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研究成果の概要（和文）：遺伝子欠損マウスを用いて精巣上体に特異的に発現しているカルボキ

シルエステラーゼである CES4 の生理機能の解析を行った。メタボローム解析により CES4 変

異マウスの精巣上体において酸化的環境にあることが示された。また、酸化ストレスに応答し

て発現が誘導されるヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)の発現亢進が検出され、変異マウスの精巣上

体が酸化ストレスに曝されていることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The biological function of an epididymal-specific carboxylesterase, 

CES4, was studied using Ces4 knock out mouse. The metabolome analysis of epididymal 

cell extracts revealed that the most of the glutathione was identified as oxidative form in 

the epididymis of KO mouse. The expression of oxidative stress-responsive heme 

oxygenase-1 (HO-1) was also increased in the KO mouse tissue.  These data indicated that 

the epididymis of KO mouse was exposed by oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 

 

申請者らは、健常な成ネコの尿中に分子量約
70ｋのタンパク質が高濃度に存在している
ことを発見し、このタンパク質は血清由来の
ものではなく、腎臓の尿細管細胞で合成され
尿中に分泌されていることを明らかにした。
コーキシンと命名したこのタンパク質はネ
コ尿に特異的なアミノ酸であるフェリニン
の生合成に関わるエステラーゼ酵素である
ことが分かっているが、ネコ以外のほ乳類に
おいてもコーキシンと近縁の遺伝子（CES4)

があることが明らかになっている。ネコ以外
のほ乳動物においては、CES4 は雄の精巣上
体で特異的に発現し、精巣上体分泌液に存在
することが示されているが、CES4 の生理機
能は全く不明である。 

 

２．研究の目的 

 

精巣上体は、長さ数十メートルにおよぶ細管
からなり、その中を精子が通過する過程で成
熟し運動能力を持つようになる。精巣上体に
特異的に発現しているタンパク質は、精子の
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成熟や酸化的障害からの保護の役割をする
ものが多く同定されている。精子の成熟に関
わる精巣上体の機能不全が男性不妊の原因
の一つであると考えられているが、その詳細
については不明である。CES の生理的な役割
のひとつと考えられている脂質代謝に着目
すると、精子の受精能獲得(capacitation)の際
に、精子表面のコレステロールが除去される
ことがよく知られており、また、精子の運動
性が低下することにより不妊になる精子無
力症では、精液や精子のリン脂質の組成が
健常な精子と異なっていることが報告され
ている。本研究により CES4 と精子成熟の
関連が明らかになれば、精巣上体における
精子成熟の分子機構の解明に寄与する極め
て重要な知見をもたらすことができる。さ
らに、不妊動物モデルとして CES4 ノック
アウトマウスが利用できると期待され、雄
性不妊治療研究に応用することも可能とな
ると考えられる。本研究では、精巣上体の
CES4 の生理機能を明らかにする目的で、
我々が作製した Ces4 ノックアウトマウスを
用いて、遺伝子欠損による表現型の解析や組
織特異的発現部位の解析を行った。 

 

３．研究の方法 

 

（１）Ces4 ノックアウトマウスの表現型の
解析 

精巣上体における CES4 の機能を明らかにす
るため、①オスホモ変異個体の生殖能力の解
析や、②精子の形態や運動性の観察、③遺伝
子欠損による精巣上体分泌液および精子自
体の構成成分の組成変化の解析を行った。
CES4 の基質としては、脂肪酸エステルやアミ
ド化合物、グルタチオン抱合体等が候補に挙
げられるので、精巣上体抽出液および精子に
おけるこれらの物質やその代謝成分の組成
変化について GC/MS や LC/MS を用いて解析し
た。 
 
（２）マウスにおける Ces4 発現部位の解析 

機能未知遺伝子の発現部位と発現の時期特
異性を解析することにより、機能解明のた
めの重要な知見が得られると考えられる。
Ces4 ノックアウトマウスは、Ces4 エクソン
(exon1および exon2)とGFP遺伝子が相同置
換するように設計されており、マウスにお
ける CES4 の発現部位を蛍光顕微鏡によっ
て観察することが可能である。そこで、発
生段階や生後の CES4 の発現部位を、組織
切片や実体蛍光顕微鏡による全体像のGFP

蛍光観察を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）Ces4 ノックアウトマウスの表現型の

解析 

①オスホモ変異個体の生殖能力の解析 

精巣上体は精子の成熟に関わる機関であり、
精巣上体を通過する過程において、精子は潜
在的な運動能と受精能を獲得していく。そこ
で、CES4 と雄性生殖能の関連について明らか
にする目的で、雄の Ces4 遺伝子欠損マウス
と野生型マウスで、野生型雌と交配させた際
の産仔数の比較を行った。生後 3カ月から 12
カ月まで継時的に野生型と欠損マウスそれ
ぞれ４頭を用いて解析を行ったところ、統計
的に有意な平均産仔数の違いは見られず、
Ces4 変異による生殖能への影響は認められ
なかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１．Ces4 欠損雄マウス 4頭と野生型雌を交
配させた場合の産仔数の変化 
 
 
②精子の形態や運動性の観察 
Ces4 欠損雄マウスと野生型マウスの精巣上
体から精子を採取し、樹脂に包埋後、切片の
電子顕微鏡観察を行った。その結果、頭部、
尾部ともに欠損マウスと野生型マウスの間
で形態的な違いは見られず、精子の形態形成
において CES4 は関与しないと考えられた。 
精子の運動性に関しても、生理食塩水中にお
ける精子の運動性を目視で観察したところ、
欠損型マウスの精子が野生型の精子に比べ
て、運動性が若干劣るように見えたが、顕著
な差は見られず、①の結果と併せて考えると、
Ces4 欠損によって精子の受精能は影響を受
けないことが強く示唆された。 
 
③遺伝子欠損による精巣上体分泌液および
精子自体の構成成分の組成変化 
精巣上体抽出物のメタボローム解析により
CES4 変異マウス の精巣上体において還元型
グルタチオンが減少した酸化的環境にある
ことが示されたため(図 2)、酸化ストレスに
応答して発現が誘導されるヘムオキシゲナ
ーゼ -1(HO-1)のタンパク質量の差異につい
て、ウエスタンブロッティング法を用いて解
析を行った。その結果、精巣上体中の HO-1
の発現亢進が検出され、変異マウスの精巣上
体が酸化ストレスに曝されていることが示
唆された。 
 野生型マウスと変異 マウスの精巣上体か



ら脂質を抽出し、GCMS を用いて脂質組成の比
較を行った。その結果、CES4 変異マウスにお
いて、オレイン酸とリノール酸が有意に減 
少しており、CES4 が脂質代謝に関与している
可能性が示唆された。また、遊離脂肪酸につ
いては、両者で差異が認められなかったため、
CES はモノグリセリドの分解には関与してい
ないと考えられる。 
 

      ＧＳＨ    ＧＳＳＨ 
 
図２．野生型（青）、ヘテロ（赤）、ＫＯ（緑） 
の精巣上体尾部抽出液中の還元型グルタチ
オン（ＧＳＨ）と酸化型グルタチオン二量体
（ＧＳＳＧ） 

 
  

 
図３．精巣上体の脂質全体（上図）および遊
離脂肪酸（下図）の比較 
 
 

次いで、精巣上体のタンパク質の網羅的解
析により、CES4 変異による生理的・生化学的
影響について解析を行った。野生型マウスと
変異マウスの精巣上体尾部よりタンパク質
を抽出し、2 次元電気泳動を行った後、蛍光
色素で発色させたタンパク質スポットのパ
ターンを解析した。存在量に差のあるスポッ
トをゲルから切り出し、ナノ LC-MS/MS 分析
により、タンパク質の同定を行った。その結
果、sorbitol dehydrogenase が CES4 変異マ
ウスにおいて亢進していることが明らかに
なった。精漿中にはソルビトールおよび
sorbitol dehydrogenase が存在しており、ソ
ルビトールをフルクトースに変換すること
で、精子運動のエネルギー源を提供すると考
えられている。sorbitol dehydrogenase が変
異マウスで発現亢進していたことから、何ら
かの理由で、変異マウスの精巣上体尾部内精
子の運動性が野生型マウスの精子よりも高
まっている可能性や、精巣上体内でエネルギ
ー供給不足が生じている可能性が考えられ
た。また、精子の鞭毛や先体部分を構成する
タンパク質であるouter dense fiber ptotein
や sperm acrosome membrane associated 
protein が変異マウスで減少していたことか
ら、変異マウスにおいて精子数が減少してい
る可能性が示された。 
 
（２）マウスにおける Ces4 発現部位の解析 

遺伝子変異マウスの Ces4 発現部位を同定す
る目的で変異マウスの精巣上体組織切片の
GFP 蛍光像を観察したが、生後 3 カ月以上の
雄マウスにおいても、コントロールとして用
いた GFP を発現していない野生型と変化が
なく、何らかの理由で GFP が発現できなく
なったか、発現量が少なく蛍光像が得られな
かった可能性が考えられる。 
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