精卵から初期胚、及び発生過程にある
性腺（主として精巣）で検討した：  
a. 組織採取：PMSG および hCG で過剰排

卵を誘導した B6D2F1 雌マウスを雄マ
ウスと交配させた。翌朝膣栓を確認し
たものを 1day-post-coitus (dpc) マウス
と定義し、経時的に卵管子宮から受精
卵-桑実胚、更に初期胚-後期胚までを採
取した。新生児の出産直後を 1day-post 
partum (dpp)と定義し 1-28 dpp の精巣を
採取した。 

b. 採取した受精卵、初期胚、胎児及び新
生児精巣は、我々の先行研究で用いた
方法に従い PFA 固定後凍結切片を作成
し、Ts4 を用いた免疫染色を行った。 

 
IV) 受動免疫による Ts4 の生殖過程におけ
る効果の検討 
精子頭部へ反応する自然抗体 Ts4 は、糖鎖
抗原を認識するが故の交叉反応により、精
子のみならず初期胚の内・外細胞塊にも反
応することを研究代表者は既に示した
（Shirai et al, J Reprod Dev, 2009）。この事実
は、雌個体にも同様の自然抗体価が上昇す
れば、受精阻止能を持つ Ts4 のような抗精
子抗体が、精子受精能阻害のみならず、着
床・初期胚発生を阻害する可能性があるこ
とを示している。 
 そこで、実際に Ts4 が in vivo でどのよう
な活性を示すか、以下の実験を行った。 
a. 受動免疫によるマウス生殖能の解析 
成熟雌マウス尾静脈より、経時的に Ts4
抗体を注射後、雄マウスと交尾させ膣栓
を確認した。経時的に受精卵、初期胚（卵
管内、着床後）をコントロール群との比
較を受精率、着床数、出産数（流産数）
等を指標にして Ts4 の生殖過程の効果を
判定した。 

 
４．研究成果 
本研究から得られた研究結果は既に二英文
原著論文として発表した。以下、その内容
を要約する。 
 
Ts4 の認識する糖鎖構造の決定 
Ts4 は、マウス精巣上体精子の先体に免疫
反応性を有する。 このモノクローナル抗体
は、生殖細胞-初期胚にのみ反応性を有し、
成体の主要臓器とは全く反応性を示さない。
従って極めてユニークな構造をもつと推測
される。予備実験の結果から Ts4 の抗原エ 



ピトープはいくつかの糖加水分解酵素・レ
クチンに反応性をもつことが判明した。Ts4
免疫沈降物を、液体クロマトグラフィー/
質量分析法を用いて解析したところ、5 種

類の糖鎖が Ts4 の抗原エピトープライ候補 
として同定された（図 2）。さらにこの免
疫沈降物をレクチン反応による糖鎖構造推
定法（図 3）と一連の endo-/exo-型糖加水分

解酵素処理後の Ts4 用いたウエスタンブロ
ット解析を用いた詳細な解析の結果、Ts4 
エピトープの糖鎖は「フコシル化二本鎖複
合型 N-結合型糖鎖+バイセクト型 N-アセ
チルグルコサミン残基」であることを明ら 
かにした。 
 
Ts4 結合糖鎖を持つ糖タンパク質の同定及
びその機能解析 
 
マウス精子自然モノクローナル抗体（Ts4）
は、糖タンパク質分子上の N 結合型糖鎖を、
抗原エピトープとして結合する。精巣上体
精子、精巣生殖細胞と初期の胚の先体内に
存在する数種類の糖タンパク質に対し免疫
反応性を示す。 Ts4 エピトープは上記に示
したように「フコシル化二本鎖複合型 N-

結合型糖鎖+バイセクト型 N-アセチルグル
コサミン残基」である。精巣において、こ
の糖鎖を有する分子の 1 つは生殖細胞特異
抗原 TEX101 である。この糖タンパク質は
精巣上体精子には存在せず精母細胞、精子
細胞及び精巣内精子に発現している。  
本研究において、精巣上体尾部からの成熟
精子上に存在する、TEX101 とは異なる
Ts4 反応性糖タンパク質を同定した。液体
クロマトグラフィー/タンデム質量分析と
免疫沈降法を組み合わせ分析した結果、そ
の分子はアルファ-N-アセチルグルコサミ
ニダーゼ（Naglu;ヘパラン硫酸の分解酵

素）であった。ウエスタンブロット法と免
疫組織化学的分析で、マウス Naglu が 2 つ
の型（82-および 77-kDa）で存在し、精巣
上体尾部精子の先体部位と尾部に存在する
ことが明らかになった。精子に存在するこ
れら二つの型の Naglu のうち、Ts4 は、精
子先体に存在する 82kDa-Naglu にのみ免疫
反応することが明らかになった。 Ts4 はマ
ウス受精を部分的に阻害し（図４）、また抗
Naglu 抗体も同様の活性を示した。 さらに、
ヘパラン硫酸によって誘導される精子先体
反応に、これらの抗体は影響を及ぼした。 
 
以上より、Ts4 の抗原エピトープ（糖鎖）
は生殖過程において重要な生理学的活性を
持つと推察された。 
 
上記の結果から、本研究は確実に成果を上
げ、国際専門誌に原著として発表できた。
発生時系列によるこの糖鎖の発現、及び
Ts4 受動免疫による生殖過程への影響につ
いては 2016 年度中に速やかに論文化すべ
く現在追加データの集積及び論文作成中で
ある。 
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図 4 Ts4 の体外受精における効果 
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図 2 Ts4 対応糖鎖抗原の質量分析 
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