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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子改変動物の作出とライブイメージングの技術を駆使して受精メカニズム
の解明を目指した。卵―精子融合については、卵CD9と精子IZUMO1のライブイメージングに初めて成功し、受精時に卵
が精子を取り込むエンドサイトーシス活性の重要性を示唆できた。また、卵活性化については、近年報告された活性化
因子候補の遺伝子破壊マウスを作出し、示唆された機能や重要性がマウスでは存在しないことを証明できた。
さらに、CRISPR/Cas9を用いた迅速な遺伝子改変動物作製法を開発し、卵―精子融合と卵活性化における重要因子につ
いて、多数の遺伝子の欠損個体／点変異モデルマウスの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at the understanding of mammalian fertilization, 
especially sperm-egg fusion and egg activation by visualizing these phenomena using gene manipulated 
animal and live imaging technique. First, it was succeeded to visualize the moment of sperm-egg fusion in 
live using fluorescence-tagged IZUMO1 and CD9, and the significance of endocytotic activity of egg was 
strongly implicated. And, by the generation of gene-manipulated mouse line which lacks a newly reported 
sperm-born egg activation factor, it was proven that the factor doesn’t play any essential role in mouse 
egg activation.
Additionally, we succeeded to develop a novel gene-editing method using CRISPR/Cas9 system for rapid 
generation of gene deleted or point mutant mice, which enabled us to generate the multiple lines of 
mutant mice for essential factor(s) in sperm-egg fusion or egg activation.

研究分野： 生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
わが国における少子化問題は存在感が大

きくなる一方であり、世界的にも、先進国の
間で不妊と認定されるカップルの比率は 6 組
に 1 組まで増加するなど、受精と不妊に関す
る研究は要求度が増す一方である。 
これに対し、顕微授精法が普及するなど技

術開発については目覚しい進展が認められ
てきた。しかしながら、まだ妊娠率の低さや
安全面・倫理面での問題は多く残っているの
が現状である。 
こういった状況を打破するには、いまだ不

明な点の多い受精のメカニズムに関して深
い理解を得たうえで、“なぜ受精できないの
か”を明確にすることが必要である。一方で、
受精現象は、観察ストレスに弱いなど、個々
の細胞を解析するには課題があった。これに
対し申請者は、“受精の蛍光プローブ開発”
と“低侵襲観察法”とを融合させる方法で、
「精子先体が卵との接触以前に失われてい
る」ことや、 「体内で選択を受け卵にたど
り着いた精子は長期間受精能を維持できる」
ことなど、これまで知られてきた結果と異な
る実験結果を得ていた。また、哺乳類の卵‐
精子の膜融合の過程を初めて in vitro 蛍光ラ
イブイメージングすることに成功した。 
 
２．研究の目的 
不妊原因を探る際や、人工受精技術を発展

させるために、避けうることができない障壁
となっている、２つの現象に注目した。１つ
は、“卵―精子の融合”であり、もう１つは
“卵活性化”（精子ファクターが卵に Ca2+振
動を誘起し、卵染色体が雌性前核へ、精子核
が雄性前核へと変わる反応）である。 
申請者も明らかにしてきたように、ここま

での知見の真偽をはかり優先順位をつける
には、時間軸に沿ったライブイメージング観
察が必要である。そこで、本研究は、受精を
全く新しい視点から解析する試みとして、一
つ一つの卵と精子の出会い（=受精）につい
て、遺伝子改変動物の作出とともに、新規に
開発した受精の可視化（ライブイメージン
グ）技術を駆使することで、“卵―精子の融
合”と“卵活性化”における重要因子の機能
を解析し、受精過程の本質を明らかにするこ
とが目的である。 
このため、研究全体を(1) 卵-精子の融合、

と(2)卵活性化とに大別した。 
 
３．研究の方法 

(1) 卵-精子の融合 
両者が融合するメカニズムに関しては、卵

の表面にある CD9 と、精子の頭部上にある
IZUMO1 が、それぞれ融合必須因子だと明ら
かになっていた。しかし、どちらの分子も詳
細な機能は不明で、特に CD9 は、卵表面の
微絨毛の形成に必要だという報告もあり、
CD9 が直接融合に関与しているのかが争点
となっていた。 

そこで、ここでは主に融合時の CD9 の挙動
を、CD9 遺伝子欠損マウスの卵に蛍光タンパ
ク質融合型 CD9 を導入した卵と精子との融
合ライブイメージング解析を行った。 
(2)卵活性化 
活性化時には、まず精子由来の活性化ファ

クターが卵細胞質に伝わり、Ca2+振動を誘起
することで、卵染色体が雌性前核へ、精子核
が雄性前核へと変わる。この精子ファクター
について、これまで PLC-Z1（Phospholipase 
C-zeta 1）が有力な候補として同定されていた
が、一方で家畜を中心にいくつかのほかの分
子にも同様の卵活性化作用があることが報
告された。 
このため、ここではそれらの真偽について

遺伝子組換えマウスモデルを作出して機能
を解析した。また、その機能を評価するため
のイメージング解析系構築を目指した。 
 
４．研究成果 

(1)では、CD9 遺伝子欠損マウスの卵に卵特
異的発現プロモーターを用いた蛍光タンパ
ク質融合型 CD9 を発現するトランスジーン
(ZP3-CD9-EGFP)を導入した卵を作製するこ
とで、CD9 分子の融合時のライブイメージン
グ観察に成功した。さらに、精子側の融合必
須因子、IZUMO1 を蛍光標識したトランスジ
ェニックマウスの精子を用いてこれらを同
時観察した結果（下図）、IZUMO1 と CD9 と
は必ずしも同じ挙動は示さないことが明ら

かになった一方で、強い CD9 のシグナルが、
卵細胞質に取り込まれたあとの精子の表面
にも見られることから、受精直後の精子は卵
細胞膜成分に取り囲まれていることを明ら
かにすることができた。 
このことは、受精の際に、卵がエンドサイ

トーシス様の活性を発揮して精子を取り込



んでいることを証明しており、また、融合と
関連したこれらのイベントが非常に早い時
点で起こっていることを示している(Satouh 
et al., J Cell Sci, 2012)。 

(2)では、新しいタンパク質性の Ca2+プロー
ブを利用した、Ca2+の蛍光イメージングに挑
戦した結果、これに成功した。この、新たな
Ca2+卵観察手法は、従来の方法と異なり、長
波長での観察を可能にするため、Ca2+振動を
侵襲性がきわめて低い状態で観察すること
に成功している（論文準備中）。 
 また、家畜精子から得られた新たな活性化
因子の候補であった postacrosomal sheath WW 
domain-binding protein の遺伝子破壊マウスの
作出に成功した。そして、これの妊孕性を解
析した結果、示唆されていたような、精子形
成能の不全や、受精能の低下などは一切見ら
れないことを明らかにした。また、これにつ
いて、上述の新規の手法で Ca2+を観察し、さ
らに、受精させた卵の発生能をライブイメー
ジングによって詳細に比較した結果するこ
とで、野生型の精子とこの遺伝子破壊マウス
の精子との間に、なんら機能的に違いがない
ことを証明することができた（Satouh et al., 
論文投稿中）。 
そのほか、従来の ES 細胞を用いた遺伝子

ノックアウト法に加えて、新たに申請者らが
開発した CRISPR/Cas9 プラスミド DNA イン
ジェクション法による遺伝子改変動物作製
法（Mashiko et al., Sci. Rep. 2013、および 
Mashiko et al., Dev. Growth. Differ. 2014）を用
いることで、迅速に遺伝子欠損個体および点
変異導入体を作製することに成功したため、
これを用いて、卵―精子融合については
IZUMO1 や CD9、Juno といった分子、また、
活性化においてもいくつかの卵活性化因子
について、それぞれ複数の遺伝子の欠損個体
／点変異モデルマウスの作製に成功した。 
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