
千葉大学・大学院医学研究院・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

遺伝子改変動物を用いた雄性不妊症発症の分子細胞学的解明と臨床への応用

Molecular cytological clarification of pathogenesis of male infertility by 
analyzing genetically modified animals and its clinical application

８０３４７０５４研究者番号：

伊藤　千鶴（Ito, Chizuru）

研究期間：

１９Ｋ０９６６５

年 月 日現在  ４   ５ １０

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では遺伝子改変マウスを作製解析することによって、①中心体関連分子ODF2を
コードするOdf2遺伝子を欠損した雄マウスは、ハプロ不全により精子頭部離断が生じることによって雄性不妊と
なるが、その離断頭部は生存しており顕微受精によって治療できることができることを明らかにし論文発表した
（Ito et al, Sci.Rep.,2019)。②Odf4遺伝子欠損マウスの精子は、余剰細胞質を除去することができないため
に屈曲変形し、そのために運動障害が起こり卵子と受精できずに雄性不妊が起こることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Odf2 haploinsufficiency induces sperm neck-midpiece separation, a new type 
of decapitated and decaudated spermatozoa (DDS). DDS is untreatable in reproductive medicine.The 
headnecks of ODF2-DDS spermatozoa are, however, alive and capable of producing offspring by 
intracytoplasmic headneck sperm injection (ICSI). ICSI in humans, using headneck sperm cells, is 
viable and could be an alternative for infertile patients suffering from Odf2-DDS（Ito et al, Sci.
Rep.,2019). Odf4 knockout male mice are infertile. Their spermatozoa progress backward and fail to 
ascend in the uterus owing to bent (hairpin) flagellum caused by failure to remove huge residual 
cytoplasmic droplets. Bent flagellum is one of the most common disorders in sperm shaping and 
movement in male infertile patients. Our further study will open a new window to understanding the 
mechanism of bent flagellum and it's medical treatment.

研究分野：生殖生物医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頭部離断精子(DDS)は死滅と診断され治療に使われないが、Odf2遺伝子のハプロ不全が原因のDDSは、精子頸部-
中間部間で断裂する新しく発見したタイプのDDSであり顕微授精によって治療できる。ヒトにおいてOdf2-DDSが
診断できれば、離断した精子を使うことで治療の道が開けることを明らかにした。Odf4遺伝子欠損マウスの精子
は、不妊患者でもよく観察される尾部の屈曲変形（ヘアピン鞭毛）を示す。現在、屈曲変形の生じる詳細なメカ
ニズムを解析中であり、その情報は生殖補助医療に活用できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
不妊症の約半分は男性に起因するため、正確な精子機能検査は不妊症の診断と治療に必須であ
る。私たちはヒト精子タンパク質をコードする遺伝子改変マウス、特に遺伝子欠損（KO）不妊
症モデルマウスを用いて、 (1)精子卵子膜接着 /融合経路には既知の Izumo1 経路以外に
EQUATORIN (エクアトリン) 経路があることを論文発表（Ito et al, Reproduction 2018）し、(2)中
心体関連分子としても知られている精子外側粗大線維に局在するタンパク質 ODF2 が欠損する
と、精子頚部と中間部の離断（従来の報告は精子頭部と頚部の離断）により不妊が起こることを
発見している。さらに、(3)ODF4が欠損すると、精子鞭毛変形により直進運動障害が起こり不妊
になることを発見し、これらの KO マウスの不妊発症のメカニズムと関連分子群を分子細胞学
的に早急に解明する必要性が生まれた。研究で用いる全ての遺伝子改変マウスは独自に作製し
たものであり、研究から得られた新しい情報は精子と生殖現象に関する基礎データを提供する
だけでなく、生殖医療の臨床応用へと発展する可能性があると考えた。また、電子顕微鏡解析や
遺伝子改変動物作製の技術を用いて学内外の研究を支援することが求められていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝子改変マウスを用いて、中心体関連タンパク質 ODF2および鞭毛運動と形態に
関与するタンパク質 ODF4 の詳細な性状と関連分子との相互作用を明らかにし、受精に必要な
分子機構を解明することを目的とした。具体的には、【1】生化学的手法や蛍光抗体法、電子顕
微鏡的解析により Odf2-KO精子の詳細な解析を行い ODF2の機能を解明し、【2】Odf4-KO精子
の詳細な解析と Odf4-EGFP transgenic (Tg) mouseを作製して Odf4の局在解明と rescue mouseを
作製し、ODF4の受精における役割を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
【１】Odf2-KO精子の解析 
(1) Odf2-KO精子の尾部に局在する主要タンパク質を見る 
① 6% Ureaまたは RIPA bufferを用いてタンパク質を抽出し泳動後、ODF1,Speriolin,Tektin4,AK-
1,Septin7,PHGPx,に対する抗体を用いて western blotを行った。 
② Odf2-KO精子を 0.1% TritonX-100処理後に、抗 Speriolin抗体や γTubulin抗体を用いて蛍光顕
微鏡にて観察し、精子中心体の局在を確認した。 
(2) Odf2-KO精子の生存の確認 
① 死細胞を染色する Propidium iodide(PI)と Hoechst 33258で処理した後、蛍光顕微鏡で 死細胞
と生細胞の数を数えて割合を求めた。 
② 離断頭部の先体反応の確認 
CO2インキュベーターで培養後、抗エクアトリン抗体を用いて先体反応の経過を観察した。 
③ 離断尾部の capacitationの確認 
CO2 インキュベーターで培養した精子を SDS サンプルバッファーで溶解し泳動後、抗
Phosphotyroson抗体を用いて western blotを行った。 
④ 離断頭部と離断尾部の詳細な性状観察 
Cryo-STEM (scanning transmission electron microscope)を用いて Odf2-KO精子頭部の頸部と尾部に
見られる突起部の詳細構造を解析した。 
⑤ Odf2-KO精子頭部の妊孕性の確認 
Odf2-KO精子頭部を野生型卵に ICSIにより受精させ産仔が得られるか確認した。 
【２】Odf4-KO精子の解析 
(1)Odf4-EGFP Tgマウスを用いた ODF4解析 
① Odf4-EGFP Tgマウスの作製及び ODF4局在解析 
カルメジンプロモーターを持つ Odf4-EGFPベクターを作製し、B6系のマウス卵にインジェクシ
ョンして Odf4-EGFP Tgマウスを作製した。精巣上体尾部より採取した精子を無処理で蛍光顕微
鏡にて ODF4の局在を解析した。さらに、抗 GFP抗体を用いて免疫電顕的解析を行った。また、
Odf4-EGFP-Odf2-mCherryダブル Tgマウスを作製し、ODF4と ODF2の局在の違いを蛍光顕微鏡
にて解析した。 
② Odf4-KO-(Eqtn-EGFP) ダブル Tg マウス（先体が光るため子宮壁や卵管壁の外側から精子の
位置が観察できる）を作製し、野生型雌マウスと交尾させた後、子宮から卵管へと移動する精子
を in vivoで蛍光顕微鏡にて撮影し運動能力を解析した。 
(2)Odf4-KO精子を用いた ODF4解析 
① Odf4-KO精子の尾部に局在する主要タンパク質を見るために、6% Ureaまたは RIPA bufferを
用いてタンパク質を抽出し泳動後、ODF1,2, TEKTIN4, SEPTIN4, 7, SLC22A14,GAODHS 等に対
する抗体を用いて western blotを行った。 
② 尾部形態異常がいつ生じるのかを確認するために、Odf4-KO精子を精巣上体頭,体,尾から３
個体以上かつ200匹以上ずつ回収してその形態を野性型精子と比較解析した。また、余剰細胞質



除去不全の原因を解析するために、精子尾部に局在するアクアポリン４と8をwestern blotにて野
性型精子と比較した。 
③ Odf4-KO精子の屈曲と培地の浸透圧の関係を解析するために、３個体以上の精子を150 (血漿
の半分の浸透圧) 、310(血漿の浸透圧に近似) 、380 (子宮内の浸透圧) 、440 mOsm/kgH2O の
TYH培地に入れてそれぞれ200匹以上を野性型精子の形態と比較解析した。 
(3) Odf4-KOレスキューマウスの作製とその解析 
Odf4-KO雌マウスとOdf4-EGFP Tg雄マウスを交配させてOdf4-KOレスキューマウスを作製し
た。レスキューマウスを用いて運動性と形態、妊孕性等の解析を行った。 
４．研究成果 
【１】Odf2-KO精子の解析 
(1)①Odf2-KO ヘテロ精子では、ODF2 タンパク質が野生型の６割程度に減少していた。一方、
精子尾部に局在する主要なタンパク質は野生型と差異なかった。②精子中心体は、離断した頭
部側の突起部に局在することがわかった。これは通常の離断精子が尾部側に中心体が局在する
ことと異なった。 (2) ①離断頭部の 75%は PI陰性かつ Hoechst陰性であり細胞膜が保たれてい
ることが判った。TYH培地培養にて②離断頭部は先体反応を起こし、③離断頭部は capacitation
を起こすことが判った。④ Z-stack画像により離断頭部の頚部離断部の細胞質は完全に保たれて
いることが判った。⑤Odf2-KO雄は ICSIにより産仔が得られることが証明できた。 
Decapitated and decaudated spermatozoa (DDS)は精子の頭尾離断のために卵子と受精できず男性不
妊を起こす原因の一つであり、ヒトやウシ等で報告されている。本研究では先行する研究課題
を引き継ぎ、Odf2遺伝子欠損ヘテロ雄マウスを解析し、Odf2ハプロ不全によりDDSが発症する
ことを明らかにした。さらに、Odf2-DDSは頭尾が離断しているにもかかわらず生存しておりか
つ頭側に中心子が存在していることを証明し、精子頭部を卵子の細胞質に注入する治療法
(ICSI)により産仔が得られることを明らかにした。従来のDDSは臨床的には死んだ精子と見な
されるため生殖補助治療には使用されない。Odf2ハプロ不全が原因で起こるDDSの診断がつい
た場合は射出精子により治療ができることから、患者の負担軽減が期待できると考えられる
（Sci Rep.9:14249.2019に発表)。 
【２】Odf4-KO精子の解析 
(1) ①Odf4-EGFP Tgマウスの精子および精巣を用いてOdf4の局在を蛍光顕微鏡、免疫電顕等に
て解析した。Odf4-EGFP-Odf2-mCherryダブルTg精子解析により、ODF4は外側粗大線維に局在
するODF2よりも広範囲に局在しODF2とは異なった機能を持つことが示唆された。②Odf4-KO
精子は子宮腔内を上行できず卵管膨大部まで到達することができないため、不妊を生じること
が判った。(2) ①Odf4-KO精子は、ODF4を欠如するがそれ以外の主要な尾部タンパク質は野生
型と同様に存在することが判った。②野性型精子では精巣上体内を頭,体,尾と移動するにつれ
て伸長する精子が増加するのに対して、Odf4-KO精子では屈曲する精子が増えることが判っ
た。その際、余剰細胞質の残存が尾部屈曲異常に関与していることが明らかになった。Odf4-
KO精子にはアクアポリンは正常に存在し、Odf4-KO精子の細胞質残余にはアクアポリンは関与
しないことが判った。③Odf4-KO精子の屈曲は培地の浸透圧とは無関係であることが判った。
(3) Odf4-KOレスキュー精子は運動性、形態、妊孕性等全てにおいて野生型と差異がなく回復が
見られた。 
本研究により、ODF4欠如によって精子尾部屈曲異常が起こり運動障害により雄性不妊を呈する
ことが判った。ODF4と免疫沈降する分子は既に解明しているため引き続き解析を進める。 
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