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研究成果の概要（和文）：	 

受精の膜融合の分子メカニズムは、未知の部分が多く詳細な解明に至っていない。本研究課題

では、膜融合の解明に向けて研究を推進し、以下のような研究成果を得た。	 

精子側の融合因子である IZUMO1 と精子上で相互作用する精巣特異的な分子 ACE3 を同定し、ノ

ックアウトマウスを作製し、その解析を行った。その結果、ACE3 ノックアウトマウスは不妊で

はなかったが、その精子は IZUMO1 の局在に影響があることが明らかになった。	 

また IZUMO1 ノックアウト精子を利用して、精子は透明帯により先体反応が誘起され、先体内の

消化酵素を用いて透明帯を通過できるようになるという定説を覆す新知見を発表した。	 

	 

研究成果の概要（英文）：	 

Despite	 the	 biological	 importance	 of	 sperm-egg	 fusion	 in	 fertilization,	 the	 molecular	 

mechanisms	 underlying	 this	 step	 remain	 largely	 unknown.	 We	 focused	 on	 elucidating	 the	 

molecular	 mechanisms	 of	 sperm-egg	 fusion	 by	 using	 genetically	 manipulated	 mice.	 In	 this	 

application,	 we	 reached	 to	 obtain	 two	 aspects	 about	 mammalian	 fertilization	 as	 follows.	 

We	 identified	 an	 IZUMO1-interacting	 protein	 in	 spermatozoon.	 We	 produced	 an	 Ace3	 

disrupted	 mouse	 line,	 and	 found	 the	 localization	 of	 IZUMO1	 spread	 in	 a	 little	 wider	 area	 

on	 spermatozoa,	 but	 the	 elimination	 of	 ACE3	 did	 not	 result	 in	 a	 loss	 of	 sperm	 fertilizing	 

ability.	 Utilizing	 Izumo1-deficient	 spermatozoa,	 we	 found	 that	 the	 spermatozoa	 had	 the	 

ability	 to	 pass	 through	 the	 ZP	 at	 least	 twice.	 Apparently,	 some	 spermatozoa	 that	 had	 

undergone	 the	 acrosome	 reaction	 long	 before	 contact	 with	 the	 ZP	 remained	 capable	 of	 

crossing	 the	 ZP	 and	 fertilizing	 eggs.	 The	 concept	 that	 acrosome-reacted	 spermatozoa	 are	 

unable	 to	 bind	 to	 the	 ZP	 and	 have	 lost	 their	 fertilizing	 capacity	 must	 be	 reconsidered.	 
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１．研究開始当初の背景	 

受精は生命現象の始まりという極めて重要

な現象にも関わらず、分子生物学的な機構に

ついては未知の部分が多い。特に膜融合機構

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。我々は、融合を特異的に阻

害するモノクローナル抗体を用いて、世界で

始めて精子側の融合因子 IZUMO1 を発見し	 

(Nature,	 Inoue	 N	 et	 al,	 2005)、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	 (BBRC,	 

Inoue	 N	 et	 al,	 2008)	 を明らかにしてきた。

また未発表データながら IZUMO1 を介する膜

融合機構を解明するうえで重要な位置を占

める、IZUMO1 の一次構造上の融合機能ドメイ

ンを明らかにした。このドメインは種間でよ

く保存され、かつ IZUMO1 に特異的な配列で

ある、N-末端領域	 (融合ドメイン)	 であった。	 

	 
２．研究の目的	 

本研究では、(1)	 IZUMO1 に特異的な融合ドメ

インから機能部位を明らかにする研究、(2)	 

融合ドメインと相互作用する卵子側の因子

の機能解析の 2本柱となる研究課題を推進す

る。	 

	 
３．研究の方法	 

(1)	 IZUMO1に特異的な融合ドメインから機能

部位を明らかにする研究	 

①この領域を免疫原として数種類のモノク

ローナル抗体を作製し、融合阻害の効果があ

るものとないものに分類する。②融合ドメイ

ンを 10 種類以上の部位にわけ、そのデリー

ションミュータントを作製し、細胞に発現さ

せたリコンビナントタンパク質のウエスタ

ンブロットや FACS 等の解析からこれらモノ

クローナル抗体のエピトープを同定する。同

定された融合に機能する領域は、X線結晶構

造解析やアミノ酸の変異のトランスジェニ

ックレスキューにより、in	 vivo での機能に

ついて解析する。	 

(2)	 融合ドメインと相互作用する卵子側の

因子の機能解析	 

我々はすでに、IZUMO1 と相互作用する IZUMO1

結合分子	 (IZUMO1-BP)	 の候補分子を同定し

ている。IZUMO1-BP が生体内でどのように機

能するのか調べるために、ノックアウトマウ

スを作製する。IZUMO1-BP は卵子だけではな

く様々な組織で発現するため、コンディショ

ナルノックアウト法を用いる。	 

	 
４．研究成果	 

融合ドメインに対する複数のモノクローナ

ル抗体を作製することに成功した。これら抗

体のなかで、機能阻害作用のあるものについ

てのエピトープ解析から融合に機能するコ

ア領域を絞り込みことに成功した。現在は、

この部位に変異をもつトランスジェニック

マウスを用いて in	 vivo での機能について解

析を進めている。	 

精子上の IZUMO1 の作用機序を解明するため

に、免疫沈降法により IZUMO1 と相互作用し

ている精子膜上のタンパク質の同定を試み

た。その結果、血圧の調節に機能する ACE	 

(Angiotensin-converting	 enzyme)	 に類似す

る精巣特異的な ACE3 が同定された。ACE3 の

ノックアウトマウスを作製したが、精子の受

精能には何ら影響を与えなかった。しかし、

IZUMO1 の局在に影響を及す分子であること



 

 

が明らかになった	 (図 1)。	 

IZUMO1-BP のノックアウトマウスを作製し、

その妊孕性について解析したが、雌雄ともに

不妊ではなかった。この結果から IZUMO１の

カウンターレセプターとなる卵子側の分子

は他に存在すると推測された。	 

この他、融合できない IZUMO1 ノックアウ

ト精子を利用して、これまで考えられてきた

精子が卵子の透明帯に接触することにより

先体反応が引き起こされ、精子の頭部にある

先体部から酵素を放出しながら透明帯を通

過するという定説を覆す新知見を発表した。

つまり、囲卵腔内の先体反応を完全に終えた

精子を回収し、新しい卵子に加えたところ、

精子は透明帯を再度通過できるばかりでは

なく、正常に受精できることが明らかになっ

た。	 
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図 1	 IZUMO1 に相互作用する分子として、

ACE3 が同定された	 (A)。ACE3 ノックアウトマ

ウスの精子では IZUMO1 の局在が先体部の広

範囲に変化する	 (B)。	 
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