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研究成果の概要（和文）：本研究では、卵側融合因子である膜タンパク質CD9が融合前の卵細胞膜の反転に中心的な役
割を果たしており、卵細胞膜が反転した結果として通常は細胞膜の裏打ちに存在するホスファチジルエタノールアミン
（PE）の特定の分子種がCD9によって卵細胞膜から遊離し、卵由来エキソソームとなり、精子頭部に特異的に取り込ま
れ、一連のメカニズムの結果として精子と卵の膜融合が誘導されることを明らかにした。一方、IZUMO1についても結晶
構造解析が進み、機能ドメインを明らかにした。加えて、精漿タンパク質SVS2の解析から、子宮内には殺精子作用があ
る物質が存在し、SVS2が殺精子因子から精子を保護していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In mice, two membrane proteins, CD9 and IZUMO1, are required for sperm-egg fusion.
 Moreover, CD9-containing vesicles, termed egg exosomes, are released from eggs and transfered to the sper
m, and then facilitate sperm fusion with the egg. Here we investigated that the egg exosomes play a role i
n conferring the nature of apoptotic cells on the sperm membrane by transferring inside-out CD9. Our resul
ts provide an insight into fertilization, proposing the sperm-egg fusion is controlled by a mechanism shar
ed with phagocytosis of apoptotic cells. Moreover, we dissected IZUMO1 protein to determine the domains th
at were required for the function of sperm-egg fusion. We found that a fragment of the N terminus (Asp5 to
 Leu113) interacts with fertilization inhibitory antibodies. It also binds to the egg surface and effectiv
ely inhibits fusion in vitro. These findings suggest that the formation of a helical dimer at the N-termin
al region of IZUMO1 is required for its function.
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１．研究開始当初の背景 
 受精は、新しい生命の起源となる１個の細
胞を作るために、すべての生物が取り入れて
いるメカニズムで、細菌でも受精に類似した
接合現象が知られている。多様な生物種に共
通したメカニズムがあるからこそ、現在のよ
うに多種多様な生物種が地球上に広がった
と考えられる。しかしながら、ヒトを含めた
生物全般において、その中核となる原理原則
は不明である。種特異的なメカニズムの裏に
ある共通原理を見出すことが必要である。 
 一見すると全く異なる生殖戦略を採用し
ているように見える動物・植物でも、配偶子
間の相互作用、特に配偶子融合では、類似し
た挙動が観察されている。更に、哺乳類の卵
側融合因子としては CD9 が（Miyado et al. 
Science, 2000）、精子側の融合因子としては
IZUMO1（Inoue et al. Nature , 2005）が発見さ
れ、その後、植物の雄性配偶子側の融合因子
として GSC1 が発見された（Mori et al. Nature 
Cell Biol., 2006）。以上の発見から、配偶子融
合を研究を進める状況が整ってきた。そこで
お、新学術領域研究を通じて、配偶子融合を
より深く理解するための取り組みが始まっ
た。 
 応用面について、生殖に関わる問題は、
我々にとっても不妊、人口増加として、身近
な問題であり、現在の動植物に共通した問題
でもある。そのため、本研究の成果は、基礎
研究への貢献だけでなく、生殖関連領域への
応用面での貢献も大きいと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 雌雄の生殖細胞による相互認識機構（アロ
認証）は、雌雄同体の植物や海産動物におい
て、同種異個体間での配偶子融合を促進し、
自家和合を排除する仕組みである。当然のこ
とながら、哺乳類は雌雄異体であるため、ア
ロの関係にある個体由来の配偶子間相互作
用に続いて、配偶子融合が起こると考えられ
る。本研究では、雌雄同体である植物と、雌
雄異体である哺乳類の配偶子融合機構の研
究を組み合わせることで、配偶子融合に関わ
る分子認証の仕組みの解明に取り組んだ。 
  『配偶子膜融合』に必須な精子膜タンパ
ク質 GCS1 は、その高度な保存性から動植物
の共通祖先が確立した原始的な雄側配偶子
融合因子と考えられているが、ほ乳類では
GCS1 に相同なアミノ酸配列をもったタンパ
ク質が未だ同定されていない。更に、鳥類で
は GCS1、ほ乳類の有性配偶子融合因子であ
る IZUMO1 共に同定されていない。一方、ほ
乳類の雌側配偶子融合因子である CD9 に類
似したテトラスパニンは、動植物界に広く存
在する。そこで、GCS1、IZUMO1 による膜
融合機構の更なる解明と、テトラスパニンが
コアとなる膜融合システムの共通原理を解
明する。 
 
３．研究の方法 

（1）遺伝子改変マウスの作製 
 CD9 および IZUMO1 欠損マウスは、常法に
従って既に作製済みであった。それぞれのマ
ウスの配偶子融合異常をレスキューするた
めのトランスジェニックマウス（TG マウス）
も作製済みであった。 
 配偶子融合に加えて、精子の子宮内での受
精能における精漿タンパク質の役割を解明
するため、Seminal vesicle secretion 2（SVS2）
遺伝子欠損マウスを東京大学の吉田学博士、
桐蔭横浜大学の吉田薫博士と共同で作製し
た。更に、異常をレスキューするための TG
マウスを作製した。 
 受精後の卵活性化機構を解明するため、ホ
スホリパーゼ Cζ（PLCζ）欠損マウスを浜松
医科大学の伊藤昌彦博士と共同で作製、更に、
精子特異的に発現するクエン酸合成酵素
（CSL）遺伝子欠損マウスを東京医大の原田
裕一郎博士、山口大学の岩尾康宏教授と共同
で作製した。 
 β-カテニン欠損マウスは、米国ジャクソン
研究所より購入し、卵特異的クレリコンビナ
ーゼ発現マウス（Zp3-Cre TG マウス）との交
配によって β-カテニン欠損卵を作製した。 
 野生型マウスとして、 8〜 12 週齢の
C57BL/6N 雌マウス（SLC 社）を用いた。 
（2）免疫染色および生化学的解析 
 ウエスタンブロット解析、免疫沈降、免疫
染色のために、抗マウス CD9 抗体（KMC8、
BD Bioscience 社）、抗 IZUMO1 抗体（大阪大
学、伊川教授より供与）、抗 β-カテニン抗体
（15B8、シグマアルドリッチ社）、抗 E-カド
ヘリン抗体（ECCD-2、タカラバイオ社）を
用いた。また、パラフィン切片でも染色が可
能な抗 CD9 抗体（KMC8.8、サンタクルズ社）
も用いた。 
（3）脂質成分の解析 
 卵側融合因子を解析する過程で、子宮由来
の CD9 を含むエキソソームの脂質成分を解
析した。スメアテストによって発情期のマウ
スを判別した後、子宮内よるピペットにより
子宮内液（約 50 µl/匹）を採取し、合計で 500 
µl まで集めた。その後、S-1000HR カラムで
CD9 を含むフラクションを分離した。次に、 
C18 カラムで脂質成分を回収した。その後、
TLC、２次元TLC、TLCブロット解析を行い、
脂質の分子量、コントロールとして用いた脂
質の混合液と比較検討した。回収した子宮内
液は、NH2 カラムでも回収し、3 つの成分に
分けて解析を行った。脂質はプリムリン染色
試薬、リン脂質は Dittmer-Lester 染色試薬で染
色した。 
 続いて、TLC プレートを PVDF 膜に転写し
て 、 試 料 と マ ト リ ッ ク スを 混 合 し て
MADI-TOF-MS/MS 解析を行った。 
 更に、2,430 個のマウス卵を用いて、
LC/MS/MS 解析を行った。 
（4）電子顕微鏡によるエキソソームの解析 
 卵および子宮内膜上皮細胞より放出され
るCD9を含むエキソソームを透過型電子顕微



鏡で観察するため、千葉大学の年森清隆教授
と共同研究を行った。 
（5）実験動物を用いることに対する倫理的
配慮 
 実験動物を用いる研究については、動物実
験指針に準拠して研究を実施した(承認番号
2003-002,2005-003)。特に、動物愛護と動物福
祉の観点から実験動物使用は、目的に合致し
た最小限にとどめた。またその際、麻酔等手
段により苦痛を与えない等の倫理的配慮を
行った。実験者は、管理者と相互協力のもと
適切な環境のもと飼育管理を行った。 
 
４．研究成果 
（1）配偶子融合に先立つ細胞接着因子の解
析 
 細胞膜の接着については、細胞接着因子で
ある E-カドヘリン/β-カテニン複合体につい
て検討した結果、E-カドヘリン/β-カテニン複
合体は接着前の精子と卵細胞膜に存在し、β-
カテニン欠損卵では、精子との結合能が低下
すること、E-カドヘリン/β-カテニン複合体は、
卵では α-カテニンに裏打ちされず、直接、ア
クチン繊維と結合していること、更に、精子
が卵細胞膜に結合した直後、速やかに β-カテ
ニンが卵細胞膜から離れ、分解されることが
融合への移行に関わっていることを明らか
にした。 
 
（2）配偶子融合における卵側からのアプロ
ーチ 
 配偶子融合については、公募班員の年森と
の共同研究から、CD9 を含む膜構造体である
卵子エキソソームの構成成分を解析した結
果、卵子エキソソームは卵細胞膜上での細胞
膜の反転（flip-flop）の結果として細胞膜成分
の内側が露出する過程で形成されることを
明らかにした（図 1）。更に、卵子エキソソー
ムの膜融合促進活性を担う因子として、タン
パク質成分ではなく、ホスファチジルエタノ
ールアミンの分子種が関与しており、飽和脂
肪酸の１８個の炭素鎖が融合促進活性に重
要であることが明らかになった（図 2）。 

 更に、CD9 と同様の構造をもったテトラス
パニンの１つで卵に発現している CD81 は
CD9 とは異なる構造体の成分として卵の細

胞外に放出され、CD9 の機能を補佐する役割
があることを明らかにした。 
 
（3）配偶子融合における精子側からのアプ
ローチ  
 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。種々の物性解析の結果、この
領域は α ヘリックス含量が非常に高く、2 量
体化を引き起こすことが明らかになった。さ
らに IZUMO1 を発現することで培養細胞を
卵子細胞膜に接着させることに成功した。し
かしこの系では双方の膜の融合は成立しな
い。このことから IZUMO1 を活性型へと転換
する何らかの機構が融合を誘起するために
必要であると考えられた（図 3）。 

 
（4）精子由来の卵活性化因子の解析 
 配偶子融合後には、精子側から卵内に入る
因子（精子ファクター）によって卵細胞質で
のカルシウム波（Ca2+オシレーション）が誘
導されるが、現在、2 つの因子が有力な候補
と考えられている。しかし、遺伝子欠損によ
る最終的な証明には至っていなかった。そこ
で、遺伝子改変マウスを作製し、解析を行っ
た。 
 ホスフォリパーゼ Cζ は精子ファクターの
最有力な候補因子である。遺伝子改変マウス
を作製したところ、ヘテロ欠損マウスで既に
雄性不妊を発症した。しかし、解析を進めて
みると、精子形成、特に減数分裂期へ移行が



障害されており、コントロールマウスに比べ
て、20 分の 1 程度の数の成熟した形態をもっ
た精子が作られるものの、卵管へ移行する能
力がなく、体外受精によっても 2 細胞期胚を
作ることができなかった。精子ファクターで
あることは否定できないものの、精子形成に
おける役割が新たに見出された。 
 クエン酸合成酵素は、山口大学の岩尾教授、
東京医科大学の原田博士らによって精子フ
ァクターとして同定された因子である。マウ
スでは、精子特異的な CSL 遺伝子が存在する
ことから CSL 遺伝子改変マウスを作製して、
解析を行った。その結果、ホモ欠損個体でも
雄性不妊には至らなかったが、全身の毛色が
変化した。現在、更に解析を行っている。 
 以上のことから、精子ファクターについて
は検証することができなかった。 
 
（5）子宮内における精子防御機構の解明 
 公募班員の吉田との共同研究により、子宮
には精子を殺す因子があり、精液中にはその
因子から精子を保護するタンパク質として
SVS2 が機能することを明らかにした（図 4）。
不妊の原因究明および新たな治療法の開発
につながると考えられる。 

 
（6）考察 
 配偶子融合における分子メカニズムにつ
いて、一定の成果を出すことができ、共通原
理の解明にも繋がったと考えられる。融合後
の精子ファクターについては、まだ混沌とし
た状況であるため、新たな因子が見つかる可
能性がある。精漿タンパク質の役割について
は、当初推測していた機能とは異なり、子宮
内に存在する殺精子因子から精子を保護す
る役割が明らかになった。哺乳類の子宮内で
は、精子はキャパシテーションと呼ばれる活
性化を経て、卵との融合能を獲得すると長い
間考えられてきたが、精子の生存または死、
で説明できる可能性がある。ただし、キャパ
シテーションが卵に近接した卵管内で起こ
っている可能性は考えられる。 
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