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略語一覧（A to Z） 

 

B6D2F1/Slc :（C57BL/6NCrSlc ♀×DBA/2CrSlc ♂） F1 

CASA  : Computer-assisted sperm analysis 

Cas9  : CRISPR-Associated Proteins 9 

CRISPR  : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

ES  : Embryonic stem 

gRNA  : guide RNA 

hCG  : human chorionic gonadotropin 

IB  : heterozygous 

IB  : immunoblotting 

IF  : immunofluorescence 

IP  : immunoprecipitation 

IVF  : in vitro fertilization 

KI  : knock-in 

KO  : knock-out 

ORF  : open reading frame 

PAM  : protospacer adjacent motif 

PMSG  : pregnant mare serum gonadotropin 

scRNA-seq : single cell RNA sequence 

SEM  : scanning electron microscopy 

TEM  : transmission electron microscopy 

VAP   : average path velocity 

VSL  : straight-line velocity 

VCL  : curvilinear velocity 

WT  : wild type  



-5- 

 

第一編 緒論 

 

我々ヒトを含む生物の一生（一世代）は大事であるが、新たな世代の個体を作り出すこ

と、すなわち世代が連続して続くということは生物と無生物を分ける決定的な差である。

このことから、生殖は生物の基本的でかつ重要な活動であると言える。一部を除き、基本

的に生物は有性生殖によって種を保存しており、生殖を理解することは生物学的観点から

重要である。 

現在、日本を含めた先進国では、不妊症が大きな社会問題となっている。国立社会保

障・人口問題研究所の統計調査（2021 年度）によると日本では 4.4 組に 1 組のカップルが

不妊の検査または治療を経験しており、この割合は前回（2015 年度）の調査の 5.5 組に 1

組と比べて増加している。世界的にはこのような不妊問題に加え、少子高齢化問題や人口

増加などの種々の人口問題が顕在化していることから、生殖現象の理解は生物学的観点の

みならず社会的観点からも非常に重要である。 

WHO の報告によると、先進国では不妊のおよそ半数は男性側に起因するとされており

1、男性の生殖（雄性生殖）の機構を明らかにすることは重要である。雄性生殖細胞である

精子が形成される精巣は、タンパク質をコードする遺伝子の発現が最も多い臓器として知

られている 2 が、その多くの遺伝子の機能が未だに不明である。哺乳類の精子は、高度に

特殊化した細胞であり、父性遺伝情報が高密度に凝縮された頭部と、運動性を制御する鞭

毛から構成される。精子は精原細胞の増殖に始まり、精母細胞の減数分裂を経て、円形精

子細胞から伸長精子細胞への大きな形態変化を伴って形成される。この形態変化は精子完

成期（spermiogenesis）と呼ばれ、先体の形成、鞭毛の伸長、核の凝縮、ミトコンドリアの

再配置などが起こる（図 1）3。完全に分化した精子細胞は最終的に精巣精細管上皮から管

腔内へと放出される（この過程は精子放出〈spermiation〉と呼ばれる）。精子放出は、精子

頭部および細胞質のリモデリング、接着構造の除去、そしてセルトリ細胞からの最終的な

離脱といった複数の段階から構成される。この過程で精子細胞の細胞質は残余体（residual 

body）として分離され、セルトリ細胞によって貪食される 4。その後、精子は精巣上体へ

輸送され、成熟を続けて運動性と受精能力を獲得する 5,6。マウスでは、精原細胞から精子

に分化するまでにおよそ 1 ヶ月という長い期間を要する。 

現在のところ、in vitro で幹細胞から完全な哺乳類精子を作製した報告はない。近年、マ

ウス ES 細胞から伸長精子細胞を作製し、顕微受精により次世代を得た報告がなされたも

のの 7、減数分裂以降は精巣組織片に細胞を移植しており（ex vivo 系）、作業が複雑である

うえ効率が低い。さらに、精巣上体を経ていないため、得られた精子は運動能力および受

精能力を欠いている。このように、運動性と受精能力を有する完全な精子を試験管内で作

製することはいまだ実現しておらず、したがって精子形成や受精の分子機構を理解するに
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は、個体レベルの研究が不可欠である。これまでの数十年間にわたりマウスのノックアウ

ト（KO）研究により、精子形成に必須な多くの遺伝子が同定されてきたものの 3,8、この

複雑な過程を支える分子機構は未だ十分に解明されていない。 

筆者は、精巣特異的に発現し、減数分裂以降の精子形成過程で高く発現する遺伝子であ

る Tex38 及び Zdhhc19（第一章）、Fbxo36 及び Fbxo39（第二章）について発生工学的手法

を用いてそれら遺伝子の機能を個体レベルで解析した。 

 

 

 

 

 

 

  

図 1. 精子完成期（spermiogenesis）の概略図（マウス） 

精子形成（spermiogenesis）では、円形精子細胞が成熟精子へと分化する過程で、著し

い形態変化が段階的に進行する。マウスではこの過程が 16 段階に分類され、step 2–3 

では遠位中心体（Distal centriole）から軸糸が伸長する。軸糸の伸長に伴い中心体は核

膜近傍へ移動して核と細胞膜をつなぎ、その後中心体と核が反対側へ移動することで

細胞膜が内側に折れ込む陥入が生じ、鞭毛領域の区画化が行われる。陥入は Annulus

の移動とともに消失し、ミトコンドリアが再配置され中片部に巻き付くことで最終的

にミトコンドリア鞘が形成される。この過程で、核前方の先体（Acrosome）が伸展し

て成熟し、さらに Manchette によって核が変形されることで、成熟精子特有の三日月

状の核が形成される。(参考論文 4 より引用) 
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第二編 本論 

第一章 精子形成における TEX38 の機能解析 

 

要旨 

 

精子の形態形成は、細胞構造の大規模な再編を伴う精密に制御された分化過程であり、

その異常は精子機能障害や雄性不妊の主要な原因となる。本研究では、この過程の分子機

構を解明することを目的として、精巣特異的に発現する遺伝子 Tex38 に着目し、その機能

解析を行った。 

Tex38 KO マウスでは、頭部屈曲や細胞質残存を特徴とする精子形態異常が観察され、雄

性不妊を呈した。さらに解析を進めた結果、TEX38 は精巣特異的アシルトランスフェラー

ゼ ZDHHC19 と相互作用し、円形精子細胞の細胞膜上で共局在することが明らかとなっ

た。TEX38 または ZDHHC19 のいずれかを欠損させると、相手タンパク質の発現量が著し

く低下することから、両者が互いの安定性を維持していることが示唆された。培養細胞を

用いた検討でも、TEX38 が ZDHHC19 の膜局在を促進し、逆に ZDHHC19 も TEX38 の局

在を支持することが確認され、両者の相互依存的な機能関係が裏付けられた。 

さらに、ZDHHC19 の酵素活性を失活させる C142S 変異を導入したマウスや Zdhhc19 KO

マウスでも、Tex38 KO マウスと同様の精子形態異常が認められた。加えて、ZDHHC19 が

精子分化に関与する arrestin ファミリータンパク質 ARRDC5 を S-パルミトイル化すること

を明らかにした。 

これらの結果から、TEX38 と ZDHHC19 は精子細胞の細胞膜上で安定な複合体を形成

し、下流タンパク質の S-パルミトイル化を介して精子頭部の形態形成を制御していること

が示された。本研究は、S-パルミトイル化が雄性生殖過程において果たす新たな役割を示

すとともに、特発性男性不妊の病態理解や非ホルモン性避妊法の開発に向けた新たな手が

かりを提供するものである。 
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序論 

 

S-アシル化（または S-パルミトイル化）は、タンパク質の翻訳後修飾の一種であり、長

鎖脂肪酸がシステイン残基に可逆的に共有結合する反応である。S-パルミトイル化は、タ

ンパク質の疎水性を高めることで局在や機能を調節することが知られている 9,10。この修飾

は、Asp-His-His-Cys（DHHC）モチーフを有する ZDHHC ファミリーのアシルトランスフ

ェラーゼ（protein acyltransferase, PAT）によって媒介され、多くの ZDHHC タンパク質は小

胞体およびゴルジ体に局在している 11。これまでに同定されている 23 種類の ZDHHC のう

ち、Zdhhc11 および Zdhhc19 は主にマウス精巣で発現している。Zdhhc11 欠損雄マウスは

正常な生殖能力を示すのに対し、Zdhhc19 欠損は精子頭部の異常な折り畳みを伴う雄性不

妊を引き起こすことが報告されている 12。興味深いことに、他の ZDHHC タンパク質とは

異なり、ZDHHC19 は精子細胞の細胞膜に局在するが、その局在制御機構や PAT 活性と表

現型との関連については未解明である。 

 本研究では、主に精巣で発現する膜貫通型タンパク質 TEX38 に着目し、

CRISPR/Cas9 システムを用いてマウスにおける遺伝子欠損を行った。その結果、Tex38 KO

雄マウスは精子頭部の異常な屈曲を示し、Zdhhc19 KO マウスと類似した不妊表現型を呈す

ることが明らかとなった。さらに、TEX38 と ZDHHC19 が相互作用することを見出し、こ

の相互作用が両タンパク質の安定性および細胞膜局在に必須であることを示した。加え

て、アシルビオチン交換法（acyl-biotin exchange）とプロテオミクス解析を組み合わせるこ

とで、ZDHHC19 が ARRDC5 の S-パルミトイル化を触媒することを明らかにした。興味深

いことに、Arrdc5 欠損マウスも精子形態異常を示すことが報告されており 13,14、

ZDHHC19–TEX38–ARRDC5 経路が精子形成における新たな膜制御機構を担う可能性が示

唆された。 
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実験方法 

動物 

野生型マウスは日本 SLC 株式会社より購入し、実験に供した。動物実験は大阪大学微生

物病研究所・動物実験委員会の承認を得て行った（承認番号: 動微 H30-01、動微 R03-01）。 

 

CRISPR/Cas9 を使用した Tex38 KO、Zdhhc19 KO、KI 及び Tg マウスの作製 

表に示す 2 種類の gRNA と tracrRNA（Merck）を Cas9 タンパク質（Thermo Fisher Scientific）

および Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific）と混合し、gRNA/Cas9 リボヌクレオタンパク

質複合体を作製した（Cas9：93 ng/μl、gRNA：37.2 ng/μl）。gRNA の設計は CRISPRdirect

（https://crispr.dbcls.jp/）を用いて行った。得られた複合体は NEPA21 Super Electroporator 

(Nepagene) を用いたエレクトロポレーションにより受精卵（B6D2F1xB6D2F1）に導入した

（poring pulse, voltage: 225 V, pulse width: 2 ms, pulse interval: 50 ms, number of pulses: +4; transfer 

pulse, voltage: 20 V, pulse width: 50 ms, pulse interval: 50 ms, and number of pulses: ±5）。2 細胞期

に達した胚を、精管切除した雄との交配後 0.5 日目の ICR 偽妊娠マウスの卵管に麻酔下で

移植し、自然分娩または帝王切開で仔マウスを得た。PCR により欠損を確認した F0 変異マ

ウスを B6D2F1 WT マウスと交配し、その後兄妹交配を行うことによりホモ KO マウスを得

た。ジェノタイピングに用いたプライマーを下記表に示す。 

Zdhhc19（C142S）KI マウスは、CRISPR/Cas9 システムを用いて同様の方法で作製した。

Zdhhc19 の DHHC ドメインを標的とする gRNA と、DHHC ドメイン中のシステイン残基を

セリンに置換するとともに、ノックイン部位の再編集を防ぐために追加の同義変異を導入

した 128 塩基対の一本鎖オリゴヌクレオチド（ssODN）を設計した。ssODN および

CRISPR/Cas9 複合体を受精卵（B6D2F1xB6D2F1）にエレクトロポレーションした後、胚を

一晩培養し、疑妊娠マウスに移植した。得られた F0 マウスは、ノックイン領域を増幅した

PCR 産物のシーケンスにより遺伝子型を確認した。 

HA- Zdhhc19 トランスジェニック（Tg）マウスは、ヒトインフルエンザヘマグルチニン

（HA）を N 末端に付加した Zdhhc19 を、Clgn プロモーターおよびウサギ β グロビンのポリ

アデニル化（polyA）シグナルを含むプラスミド（Addgene, Plasmid #173686）に挿入して作

製した。線状化したプラスミドを、体外受精（IVF）によって得た Zdhhc19 ヘテロ接合また

はホモ接合ノックアウトマウス胚の前核にマイクロインジェクションした。注入胚は一晩

培養した後、疑妊娠マウスに移植した。トランスジーンの導入は、N 末端オープンリーディ

ングフレーム（ORF）および polyA シグナルを標的とするプライマーを用いた PCR により

確認した。プライマー、gRNA、および ssODN の配列は下記表に示す。 

 

RT-PCR 
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10~12 週齢の野生型 C57BL/6J マウス（日本 SLC）から脳、胸腺、肝臓、心臓、肺、脾

臓、腎臓、精巣、卵巣、子宮を採取した。採材後すぐに TRIzol（Invitrogen）を用いて

RNA を抽出した。RNA 精製後、SuperScript III 逆転写酵素（Invitrogen）とオリゴ dT プラ

イマーを用いて cDNA を合成した。その後、KOD-Fx Neo (TOYOBO) を用い、cDNA を鋳

型として PCR を行った。用いたプライマーを下記に示す。 

 

Method Symbol Sequence (5'→3') 

Cloning Zdhhc19 cloning Fw ATGAATTCCCTTTCTTAAAGGATGC 

Zdhhc19 cloning Rv GCGTCGACTCAGGACAGGACAAGCAGC 

Tex38 cloning Fw ATTCTAGAGCCGCCATGTGGATCTCCTT

GTGCAT 

Tex38 cloning Rv GCGATATCCAGCTCTAAAGCAAAAGGC

TTGG 

Zdhhc19 iPCR #1 AGTAAGTGGGTCAATAACTGCATCG 

Zdhhc19 iPCR #2 ATGGTGGTCGAAGTCCTCCACGC 

Arrdc5 cloning Fw ATGGATCCTCTGTGGTGAAGTCCATCGA 

Arrdc5 cloning Rv GCGAATTCTCAAACCATATGGTCCTCAT 

RT-PCR Tex38 Fw AGCAGTGGGTGGAAGTGATG 

Tex38 Rv AACATTCCTTTCAGGGCGGT 

Actb Fw CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC 

Actb Rv ATGGAGCCACCGATCCACA 

Genotyping Tex38 KO Fw AATGCTCTGTGTGCTCTCCC 

Tex38 KO Rv GCTGTGGAACCACCAAGGTA 

Tex38 WT Fw GTTGTGTACTAGAGGTTACTGGATG 

Tex38 WT Rv GCCTTCTGGGAGTACTTAGTTTCTA 

Zdhhc19 KO Fw GAGCTTGCCCATTTGGCTGG 

Zdhhc19 KO Rv GCGTCTTGCACGTTCCCCGG 

Zdhhc19 WT Fw CCAAAGGGCTTTCCGCCTGG 

Zdhhc19 WT Rv AGTCCTGTTACAGGGTGAGG 

Zdhhc19(C142S) KI Fw CTCGCTCACTGCCTGTCTCC 

Zdhhc19(C142S) KI Rv GATGCCTTGTGCGAAATAGG 

Zdhhc19 Tg Fw ATGAATTCCCTTTCTTAAAGGATGC 

Zdhhc19 Tg Rv GCCACACCAGCCACCACCTTCTG 

gRNA Tex38 gRNA #1 GACCTTTACGGATTCCCAAA 

Tex38 gRNA #2 AGAGCTATGGTGGCCTACAT 
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Zdhhc19 gRNA #1 TCGAGCGTGTTTGCTGCCTT 

Zdhhc19 gRNA #2 GTTGAAGGGTCGTGAAGACA 

Zdhhc19 gRNA #3 GTGGTCGAAGTCCTGTTACA 

ssODN Zdhhc19 C142S AGCTAATGGAAGCTGGGAGGAAGGACG

GATCCCGGAGGCCTTTCCCTCACTCTGTA

ACAGGATTTTGATCACCATAGCAAGTGGG

TCAATAACTGCATCGGTCACCGCAACTTC

CGCCTCTTCATGCT 

 

in silico 発現解析 

ヒト及びマウス精巣のシングルセル遺伝子発現データを参考にした 15。Tex38 及び

Zdhhc19 の精巣内での発現は Loupe Cell Browser 3.3.1（10X Genomics)を用いて解析した。 

プラスミド 

Tex38、Zdhhc19、および Arrdc5 の ORF をマウス精巣 cDNA から増幅し、種々のエピト

ープタグを有する pCAG1.1 ベクター（Addgene, Plasmid #173685）のマルチクローニングサ

イトに挿入した。Zdhhc19（C142S）発現ベクターは、KOD -Plus- Mutagenesis Kit（東洋

紡）を用いてインバース PCR 法により作製した。クローニングおよびインバース PCR に

用いたプライマー配列を上記表に示す。 

HEK293T 細胞および COS-7 細胞へのトランスフェクション 

HEK293T 細胞 16 および COS-7 細胞（#RCB0539、理研バイオリソースセンター）は、

10%ウシ胎児血清（Sigma-Aldrich）および 1%ペニシリン–ストレプトマイシン

（ThermoFisher Scientific）を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM）中で、

37°C・5% CO₂条件下で維持培養し、3〜4 日ごとに継代した。HEK293T 細胞にはリン酸カ

ルシウム法 16 を、COS-7 細胞には Polyethylenimine Max（Polysciences, Inc.）を用いてトラ

ンスフェクションを行った。トランスフェクション後 24 時間培養し、タンパク質抽出ま

たは免疫染色に供した。 

抗体作製 

マウス ZDHHC19 のアミノ酸残基 332–347（PGGPRQPTAEPAAGDP）およびマウス

BASIGIN のアミノ酸残基 94–112（VGRSEINVEGPPRIKVGKK）に対応する合成ペプチド

（Sigma-Aldrich）をウサギに免疫してポリクローナル抗体を作製した。得られた抗血清か

ら、合成ペプチドを結合させた SulfoLink Coupling Resin（Thermo Fisher Scientific）を用い

て抗体を精製した。TEX38 に対するモノクローナル抗体は、マウス TEX38

（NP_083472.1）のアミノ酸残基 61–115 をコードする pGEX6p-1 ベクター（GE 

Healthcare）を BL21 (DE3) pLysS 大腸菌株（Thermo Fisher Scientific）に導入し、N 末端

GST 融合 TEX38 タンパク質として発現させた。精製は Glutathione Sepharose 4B（GE 
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Healthcare）を用いて行い、PreScission Protease（Cytiva）で GST タグを除去した。得られ

たリコンビナントタンパク質を用いてラットを免疫し、ハイブリドーマを既報 17 の方法に

より樹立した。 

交配試験 

WT、Tex38 KO あるいは Zdhhc19 KO 雄マウス(8 週齢以上) と B6D2F1 の WT 雌マウス（8

週）を 3 ヶ月以上同居させ、妊孕性を評価した。試験期間中は毎朝プラグの有無を確認し、

出産当日に産仔数をカウントした。 

精巣の形態観察及び重量測定 

 雄マウスから精巣を採材し、実体顕微鏡（Olympus、SZX7）により観察した。精巣重量は

電子天秤（エー・アンド・デイ、BM252）を用いて測定した。 

精巣と精巣上体の PAS/ヘマトキシリン染色による組織学的解析 

マウスから精巣と精巣上体を採材し、ブアン固定液（PolySience）に 2 時間以上浸漬させ

て固定した。エタノールで段階的に脱水し（70%、80%、90%、100%、100%）、キシレンに

置 換 後 、 サ ン プ ル を パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 。 包 埋 し た サ ン プ ル は ミ ク ロ ト ー ム

（MICROMHM325、Thermo Fisher Scientific）を用いて 10 µm に薄切して MAS コートスラ

イドグラス（松浪硝子工業株式会社）に張り付けた。その後キシレンによりパラフィンを除

き、段階的に希釈したエタノールにつけた後、水で洗浄した。1%過ヨウ素酸ナトリウム（ナ

カライ）で 10 分処理し、シッフ試薬（FUJIFILM Wako）で 20 分処理した。流水で洗浄後、

Mayer’s Hematoxylin 溶液（FUJIFILM Wako）で 3 分間処理し、再び流水で洗浄後、エタノー

ルで段階的に脱水し、キシレンに置換後、サンプルを封入した。染色像は光学顕微鏡

（Olympus、BX53）で観察した。 

精子の形態観察 

精巣上体尾部に切れ込みを入れてピンセットにより精子を採取し、TYH 培地 18 のドロッ

プに懸濁し、37 ℃, 5 ％ CO2 の条件下で培養した。５分後に MAS コートスライドガラス

（松浪硝子工業株式会社）に精子を載せ、光学顕微鏡（Olympus、BX53）で観察した。 

精子運動性の測定 

精子はそのままでは受精能を持たず、受精能の獲得には TYH 培地での培養が必要である。

そこで精子の受精能獲得前後の運動能力を比較するため、培養して 10 分後と 2 時間後に、

TYH 培地ドロップの上層から精子を採取した。チャンバー（Leja®, Standard Count 2 Chamber 

Slide 100 micron）に精子懸濁液を入れ、精子運動解析装置（Hamilton Thorne, CEROSⅡ）を用

いて各種運動性パラメーター［平均速度：Average Path Velocity（VAP）µm / 秒、直線速度：

Straight-line Velocity（VSL）µm / 秒、曲線速度：Curvilinear Velocity（VCL）µm / 秒、前進

運動率：VSL/VAP ≥ 0.8 かつ VAP ≥ 50 µm/sec］を解析した。 

体外受精（IVF） 
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B6D2F1 雌マウスに妊馬血清ゴナドトロピン（PMSG）（5 U、あすか製薬）を、さらに 48

時間後にヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）（5 U、あすか製薬）を腹腔内投与して、過排卵

を誘起した。hCG を投与して 14 時間後に、B6D2F1 雌マウスから卵管を摘出し、卵管膨大

部より卵子卵丘細胞複合体を採取して TYH 培地ドロップに入れた。卵丘細胞の除去のため、

ヒアルロニダーゼ溶液（Sigma-Aldrich 、H4272-30MG、最終濃度 300 µg/ml）で卵子卵丘細

胞複合体を 5 分間処理した。また、透明帯の除去のためには、コラゲナーゼ（Merck、C1639-

50MG、最終濃度 1 mg/ml）で 5 分間処理した。精子は受精能を獲得させるために TYH 培地

で 2 時間の前培養を行い、卵子を含む TYH ドロップに媒精した（最終濃度：2×105 精子/ ml、

透明帯を除去した場合のみ 2×104 精子/ml）。媒精の約 8 時間後、雌雄前核の有無を顕微鏡下

で観察し、受精率を算出した。 

雌性生殖管内における精子の観察 

Tex38 KO あるいは Zdhhc19 KO マウスを、CAG/Su9-DsRed2 および Acr3-EGFP（RBGS）

を発現するトランスジェニック（Tg）マウス 19 と交配した。性成熟した B6D2F1 雌マウス

に過排卵処置を行い、雄マウスと交配させた。プラグの形成を確認してから 4 時間後に、子

宮から卵管までの生殖管を採取した。採取した生殖管をスライドガラスに載せ、BZ-X710 顕

微鏡（Keyence）を用いて観察した。 

ウエスタンブロッティング 

精巣、精巣上体尾部精子、および培養細胞は、1% Triton X-100 溶解バッファー［1% Triton 

X-100、50 mM Tris-HCl（pH 7.4）、150 mM NaCl、1%（v/v）ホスファターゼ阻害剤カクテル

（ナカライテスク）］中で、4°C にてエンドオーバーエンド回転しながら 1 時間または一晩

溶解した。その後、4°C で 15,300 × g、15 分間遠心し、得られた上清をタンパク質溶解液と

して回収した。タンパク質濃度は Bradford 法により測定した。 

Minute plasma membrane protein isolation kit（Invent Biotechnologies 社, 米国ミネソタ州

Plymouth）を用いて、精巣の膜タンパク質に富む画分を分離した。得られた細胞膜画分は、

1% Triton X-100 溶解バッファー中で 4°C にてエンドオーバーエンド回転しながら 1 時間溶

解した。その後、サンプルバッファー（終濃度； 63 mM Tris-HCl (pH 6.8)、2 % SDS 溶液、

10 % グリセロール、0.003% ブロモフェノールブルー）を加え、18G のシリンジを用いてホ

モジナイズした後に 95℃で 5 分間加熱してタンパク質を抽出した。 

得られたタンパク質溶液は、最終濃度 5 %になるように 2-メルカプトエタノールを加えて

95℃で 5 分間加熱し、アクリルアミドゲル（アトー）を用いて SDS-PAGE を行った。泳動

後のゲルはブロッティング装置（Bio-Rad）を用いて PVDF 膜（Merck Millipore）に転写し

た。転写後の膜を 10％スキムミルク（Becton Dickinson）で 30 分間ブロッキングし、一次抗

体と 4℃で一晩反応させた。TBST [50mM Tris-HCL バッファー（pH6.8)、138mM NaCl、2.7mM 

KCl、0.1% Tween 20] で５分間×３回洗浄後、HRP 標識二次抗体と 1 時間反応させた。TBST

で５分間×３回洗浄後、Chemi-Lumi one super（ナカライ）もしくは Chemi-Lumi one ultra（ナ
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カライ）を用いて HRP 活性を検出した。使用した抗体は下記に示す。 

 

Antibodies Host Source Identifier Method 

anti-ZDHHC19 polyclonal Rabbit SIGMA custom This study IB/IF/IP 

anti-TEX38 monoclonal Rat Shigei Medical 

Research Institute 

This study IB/IF/IP 

anti-SYPL1 polyclonal Rabbit SIGMA custom This study IF 

anti-β-actin Mouse abcam ab6276 IB 

anti-β-actin Rabbit MBL PM053 IB 

anti-IZUMO1 Rat 20 

 

IB/IF 

anti-GM130 Clone 35 Mouse BD Transduction 

Laboratories 

#610822 IF 

anti-CANX Rabbit 21 

 

IB 

anti-tACE (ACE 1D5) Mouse 22 

 

IB 

anti-ADAM1B Rat 23 

 

IB 

anti-PRSS37 Rabbit SIGMA HPA020541 IB 

anti-Basigin Rabbit SIGMA custom This study IB/IF 

anti-Na+/K+-ATPase α1 Rabbit Invitrogen MA5-32184 IB 

anti-GAPDH (14C10) Rabbit Cell Signaling 

Technologies 

#2118 IB 

anti-MARK1 Rabbit Proteintech 21552-1-AP IB 

anti-MARK2 Rabbit Proteintech 15492-1-AP IB 

anti-MARK3 Rabbit abcam ab52626 IB 

anti-MARK4 Rabbit Proteintech 20174-1-AP IB 

anti-FLAG M2 Mouse SIGMA F1804 IB 

anti-HA tag Rabbit MBL #561 IB/IF 

anti-1D4 tag Mouse A kind gift from Dr. 

Martin M. Matzuk 

 

IB/IF 

anti-ADAM3 (F-4) Mouse SantaCruz sc-365288 IB 

anti-rabbit IgG-HRP Goat Jackson 

ImmunoResearch 

#111-036-045 IB 

anti-rat IgG-HRP Goat Jackson 

ImmunoResearch 

#112-035-167 IB 

anti-mouse IgG-HRP Goat Jackson 

ImmunoResearch 

#115-036-062 IB 
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anti-rabbit IgG-Alexa Fluor 

488 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-11070 IF 

anti-rabbit IgG-Alexa Fluor 

546 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-11071 IF 

anti-rat IgG-Alexa Fluor 

488 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-11006 IF 

anti-rat IgG-Alexa Fluor 

546 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-11081 IF 

anti-rat IgG-Alexa Fluor 

647 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-21247 IF 

anti-mouse IgG-Alexa Fluor 

546 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-11003 IF 

anti-mouse IgG-Alexa Fluor 

488 Highly Cross-Adsorbed 

Goat Thermo Fisher 

Scientific 

A-11029 IF 

 

精子の免疫蛍光染色 

精巣上体から採取した精子を PBS で希釈し、スライドガラス上で風乾した。乾燥後、

4%PFA で室温 10 分間固定し、PBS で 3 回洗浄した。次に、3%ウシ血清アルブミン

（Sigma-Aldrich）および 10%ヤギ血清を含む PBS で室温 1 時間ブロッキングした後、一次

抗体と 4℃で一晩反応させた。PBS で 3 回洗浄後、蛍光標識二次抗体（1:1000）を室温で 2

時間反応させた。PBS で洗浄後、Hoechst 33342（1:5000, ThermoFisher）で室温 5 分間染色

し、PBS で洗浄した。Shandon Immu-Mount（Thermo Scientific）で封入し、光学顕微鏡

（Olympus BX53）で観察した。 

精巣切片の免疫蛍光染色 

精巣を 4%PFA で 4℃、3 時間固定した後、15%および 30%スクロースを含む PBS で置換

した。OCT コンパウンド（サクラファインテックジャパン）中に包埋後、液体窒素中で凍

結し、クリオスタットで 10 µm 厚の切片を作製した。切片を 42℃で乾燥させた後、0.1% 

Triton X-100 で 15 分間透過処理した。次に、3%ウシ血清アルブミン（Sigma-Aldrich）、

10%ヤギ血清、0.1% Triton X-100 を含む PBS で室温 1 時間ブロッキングし、一次抗体と

4℃で一晩反応させた。PBS で洗浄後、蛍光標識二次抗体（1:2000）および Alexa Fluor 568

標識 PNA Lectin（1:2000）を室温で 2 時間反応させた。PBS で洗浄後、Hoechst 33342

（1:5000, ThermoFisher）で 5 分間染色し、Shandon Immu-Mount（Thermo Scientific）で封入

して観察した。 

COS-7 細胞の免疫蛍光染色 
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トランスフェクション 18 時間後に細胞をカバーガラス上に再播種した。固定の 20 時間

前に 0.1%ウシ胎児血清を含む DMEM（Sigma-Aldrich）で培養し、細胞周期を同調させ

た。4%PFA で室温 10 分間固定した後、PBS で 3 回洗浄し、0.1% Triton X-100 で 15 分間透

過処理した。PBS で洗浄後、3%ウシ血清アルブミンおよび 10%ヤギ血清を含む PBS で室

温 1 時間ブロッキングし、一次抗体と 4℃で一晩反応させた。PBS で 3 回洗浄後、蛍光標

識二次抗体（1:1000）を室温で 2 時間反応させ、Hoechst 33342（1:5000, ThermoFisher）で 5

分間染色した。PBS で洗浄後、Shandon Immu-Mount（Thermo Scientific）で封入し、光学顕

微鏡（Olympus BX53）で観察した。 

共免疫沈降(co-IP)法 

精巣もしくは培養細胞から溶解バッファー [1 % Triton X-100（ナカライ）、1 % Protease 

inhibitor（ナカライ）、50 mM NaCl、20 mM Tris-HCl pH 7.4] を用いてタンパク質を抽出した。

抽出液は 15,300 g で５分間遠心し、上清を得た。上清を、一次抗体をあらかじめコンジュゲ

ートした Dynabeads（#10009D, Thermo Fisher Scientific）と 4℃で 60 分間反応させた。洗浄

液（0.1 % Triton X-100、10 % グリセロール、150 mM NaCl、40 mM Tris-HCl pH 7,4）を用い

て Dynabeads を 3 回洗浄した後、溶出バッファー（132 mM Tris HCl pH 7.4、4% SDS、20% 

glycerol、0.01% Bromophenol Blue）で処理した。溶出後のサンプルはウエスタンブロッティ

ングあるいは大阪大学微生物病研究所質量分析コアにて LC-MS/MS 解析に供した。 

透過型電子顕微鏡（Transmission electron microscopy; TEM）を用いた精子尾部の微細構造観

察 

先行研究に従って実施した 24。具体的には、深麻酔下[1.3 mL/kg ドミトール（日本全薬工

業）、5.3 mL/kg ドルミカム（丸石製薬）、3.3 mL/kg ベトルファール（明治アニマルヘルス株

式会社）]で、4%PFA を用いて灌流固定後、精巣と精巣上体を採材し、4%PFA 中に 4℃で 6

時間浸漬した。組織は安全カミソリで 2 mm × 2 mm × 2 mm にスライスし，1%グルタルアル

デヒド溶液（30 mM HEPES pH 7.8）に 4℃で一晩浸漬し，30 mM HEPES で 3 回（各 5 分間）

洗浄した。その後、組織片を、1% OsO4 および 0.5%フェロシアン化カリウムを含む溶液

（30mM HEPES）で室温 1 時間固定した。蒸留水で洗浄した後、試料を氷上で 50、70、90%

エタノール溶液を用いて段階的に脱水し、さらに室温で 10 分間、100%エタノールを用いて

脱水させた。脱水したサンプルを 100%プロピレンオキサイド（PO）中で 5 分間処理した後、

PO とエポキシ樹脂の混合液に置換し、室温で 1 時間培養した。その後、組織はエポキシ樹

脂混合物中に 2 回、室温で 1 時間ずつ浸漬し、60℃で 2 日間包埋した。80 nm の超薄切片を

作製し，2%酢酸ウラニル溶液で 30 分間染色した後，蒸留水で 3 回洗浄し，さらに鉛染色液

で 2 分間染色した。蒸留水で 3 回洗浄した後、CCD Veleta 2K × 2K カメラ（オリンパス）を

備えた JEM-1400 plus 電子顕微鏡（JEOL）を用いて、80kV で観察した。 

AlphaFold 3 を用いた構造予測 

TEX38–ZDHHC19 ヘテロ二量体および ZDHHC19 の自己アシル化中間体と複合体を形成
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した TEX38 の三次元構造は、AlphaFold 325 を用いて予測した。得られた構造は UCSF 

ChimeraX26 を用いて可視化した。 

Acyl-MfTag-exchange (AME) アッセイ 

タンパク質のパルミトイル化は、Protein S-Palmitoylation Detection Kit（RapidsPALM、

BioDynamics Laboratory Inc.、日本）を用いて検出した。培養細胞を用いた解析では、発現ベ

クター導入 24 時間後に細胞を回収した。得られたタンパク質試料を、ヒドロキシルアミン

を添加しない「非切断群（ネガティブコントロール）」と、ヒドロキシルアミンを添加して

MfTag 標識を行う「切断群」に分けて反応させた。 

Acyl-Biotin-exchange (ABE) アッセイ 

ABE アッセイは既報 27 に従って実施した。マウス精巣からタンパク質を、4% SDS 緩衝

液［4% (w/v) SDS、50 mM Tris、5 mM EDTA（pH 7.4）、および 1% (v/v) プロテアーゼ阻害

剤カクテル（ナカライテスク）］を用いて抽出した。200 µg の精巣タンパク質を ABE アッセ

イに供し、得られたサンプルを大阪大学微生物病研究所質量分析コアにて LC-MS/MS 解析

に供した。パルミトイル化スコアは、ヒドロキシルアミン（+）条件と（−）条件の比として

算出した。フォールド変化を求める際には、ゼロ除算を避けるために各スペクトルカウント

値に 0.1 を加えた。 

統計解析 

平均値は少なくとも 3 回以上の独立した実験結果から計算した。統計解析は Welch’s t-test

を用いて行い、*P < 0.05、**P<0.01、***P<0.001 のときに有意差があるとみなした。エラー

バーは標準誤差を示す。 
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結果 

第一節 TEX38 はマウスの精子頭部の形成と雄性妊孕性に必須である。 

 

TEX38 は、アミノ酸残基 4–26 に疎水性領域を有し、この領域は SMART 解析により膜

貫通ドメインとして予測された（図 1-1A）。マウス各組織由来 cDNA を用いた RT-PCR 解

析の結果、Tex38 の発現が精巣で認められた（図 1-1B）。さらに、Tex38 の発現は生後 18-

21 日のマウス精巣 cDNA から検出され、この時期はマウス精子形成における減数分裂後期

に相当する（図 1-1C）。 

Tex38 の生理的機能を in vivo で検証するため、CRISPR/Cas9 システムを用いて Tex38 遺

伝子のコード領域を挟む 2 本の gRNA を設計し、1,458 bp の欠失を有する Tex38 KO マウス

を作製した（図 1-1D）。ゲノム PCR およびサンガーシーケンスにより欠失領域を確認した

（図 1-1D 及び E）。Tex38 KO マウスは成長や外観、行動に明らかな異常を示さなかった

が、野生型雌との交配実験において交尾は正常に行われたものの、2 か月間の交配期間中

に産仔を得ることができなかった（図 1-1F）。これらの結果から、Tex38 は雄性生殖能に必

須であることが示された。 
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雄性不妊の原因を明らかにするため、Tex38 KO マウスの精巣、精巣上体および精子の形

態学的解析を行った。精巣重量に有意な差は認められなかった（図 1-2A）。精子形成を詳

細に評価するため、PAS (Periodic Acid-Schiff) /ヘマトキシリン染色により精巣切片を観察し

た。コントロールでは精細管ステージ VIII〜IX で伸長精子細胞が管腔内に放出されていた

のに対し、Tex38 KO マウスでは円形精子細胞が精細管内に残存していた（図 1-2B）。ま

た、Tex38 KO マウスの精巣上体尾部では、変性した精子細胞と考えられる円形細胞が観察

された（図 1-2C）。精子の鞭毛構造に顕著な異常は見られなかったが、精子頭部が後方へ

折れ曲がる異常が認められた（図 1-2D）。 

 

図 1-1. Tex38 KO マウスの作製および表現型解析 (A) TEX38 の膜貫通ドメイン（TMD）

を SMART（https://smart.embl.de/smart/change_mode.cgi）を用いて予測した。(B) 成熟マウ

スの各種組織から抽出した RNA を用いた Tex38 の RT-PCR 解析。Tex38 は主に精巣で強

く発現していた。Actb をローディングコントロールとして用いた。(C) 生後 0 日から 35

日までのマウス精巣 RNA を用いた Tex38 の RT-PCR 解析。(D) CRISPR/Cas9 システムを

用いた Tex38 KO マウス作製の概略図。白塗り領域および黒塗り領域はそれぞれ非翻訳

領域およびタンパク質コード領域を示す。赤で示した領域は設計した gRNA 配列を示す。

Fw および Rv は遺伝子型判定に用いたフォワードおよびリバースプライマーを示す。サ

ンガーシーケンス解析により、欠損アレルにおいて 1,458 bp の欠失が確認された。(E) 

Tex38 KO マウスの遺伝子型判定。図 1-1 (D)に示すように、KO アレルの検出には Fw #1

および Rv #1 プライマーを、WT アレルの検出には Fw #2 および Rv #2 プライマーを使

用した。(F) 一交尾あたりの産仔数。雄マウスと 3 匹の WT 雌マウスを 3 ヶ月間同一ケ

ージで飼育した。 
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複数の先行研究により、精子頭部における「細胞質滴（cytoplasmic droplet; CD）」の異常

形成と、頭部の屈曲異常との間に因果関係があることが報告されている（11–15）。CD

は、小胞体やゴルジ体に由来する小胞状膜構造からなる残余細胞質の一部であり、脊椎動

物の精子に広く保存されている 28–30。精子が精細管腔内に放出された後、CD は精子頭部

から鞭毛方向へと移動することが知られている 31。免疫蛍光解析の結果、CD マーカーで

ある SYPL132 の強いシグナルが Tex38 KO マウスの屈曲した精子頭部に検出されたのに対

し、対照群では SYPL1 が中片部と主片部の接合部に局在していた（図 1-3A）。このことか

ら、Tex38 KO 精子では CD の形成異常に加え、頭部の残存細胞質が異常に保持されている

こと示唆された。 

さらに、透過型電子顕微鏡（TEM）を用いて精子の微細構造を観察したところ、Tex38 

KO 精子の頭部に異常に保持された細胞質が確認された（図 1-3B）。また、細胞膜が屈曲頭

部から尾部中片部へ繋がっている像が観察された（赤矢頭, 図 1-3B）。この所見は、異常

な残存細胞質が頭部構造の安定性を損なっている可能性を示唆している。興味深いこと

に、屈曲した精子は Tex38 KO マウスの精巣内ではほとんど観察されなかった。しかし、

精子が精巣上体の頭部から体部、尾部へ移行する過程で、精子頭部屈曲を呈する割合が段

階的に増加した（図 1-3C 及び D）。これは、CD が精子頭部から鞭毛へと移動する時期と

一致している。以上の結果から、Tex38 KO マウスでは細胞質除去機構の破綻が生じてお

り、これが精子頭部屈曲の主因となっている可能性が示唆された。 

 

図 1-2. Tex38 KO マウスの組織学的解析 (A) 体重に対する精巣重量比。(B) 精巣切片の

PAS/ヘマトキシリン染色像。赤矢頭は残存した精子を示す。(C) Tex38+/-および Tex38 KO 

マウスの精巣上体尾部の PAS/ヘマトキシリン染色像。(D) Tex38+/-および Tex38 KO マウ

スの精巣上体尾部精子の形態観察。 
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図 1-3. Tex38 KO 精子の解析 (A) WT および Tex38 KO 精子における IZUMO1（マゼン

タ）および SYPL1（緑）の免疫染色。IZUMO1 および SYPL1 はそれぞれ先体および細

胞質滴（CD）のマーカーとして用いた。核は Hoechst 33342（青）で染色した。 

(B) 透過型電子顕微鏡（TEM）による Tex38 KO マウスの精巣上体尾部精子の観察。精子

頭部には細胞質の残存が観察され（赤アスタリスク）、細胞膜が屈曲頭部から尾部中片部

へ繋がっている様子が認められた（赤矢頭）。 

(C) 精巣および精巣上体頭部、体部、尾部由来の精子を、形態に基づいて「直線（Straight）」

「部分的な屈曲（Partial）」「完全な屈曲（Complete）」の 3 群に分類した。 

(D) WT および Tex38 KO 雄マウス（n = 3）における頭部異常精子の割合。頭部屈曲は精

巣内精子ではほとんど観察されなかったが、精巣上体体部および尾部では多数の屈曲精

子を認めた。 
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第二節 Tex38 の欠損は子宮卵管接合部（UTJ）における精子の通過異常を引き起

こす。 

 

Tex38 KO 精子の表現型をさらに評価するために、精子運動解析システム（CASA）を用

いて精子運動性を調べた。受精能獲得を誘導する TYH 培地で 10 分（受精能獲得前）およ

び 120 分間（受精能獲得後）培養したところ、運動精子率および先進運動率は、10 分およ

び 120 分間培養のいずれも Tex38+/-対照群と比較して有意に低下していた（図 1-4A 及び

B）。さらに、平均速度（VAP）および直線速度（VSL）などの運動パラメータも Tex38 KO

精子で低下していた（図 1-4C）。 

次に、Tex38 KO 精子の受精能を評価するために、卵丘細胞を保持した卵子（卵丘付き卵

子）、ヒアルロニダーゼ処理により卵丘細胞を除去した卵子（卵丘除去卵子）、およびコラ

ゲナーゼ処理により卵丘細胞と透明帯のいずれも除去した卵子（透明帯除去卵子）を用い

て体外受精（IVF）を行った。その結果、野生型精子はすべての条件で一定の受精率を示

したのに対し、Tex38 KO 精子はすべての条件下で受精しなかった（図 1-4D、E 及び F）。

Tex38 KO 精子が呈した精子頭部形態および運動能力の異常が、体外における受精不全の原

因であると考えられる。 
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子宮卵管接合部（UTJ; Uterotubal junction）は精子が卵管内を移行して受精するために通

過しなければならない障壁として存在する。そこで、Tex38 KO 精子が UTJ を通過できる

かどうかを検討するため、ミトコンドリアに赤色蛍光タンパク質である DsRed2 を発現す

る Red Body Green Sperm（RBGS）トランスジェニック（Tg）マウスと掛け合わせた Tex38 

KO RBGS マウスを用いて解析を行った 19。その結果、対照群の精子は UTJ を通過したの

に対し、Tex38 KO 精子は卵管内でほとんど検出されなかった（図 1-5A）。 

次に、UTJ 通過に重要な精子頭部タンパク質 ADAM3 関連分子の発現をウエスタンブロ

ッティングにより評価した 22,33。その結果、Tex38 KO 精子では ADAM3 および tACE (testis 

angiotensin-converting enzyme)の発現が低下し、PRSS37 が異常に残存していた（図 1-5B 及

び C）。tACE は精巣特異的に発現する ACE のアイソフォームで、ADAM3 の精子頭部表面

への適切な局在に関与することが知られている 34。また、PRSS37 は精巣上体における

ADAM3 のプロセシングに関与することが知られている 35,36。これらの異常なタンパク質

発現は、細胞質除去や頭部形成の異常に由来する精子プロテオームの変化を反映している

図 1-4. Tex38 KO 精子の運動性及び受精能の評価。(A) TYH 培地中で培養後 10 分および

120 分における運動精子の割合。(B) 培養 10 分および 120 分における前進運動精子の割

合。(C) 平均速度（VAP）、直線速度（VSL）、および曲線速度（VCL）を評価した。(D) 

卵丘細胞を保持した卵子を用いた体外受精の受精率。(E) 卵丘細胞を除去した卵子を用

いた体外受精の受精率。(F) 透明帯を除去した卵子を用いた体外受精の受精率。 
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可能性があると考えられる。以上の結果から、in vivo での Tex38 KO マウスの雄性不妊

は、UTJ 通過不全によるものと考えられる。 

さらに、Tex38 KO 雄の不妊が顕微授精（ICSI）により回復可能かを検討した。Tex38 KO

精子頭部を 71 個の卵子に注入したところ、31 個の 2 細胞期胚が得られた。これらの胚を

偽妊娠雌の卵管に移植した結果、KO アレルを有する健康な仔マウスが 2 匹得られた（図

1-5D、E 及び F）。これらの結果から、Tex38 KO 雄の不妊は ICSI により回復可能であるこ

とが示された。 
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図 1-5. Tex38 KO 精子の UTJ 通過能の評価。(A) 雌生殖路における RBGS トランスジー

ンを発現する WT および Tex38 KO 精子の観察。右のパネルは中央パネルの黄色点線枠

部分の拡大像。(B) 精巣および精巣上体尾部精子における ADAM3 のウエスタンブロッ

ティング解析。IZUMO1 をローディングコントロールとして用いた。(C) WT および Tex38 

KO マウスの精巣および精巣上体尾部精子における各種タンパク質のウエスタンブロッ

ティング解析。黒いアスタリスクは非特異的バンドを示す。(D) Tex38 KO 精子を用いた

顕微授精（ICSI）。用いた卵子数、2 細胞期胚数、得られた仔マウス数を示す。(E) ICSI に

より得られた仔マウス。(F) ICSI で得られた仔マウスの遺伝子型判定結果。Tex38 KO マ

ウス由来の KO アレル（Fw #1/Rv #1）を有するマウスが 2 匹得られた。 
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第三節 TEX38 は ZDHHC19 と相互作用し、Zdhhc19 KO マウスは Tex38 KO マウ

スと類似した表現型を示す。 

 

TEX38 の相互作用タンパク質（インタラクトーム）を同定するため、抗 TEX38 抗体を

用いた免疫沈降（co-immunoprecipitation, co-IP）を行い、得られたタンパク質複合体を質量

分析（MS）によって解析した。その結果、Tex38 KO 精巣と比較して WT 精巣で 5 倍以上

のペプチドが検出されたタンパク質が 10 種類同定された（図 1-6A）。その中には微小管結

合調節キナーゼ（MARK; Microtubule Affinity-Regulating Kinase）ファミリー（MARK1–4）

および翻訳後修飾の一種である S-パルミトイル化を触媒するアシルトランスフェラーゼ

ZDHHC19 が含まれていた 11。精巣タンパク質を用いてウエスタンブロッティングを行っ

たところ、MARK1–4 のタンパク質量は Tex38 KO と WT でほぼ同等であったが、

ZDHHC19 の量は Tex38 KO 精巣で著しく減少していた（図 1-6B）。興味深いことに、

Zdhhc19 の欠損によって精子頭部の折れ曲がりが生じることが以前に報告されており 12、

Tex38 KO マウスの表現型と類似している。 

そこで、Tex38 と Zdhhc19 の関係を明らかにする目的でさらに解析を進めた。既報の

scRNA-seq データ 37 によると、Tex38 と Zdhhc19 はいずれも円形精子細胞で発現ピークを

示すことが分かった（図 1-6C）。精巣タンパク質を用いた co-IP およびウエスタンブロッテ

ィングの結果、質量分析の結果と一貫して、TEX38 と ZDHHC19 の相互作用を確認するこ

とができた（図 1-6D）。 
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TEX38 と ZDHHC19 の関係をさらに解析するため、Zdhhc19 のコード領域を挟む 2 つの

gRNA を用いて Zdhhc19 KO マウスを作製した（図 1-7A）。ゲノム PCR およびサンガーシ

ーケンスにより、10,075 塩基対の欠失が確認された（図 1-7A 及び B）。さらに、KO 精巣

および精子における ZDHHC19 の欠失をウエスタンブロッティングで確認した（図 1-

7C）。また、レスキュー実験を目的として、精巣特異的プロモーターである Clgn プロモー

ターの下流に N 末端 HA タグ付き ZDHHC19 を発現するトランスジェニックマウスを作製

図 1-6. TEX38 の相互作用タンパク質の探索。(A) TEX38 抗体を用いた co-IP/MS 解析（FC 

> 5）。抗体由来と考えられる IgG に相当するタンパク質はリストから除外した。(B) co-

IP/MS により同定した、TEX38 相互作用タンパク質のウエスタンブロッティング。β-actin

をローディングコントロールとして用いた。黒いアスタリスクは非特異的シグナルを示

す。(C) scRNA-seq データセット 37 に基づく、マウス精子形成系列における Tex38 およ

び Zdhhc19 の発現プロファイル。(D) 精巣組織における TEX38 と ZDHHC19 の相互作用

の検証。TEX38 の免疫沈降物に ZDHHC19 が共沈した。β-actin をローディングコントロ

ールとして用いた。黒いアスタリスクは非特異的なバンドを示す。 
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した（図 1-7D 及び E）。交配試験を行ったところ、先行研究と同様に Zdhhc19 KO 雄は不

妊を呈した（図 1-7F）［10, 11］。Zdhhc19 KO;Tg では生殖能力が回復したことから（図 1-

7F）、オフターゲット欠損の影響によるものではなく、Zdhhc19 が雄性妊孕性に必須である

ことが示された。 

 



-29- 

 

 

 

次に、Zdhhc19 KO マウスの表現型について詳しく解析を行った。Zdhhc19 KO マウスで

は精巣の外観や重量に顕著な変化は認められなかった（図 1-8A 及び B）。また、Tex38 KO

マウスで観察された表現型と同様に、Zdhhc19 KO マウスにおいても、精子頭部の屈曲と、

頭部残余細胞質の不完全除去が観察された（図 1-8C）。PAS/ヘマトキシリン染色により精

巣及び精巣上体切片の組織学的観察を行ったところ、ステージ VIII 精細管における精子の

残留（図 1-8C）が認められ、精巣上体尾部では異常な円形精子様細胞（図 1-8C）が確認

された。また、CASA を用いて精子運動能力を評価したところ、Zdhhc19 KO マウスで有意

に低下していた（図 1-8E-G）。 

図 1-7. Zdhhc19 KO マウスの作製。(A) CRISPR/Cas9 システムを用いた Zdhhc19 KO

マウス作製の概略図。白いボックスは非翻訳領域、黒いボックスはタンパク質コード領

域を示す。紫色のバーは gRNA を示す。Fw および Rv は、それぞれジェノタイピング

に用いたプライマーを示す。KO アレルでは 10,075 bp の欠失がサンガーシーケンスに

より確認された。(B) Zdhhc19 KO マウスの遺伝子型判定。図 1-7A に示すように、Fw 

#1 および Rv #1 プライマーで KO アレルを、Fw #2 および Rv #2 プライマーで WT アレ

ルを検出した。(C) WT および Zdhhc19 KO マウスの精巣および精巣上体尾部精子にお

ける ZDHHC19 のウエスタンブロッティング解析。IZUMO1 をローディングコントロー

ルとして解析した。黒いアスタリスクは非特異的バンドを示す。(D) Clgn プロモーター

下で N 末端に HA タグを付加した Zdhhc19 を発現するトランスジーンの構築。トラン

スジーンは前核注入法によりマウス受精卵に導入した。(E) 精巣における ZDHHC19 の

ウエスタンブロッティング解析。Zdhhc19 KO;Tg 精巣では ZDHHC19 の発現量が回復し

た。黒いアスタリスクは非特異的バンドを示す。(F) 交配試験の結果。交尾あたりの産

仔数を示している。 
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図 1-8. Zdhhc19 KO マウスの表現型解析。(A) Zdhhc19+/-および Zdhhc19 KO マウスの

精巣外観。(B) Zdhhc19+/-および Zdhhc19 KO マウスにおける体重あたりの精巣重量。(C) 

WT および Zdhhc19 KO 精子における IZUMO1（マゼンタ）および SYPL1（グリーン）

の免疫染色。IZUMO1 および SYPL1 はそれぞれ先体および CD のマーカーとして用い

た。核は Hoechst 33342（青）で可視化した。(D) Zdhhc19 HE および Zdhhc19 KO マウス

の精巣および精巣上体のパラフィン切片における PAS/ヘマトキシリン染色。赤い矢頭

は精細管腔内に異常に残存した精子を示し、黄色の矢頭は変性した精子細胞と考えられ

る円形細胞を示す。(E) TYH 培地に 10 分および 120 分間培養した後の運動精子の割

合。(F) 同条件での前進運動精子の割合。(G) 同条件での精子の VAP、VSL、および

VCL。 
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さらに、精子頭部の形態についてより詳細に観察を行った。精巣上体精子の TEM 解析

により、Zdhhc19 KO 精子頭部に細胞質が残存していることが確認された（図 1-9A）。ま

た、精子が精巣で形成されたのちに精巣上体頭部から体部、尾部へ移行する過程で、頭部

屈曲を呈する精子の割合が段階的に増加していた（図 1-9B 及び C）。これらの観察結果は

Tex38 KO 精子で観察された表現型と一致している（図 1-3B、C 及び D）。 

さらに、精巣の超薄切片を用いた TEM 解析により、WT ではステップ 15–16 精子細胞の

頭部尾部結合部（頸部）に局在する細胞質が、Zdhhc19 KO マウスでは頭部に異常に残存し

ていることが確認された（図 1-9D 及び E）。これらの結果から、Zdhhc19 KO においても精

子完成期における細胞質除去異常が示唆された。 
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Zdhhc19 KO マウスに Red Body Green Sperm（RBGS）トランスジーンを導入して解析し

たところ、KO 精子は子宮卵管接合部（UTJ）をほとんど通過できなかった（図 1-10A）。

また、UTJ 通過に関与する ADAM3 および関連タンパク質のプロセシングや発現量にも異

常が認められた（図 1-10B 及び C）。一方、ADAM3 経路とは無関係な精子頭部膜タンパク

質 ADAM1B も未成熟型のまま部分的に残存していた（図 1-10C）。さらに、精子尾部膜タ

ンパク質 BASIGIN が、Zdhhc19 KO 精子では頭部に異常局在していた（図 1-10D）。これら

の結果から、ADAM3 関連タンパク質の異常に限定されず、残余細胞質の保持や精子頭部

形態の異常によって精子プロテオーム全体が変化し、精子機能が損なわれている可能性が

示唆された。 

 

図 1-9. Zdhhc19 KO 精子の形態観察。(A) 精巣上体尾部精子の TEM 像。精子頭部周

囲に細胞質の残存が観察された（赤いアスタリスク）。また、細胞膜が屈曲頭部から尾

部中片部へ繋がっている様子が認められた（赤い矢頭）。 (B) 精巣および精巣上体頭

部・体部・尾部の精子形態を、直線（Straight）、部分的な屈曲（Partial）、完全な屈曲

（Complete）の 3 群に分類した。(C) 精巣および精巣上体（頭部・体部・尾部）におけ

る精子頭部異常の割合。(D) TEM による伸長精子細胞の観察。赤い矢頭は細胞質を示

す。(E) 精巣内の精子細胞の TEM 観察。Zdhhc19 KO 精子細胞では、残存細胞質が核周

囲に異常に保持されていた。 
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図 1-10. Zdhhc19 KO 精子の UTJ 通過能の評価。(A) 雌性生殖路における RBGS トラ

ンスジーンを発現する WT および Zdhhc19 KO 精子の観察。右のパネルは、中央パネル

の黄色の点線枠内を拡大した像。(B) Zdhhc19+/-および Zdhhc19 KO マウスの精巣および

精巣上体尾部精子における ADAM3 のウエスタンブロッティング解析。IZUMO1 はロ

ーディングコントロールとして解析した。(C) WT および Zdhhc19 KO マウスの精巣お

よび精巣上体尾部精子における各種タンパク質のウエスタンブロッティング解析。黒い

アスタリスクは非特異的バンドを示す。(D) WT および Zdhhc19 KO マウスの精巣上体

尾部精子における BASIGIN の免疫染色像。核は Hoechst 33342（青）で染色した。 
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第四節 ZDHHC19 は精子細胞の細胞膜で TEX38 と共局在し、互いを安定化させ

る。 

 

ZDHHC19 が TEX38 結合タンパク質であり、KO マウスが同様の表現型を示すことか

ら、両者のタンパク質レベルにおける関係性に着目した。精巣ライセートを用いてウエス

タンブロッティングを行ったところ、Zdhhc19 KO 精巣では TEX38 が著しく減少し、逆に

Tex38 KO 精巣では ZDHHC19 が有意に減少することが分かった（図 1-11A 及び B）。これ

らの結果は、両者が互いに依存する関係にあることを示唆している。さらに、HEK293T 細

胞に ZDHHC19 および TEX38 をそれぞれ単独または同時に発現させたところ、両者を共発

現した細胞で ZDHHC19 および TEX38 の量が上昇した（図 1-11C 及び D）。このことか

ら、ZDHHC19 と TEX38 はヘテロ二量体を形成することで互いに安定化することが示され

た。 

さらに、TEX38 が精巣内でパルミトイル化されているかを解析するため、acyl-MfTag 

exchange（AME）アッセイを行った。この手法では、パルミトイル基を多機能タグ

（MfTag）に置換することで、パルミトイル化タンパク質にサイズ変化を生じさせ、ゲル

シフトによってパルミトイル化の有無を判別できる。精巣タンパク質を用いて AME アッ

セイを行ったところ、パルミトイル化のポジティブコントロールである CANX

（Calnexin）ではバンドシフトが認められたが 38、TEX38 ではバンドシフトは観察されな

かった（図 1-11E）。したがって、TEX38 は ZDHHC19 によって S-パルミトイル化される基

質ではないと考えられる。興味深いことに、ZDHHC19 自身において単一のバンドシフト

が観察された（図 1-11E）。これは、ZDHHC19 が自身を自己アシル化（autoacylation）し、

そのパルミチン酸を基質へ転移させる過程を反映していると考えられる 39。 
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次に AlphaFold3 を用いて TEX38–ZDHHC19 ヘテロ二量体の構造を予測した（図 1-12 及

び 1-13A）。その結果、TEX38 および ZDHHC19 の膜貫通ドメインは隣接しており、TEX38

の C 末端領域が細胞質内で ZDHHC19 と相互作用していることが示された（図 1-12 及び

1-13A）。 

 

図 1-11. TEX38 と ZDHHC19 の相互作用解析。(A) WT、Tex38 KO、および Zdhhc19 KO

精巣における TEX38 および ZDHHC19 のウエスタンブロッティング解析。IZUMO1 をロ

ーディングコントロールとして使用した。黒いアスタリスクは非特異的バンドを示す。

(B) 図 1-11A に示した TEX38 および ZDHHC19 のバンド強度を、ImageJ ソフトウェア

（NIH）を用いて定量解析した。(C) TEX38-1D4 および/または HA-ZDHHC19 を単独ま

たは同時に過剰発現させた HEK293T 細胞のウエスタンブロッティング解析。β-actin を

ローディングコントロールとして使用した。(D) 図 1-11C に示した TEX38-1D4 および

HA-ZDHHC19 のバンド強度を定量解析した。(E) WT および Zdhhc19 KO 精巣から抽出

したタンパク質の AME アッセイ。パルミチン酸は NH₂OH 処理により切断され、MfTag

に置換された。CANX は 2 つの S-パルミトイル化部位を有するポジティブコントロール

として使用した。β-actin をローディングコントロールとして使用した。 
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次に免疫染色法により精巣内での細胞内局在を解析したところ、TEX38 と ZDHHC19

は、円形および伸長精子細胞の細胞膜に共局在していた（図 1-13B、1-14 及び 1-15）。さら

に、タンパク質分画解析により、TEX38 が精巣の細胞膜分画に濃縮されていることが明ら

かになった（図 1-13C）。ウエスタンブロッティングの結果（図 1-13C）と一致して、Tex38 

KO および Zdhhc19 KO 精子細胞の細胞膜では、ZDHHC19 および TEX38 はいずれも検出

されなかった（図 1-13B 及び 1-15）。一方で興味深いことに、両タンパク質は KO 精子細

胞のおそらくゴルジ体と考えられる先体近傍（おそらくゴルジ体）で弱く検出された（図

1-13B）。 

 

図 1-12. AlphaFold 3 によって予測されたマウス TEX38–ZDHHC19 ヘテロ二量体構造

およびその信頼度評価。TEX38–ZDHHC19 構造は、予測された pLDDT スコアに基づい

て着色している。右のパネルは、予測構造に対応するアライメント誤差プロットを示し

ている。 
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図 1-13. 精子細胞の細胞膜における TEX38 と ZDHHC19 の共局在。(A) AlphaFold3 に

より予測された TEX38–ZDHHC19 ヘテロ二量体の構造。ZDHHC19 の DHHC ドメインは

赤で示した。(B) 精巣凍結切片における TEX38 および ZDHHC19 の免疫染色。TEX38

と ZDHHC19 は WT の精子細胞の細胞膜に局在し、一方のタンパク質を欠損した KO 精

子細胞では、先体付近に位置するゴルジ体（白い矢頭）に局在していた。核および先体

はそれぞれ Hoechst 33342（青）および lectin-PNA（シアン）で可視化した。白いアスタ

リスクはマンシェットと呼ばれる微小管構造に観察された非特異的シグナルを示す。(C) 

精巣タンパク質の分画解析。CY および PM はそれぞれ細胞質画分および細胞膜画分を

示す。Na⁺/K⁺-ATPase α1 は細胞膜画分のポジティブコントロールとして、GAPDH は細胞

質画分のポジティブコントロールとして用いた。黒いアスタリスクは非特異的バンドを

示す。 
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図 1-14. 精巣における TEX38 および ZDHHC19 の細胞内局在の検証。(A) 各精細管

ステージにおける ZDHHC19 の免疫染色。ZDHHC19（緑）は精子細胞の細胞膜に局在し

ていた。核は Hoechst 33342（青）、先体は lectin-PNA（赤）で染色した。WT 精子細胞の

マンシェットに検出された緑色シグナルは、Zdhhc19 KO 精巣でも同様に観察されたこと

から、非特異的である。(B) 各精細管ステージにおける TEX38 の免疫染色。TEX38（緑）

は精子細胞の細胞膜に局在していた。核は Hoechst 33342（青）、先体は lectin-PNA（赤）

で染色した。 
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興味深いことに、COS-7 細胞では、TEX38 または ZDHHC19 を単独で発現させた場合は

ゴルジ体に局在したが、両者を共発現させると、いずれも細胞膜に局在した（図 1-16、1-

17A 及び B）。 

以上の結果から、TEX38 は ZDHHC19 と複合体を形成することで細胞膜へ輸送されるこ

とが示唆された。 

 

図 1-15. 精巣における TEX38 および ZDHHC19 の細胞内共局在。各精細管ステージ

における TEX38 および ZDHHC19 の免疫染色。TEX38（緑）および ZDHHC19（赤）は、

精子細胞の細胞膜に共局在していた。核は青（Hoechst 33342）、先体はシアン（lectin-PNA）

で染色した。 
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図 1-16. 培養細胞の細胞膜における TEX38 と ZDHHC19 の共局在。TEX38-1D4 およ

び/または HA-ZDHHC19 を COS-7 細胞に発現させ、免疫染色を行った。COS-7 細胞の核

およびゴルジ体は、それぞれ Hoechst 33342（青）および抗 GM130 抗体（緑）で染色し

た。 
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図 1-17. 培養細胞における TEX38 および ZDHHC19 の細胞内局在の検証。(A) TEX38-

1D4 および/または HA-ZDHHC19 をコードするプラスミドを導入した COS-7 細胞におけ

る TEX38 および ZDHHC19 の免疫染色像。免疫染色の前に血清飢餓処理を行い、細胞周

期を同期させた。TEX38（シアン）および ZDHHC19（赤）は共発現時に細胞膜上で共局

在していた。核は Hoechst 33342（青）、ゴルジ体は GM130（緑）で染色した。(B) COS-

7 細胞における TEX38 および ZDHHC19 の細胞膜（PM）局在頻度。TEX38 および

ZDHHC19 の共発現により、細胞膜局在が有意に増加した。各実験で 10 細胞以上を解析

した。 
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第五節 ZDHHC19 の S-アシルトランスフェラーゼ活性は精子形成に必須である。 

 

ZDHHC 酵素は、基質へのパルミチン酸基の転移を触媒し、この反応には DHHC ドメイ

ン内のシステイン残基の自己アシル化によるパルミトイル化中間体の形成が必要である

39。ZDHHC19 は、第 2 および第 3 膜貫通領域の間に DHHC ドメインを有している（図 1-

18A）。ZDHHC19 の自己アシル化中間体と TEX38 の複合体構造を AlphaFold3 により予測

し、その結合界面に立体的な干渉が存在しないことを確認した（図 1-18B 及び 1-19）。 

 

 

 

 

図 1-18. ZDHHC19 における S-アシルトランスフェラーゼ活性に関与するドメイン。

(A) ZDHHC19 のドメイン構成。DHHC ドメイン内のシステイン 142 が自己アシル化され

る。TMD は膜貫通ドメインを示す。(B) AlphaFold3 によって予測された、自己アシル化

状態の ZDHHC19 と TEX38 の複合体構造。ZDHHC19 の DHHC ドメインは赤色で示し、

パルミチン酸は紫色で示している。  
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ZDHHC19 のタンパク質アシルトランスフェラーゼ（PAT）活性が雄の生殖能力に寄与す

るかを検証するため、DHHC ドメインの自己アシル化を阻害する C142S 変異を導入した変

異マウス [Zdhhc19（C142S）KI マウス] を作製した（図 1-20A）40。この C142S 変異はサ

ンガーシーケンスにより確認した（図 1-20B）。WT および Zdhhc19（C142S）KI マウスの

精巣において、ZDHHC19 および ZDHHC19 C142S タンパク質の量は同程度であった（図

1-20C）。しかし、Zdhhc19（C142S）KI マウスの精巣上体尾部精子では、Zdhhc19 KO マウ

スと同様に精子頭部の折れ曲がり異常が観察された（図 1-20D 及び E）。これらの結果は、

ZDHHC19 の PAT 活性が精子頭部形態形成に重要であることを示している。 

 

図 1-19. AlphaFold3 によって予測された自己アシル化状態の TEX38–ZDHHC19 複合

体構造およびその信頼度評価。マウス TEX38–ZDHHC19 自己アシル化複合体構造は、予

測された pLDDT スコアに基づいて着色している。右のパネルは、予測構造に対応する

アライメント誤差プロットを示している。  
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ZDHHC19 の精巣内における基質候補を同定するため、抗 ZDHHC19 抗体を用いて co-

IP/MS を行った。その結果、ZDHHC19（WT）および ZDHHC19（C142S）に対する結合能

が異なる 130 種のタンパク質を検出した［FC（WT/C142S）> 3 または FC（C142S/WT）> 

3］（図 1-21A）。 

 さらに基質候補を絞り込むため、S-パルミトイル化システイン残基をビオチンプローブ

で標識して S-パルミトイル化タンパク質を精製する acyl-biotin exchange（ABE）アッセイ

を実施した 27。MS 解析（Table S3）により、Zdhhc19 KO 精巣に比べて WT 精巣で S-パル

図 1-20. Zdhhc19 （ C142S/C142S）変異マウ スの作製及 びその表現型 解析 。 (A) 

CRISPR/Cas9 による Zdhhc19（C142S）変異マウスの作製の概略図。白および黒のボック

スはそれぞれ非翻訳領域およびタンパク質コード領域を示す。gRNA 配列は紫色で示し

た。(B) Fw #3 および Rv #3 プライマーで増幅した PCR 産物のサンガーシーケンスによ

り、C142S ノックイン変異を確認した。(C) WT および Zdhhc19（C142S）変異マウスの

精巣における ZDHHC19 のウエスタンブロッティング解析。ZDHHC19 タンパク質量に

明らかな差は認められなかった。IZUMO1 をローディングコントロールとして用いた。

アスタリスクは非特異的バンドを示す。(D) WT および Zdhhc19（C142S）マウスの精巣

上体尾部から回収した精子の形態。(E) 図 1-20（D）の精子形態写真の拡大図。 
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ミトイル化スコアが 3 倍以上高い 79 種のタンパク質を同定した［FC（WT/KO）> 3］（図

1-21A）。 

特に、ARRDC5、PLA2G6、AP1M1、および RAI14 は、co-IP/MS と ABE/MS の両方で検

出された（図 1-21B）。これら 4 種のタンパク質のうち 14,41–43、Arrdc5 KO マウスでは

Zdhhc19 および Tex38 KO マウスと同様に、精子頭部の折れ曲がり異常が報告されている

14。そこで HEK293T 細胞を用いた解析を行ったところ、ZDHHC19 が ARRDC5 と相互作用

することが明らかになった（図 1-21C）。さらに、AME アッセイの結果、WT ZDHHC19 と

の共発現時には ARRDC5 がパルミトイル化される一方、C142S 変異体 ZDHHC19 との共発

現時にはパルミトイル化が見られなかった（図 1-21D）。ARRDC5 は ZDHHC19 非共発現下

でも弱いパルミトイル化が検出されたが、これは HEK293T 細胞内の内在性 ZDHHC によ

るものと考えられる。そこで COS-7 細胞を用いて同様の実験を行った結果、ARRDC5 は

WT ZDHHC19 によってパルミトイル化され、C142S 変異体 ZDHHC19 ではパルミトイル化

されなかった（図 1-21E）。また、ZDHHC19 の C142S 変異体自体はパルミトイル化されな

かったことから、自己アシル化はシステイン 142 残基で起こることが示された。 
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図 1-21. ZDHHC19 の基質探索。(A) 精巣における ZDHHC19 の基質探索を目的とした

プロテオーム解析。co-IP/MS 解析では、WT と C142S 変異 ZDHHC19 の間で結合能が異

なる 130 種のタンパク質が検出され、そのうち FC（WT/C142S）> 3 のものが 82 種、

FC（C142S/WT）> 3 のものが 48 種であった。さらに、ABE/MS 解析では、79 種のタン

パク質［FC（WT/KO）> 3］が Zdhhc19 KO 精巣よりも WT 精巣で多く検出された。(B) 

co-IP/MS と ABE/MS の両解析で共通して検出された ZDHHC19 の基質候補のうち、上位

4 種を示す。これらのタンパク質はいずれも、先行研究において精巣におけるパルミト

イル化候補因子として報告されている 64。(C) HEK293T 細胞を用いて ZDHHC19 による

パルミトイル化を評価した AME アッセイ。(D) COS-7 細胞を用いて ZDHHC19 依存的パ

ルミトイル化を評価した AME アッセイ。 
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小括・考察 

 

精子完成期（spermiogenesis）では、先体や鞭毛の形成、核の凝縮、細胞質除去など、精

子の受精能に必須な形態的変化が生じる。これまでに、複数の遺伝子欠損マウスにおい

て、精子完成期の異常に起因する雄性不妊が報告されている 13,14,44–46。本研究により、新

たに Tex38 がマウスの精子完成期に必須であることが明らかとなった。Tex38 KO マウスで

は、精子放出の障害に加えて精子頭部の異常な屈曲が認められた。また、Tex38 KO 精子は

子宮卵管接合部（UTJ）を通過する能力が著しく低下しており、これが雄性不妊の主因で

あると考えられる。 

さらに、生化学的手法を用いることで、TEX38 が ZDHHC19 と相互作用することを明ら

かにした。Zdhhc19 遺伝子の欠損も Tex38 KO と類似した表現型を示した。両 KO マウスで

は、精子頭部の屈曲が精巣上体頭部の精子で初めて観察され、この異常は精子細胞頭部に

おける残余細胞質の異常な保持に起因する可能性がある（図 1-19D 及び E）。 

先行研究では、Tsks KO 雄マウスが精子放出障害を伴う不妊を呈することが報告されて

いる 47。Tsks KO 雄マウスでは、セルトリ細胞による異常な細胞質除去により、精子尾部

に過剰な残余細胞質が生じ、精巣上体精子においてアポトーシスを誘導するが、精子頭部

の核周囲における細胞質除去に異常は認められない。一方、精巣特異的細胞質タンパク質

である SPEM1 の欠損マウスでは、精子頭部および頸部に細胞質が残存することで頭部の

伸展が物理的に妨げられ、頭部屈曲が生じることが示されている 44。同様に、TEM を用い

た超微構造解析により、Zdhhc19 KO マウスでは核周囲に細胞質除去不全が認められ、この

異常が精子頭部屈曲の原因となっていると考えられる。 

近年、複数の ZDHHC 酵素がその活性・安定性・局在を制御するために補助因子を必要

とすることが明らかになっている 48。たとえば、ゴルジ体に局在する膜貫通タンパク質

GCP16 は、ZDHHC9 の PAT 活性および安定性を高めることが知られている 49。Zdhhc19 が

雄性生殖能に重要であることは報告されていた 12,50 が、精子形成過程における ZDHHC19

の調節因子および基質となるパルミトイル化タンパク質は不明であった。本研究により、

TEX38 が精巣内における ZDHHC19 の安定性および細胞膜局在に必須であり、その機能は

S-パルミトイル化に依存しないことが明らかになった。精子形成においてゴルジ体は小胞

輸送を介して主に先体形成に寄与し、精子核形成が進行する精子形成後期には分解される

3。このことから、TEX38–ZDHHC19 が精子形成後期に機能を果たすためには、ゴルジ体か

ら細胞膜へと局在を変化させる必要があると考えられる。さらに、TEX38 の co-IP/MS 解

析により、TEX38 が MARK1–4 と相互作用することが示され、同時にこれらの MARK フ

ァミリータンパク質が ZDHHC19 の相互作用候補としても同定された。 

MARK は微小管結合タンパク質（tau, MAP2, MAP4 など）をリン酸化することで微小管

の安定性を制御するキナーゼである 51。先行研究では、MARK ファミリーが細胞極性
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52,53、細胞周期・有糸分裂紡錘体制御 54,55、細胞移動 56–58 など、多様な細胞機能に関与する

ことが報告されている。このうち MARK2 および MARK4 は精巣で主に発現しており 59、

MARK2 欠損マウスは明確な精子形態異常を示さないものの軽度の雄性不妊を呈する 60。

また、MARK4 欠損マウスは雄性生殖能に必須ではない 61 が、ラット精巣では精子放出へ

の関与が示唆されている 62。さらに、MARK2 および MARK3 が相互に機能補償すること

が知られており 63、単一遺伝子の欠損では明確な表現型が現れにくい可能性がある。我々

の ABE/MS 解析および既報のパルミトイル化プロテオミクス解析 64 では、MARK ファミ

リーの S-パルミトイル化は検出されなかったが、MARK ファミリーが TEX38–ZDHHC19

複合体と協調して精子頭部形態形成を制御している可能性がある。 

さらに、co-IP/MS および ABE/MS 解析を統合することで、ARRDC5 を含む 4 種類の

ZDHHC19 の有力な基質候補を同定した。in vitro 解析により、ZDHHC19 が α-arrestin ファ

ミリーに属する ARRDC5 をパルミトイル化することを明らかにした。α-arrestin ファミリ

ーは膜タンパク質のエンドサイトーシスに関与することが知られている 65。AME アッセイ

では、ARRDC5 に分子量の大きい 2 本のバンドが検出されたことから、2 つのシステイン

残基が ZDHHC19 によりパルミトイル化されている可能性がある（図 1-21D 及び E）。

ARRDC5 は他の α-arrestin ファミリーとは異なり、E3 ユビキチンリガーゼとの結合に必要

な PPxY モチーフを欠き、精巣特異的に発現する 14,66。近年、Arrdc5 KO マウスが精子形態

異常および雄性不妊を呈することが報告されており 13,14、その表現型は Tex38 KO および

Zdhhc19 KO マウスと類似している。 

Liu らは、精子頭部と尾部を連結する head–tail coupling apparatus の構成要素である

NDC1 および SUN5 が Arrdc5 KO 精子で減少し、ARRDC5 が SEC22A 依存的な膜輸送を介

して NDC1 および SUN5 の局在を制御することを示している 13。また、プロテオミクス解

析により、ARRDC5 がマウス精子の cytoplasmic droplet（CD）に存在することが示されて

いる 28。これらの知見および本研究の結果を統合すると、ZDHHC19 の欠損により

ARRDC5 依存的な膜輸送が障害され、細胞質除去、CD 形成、および精子頭部形成が破綻

するというモデルが考えられる（図 1-22）。 

本研究により、TEX38 が ZDHHC19 とヘテロ二量体を形成して精子細胞の細胞膜に局在

し、ZDHHC19 の PAT 活性が正常な精子頭部形成に必須であることが明らかとなった。

TEX38 および ZDHHC19 はいずれもヒトに保存されており、生殖細胞特異的な ZDHHC19

依存的翻訳後修飾経路の同定は、ヒト男性不妊の病態理解や、TEX38–ZDHHC19 相互作用

あるいは ZDHHC19 の PAT 活性を標的とした非ホルモン性男性避妊法の開発につながる可

能性がある。  
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図 1-22. 本研究から推察される TEX38–ZDHHC19 の機能。精子形成過程において、

TEX38 および ZDHHC19 はゴルジ体において複合体を形成し、相互に安定化する。その

後、両者は精子細胞の細胞膜へと移行し、ARRDC5 などの標的タンパク質のパルミトイ

ル化を担う。これら一連の過程は、精子形成後期における精子頭部からの細胞質除去に

重要であり、精子頭部の正常な形態形成に必須である。Tex38 及び Zdhhc19 欠損マウス

では、精子頭部に細胞質が異常に蓄積し、精巣上体移行中に精子頭部の屈曲といった精

子形態異常が生じ、その結果、雄性不妊に至る。64 
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第二章 精巣に高発現する F-box タンパク質ファミリーの機能解析 

要旨 

 

SCF（Skp–Cullin–F-box）複合体は主要な E3 ユビキチンリガーゼの一群であり、その構

成要素である F-box タンパク質はユビキチン化の基質認識において重要な役割を果たして

いる。マウスでは、FBXO36 および FBXO39 を含む複数の F-box タンパク質が、他の組織

に比べて精巣で高発現している。本研究では、FBXO36 および FBXO39 がマウス雄性生殖

において果たす役割を明らかにすることを目的とした。 

CRISPR/Cas9 システムを用いて Fbxo36 KO および Fbxo39 KO マウスを作製し、雄の生殖

能力、精巣および精巣上体の組織構造、精子形態および運動能力を解析した。その結果、

Fbxo36 KO マウスでは雄性生殖能および精子形態に顕著な異常は認められなかった。一方

で、Fbxo39 KO 雄マウスでは生殖能力の低下に加え、精子形態および運動能力の異常が観

察された。さらに精巣の組織学的解析から、FBXO39 が円形精子細胞から精子への形態変

換過程で重要な役割を果たすことが示された。 

以上の結果から、Fbxo39 はマウスの精子形成に重要である一方、Fbxo36 は雄性生殖に

必須ではないことが明らかとなった。FBXO39 のさらなる解析は、男性不妊の分子機構の

理解に寄与する可能性が示唆された。 
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序論 

 

精子は、精巣の精細管内で進行する精子形成（spermatogenesis）と呼ばれる特殊な過程を

経て産生される。この過程は複数の段階からなり、まず精原細胞（spermatogonia）が有糸分

裂によって増殖し、精母細胞（spermatocyte）を生じる。精母細胞は減数分裂を経て染色体

数を半減させ、一倍体（haploid）の円形精子細胞（round spermatid）に分化する。精子形成

の最終段階である精子完成期（spermiogenesis）では、円形精子細胞が大規模な形態的・機能

的再構築を受けて精子に変化する。この過程には、クロマチン再構築による核の凝縮、先体

の形成、軸糸およびその付属構造を備えた鞭毛の形成、さらに精子放出（spermiation）時の

細胞質除去が含まれる 3,67。これらの一連の過程は精密に制御されており、いずれかの段階

で異常が生じると精子の構造や機能に障害をきたし、最終的に雄性不妊につながる 3。 

ユビキチン–プロテアソーム系（UPS）は、細胞内タンパク質の分解を担う主要経路であ

る。分解されるタンパク質はユビキチンで標識され、26S プロテアソームにより分解され

る 68,69。この経路は細胞の恒常性維持に不可欠であり、細胞周期の進行、シグナル伝達、

分化など多様な生物学的過程を制御している 68,70–72。UPS における基質特異性は E3 ユビキ

チンリガーゼによって決定され、その中でも SCF（SKP1–Cullin–F-box）複合体は代表的な

E3 リガーゼとして知られている 73。SCF 複合体において、F-box タンパク質は基質認識サ

ブユニットとして機能し、標的タンパク質の選択的かつ時期特異的な分解を担っている

73。 

F-box タンパク質は C 末端ドメインの構造に基づき、ロイシンリッチリピートを含む

FBXL、WD40 リピートを含む FBXW、その他または未知のドメインを有する FBXO の 3

つのサブファミリーに分類される 74。いくつかの FBXO タンパク質は精巣で高発現してお

り、精子形成における特異的機能が示唆されている。ノックアウト（KO）マウスを用いた

解析により、Fbxo24、Fbxo43、Fbxo47 は雄性生殖に必須である一方 75–80、Fbxo15 および

Fbxo30 は必須ではないことが報告されている 81,82。例えば、我々は以前に、Fbxo24 の欠損

マウスが精子鞭毛形成に重度の異常を示すことを明らかにしている 76。しかし、精巣で高

発現する Fbxo ファミリー遺伝子の中には、その生理的機能が解明されていないものもあ

る。 

本研究では、精巣で高発現するものの機能が未解明であった Fbxo36 および Fbxo39 に着

目し、それぞれの KO マウスを作製した。雄マウスの生殖能力、精子形態および運動能

力、精巣および精巣上体の組織構造を評価した結果、Fbxo36 は雄性生殖に必須ではない一

方で、Fbxo39 は精子完成期に重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

  



-56- 

 

実験方法 

動物 

第一章に準じて行った。 

RNA の抽出及び RT-PCR 

第一章に準じて行った。使用したプライマーを下記の表に示す。 

プラスミドベクターの作製とトランスフェクション 

 第一章に準じて行った。 

in silico 発現量解析 

マウス各組織のトランスクリプトームデータは文献 83 より取得し、平均遺伝子発現値を

文献 84 に従って Z スコアで処理・正規化した。マウスおよびヒト精巣の scRNA-seq データ

37 は取得後、Loupe Cell Browser 3.3.1（10X Genomics）を用いて解析した。 

アミノ酸配列上の Pfam domain 解析及び構造予測 

アミノ酸配列は Consensus CDS（CCDS）データベース

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/CCDS/CcdsBrowse.cgi）から取得した。解析には以下

の配列を使用した：マウス FBXO36（CCDS35634.1）、ヒト FBXO36（CCDS2472.1）、マ

ウス FBXO39（CCDS36214.1）、ヒト FBXO39（CCDS11082.1）、マウス RBX1

（CCDS49676.1）、マウス CUL1（CCDS20095.1）、およびマウス SKP1（CCDS24669.1）。 

タンパク質ドメインの予測は Simple Modular Architecture Research Tool（SMART）

（https://smart.embl.de/）85 を用いて行った。構造モデルの予測は第一章に準じて行った。 

CRISPR/Cas9 を使用した Fbxo36 と Fbxo39 KO マウスの作製 

第一章に準じて行った。使用した gRNA とジェノタイピング用プライマーを下記に示す。 

Method Symbol Sequence (5'→3') 

RT-PCR/Cloning Fbxo36 Fw atgaattcatggcgtcgtggctgccggag 

Fbxo36 Rv gcgtcgacagcaagcttctctgcctggt 

Fbxo39 Fw atgatatcgccgccatggatgaagactgtgaagtgacc 

Fbxo39 Rv gcgctagccatcatggggtaggcgacgac 

Actb Fw catccgtaaagacctctatgccaac 

Actb Rv atggagccaccgatccaca 

Genotyping Fbxo36 KO Fw (Fw #1) actatgcctgccaacacttga 

Fbxo36 KO Rv (Rv #1) acaagtgcctctttcctggg 

Fbxo36 WT Fw (Fw #2) gcactgggctcactcatacc 

Fbxo36 WT Rv (Rv #2) ggtcagtgggacaaagcaag 

Fbxo39 KO Fw (Fw #3) cagacagcttctcactatgc 

Fbxo39 KO Rv (Rv #3) gaaaaaggaatgagggcacg 
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Fbxo39 WT Fw (Fw #4) aaatcacggtacactggctg 

Fbxo39 WT Rv (Rv #4) aagcagctgagagtccttacc 

iPCR Fbxo39 iPCR #1 agtggcccagcagctctgctc 

Fbxo39 iPCR #2 accatcacgttcagcggaagg 

gRNA Fbxo36 gRNA #1 tacagatcatctttagatgg 

Fbxo36 gRNA #2 ccacagtggtccgaatctcc 

Fbxo39 gRNA #3 caccactacgctgtacatca 

Fbxo39 gRNA #4 atttcctgtaaatttcccgt 

交配試験 

第一章に準じて行った。 

精巣と精巣上体の He-PAS 染色による組織学的解析 

第一章に準じて行った。 

精巣上体の免疫蛍光染色 

精巣上体を 4%PFA で 4℃、3 時間固定した後、15%および 30%スクロースを含む PBS で

置換した。OCT 包埋後、液体窒素中で凍結し、クリオスタットで 10 µm 厚の切片を作製し

た。切片の免疫染色は第一章の精巣切片の免疫染色法に準じて行った。 

精子の形態観察 

第一章に準じて行った。 

精子運動性の測定 

第一章に準じて行った。 

ウエスタンブロッティング 

第一章に準じて行った。使用した抗体を下記に示す。 

 

Antibodies Host Source # Method 

anti-Acetylated Tubulin Mouse SIGMA T7451 IF 

anti-β-actin Rabbit MBL PM053 IB 

anti-DDX4 Rabbit abcam ab13840 IF 

anti-FLAG M2 Mouse SIGMA F1804 IB 

anti-1D4 tag Mouse A kind gift from Dr. 

Martin M. Matzuk 

- IB 

anti-rabbit IgG-HRP Goat Jackson 

ImmunoResearch 

#111-

036-045 

IB 
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anti-mouse IgG-HRP Goat Jackson 

ImmunoResearch 

#115-

036-062 

IB 

anti-rabbit IgG-Alexa Fluor 546 Goat Thermo Fisher Scientific A-11071 IF 

anti-mouse IgG-Alexa Fluor 488 

Highly Cross-Adsorbed 

Goat Thermo Fisher Scientific A-11029 IF 

共免疫沈降(co-IP)法 

第一章に準じて行った。 

TEM を用いた微細構造観察 

第一章に準じて行った。 

統計解析 

第一章に準じて行った。 
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結果 

第一節 Fbxo36 および Fbxo39 はマウス精巣で高発現しており、ヒトにおいても高

い保存性を示す。 

 

精巣で高発現する Fbxo 遺伝子を同定するために、Li ら 83 が報告した成体マウス組織の

トランスクリプトーム解析データを参照した。その結果、他の組織と比較して精巣で高発

現する 7 つの Fbxo 遺伝子（Fbxo15、Fbxo24、Fbxo30、Fbxo36、Fbxo39、Fbxo43、

Fbxo47）が同定された（図 2-1A 及び B）。先行研究により、Fbxo24 は精子形態形成に必須

であることが示され 75–77、Fbxo43 および Fbxo47 は減数分裂前期 I の進行に関与すること

が報告されている 78–80。本研究では、これまで KO マウスの表現型が報告されていない

Fbxo36 および Fbxo39 に着目した。複数のマウス組織を用いた RT-PCR 解析により、

Fbxo36 および Fbxo39 はいずれも他の組織に比べて精巣で強く発現していることが確認さ

れた（図 2-1C）。 
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図 2-1. Fbxo36 および Fbxo39 は FBXO ファミリーに属し、精巣に高発現する。(A) 精

巣で高発現する FBXO ファミリー遺伝子と、それぞれの KO マウスの生殖能力の一覧。

精巣における Z スコアが 2.9 を超える Fbxo 遺伝子を選定した。(B) マウスにおける精巣

高発現 FBXO の系統解析。各枝には、500 回のリサンプリングに基づくブートストラッ

プ値（％）を示した。(C) 成体マウスの組織由来 cDNA を用いた Fbxo36 および Fbxo39

の RT-PCR 解析。いずれの遺伝子も精巣で高発現していた。Actb をローディングコント

ロールとして用いた。 
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マウスとヒトの進化的保存性を評価するため、EMBOSS Needle

（https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss_needle）を用いてアミノ酸配列のペアワイズア

ラインメント解析を行ったところ、FBXO36 は 76.1%、FBXO39 は 83.7%の配列同一性を

示し、両者が種を超えて高い保存性をもつことが明らかになった（図 2-2A 及び B）。ま

た、精巣の scRNA-seq データから、Fbxo36 の発現は精母細胞のパキテン期から上昇し、

Fbxo39 の発現は精子細胞中期で顕著になることが明らかとなった（図 2-2C 及び D）。さら

に、ヒト精巣においても FBXO36 および FBXO39 は類似した発現パターンを示すことが確

認された（図 2-2E 及び F）。 
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F-box タンパク質は、F-box ドメインを介して SKP1 と相互作用し、SCF 複合体を形成す

る。AlphaFold3 による構造予測の結果、FBXO36 および FBXO39 はいずれも SCF 複合体の

構造を高い精度で再現し、これらのタンパク質が E3 ユビキチンリガーゼ複合体の構成要

素として機能する可能性が示された（図 2-3A、B、2-4A 及び B）。 

 

 

 

図 2-2.マウスとヒトにおける FBXO36 および FBXO39 の配列保存性と精巣発現パタ

ーン。(A) EMBOSS Needle（https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss_needle）を用いた

マウスおよびヒト FBXO36 のアミノ酸配列の比較。M：マウス、H：ヒト。「|」は完全一

致、「:」は物理化学的性質が近く、強い類似を示す置換、「.」は部分的な類似を示す。(B) 

マウスおよびヒト FBXO39 のアミノ酸配列の比較。(C) マウス精巣の各細胞における

Fbxo36 の発現。各細胞の略称は以下の通り：未分化型精原細胞（Ud Spg）、分化型精原

細胞 A1 および A2（A1–A2 Spg）、分化型精原細胞 A3、A4、中間型および B 型精原細胞

（A3–B Spg）、前レプトテン期精母細胞（Prele Sc）、レプトテン期／ザイゴテン期精母細

胞（Le/Zy Sc）、パキテン期精母細胞（Pa Sc）、ディプロテン期および第二次精母細胞（Di/Se 

Sc）、初期・中期・後期円形精子細胞（Early St、Mid St、Late St）、セルトリ細胞（SC）、

精細管周囲筋様細胞（PTM）、ライディッヒ細胞（LC）、および内皮細胞（EC）。(D) マ

ウス精巣の各細胞における Fbxo39 の発現。(E) ヒト精巣各細胞における FBXO36 の発

現。Dif Spg：分化型精原細胞。(F) ヒト精巣の各細胞における FBXO39 の発現。 

図 2-3. AlphaFold3 による SCF 複合体の構造予測。(A) AlphaFold3 を用いた SCF

（FBXO36）複合体の三次構造予測。F-box ドメインは SMART を用いて検出した。(B) 

AlphaFold3 を用いた SCF（FBXO39）複合体の三次構造予測。F-box ドメインは SMART

を用いて検出した。 
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図 2-4. AlphaFold 3 によって予測されたマウス SCF 複合体の信頼度評価。(A) マウス 

SCF（FBXO36）複合体の予測構造。モデルは pLDDT スコアに基づいて着色している。

右パネルには予測整合誤差（PAE）プロットを示し、iPTM および pTM スコアも併記し

た。(A) マウス SCF（FBXO39）複合体 の予測構造。モデルは pLDDT スコアに基づい

て着色している。右のパネルは、予測構造に対応するアライメント誤差プロットを示し

ている。 
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第二節 Fbxo36 欠損は雄マウスの生殖能力に影響を与えなかった。 

 

Fbxo36 の機能を解析するため、CRISPR/Cas9 システムを用いて Fbxo36 KO マウスを作

製した。Fbxo36 の翻訳領域（ORF）に大規模な欠失を導入するため、2 種類の gRNA を設

計した（図 2-4A）。Cas9–gRNA リボヌクレオタンパク質複合体を 60 個の受精卵にエレク

トロポレーションにより導入し、得られた 57 個の胚を 2 匹の偽妊娠雌マウスの卵管に移

植した結果、13 匹の産仔が得られた。ジェノタイピング PCR により 7 匹のマウスで大規

模欠失が確認され（図 2-4B）、サンガーシーケンス解析により 19,124 bp の欠失が示された

（図 2-4C）。 

雄の生殖能力を評価するため、Fbxo36 KO 雄マウスを WT 雌マウス 3 匹と 2 か月間同居

させる交配試験を行ったところ、KO 雄マウスでは WT 雄マウスと比較して交尾あたりの

産仔数に有意な減少は認められなかった（図 2-4D）。この結果から Fbxo36 が雄の生殖能力

に必須ではないことが示された。さらに精巣と精巣上体の組織学的解析を行ったところ、

精巣の形態および重量は両遺伝子型間で差はなく（図 2-4E 及び F）、Fbxo36 KO マウスの

精巣上体尾部から採集した成熟精子にも形態的な異常は認められなかった（図 2-4G）。ま

た、精巣および精巣上体切片の PAS/ヘマトキシリン染色においても明らかな異常は観察さ

れなかった（図 2-4H 及び I）。 

さらに精子の運動能力を評価するために CASA を実施したところ、Fbxo36 KO 精子では

曲線速度（VCL）がわずかに低下したものの、他の運動速度パラメータに有意な差は認め

られなかった（図 2-4J）。これらの結果から、Fbxo36 の欠損はマウスにおける精子形成に

顕著な異常を引き起こさないことが明らかとなった。 
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図 2-4. Fbxo36 KO マウスの表現型解析。(A) CRISPR/Cas9 システムを用いた Fbxo36 

KO マウス作製の概略図。非翻訳領域は白枠で、翻訳領域は黒枠で示した。設計した gRNA

をピンクで示し、Fw および Rv は遺伝子型判定に用いたフォワードおよびリバースプラ

イマーを示す。(B) Fbxo36 KO マウスの遺伝子型判定。プライマーFw#1/Rv#1 で KO アレ

ルを、Fw#2/Rv#2 で WT アレルを増幅した。(C) KO アレルにおける 19,124 bp の欠失を

サンガーシーケンスにより確認した。(D) 交尾あたりの産仔数。各 WT または Fbxo36 

KO 雄を WT 雌 3 匹と同居させ、プラグあたりの産仔数を算出した。(E) 精巣の外観。

(F) 精巣重量の測定結果。(G) WT および Fbxo36 KO 雄マウスの精巣上体尾部から回収し

た精子の形態観察。(H) 精巣切片の PAS/ヘマトキシリン染色像。(I) 精巣上体尾部切片

の PAS/ヘマトキシリン染色像。(J) 精子運動能解析。運動精子および前進運動精子の割

合を TYH 培地で培養して 10 分および 120 分後に評価した。また、平均速度（VAP）、直

線速度（VSL）、曲線速度（VCL）についても測定した。 
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第三節 Fbxo39 欠損は雄マウスの生殖能力低下と精子形成異常を引き起こす。 

 

Fbxo39 の機能を解析するため、で CRISPR/Cas9 システムを用いて Fbxo39 KO マウスを

作製した。2 本の gRNA を設計し、Fbxo39 の ORF に大規模な欠失を導入した（図 2-5A）。

Cas9–gRNA リボヌクレオタンパク質複合体を 64 個の受精卵にエレクトロポレーションで

導入し、得られた 56 個の胚を偽妊娠雌 2 匹の卵管に移植したところ、22 匹の産仔が得ら

れた。ジェノタイピング PCR により 14 匹で大規模な欠失が確認され（図 2-5B）、サンガ

ーシーケンスにより 2,325 bp の欠失が示された（図 2-5C）。 

交配試験の結果、Fbxo39 KO 雄マウスではプラグあたりの産仔数が有意に減少しており

（図 2-5D）、Fbxo39 が正常な雄の生殖能力に重要であることが示された。続いて、

FBXO39 が F-box ドメインを有することから、SKP1 と相互作用して SCF 複合体を形成す

る可能性を検証した。HEK293T 細胞に FBXO39 および SKP1 を共発現させたところ、野生

型 FBXO39 は SKP1 と結合したが、F-box ドメインを欠損した変異体 FBXO39 は結合しな

かった（図 2-5E）。この結果は、FBXO39 が SCF 複合体を形成し、E3 ユビキチンリガーゼ

の構成要素として機能する可能性を示唆している。 

生殖能力低下の原因を調べるために、まずは精巣の形態および重量を解析したところ、

両遺伝子型間で差がなかった（図 2-5F 及び G）。さらに、PAS/ヘマトキシリン染色を用い

て精巣および精巣上体尾部の組織切片を解析した。WT 精巣では、円形精子細胞が核凝縮

を経て伸長精子細胞へと変化し、伸長精子細胞は精細管腔に沿って規則的に配列してい

た。一方、Fbxo39 KO 精巣では、核凝縮が不完全な伸長精子細胞が観察され、伸長精子細

胞の数の減少や、精子放出が起こらず異常に保持された伸長精子細胞の存在が認められた

（図 2-5H および 2-5I）。さらに、精巣上体尾部の PAS/ヘマトキシリン染色では、成熟精子

数の減少が確認された（図 2-5J）。加えて、未分化生殖細胞マーカーである DDX4

（VASA）について精巣上体切片の免疫染色を行ったところ、本来は精巣内に限定して局

在する DDX4 陽性の生殖細胞が、Fbxo39 KO では異常に精巣上体管腔内に存在することを

明らかにした（図 2-5K）。このことから、未熟な生殖細胞が正常な精子形成過程を経ず

に、そのまま精巣上体へと輸送されていることが示唆された。 

これらの結果から、Fbxo39 欠損は精子完成過程（spermiogenesis）の異常および雄の生殖

能力低下を引き起こすことが明らかとなった。 
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図 2-5. Fbxo39 KO マウスの表現型解析。(A) CRISPR/Cas9 システムを用いた Fbxo39 

KO マウス作製の概略図。非翻訳領域は白枠で、翻訳領域は黒枠で示した。設計した gRNA

を青で示し、Fw および Rv は遺伝子型判定に用いたフォワードおよびリバースプライマ

ーを示す。(B) Fbxo39 KO マウスの遺伝子型判定。プライマーFw#3/Rv#3 で KO アレル

を、Fw#4/Rv#4 で WT アレルを増幅した。(C) KO アレルにおける 2,325 bp の欠失をサン

ガーシーケンスにより確認した。(D) 交尾あたりの産仔数。各 WT または Fbxo39 KO 雄

を WT 雌 3 匹と同居させ、プラグあたりの産仔数を算出した。(E) HEK293T 細胞に Fbxo39

（WT）-3×FLAG または F-box ドメイン欠損型 Fbxo39（ΔF）-3×FLAG を Skp1-1D4 とと

もに共発現させた。抗 1D4 抗体を用いて免疫沈降（IP）を行った結果、野生型 FBXO39

は SKP1-1D4 と結合したが、ΔF 変異体は結合しなかった。ACTB をローディングコント

ロールとして用いた。(F) 精巣の外観。(G) 精巣重量の測定結果。(H) 精巣切片の PAS/

ヘマトキシリン染色像。(I) 精巣切片の PAS/ヘマトキシリン染色像。精細管は I–III、IV–

VI、VII–VIII、IX、X、XI–XII 期に分類した。赤い矢頭は異常形態の精子頭部を示し、赤

いアスタリスクは精細管内に異常に保持された伸長精子細胞を示す。(J) 精巣上体尾部

切片の PAS/ヘマトキシリン染色像。(K) 精巣上体尾部の免疫蛍光染色像。核は Hoechst

（青）、精子鞭毛はアセチル化チューブリン（緑）、未熟な生殖細胞は DDX4（マゼンタ）

で染色した。 
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第四節 Fbxo39 KO 精子は形態異常及び運動性の低下を呈した。 

 

Fbxo39 欠損の影響をさらに評価するため、精巣上体尾部の精子を観察した。WT 精子は

三日月状の頭部と長い鞭毛を有していたのに対し、Fbxo39 KO マウスの精子では頭部や鞭

毛の形態異常が認められた（図 2-6A 及び B）。さらに、CASA 解析の結果、Fbxo39 KO マ

ウスでは運動精子および前進運動精子の割合が有意に減少していた。また、平均速度

（VAP）、直線速度（VSL）、および曲線速度（VCL）がいずれも低下していた（図 2-

6C）。これらの結果から、Fbxo39 の欠損は精子の形態および運動能力の両方に影響を及ぼ

すことが示された。 

 

 

 

 

  

図 2-6. Fbxo39 KO 精子の形態と運動能力の解析。(A) WT および Fbxo39 KO 雄マウス

の精巣上体尾部から回収した精子の形態。赤色の矢頭は異常な頭部形態を示す精子、赤

いアスタリスクは未熟な生殖細胞、黄色の矢頭は鞭毛欠損精子、青色の矢頭は鞭毛が巻

いた精子を示す。(B) Fbxo39 KO マウスにおける精子形態異常の定量解析。(C) 精子運動

能解析。運動精子および前進運動精子の割合を、TYH 培地で培養して 10 分および 120

分後に評価した。また、平均速度（VAP）、直線速度（VSL）、曲線速度（VCL）について

も測定した。 
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第五節 Fbxo39 KO マウスは精子完成期の頭部形成異常を示す。 

 

Fbxo39 欠損による精子形成異常をさらに詳細に解析するため、精巣の透過型電子顕微鏡

（TEM）観察を行った。通常、精子形成過程では、円形精子細胞の核が凝縮および伸長して

精子へと変化する 86–88。円形精子細胞の段階では、WT および KO マウスのいずれにおいて

も、先体形成や核形態に顕著な異常は認められなかった（図 2-7A）。一方で、KO マウスの

伸長期精子細胞では、核の凝縮不全および頭部形成異常が観察された（図 2-7B）。 

 

 

 

 

 

  

図 2-7. Fbxo39 KO 精巣の透過型電子顕微鏡（TEM）観察。(A) 円形精子細胞の TEM

像。核（Nu）および先体（Ac）を示す。(B) 伸長精子細胞の TEM 像。核（Nu）および

先体（Ac）を示す。 
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小括・考察 

 

第二章では、精巣で高発現する F-box タンパク質 FBXO36 および FBXO39 の機能を解析

した。これらの遺伝子はいずれもマウスとヒトの間で高度に保存されている。解析の結果、

Fbxo36 は雄マウスの生殖能力に必須ではない一方、Fbxo39 は精子完成期に重要な役割を果

たすことが明らかとなった。これらの知見は、FBXO ファミリー内での機能的多様性を示唆

している。 

Fbxo36 の欠損は精子形成や雄性生殖能力に顕著な異常を引き起こさなかったものの、精

子運動性パラメータの一つである VCL（曲線速度）の低下が認められた。この軽度な表現

型の一因として、他の FBXO タンパク質との機能的冗長性が考えられる。また、本研究で

検証されなかった条件下では、FBXO36 欠損の影響がより顕著に表れる可能性も考えられ

る。 

一方で、Fbxo39 は正常な雄の生殖能力に不可欠であることが示された。Fbxo39 KO 雄マ

ウスは、生殖能力の低下、精子形態異常、さらに精子運動能力の低下を示した。組織学的

および電子顕微鏡解析の結果、Fbxo39 KO では精子完成期における精子頭部の形成異常が

認められた。この異常が、精巣上体尾部の成熟精子で観察された形態異常および運動能力

低下に繋がると考えられる。さらに、FBXO39 が F-box ドメインを介して SKP1 と相互作

用することを見出したことから、FBXO39 が SCF 複合体の基質認識サブユニットとして機

能し、精子頭部形成に必要なタンパク質の分解制御に関与していることが示唆される。 

本研究で FBXO36 および FBXO39 を解析したことで、精巣で高発現する FBXO タンパ

ク質群の KO マウスの表現型が網羅的に明らかになった。これまでの報告では、FBXO24

が精子形成過程において鞭毛形成に関与すること 75–77、また FBXO43 および FBXO47 が減

数分裂の進行に必須であること 78–80 が示されている。これらの知見と本研究の結果を統合

すると、精巣で高発現する FBXO ファミリーの複数のタンパク質は異なる基質を認識し、

互いに重複しない独自の役割を担っていると考えられる（図 2-8）。 

男性不妊症の多くは依然として原因不明であり 89、精子形成過程に関わる遺伝子の多く

が未解明のままである 8,90。Fbxo39 KO マウスでは雄性生殖能力の低下が認められたことか

ら、FBXO39 の変異や発現異常がヒトにおいても男性不妊症の一因となり得る。Genome 

Aggregation Database（gnomAD）では、フレームシフトなど複数の FBXO39 の機能喪失型

変異が報告されている（例：p.Trp141Ter；対立遺伝子頻度 2.54 × 10⁻⁵）（図 2-9）。今後、

不妊男性における FBXO39 の変異解析とモデル動物を用いた機能解析を組み合わせること

で、FBXO39 が男性不妊の原因遺伝子として位置づけられる可能性がある。 
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図 2-8. 精巣で高発現する Fbxo ファミリー遺伝子のノックアウトマウスの表現型。各

遺伝子の発現データは、マウス精巣 scRNA-seq データ 37 から取得した。発現量は Z スコ

アで正規化し、0.4 を超える値を青棒で示した。ノックアウト解析により、精巣で高発現

する FBXO タンパク質の機能が明らかとなっている。黒矢印は遺伝子欠損の影響を受け

る精子形成段階を示す。Fbxo24 の欠損は鞭毛形成異常を引き起こす。Fbxo43 および

Fbxo47 は減数分裂の進行に必須である。また、Fbxo39 の欠損は、精子頭部形態の異常を

引き起こす。一方、Fbxo15、Fbxo30、および Fbxo36 KO マウスでは顕著な精子形成異常

は認められない。 
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図 2-9. ヒト FBXO39 遺伝子の変異。gnomAD データベースにおいて対立遺伝子頻度

が高い、5 つの機能喪失型（LoF）変異を示す。 
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第三編 総括 

 

本研究では、精巣で高発現する、Tex38、Zdhhc19、Fbxo36、Fbxo39 に着目し、発生工学

的手法を用いて、個体レベルで遺伝子の機能解析を行った。交配試験の結果、Fbxo36 KO

では雄性生殖能力の低下は認められなかったものの、残りの 3 遺伝子はいずれも雄性生殖

能力に重要であることが明らかになった。詳細な機能解析により、TEX38 及び ZDHHC19

は協調的に働き精子細胞質の除去に重要であること、また FBXO39 は精子頭部形成を制御

する分子であることを明らかにした。 

解析した 4 遺伝子はいずれもヒトにおいて高い保存性を示す。これらの遺伝子の機能欠

損に起因する男性不妊症は現時点で報告されていないが、各民族集団のエキソーム・ゲノ

ムデータを統合したデータベース gnomAD（https://gnomad.broadinstitute.org/）による解析

では、雄性生殖能力に重要と考えられる 3 遺伝子において機能喪失型変異が確認されてい

る。代表的な変異例を下表に示す。 

 

遺伝子 

（マウス） 

遺伝子 

（ヒト） 
変異 変異体 ID アリル頻度 ホモ変異の男性数 

Tex38 TEX38 p.Trp38Ter 1-46672948-G-A 4.8E-05 0 

Zdhhc19 ZDHHC19 p.Ala192ThrfsTer24 3-196208395-C-CCTTGT 1.6E-05 0 

Fbxo39 FBXO39 p.Trp16Ter 17-6779916-G-A 9.3E-06 0 

 

生殖能力維持に必須な遺伝子の機能喪失変異は次世代へ伝わりにくく、自然選択によって

排除される傾向にある。しかし近年、体外受精（IVF）や顕微授精（ICSI）などの生殖補助

医療技術の発展により、不妊を引き起こす遺伝子変異の頻度が上昇する可能性が指摘され

ている。そのため、生殖能力維持に関わる遺伝子群の同定は今後さらに重要性を増すと考え

られる。 

精子の形態は受精の成否を左右する極めて重要な要因である。近年、日本では不妊治療

が社会的課題として注目されており、精子の形成や運動性に関する研究は社会的にも大き

な意義を有する。本研究で得られた知見は、男性不妊症の診断および新規治療法の開発 

に貢献することが期待される。 
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