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研究成果の概要（和文）：受精のクライマックスは、精子と卵子の融合である。本研究では配偶子融合の制御因
子であるIZUMO1を発現する培養細胞とマウス卵子の接着によるアッセイ系をモデルに、IZUMO1の継時的、局在特
異的な構造変化、特にオリゴマー化に着目した解析を行った。その結果、IZUMO1の融合コア領域を起点とした2
量体化が、IZUMO1の活性化に重要なことを見出した。さらに興味深いことに、この過程ではIZUMO1受容体である
JUNO以外の二次受容体の存在が示唆された。この解析では、IZUMO1のみの発現系で膜融合が生じないことから、
さらに未知の分子メカニズムが存在するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：When a spermatozoon fertilizes an oocyte in mammals, there must be an 
extremely precise regulation system for successful gamete fusion to occur, which is the final step 
of fertilization. Sperm-egg fusion is considered to consist of multiple steps. As a reason for that 
using gene-modified animals, IZUMO1 and SPACA6 on the sperm side and IZUMO1-receptor JUNO and CD9 on
 the ovum side have been unveiled as indispensable factors for triggering gamete fusion, however, 
the functional relationships among each factor are still unclear. Furthermore, we have also 
established an in vitro cell-oocyte binding system, in which cultured cells expressing the Izumo1 
gene, such as COS-7 cells, become adhesion-competent towards oocytes. However, because COS-7 cells 
solely expressing the Izumo1 gene never acquire membrane fusion activity with oocytes, the detailed 
molecular mechanisms leading to gamete membrane fusion also remain elusive.

研究分野： 生殖生物学
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１．研究開始当初の背景	

受精の分子メカニズムは未知の部分が多い。

特に融合機構に関する研究は世界的に見て

も詳細な解明に至っていない。これまで我々

は、配偶子融合に関する研究を精力的に進め

てきた。融合を特異的に阻害するモノクロー

ナル抗体を用いて、精子側の融合因子 IZUMO1

を発見し 1、IZUMO1 の種間でよく保存された

N結合型糖鎖がIZUMO1タンパク質を分解から

保護していることや 2、IZUMO1 と相互作用す

る精子側の因子 ACE3 を明らかにしてきた 3。

IZUMO1 はもともと精子先体内に存在する分

子であるが、先体反応後には精子細胞膜表面

のエカトリアルセグメントに集合して、その

部位で膜融合を成立させることを生細胞イ

メージングにより示した 4。さらに卵子側で

の膜融合に関わるとされてきた因子の解析

も行った 5。また IZUMO1 ノックアウトマウス

を用いた解析から、精子の先体反応のメカニ

ズムの定説を覆す新知見を発表した	6。	

	 最近、我々は融合を阻害する IZUMO1 に対

する複数のモノクローナル抗体のエピトー

プ解析から、種間でよく保存され、かつ

IZUMO1 に特異的な配列である、N末端領域の

融合コア領域を明らかにした	7。この領域の

性質はαヘリックス含量が高く、2量体化を

引き起こす。さらに IZUMO1 を発現すること

で汎用培養細胞を卵子細胞膜に接着させる

ことに成功した 7。しかしこの系では双方の

膜の融合は成立しない。さらに、卵子側に存

在する IZUMO1 のパートナーとなる受容体の

存在も未だ明らかにされていない。	

	

２．研究の目的	

本研究では、IZUMO1 の精密構造解析や分子ダ

イナミクスなどの解析に基づき、in	vitro と

in	vivo の研究を統合して、受精の膜融合活

性化メカニズムの解明を目指す。精子と卵子

の膜の融合機構を解明するためには、この過

程で最も重要であることが示されている

IZUMO1 を中心として、(1)	IZUMO1 活性化の

作用機序の解明、(2)	卵子細胞膜における

IZUMO1 パートナーレセプターの同定を行う。	

	

３．研究の方法	

(1)	IZUMO1 活性化の作用機序の解明	

これまでの知見から、IZUMO1 は先体反応の瞬

間まで不活性型で存在し、卵子細胞膜と融合

するためには活性化型に転換される必要が

あると考えられる。先に、IZUMO1 は先体反応

の直後に劇的な局在変化を起こして精子頭

部細胞膜のエカトリアルセグメントに集合

し、卵子との膜融合を起こすことを示した4。

この過程で IZUMO1 の分子環境が大きく変化

し、これが立体構造変化に影響し、IZUMO1 を

活性化型に転換すると考えられる。IZUMO1 の

機能発現には、2 量体化し、融合コア領域が

膜上で正しく配向することが必要と予想さ

れる。以下の戦略でこの仮説を検証した。	

1)	精密構造解析	－	同定された融合コア領

域は、IZUMO1 が融合に関わる際に最も重要な

領域であると考えられる。IZUMO1 がどのよう

に卵子に作用するのかを知るためには、この

領域の精密立体構造解析が必須である。融合

コア領域単独での結晶化は困難であったが、

IZUMO1の中和抗体のFabフラグメントと融合

コア領域との共結晶化によって大きな結晶

体の作製に成功し、融合コア領域の結晶化条

件が整った。	

2)	分子集合性解析	－	IZUMO1 を発現させた

COS-7 細胞が卵子細胞膜と接着した場合に、

その接着面に IZUMO1 が集合するという現象

が 見 ら れ た 7 。 BiFC	 (Bimolecular	

Fluorescence	Complementation)	法により、

この過程における IZUMO1 のオリゴマー化を

作用部位特異的に可視化した。またその際、

研究期間中に同定された卵子側の IZUMO1 受

容体、JUNO8 や融合制御因子 CD99 の動態にも

着目した。	

(2)	卵子細胞膜における IZUMO1 パートナー



レセプターの同定	

可溶型 IZUMO1をベイトとして、pull	down 法

などの生化学的な解析によりその同定を試

みた。また未受精卵の遺伝子ライブラリーと

蛍光ラベルした可溶型 IZUMO1 を用いた発現

スクリーニング解析も同時に試みた。	

	

４．研究成果	

IZUMO1 による配偶子膜融合の制御メカニズ

ムを解明するために、IZUMO1 発現培養細胞と

マウス卵子の接着によるアッセイ系をモデ

ルに、IZUMO1 の継時的、局在特異的な構造変

化、特にオリゴマー化に着目した解析を行っ

た。その結果、IZUMO1 の融合コア領域を起点

とした 2量体化が、IZUMO1 の活性化の制御に

重要なことを見出した 10。興味深いことに、2

量体化した IZUMO1 は、卵子側のパートナー

レセプターである JUNO との親和性を急激に

失い、もはやその接着面には JUNO が存在し

なくなることが明らかになった。つまり、

IZUMO1 の二次受容体の存在が示唆された	。	

さ ら に 、 X 線 結 晶 構造 解 析 に よる

IZUMO1-JUNO 複合体の細密立体構造を原子レ

ベルで解明した(図 1)11 。その結果、

IZUMO1-JUNO の相互作用に重要な分子構造を

アミノ酸レベルで同定することに成功した。	

	

	

	

	

	

	

	

	

図 1	IZUMO1-JUNO 複合体の細密立体構造	

	 これらの解析から、IZUMO1 は、JUNO によ

る認識後、2 量体化を伴う分子構造のダイナ

ミックな変化によりパートナーレセプター

を変え、細胞膜同士の距離を物理的に近づけ

ることにより、脂質二重膜の斥力を崩壊させ

る働きがあると考えられた	(図 2)10。しかし

IZUMO1 のみの発現系では膜融合は生じない

ことから 7、これには他の分子が機能する新

たな分子メカニズムが存在するものと考え

られる。	

	

	

	

	

図 2	想定される IZUMO1 を起点とした配偶子融合分子メ

カニズム	
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