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研究成果の概要（和文）：十二指腸など上部消化管に発現するK細胞から分泌される消化管ホルモンGIPは、膵β細胞か
らのインスリン分泌を促進するのみならず、様々な膵外作用を有している。本研究は、GIP受容体が特異的に発現する
精巣に着目し、GIP受容体が精細管の特定のステージに発現していること、これを欠損すると受精能が低下すること、
これを欠損する精巣で特異的に発現が低下している因子が存在し、この発現は転写因子CREMτによって調節されている
こと、高脂肪食を摂食させると発現が低下することなどを示し、環境因子と男性不妊症を繋ぐ一因子を同定することが
できた。

研究成果の概要（英文）：GIP, which is secreted from endocrine K cells of small intestine, not only 
stimulates insulin secretion from pancreatic beta-cells but also exerts various extra-pancreatic effects. 
We have shown that GIP receptors are highly expressed in testis, knockout of GIP receptor leads to 
decreased artificial fertilization, and expression of factor X is decreased in testis of GIP receptor KO 
mice and high fat-fed mice, that factor X may be involved in binding of sperm and oocytes. These results 
suggests that GIP signaling and factor X are participated in male infertility induced by high fat or 
over-eating.

研究分野： 臨床医学、内科学、糖尿病学、内分泌学

キーワード： インクレチン　不妊
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１．研究開始当初の背景 
(1) 不妊症は約１割のカップルに認められ、
その原因の半数は男性不妊症である。男性不
妊症の殆どは精子数の減少あるいは精子の
受精能の低下などであり、現在これらに対す
る治療として体外受精や顕微授精などの生
殖補助技術が施行されている。しかし、これ
らの生殖補助技術の身体的・経済的負担は大
きく、かつ、それぞれの治療周期に期待でき
る挙児の確立は患者女性の年齢によって異
なるが 20％程度であり（2009 日本産婦人科
学会生殖補助技術登録による）、男性不妊症
の病態や分子機構について解明はほとんど
進展していない。 
(2) 精子が透明帯を通過し卵子と結合・膜融
合することで、受精が成立する。精子に発現
する因子としては Izumo が、卵子に発現する
因子としては CD9 が精子と卵子の膜融合に
必須であることが報告されているが、その詳
細な分子機構は十分に解明されていない。 
(3) インクレチンは膵β細胞からのインスリ
ン分泌を促進する消化管因子の総称である。
その一つである GIP は、食事摂取によりダイ
ナミックに分泌され、食後のインスリン分泌
を制御することで糖代謝の恒常性を担って
いる。研究代表者はこのような GIP の膵作用
を示すのみならず( Proc Natl Acad Sci USA 
1999 など )、GIP が脂肪細胞では LPL 
(lipoprotein lipase) 活性の調節に働き、GIP
シグナルが低下すると、脂肪細胞への栄養素
の取り込みが減少し、脂肪蓄積が減少するこ
と(Nat Med 2002 など)や、骨芽細胞に働き
カルシウムの骨への沈着に関与すること
(Mol Endocrinol 2006 など)を示してきた。 
(4) 本邦では年間約 20 万件の体外受精、顕微
授精がおこなわれている。その約半数は男性
不妊症であり造精機能、精子機能低下に対す
る有効な薬物療法が存在しない現在多くの
症例に顕微授精法が行われている。顕微授精
法は普及した技術であるが、精子を直接注入
するこの技術は生理的には不自然な技術で
あり本法施行後誕生じた児にわずかではあ
るが、染色体異常や胎児奇形などの増加があ
ることが未だ懸念されている。さらに、高度
の乏精子症例に関しては外科的な精巣内精
子採取もおこなわれているが、本技術の患者
への肉体的、精神的負担はきわめて大きい。
しかるに、精子機能を向上させる新しい方策
は現在も強く求められている。 
２．研究の目的 
(1) GIP 受容体が精巣に発現していること、
ならびに容体欠損マウスの精巣で著明に発
現が低下している因子 X に着目し、食事に応
じて分泌される消化管因子 GIP が、精子の細
胞膜に発現する因子介して、卵子との結合・
膜融合を調節しているとの仮説を着想した。 
(2) 因子 X の受精における意義を明確にし、
既報の Izumo や CD9 に加えて受精の分子機
構の解明に寄与することを目的としている。 
(3) 因子Ｘの男性不妊症例における発現とそ

の患者の糖代謝指標との関連調査や肥満・糖
代謝異常不妊男性に対する治療的介入によ
り GIPシグナルの活性化によりファクターX
の発現を回復させる治療戦略が開発される
ことによって、見かけ上の精液パラメーター
は不変であるが、個々の精子の受精能は向上
し、患者カップルが負担の大きい生殖補助技
術などを施行せずとも自然に妊娠が成立す
るような好ましい状況がより多く成立する
ことが期待でき、本挑戦によって、男性不妊
症に対する患者にやさしい、革新的な全身的
な治療戦略が萌芽してゆくことが期待でき
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 因子 Xを介した精子と卵子の膜融合、な
らびに GIPによる因子 Xの発現調節の２つの
課題で構成されている。 
(2) 因子 Xを介した精子と卵子の膜融合に関
しては主に以下の研究を行う。 
① 排卵誘発して採取した野生型マウスの卵
子、あるいはさらに透明帯を人工的に除去し
た卵子を用い、GIP 受容体欠損マウスの精子
と体外授精させる 
② 因子 X に対する抗体を作製し、免疫染色
法で局在を明らかにする。 
(3) GIP による因子 X の発現調節については
主に以下の研究を行う。 
① 高血糖低インスリン非肥満モデル動物と
して Akita マウス、高血糖高インスリン肥満
モデル動物としてob/obマウスや高脂肪食誘
発肥満マウスを用いる。これらのモデル動物
の精巣において因子 X の遺伝子発現を
realtime PCR 法で検索する。 
② 因子 X のプロモータ領域をルシフェラー
ゼプラスミドに結合し、cAMP に応答して因子
Xが増加する分子機構を検索する。 
 
４．研究成果 
(1) 因子 Xを介した精子と卵子の膜融合に関
しては以下の成果が得られた。 
① 精巣中において GIP 受容体が発現する細
胞を同定する目的で、In situ hybridization
を行なった。すると、精母細胞〜精子細胞に
特異的な発色が確認され、GIP 受容体を有す
る細胞であると考えられた。全ての精子細
胞・精母細胞に発現しているのではないこと
から、精母細胞・精子細胞の分化段階におけ
る特定の時期に発現しているのではないか
と考え、連続切片にて PAS 染色、HE 染色を追
加し、GIP 受容体の発現している精母細胞・
精子細胞の分化段階を検討したところ、周期
表のⅥ〜Ⅶにおいて特異的に発現している
ことがわかった。 
② in vitro での受精実験を行った。透明帯
存在下の卵とGIP受容体欠損マウスの精子の
受精率は野生型マウスの精子との受精率よ
りも有意に低かった。この結果は GIP 受容体
欠損マウス精子が透明帯を通過しづらいの
か、卵とのフュージョンに問題があるのかを



調べる為に、透明帯除去下において受精実験
を行った。透明帯除去下においても同様に、
GIP 受容体欠損マウスの精子は野生型精子と
比較し、多精子受精は少なく受精率が低下し
ていた（図）。このことは、GIP 受容体欠損マ
ウス精子の受精率が低下する原因は透明帯
との結合やその通過の問題ではなく、卵との
フュージョンもしくはそれ以降に問題があ
るものと考えられた。 
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③ 因子 X に対するポリクローナル抗体を作
製した。本抗体は因子 Xをヘテロロガスに発
現させた細胞株から抽出した蛋白を用いた
ウエスタン法で特異的なバンドが検出され
た。次に、精巣上体から単離した精子を用い
て免疫染色法で因子Xの発現する局在を確認
したところ、精子頭部に発現していた（図）。
アクロゾーム反応後にもその局在が確認さ
れた。 
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(2) GIP による因子 X の発現調節に関しては
以下の成果が得られた。 
① GIP 受容体ならびに因子 X（図）の遺伝子
発現は、高脂肪食負荷マウスや遺伝性の過食
モデルであるレプチン欠損 (ob/ob)マウス
において著明に低下していた。 
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② 因子 Xのプロモータ領域を luciferase 発
現プラスミドに接続し、因子 Xの転写に関わ
る因子を検索したところ、精子の分化に関与
する転写因子 CREMτによって発現が増強す
ることを明らかにした。 
 
(3) 以上の結果から、精子に発現する因子 X
が卵子と結合する重要な因子であることを
明らかにするとともに、過栄養が GIP シグナ
ルや因子Xのダウンレギュレーションによっ
て生殖率の低下に繋がることを示すことが
できた。 
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