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研究成果の概要（和文）：  

Eqtn-EGFP-TGマウスとODF2-EGFP-TGマウスが完成し、授精過程の変化をライブイメージング
した。超顕微鏡STEDを用いて、Eqtn-EGFP-TG精子の80-100nm程度の先体膜系を検出可能である
ことを世界で初めて撮影し、ライブセルイメージング応用の可能性が得られた。エクアトリンの
スレオニン138から分岐する糖鎖が伸張するためには糖転移酵素Galnt3が関与することを発見し
た。球形頭部精子症を示す不妊患者精子のMN13分子配備状況を解析し、ヒト卵活性不全に至る
機序を発表した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have established Eqtn-EGFP-TG mouse and ODF2-EGFP-TG mouse lines, and tried to take 

live-image of the molecular change from the acrosome reaction throughout to egg activation. A whole 

cell imaging (80-100nm acrosomal membrane complex) of Eqtn-EGFP-TG sperm was obtained by new 

microscopy STED system without sectioning, which suggested a possibility of live cell imaging during 

fertilization. Galnt3 transferase is required for O-glycosylation of carbohydrate chain branching from 

threonine 138 of equatorin molecule. We clarified the distribution abnormality of egg activation related 

MN13 molecule in the infertile patient who have round-head sperm (globozoospermia), by comparing 

the expression with that of the model mouse GOPC-/- spermatozoa. Based on these analyses, we 

proposed the mechanism leading to egg activation failure in human sperm.  
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１．研究開始当初の背景 

受精現象については古くから国内外で無数
の研究がなされ、多くの仮説が提唱された。
先体反応や膜融合に関わるタンパク質の
gene knockout (KO) や transgenic (TG)マウス
を用いた研究から、これまでの仮説が成立し

ないことが明らかになり、受精の分子ストー
リーは混沌としている。その中で現在、膜融
合に関わるタンパク質は、遺伝子ノックアウ
トマウスで証明されているものは精子
Izumo1 と卵子 CD9 のみであるが、これらの
分子のみでは全てを説明することができな
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いことがわかっており、新たな観点からの解
析が必要とされている。 

 

２．研究の目的 

精子の機能分子は精子形成過程で精細胞の
機能ドメインや膜に組み込まれた後、雄生殖
管内で成熟し、雌生殖管内でさらに変化して
先体反応/膜融合や卵活性の受精現象に関わ
る。本研究では精子機能タンパク質
（MN9/equatorin (Eqtn), Izumo1, CD9, PLC, 

MN13, ODF2）の精子形成から受精過程にお
ける蛍光 timelapse imaging/三次元を含む可視
化と微細構造の対比解析を発展させ、遺伝子
改変マウスを用いて不妊発症のメカニズム
を明らかにする。そして、最終的にはこれら
の情報を臨床に還元することが目的である。 

 

３．研究の方法 

１）精子形成から受精過程における精子タン
パク質の発現状況を、EGFP-TG マウスと間接
蛍光抗体法による live cell imaging を行い、そ
の結果と免疫電子顕微鏡法を含めた微細形
態レベルに対応する分子ストーリーとして
解析する。２）精子機能に関連するタンパク
質のそれぞれについて、生理学的、生化学的、
分子遺伝学的、物理化学的あるいは薬理学的
解析を行う。 

 

４．研究成果 
Eqtn-EGFP-TG マウスと ODF2-EGFP-TG マ
ウスが完成し、授精過程におけるライブイメ
ージングを進めた。精子機能タンパク質の機
能発現を解析する過程でCD9が精子にもある
こと（sperm CD9）を発見し、精巣内発現から
先体反応過程そして膜融合過程に至るまでの
現象をwild精子のみならず、CD9-GFP-TG+/+

および-/-卵, CD9-GFP-TG精子およびwildを用
いて明らかにした(Cell Tissue Res, 2010)。先体
タンパク質エクアトリンについては、先体反
応/膜融合から卵活性に至る分子変化の
cascadeを画像化し発表した (Reproduction, 

2010, Cell Tissue Res, 2013）。エクアトリン138

番アミノ酸スレオニンから分岐する糖鎖
（MN9抗体のエピトープとなっている部分）
がO-グリコシレーションされて伸張するため
には糖転移酵素Galnt3が関与していること、
そしてその欠損マウスは乏精子症・無力精子
症・奇形精子症になることを共同して明らか
にした（Histochem and Cell Biol. 2013）。PLC
との関連で解析していたMN13分子について
は、球形頭部精子症を示す不妊症患者精子に
おけるMN13分子配備状況を解析した。その結
果を球形頭部精子症モデルマウスである
GOPC-/-マウスの精子と精巣におけるMN13

分子配備不全に関わる解析結果と比較した。
その結果からヒト授精過程における卵活性不
全に至る機序を発表した（Hum Reprod, 2010）。

エクアトリンと共沈してくる タンパク質を
LC-MS/MSとin silicoで解析した結果、細胞骨
格系タンパク質を含む候補があった。
Eqtn-EGFP-TG マウスが完成したため、その
解析を進めた。OODF2-EGFP-TGマウスが完成
しており、DF2についても解析を進めた。ま
た、解析中に先体タンパク質であるMC121が
精子鞭毛とヒト赤血球共通の抗原として
GalNAcβ 1,3-linked paraglobosideをもつことを
明らかになった（Biochem Biophys Res 

Commun, 2011）。 
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