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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らがゲノム編集技術CRISPR/Cas9を用いた個体での必須遺伝
子スクリーニングより明らかになった遺伝子（Lcn5-10, Ly6g5b/c, Spaca4, Tex46, Dcst1/2など）について雄
性生殖での機能を解明した。今回の発見は、哺乳類精子に関わる「精巣上体での精子成熟」、「透明帯通過」、
そして「受精膜融合」の受精に至る重要ステップに新たな知見を見出せた。特に、SPACA4, TEX46の発見は、従
来考えられてきた精子の透明帯通過に必要な精子の頭部形態と尾部が生み出す運動性に新たな分子を付け加える
ことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we elucidated the functions of genes (Lcn5-10, Ly6g5b/c, 
Spaca4, Tex46, Dcst1/2, etc.) in male reproduction that were identified through essential gene 
screening using the genome editing technology CRISPR/Cas9. This discovery has offered new insights 
into the crucial steps involved in the fertilization process of mammalian spermatozoa, including 
sperm maturation through the epididymis, passage through the zona pellucida (ZP), and sperm-oocyte 
membrane fusion. While it is known that the sperm head shape and motility are important for passage 
through the ZP, little is known about the molecular interactions. We discovered that two molecules, 
SPACA4 and TEX46, are essential for ZP penetration in mice.

研究分野： 生殖発生工学

キーワード： ゲノム編集　雄性不妊　哺乳類精子　小分子化合物　遺伝子保存

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、哺乳類生殖の中でも受精へ至るまでに精子が受精能力を獲得して卵子と膜融合するまでに必要な遺
伝子群の発見に成功した。これまで不明だった精子の透明帯通過に寄与する精子膜タンパク質SPACA4, TEX46の
同定は、分子機構の全容解明への第一歩となる。今回発見した因子を標的に、男性不妊の原因究明や検査・診断
法の開発に繋がり、精巣上体分泌因子を用いた精子受精能力の制御や試験管内再現への可能性を秘めている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは、ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 を用いた個体レベルの遺伝子スクリーニング
により、精巣及び精巣特異的な必須遺伝子の同定に成功した。それらの遺伝子は、雄性生殖の
必須ステップである「精巣上体における精子成熟」、「精子の卵透明帯通過」、そして「精子の受
精膜融合」で働くことが分かりつつあった。本対象とする遺伝子は、ハエや魚類からヒトまで
広く保存されるだけでなく、哺乳類以外でも重要な機能を持つことが知られていることから、
生物種間で普遍的な役割を担っていると予想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の仮説を証明するために遺伝子組換え動物を開発して、種々のモデル間での
生殖メカニズムの共通性と特異性に焦点を当てて機能解析した。以下、3 つのテーマに取り組
んだ。 

(1) 精子の精巣上体成熟に関与する LCN ファミリーKO マウスの解析 
(2) 精子の透明帯通過に関与する Spaca4-, Tex46-KO マウスの解析 
(3) 精子の受精膜融合に関与する Dcst1/2-KO マウスの解析 

 
３．研究の方法 
(1) 精子の精巣上体成熟に関与する LCN ファミリーKO マウスの解析 

インシリコ解析より精巣上体特異的な発現を示す遺伝子群を絞り込んだ。候補遺伝子につ
いて、マウスの精巣上体を含む各種臓器を用いた発現解析を検討し、Lcn5-10 ファミリー
および Ly6g5b/c に着目してゲノム編集マウスを開発して機能解析を行った。特定の染色
体上にクラスターを形成するファミリー遺伝子に対しては、クラスターを挟むように設計
したガイド RNA を用いて遺伝子領域の欠失（ノックアウト：KO）を試みた。開発した
KO 雄マウスを用いて、生殖機能に関する一連の表現型解析を実施した。具体的には、交
配試験、体外受精、精巣上体重量、精巣上体・精子の形態観察、そして精子運動性解析を
行った。ファミリー遺伝子は非常に類似した塩基やアミノ酸配列を持つことから、個別に
特異的な抗体を作製することは難しいため、表現型から想定される既知の関連タンパク質
を割り出した。KO マウスを用いたウエスタンブロット発現解析や免疫沈降によるタンパ
ク質間相互作用を調べた。 
 

(2) 精子の透明帯通過に関与する Spaca4-, Tex46-KO マウスの解析 
精巣および精子での局在を調べるために、それぞれに対する抗体を作製した。新鮮精子と
スライドグラスに塗抹した野生型精子を用いて、細胞固定の条件検討をして免疫蛍光染色
観察を行った。狙い通りに蛍光シグナルを検出できなかった遺伝子に対しては、mCherry
蛍光タンパク質をコードした一本鎖オリゴとゲノム編集を組み合わせてノックイン（KI）
マウスを開発した。精巣内での精子形成を経時的に観察する目的で、以前開発された精子
先体が緑色蛍光を持つトランスジェニック（TG）マウスと KI マウスを掛け合わせて、赤
色蛍光を指標に目的タンパク質の動態を蛍光観察した。KO マウスを用いた一連の表現型
解析とタンパク質間相互作用の検討は計画(1)と同様に行った。精子の透明帯通過異常を証
明するために、卵子を 3 つの条件（①通常条件：卵丘細胞あり・透明帯あり、②裸化卵子：
卵丘細胞なし・透明帯あり、③透明帯除去卵子：卵丘細胞なし・透明帯なし）で用意して
体外受精試験により精子の受精能力を検証した。 
 

(3) 精子の受精膜融合に関与する Dcst1/2-KO マウスの解析 
精子と卵子の膜融合不全を示す DCST1/2-KO マウスを用いて、研究代表者らが近年発見
した精子側の受精膜融合関連因子（FIMP, SOF1, SPACA6, TMEM95; Fujihara et al., 
Noda et al. PNAS. 2020#1, 2）や IZUMO1 の局在の可否をウエスタンブロット等で検討
した。蛍光タンパク質を付加した各関連因子を HEK293T 細胞に遺伝子導入して、コラゲ
ナーゼ処理により回収した③透明帯除去卵子と 30 分間共培養することで、蛍光タンパク
質を指標に細胞膜同士の接着・結合の有無を観察した。 

 
４．研究成果 
(1) 精子の精巣上体成熟に関与する LCN ファミリーKO マウスの解析 

LCN ファミリー遺伝子はマウス 2 番染色体に位置し、Lcn5, 6, 8, 9, 10 で構成される。5
遺伝子とも、精巣上体頭部で強く発現することが RT-PCR 解析より分かった。次に、最も
離れた位置にある Lcn9 とクラスターを形成する残り 4 遺伝子（Lcn5-10）の KO マウス 2
系統の開発を試みた。研究代表者らは 100kb 以上のゲノム編集マウス作出方法を確立して
いるため（Fujihara et al. PNAS. 2019）、Lcn5-10 ファミリーKO マウスの開発に成功し
た。交配試験の結果、Lcn9-KO マウスは生殖能力に異常は見られなかったが、Lcn5-10



ファミリーKO マウスは雄性不妊の傾向を示した。上記、一連の
表現型解析を行ったところ、Lcn5-10 ファミリーKO マウスの精
巣上体や精子の形態に異常は見られず、体外受精試験でも野生
型と同程度の受精率を示した（KO 精子の運動性に異常はないこ
とを証明）。しかし、KO 精子は卵子の透明帯結合能力が著しく
低下することを②裸化卵子を用いた体外受精より見つけた。続
けて、2 系統を交配させて 5 遺伝子（Lcn5-10/9）KO マウスを
調べたところ、Lcn5-10 ファミリーKO マウスよりも雄性不妊の
表現型が増強され、精子の透明帯結合能力も失われた。また、
開発した Ly6g5b/c-KO マウスも Lcn5-10 ファミリーKO マウス
と非常に類似した表現型を示した。これらの表現型に関連する
タンパク質の発現をウエスタンブロットにより調べたところ、
精子膜タンパク質 ADAM3、CMTM2A、そして CMTM2B が
Lcn5-10/9-KO 精子から消失していることが明らかになった（図
1：Lcn5-10/9-KO マウス精子のウエスタンブロット）。その一方
で、同様の表現型を示す精巣上体特異的なタンパク質 OVCH2
と RNASE10 には影響が見られなかった。 
以上より、精巣上体頭部に発現する LCN（5, 6, 8, 9, 10）フ

ァミリーと LY6G5B/C は精子成熟過程で、精子膜上に局在する
CMTM2A/B を介して ADAM3 の安定性に寄与することを発見
した（Sakurai, Fujihara et al. Andrology 2022）。 
 

(2) 精子の透明帯通過に関与する Spaca4-, Tex46-KO マウスの解析 
作製した SPACA4 抗体で免疫蛍光染
色を行ったところ、SPACA4 は先体反
応後に精子頭部に露出することが観
察された。一方、TEX46 は何度か作
製を試みたが、検出可能な反応性を示
す抗体は得られなかった。それぞれの
KO マウスを CRISPR/Cas9 を介して
作出して、一連の表現型解析を実施し
た。その結果、Spaca4-KO はマウス
系統により雄性不妊の程度は若干異
なったが、Tex46-KO 雄マウスは完全
な不妊であることが交配試験より明
らかになった。精巣重量については、
Spaca4-KO マウスは野生型との違いはなかったが Tex46-KO マウスは約 10%の有意な減
少が確認できた。精巣上体尾部より回収した精子の形態観察の結果、精巣重量と同様に
Spaca4-KO 精子は正常だったが、Tex46-KO 精子は全ての頭部先端が鈍化して、頭部が
180 度屈曲している精子も観察された（図 2：Tex46-KO 精子の形態観察）。精子鞭毛の電
子顕微鏡観察では、どちらの KO マウス系統も構造上の異常は観察されなかったが、
Tex46-KO 精子は頭部形態異常が原因で、精子運動性が野生型に比べて有意に低下するこ
とが分かった。次に体外受精試験の結果、どちらの KO マウス系統も、①通常条件と②裸
化卵子ではほとんど受精できなかったが、③透明帯除去卵子では受精できた（図 3：
Tex46-KO 精子を用いた卵子 3 条件で
の体外受精試験）。精子頭部形成や精
子の透明帯結合、そして精子の卵管移
行に必要な関連タンパク質の発現を
ウエスタンブロットにより検証した
が、どちらの KO マウス系統も野生型
との違いは見つけられなかった。そし
て、TEX46 の C 末端側に mCherry
を付加した KI マウスを開発して、精
子形成での局在を観察したところ、精
子頭部形成が始まるステップ 11 辺り
から赤色蛍光が検出され、頭部形成が
完了する時期には精子頭部の後端部
へ局在移動が観察された。さらに、精
子の形態が完成する精巣内精子では
頭部の屈曲が見られないことから、
Tex46-KO マウスの不妊の主原因は精
子頭部の先端部の鈍化であって、精巣
上体を通過することで頭部屈曲の精

図 2. Tex46-KO 精子の形態観察 
Tex46-KO マウスは精子頭部の形態異常（先端
の鈍化と頭部屈曲）により、雄性不妊になった。 
*矢頭は屈曲精子を示す。 

図 3. Tex46-KO 精子を用いた体外受精試験 
Tex46-KO 精子は、左から①通常条件と②裸化
卵子では全く受精できないが、③透明帯除去卵
子では受精できることが分かった。つまり、
Tex46-KO 精子は透明帯を通過できないこと
が主原因であった。 

図 1. Lcn5-10/9-KO
マウス精子の発現解
析 
Lcn5-10/9-KO(del/d
el)精子は精子膜タン
パク質 CMTM2A/B
の 消 失 が 原 因 で
ADAM3 が失われ不
妊になった。 



子が現れることが分か
った（図 4：Tex46-KO
マウスの精巣内精子の
蛍光観察）。 
以上より、SPACA4

とTEX46はマウス精子
の透明帯通過に必要な
因子であることを発見
した（Fujihara et al. 
PNAS. 2021; PNAS 
Nexus 2024）。前者は卵
子側の未知のパートナ
ーとの相互作用の存在
が、後者は TEX46 によ
る精子頭部の形態維持
機構の存在が示唆され
今後の課題が残った。 

 

(3) 精子の受精膜融合に関与する Dcst1/2-KO マウスの解析 
開発した Dcst1/2-KO マウスを用いて一連の表現型解析を行い、KO 雄マウスは不妊であ
った。精巣重量、精子の形態、そして精子運動性には異常が見られなかったが、KO 精子
は体外受精試験で①通常条件では受精できなかった。媒精後の未受精卵を観察したところ、
透明帯と卵子との間の囲卵腔に KO 精子が滞留していたことから、卵子細胞膜との融合不
全の可能性が高まった。そこで、精子の膜融合能力を検証するために、③透明帯除去卵子
を用いた体外受精の結果、KO 精子は膜融合できないことが証明された。しかし、
Dcst1/2-KO精子には IZUMO1が存在することがウエスタンブロットより分かった。次に、
HEK293T 細胞へ IZUMO1 と DCST1/2 を発現させて、③透明帯除去卵子と共培養したと
ころ、IZUMO1 発現細胞のみ卵子細胞膜と接着することが明らかになった。 
以上より、DCST1/2 は哺乳類でも受精に必須の精子側因子で、卵子との受精膜融合に

機能することを発見した（Noda, Blaha, Fujihara et al. Commun Biol. 2022）。しかし、
近年発見した 4 因子（FIMP, SOF1, SPACA6, TMEM95）と DCST1/2 を発現させた培養
細胞では、IZUMO1 のように卵子細胞膜との接着を再現できなかったことから、
IZUMO1-JUNO 結合を起点とする哺乳類の受精膜融合の試験管内再現にはまだ材料が足
りないのが現状である。 

 

 

図 4. Tex46-KO 精巣内精子の蛍光観察 
Tex46-KO マウスの精巣内精子は、全て野生型と同様に頭部
屈曲は見られなかった。つまり、TEX46 は精子頭部形成に機
能し、屈曲は精巣上体通過により生じることが分かった。 
青色は精子核、赤色は精子中片部、緑色は精子先体を示す。 
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