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研究成果の概要（和文）：本研究課題では男性不妊症患者から採取した精子のミトコンドリアタンパク質の発現
や精子内の局在と精液評価をSMASシステムとMiOXSYSを使って解析した。さらに、これらの結果を患者ごとの不
妊治療効果と対応させ、段階的男性不妊症治療の新規の予後指標を確立することを目的にした。 
COXFA4L3タンパク質は、精液サンプルの体細胞由来成分には含まれないので、精液中の精子のミトコンドリアタ
ンパク質のみを検出することができる。そこで、抗COXFA4L3モノクローナル抗体で発現量と局在を解析した。ま
た、COXFA4L3タンパク質発現量は精子細胞特異的解糖系タンパク質GAPDSの発現量との相対比で求めた。 

研究成果の概要（英文）：In this research project, the expression of mitochondrial proteins and their
 localisation in sperm from male infertility patients were analysed using monoclonal antibodies. The
 semen evaluation of the patients was also assessed using the SMAS system and MiOXSYS. Furthermore, 
we aimed to establish novel prognostic indicators for staged male infertility treatment by 
correlating these results with the efficacy of infertility treatment in each patient. 
COXFA4L3 is not expressed in somatic cell-derived components of semen samples, so only the 
mitochondrial proteins of sperm in semen can be detected. Therefore, expression level and 
localisation by using an anti-human COXFA4L3 monoclonal antibody were performed. And the COXFA4L3 
protein expression level was determined relative to the expression level of the sperm cell-specific 
glycolytic system protein GAPDS. 

研究分野：泌尿器科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究では、新たにミトコンドリア電子伝達系複合体4のサブユニットタンパク質が男性不妊症患者の精子
先体にも異所的に発現していることを明らかにした。また、この異所的発現している精子を異常精子と判定する
と、正常精子が精液試料中に26％以上持つ男性では自然妊娠や人工授精で妊娠が成立することがわかった。この
評価法を使うと、不妊症外来に訪れた患者さんに対し、人工授精法と体外受精法や顕微授精法の診療方法の切り
分けに有効である事が示唆される。これにより、より体への負担が少なく、安価で短期間に妊娠転帰できる可能
性を示唆するものとして社会的意義が深い。

※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 
我が国では通常のカップルのう
ち約 15%が不妊症で、その半数が
男性側に原因がある。男性不妊症
の治療には生活習慣の改善、ホル
モン療法、漢方薬やビタミンなど
の薬物投与と精索静脈瘤などの外
科的手術、人工授精などが実施さ
れているが、必ずしも期待される
効果が得られていない。不妊治療
は男性側にも女性側にも大きなコストやスト
レスがかかるので社会問題として注目を浴び
ている。 
男性不妊症のうち約 8割が乏精子症、無精子
症、精子無力症などの造精障害である。男性不
妊症は多因子性疾患だが、ほとんどの場合、異
常精子及び精子細胞の活性酸素(ROS)レベルが
高いという共通の特徴がみられ、ETCと男性不
妊症の関連が示唆されている（Amaral et al, 
2013）。そのため、生活習慣や遺伝要因など多因
子性の障害カスケードが、精子細胞のMtの ETCに収束し、その機能不全が造精機能を障害し
ていると考えられるが（図 1）、その分子病理学的知見はほとんどない。この解明を阻んでいる
のは分子病理学的解析に必要な精子特異的な ETC マーカーや疾患モデル動物がないことであ
る。申請者らは精子形成過程の減数分裂後に特異的に発現する Mt-ETC 複合体Ⅳの新しいサブ
ユニットタンパク質 Coxfa4l3を報告した(文献 13)。このヒトホモログ COXFA4L3はヒトで唯
一の精子細胞・精子特異的な ETCサブユニットタンパク質である。この KOマウスで精子形態
異常や空洞化した精細管がみられたことから（図 2）、Mt機能不全による造精障害の良い疾患モ
デルになると考えた。 
 
２．研究の目的 
本課題の目的は、COXFA4L3 をツールにして、KO マウスと正常マウスで精子および減数分裂
後の精子細胞の Mt-ETC のサブユニット構成とその活性、ATP と ROS 生産能を比較して、精
子形成期の ETCの特殊性を明らかにすることである。さらにその知見をもとに男性不妊症のバ
イオマーカーとして COXFA4L3が有用かどうかを検証する 
 
３．研究の方法 
（１） 精巣生殖細胞の分化段階ごとの安定的分画方法の確立 
精巣生殖細胞を核特異的蛍光色素
Hoechst33342 で染色し、フローサイ
トメーターで分画分取する（図 4 左
上）。これを安定に分取して Mt タンパ
ク質を精製するプロトコルを完成す
る。 
（２） Blue-Native PAGE による ETC
複合体の超複合体と活性解析 
ETC の複合体Ⅰ～Ⅳは複合体同士で
結合して超複合体を形成し、その構成
の違いで ETC 活性を制御している。そ
こで、野生型マウスと KO マウスで超
複合体の構成と活性の違いを Blue-
Native PAGE と、そのゲル上での活性
染色を行い、複合体活性の違いを比較
する。 
（３） ヒト男性不妊症検査薬作製に向けたモノクローナル抗体作製と評価 
予備実験として、申請者らが樹立した COXFA4L3 などの ETC タンパク質に対するモノクローナル
抗体を使ってウエスタンブロット法で精子での発現量解析を行ったところ、人により大きな差
があることがわかった（図 4左下）。この発現量の差と病態との関連はまだ明らかではないが、
検査薬に適応可能な ETC タンパク質や精子量標準化用のモノクローナル抗体の作製に着手する。 
（４） Coxfa4l3 KO マウスの精子と精子細胞の Mt 活性の評価 



Coxfa4l3 KO マウスによる Mt 活性障害（ATP 量と ROS 量、膜電位、複合体Ⅰ～Ⅳ活性、脂質過酸
化等）を、精子とフローサイトメーターで分画した精子細胞で調べ、野生型マウスと比較する。 
（５） マウス体細胞・臓器と精子細胞の ETC 構成と Mt 活性の比較 
精子形成期細胞と他の臓器細胞の ATP 生産機構を比較し、精子形成期の特殊環境下での ATP 生
産機構の特殊性を明らかにするため、1-2、1-3 と同じ実験を臓器タンパク質で調べ、精子形成
期細胞と比較する。 
（６） ヒト精子での COXFA4L3 タンパク質の発現と男性不妊症との相関 
ヒト精子からタンパク質を抽出し、精子量標準化抗体と抗ヒト ETC タンパク質抗体を使って、精
子の ETC タンパク質の発現量をウエスタンブロッティングで比較する。そして、この発現量の差
と被験者の医療情報との相関度を求める。 
 
４．研究成果 
この研究プロジェクトでは、男性不妊患者の精子におけるミトコンドリアタンパク質の発現
とその局在を、モノクローナル抗体を用いて分析した。また、SMAS システムと MiOXSYS を用い
て患者の精液評価を行った。さらに、これらの結果を各患者の不妊治療効果と相関させることで、
段階的男性不妊治療の新たな予後指標を確立することを目指した。COXFA4L3 は精液サンプルの
体細胞由来成分には発現していないため、精液中の精子のミトコンドリア蛋白質のみを検出す
ることができる。そこで、抗ヒト COXFA4L3 モノクローナル抗体を用いて発現量と局在を調べた。
また、COXFA4L3 タンパク質の発現量を精子細胞特異的解糖系タンパク質 GAPDS の発現量との相
対値で求めた。 
その結果、男性不妊症患者の精子における発現量がサンプル間で大きな違いがあることがわ
かった。さらに驚くべきことに、本来精子中片部に局在する COXFA4L3 が男性不妊症患者の精子
の一部では先体にも異所的に局在することがわかった。この異所的局在を示す精子を異常と考
えると、異所的局在を示さない正常精子の割合が 26％以上である患者では人工授精により妊娠
を成立させることがわかった。これにより、段階的不妊治療の開始点を決める場合、COXFA4L3 の
先体局在を新たな予後指標として利用すれば、迅速な不妊治療法の選択に役立つ可能性を示す
ことができた。 
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