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研究成果の概要：

本研究では次の２点を明らかにすることを目的にして研究を行なった。【1】精子 IZUMO,
Basigin, MN9/equatorin と卵子 CD9 を標的にし、膜融合から初期発生（卵子活性）に至る過
程を可視化イメージングし、不妊発症機構と治療につながる分子ストーリーを明らかにする。

【2】ODF2キメラマウス雄性不妊とその原因を明らかにする。【1】に対しては、新規に購入
した高感度高解像の画像取得機器を用いて、先体反応/膜融合から初期発生に至る過程を通常
明視野像と蛍光像で可視化することに成功し、機能不全（不妊）解析につながる研究ができ

た。【2】に対しては、ノックアウトマウス作成時に生じる困難さを克服して不妊を伴う系を
救済・維持するために、不妊原因を解析した。
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１．研究開始当初の背景
受精から初期発生については、古くから無数
の研究がなされ、多数の仮説が提唱された。
しかし最近、先体反応と膜融合過程に関する
特異的遺伝子ノックアウト(KO)やトランスジ
ェニック(TG)マウスの解析により、これまで
の仮説が正しくないことが判明し、受精から
初期発生に至る分子ストーリーは混沌として

いる。その中で、精子IZUMOと卵子CD9が
膜融合タンパク質として認められているが、
これらの分子だけでは膜融合現象を説明でき
ない。このような背景の中で、最終的に第3
の因子を探るために、精子 IZUMO, Basigin,
MN9/equatorin と卵子CD9 に注目して解析を
進めることにした。
　今回の研究のもう一つの目的は、ODF2 キ
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メラマウス（ヘテロマウスが生まれない系
統）を最終的にレスキューすることであるが、
まずこの phenotype に見られる不妊原因を検
索することにした。このような解析はこれま
で全くやられていない。

２．研究の目的

１の背景のもとに、本研究では次の２つを明

らかにすることを目的とした。 (1) 精子
IZUMO, Basigin, MN9/equatorinと卵子CD9を
標的にし、膜融合から初期発生（卵子活性）

に至る過程をイメージングし、分子相互関係

から、分子ストーリーを明らかにする。
(2) ODF2 キメラマウス系統をレスキューする
ことが最終目的であるが、そのために必要な原
因を明らかにする（手掛かりを得る）。

３．研究の方法
(1)の目的に対して、「受精卵/胚タイムラプス
用画像解析システム」（新規申請）を用いて、
長時間培養下における受精卵/胚タイムラプス
像を、高感度の多重蛍光像として３次元的にデ
ジタル画像取得する。(2)の目的に対して、ODF2
キメラマウス雄精巣と精子に関する現象を形態
的および生化学的に解析する。

４．研究成果
(1) 精子IZUMO, Basigin, MN9/equatorinと卵子
CD9 を標的にした膜融合から初期発生（卵子
活性）に至る過程を通常DIC および蛍光画像
をデジタル画像として可視化しイメージング画
像としてライブラリー化することができた。新
規申請した「受精卵/胚タイムラプス用画像解
析システム」はうまく稼働し、多くのデジタル
蛍光画像として取得できた。さらに、
MN9/equatorinタンパク質をLC-MS/MS解析す
ることに成功し、equatorin 遺伝子 EQT を同定
できた。Equatorinは IZUMO, Basigin, CD9と共
沈してこなかったため、それぞれの分子が共同
して機能する可能性は少ないことがわかった。
現在、EQT ノックアウト(KO)マウスを作成中
であり、そのKO マウスの機能解析を行う状況
となった。
(2) ODF2 キメラマウス雄性不妊の原因は精子
頚部の脆弱性であり、その脆弱性はODF2タン
パク質の欠損あるいは量的現象あるいは質的異
常であることが推察された。ODF2 不妊キメラ
マウス精子には形態的特徴があることが判明し
たため、その精子を選択してICSI することに
より、レスキュー（救済と維持）することがで
きた。さらに、維持できる可能性が高いと判断
されたと同時にこの現象をさらに解析できる可
能性が高いことが判明した。
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