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研究成果の概要（和文）：Mieapはミトコンドリア品質管理機構に重要な役割を果たす。Mieap欠損マウスは、精
子の運動能異常や形態異常を示す。そこで本研究においては、Mieapの精子形成及び成熟における役割を、網羅
的プロテオーム解析と電子顕微鏡解析を行うことによって調べた。結果として、精子の形態異常はMieap欠損マ
ウスの精巣上体頭部から尾部にかけて認められた。一方で、ある種のキナーゼや解糖系関連タンパク質の発現異
常が、Mieap欠損マウスの精巣・精巣上体（頭部から尾部）において認められた。このことからMieapは精巣での
精子形成過程において精子ミトコンドリアの品質管理に重要な役割を果たす可能性があると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mieap plays a critical role in mitochondrial quality control. 
Mieap-deficient mice exhibited impaired mobility and morphology of the sperms. In this study, we 
examined the role of Mieap in sperm development and maturation in the testis, caput epididymis, 
corpus epididymis, and cauda epidydimis by proteomics and electron microscopic analyses. As the 
result, abnormal morphology was detected in the caput epididymis to the cauda epidydimis, but not in
 the testis, of the Mieap-deficient mice. On the other hand, some kinases and glycolysis-related 
proteins are significantly altered in the testis and epidydimis of the Mieap-deficient mice. These 
results suggest that Mieap plays a role in the mitochondrial quality control of the sperm 
development. 

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 

精子無力症は高速で直進する精子の運動性

が著しく低下した症状であり男性不妊に直

結するが効果的治療法はなく、精子運動機

能障害に対する病理学的理解も乏しい。わ

れわれは、がん抑制遺伝子 p53 によって発

現制御される新規遺伝子 Mieap が酸化スト

レスに曝露された不良ミトコンドリアを修

復・排除し、ミトコンドリア品質管理を司

ることで腸管腫瘍などの悪性化を防御して

いることを報告してきた（PLoS ONE, 6, 

e16054, 2011; PLoS ONE, 6, e16060, 2011; 

PLoS ONE, 7, e30767, 2012; Sci Rep, 2, 379, 

2012; Sci Rep, 5, 12472, 2015）。同時に、Mieap

はミトコンドリアが豊富な正常組織（肝・

腎・精巣など）においても恒常的に発現し、

酸化ストレスからの恒常性維持に機能して

いることが判明した。一連の研究過程にお

いて、偶然にも、『Mieap 欠損マウスでは、

精子が折れ曲がる異常形態を呈することで

高速直進する運動機能が著減し、体外授精

率が低下する』ことを発見した。精子にお

ける Mieap の機能は、がん抑制機能と同様

に酸化ストレスの排除である可能性が示唆

されたが、驚くべきことに、Mieapはミトコ

ンドリア内部ではなく outer dense fiber内に

存在した。従って、『Mieap は単独あるいは

複数のタンパク質と結合し、活性酸素種

（ROS）による酸化タンパク質を直接捕捉し

て精子を酸化ストレスから防御している』

と仮説し、本研究に着想した。 

 
 
２．研究の目的 

本研究目的は、『Mieap によって巧みに制御

される酸化ストレスからの精子運動機能

障害防御機構を理解する』ことにあり、最

終目標は、『酸化ストレスに曝露された精

子の運動機能を改善させ、男性不妊に対す

る革新的な治療戦略を確立し、臨床現場お

よび出生率の低下という大きな社会問題

に研究成果を還元させること』にある。本

研究は、がん研究で同定されたMieapが偶

然にも精子運動能を明瞭に制御すること

を端緒とした萌芽的研究であり、不妊治療

への革新的突破口となる可能性が極めて

高い。 

 
 
３．研究の方法 

(1)精子におけるMieap結合蛋白質の同定 

(2)精子形成及び成熟過程における Mieap

の役割の解明 

の 2点を明らかにするために、以下の実験

を遂行する。 

①抗 Mieap 抗体を用いた免疫沈降実験 

野生型（WT）及び Mieap 欠損（KO）マウス

の精子及び精巣からタンパク質を抽出し

て、抗 Mieap 抗体による免疫沈降を行い、

網羅的プロテオミクス解析を行う。 

②Mieap ノックアウトマウスにおける網羅

的プロテオミクス解析 

野生型（WT）及び Mieap 欠損（KO）マウス

の精巣・精巣上体頭部・精巣上体体部・精

巣上体尾部よりタンパク質を抽出し、網羅

的プロテオミクス解析を行う。 

③Mieap ノックアウトマウスの精巣及び精

巣上体に関する形態学的解析 

野生型（WT）及び Mieap 欠損（KO）マウス

の精巣・精巣上体頭部・精巣上体体部・精

巣上体尾部組織に対して電子顕微鏡解析

を行い、形態学的異常の有無を調べる。 

 
 
４．研究成果 

(1)精子におけるMieap結合蛋白質の同定 

①抗 Mieap 抗体を用いた免疫沈降実験 

精子及び精巣からタンパク質を抽出し、抗

マウス Mieap 抗体を用いた免疫沈降実験



を行った。予備実験として行ったヒト大腸

がん由来細胞株やヒト肺がん由来細胞株

における抗ヒト Mieap 抗体による免疫沈

降実験は、極めて特異的にヒトMieapタン

パク質およびその複合体の免疫沈降が可

能であった。一方で、マウス精子及び精巣

からの抽出液に対する抗マウス Mieap 抗

体による免疫沈降では、マウスMieapタン

パク質の免疫沈降がきわめて困難であっ

た。この理由としては、次の点を推測して

いる。精子の中片部に存在するMieapタン

パク質は、免疫電子顕微鏡解析によって外

側緻密繊維束に局在していることが明ら

かとなっている。このマウス精子 Mieap

の大部分が不溶性画分に存在するため、タ

ンパク質の可溶化が極めて困難となり、マ

ウス精子 Mieap タンパク質の免疫沈降実

験の大きな障壁となった可能性が高いと

考えられた。また抗マウスMieap抗体の特

性に関して行った予備実験において、マウ

ス線維芽細胞を用いたマウス Mieap タン

パク質の免疫沈降の効率が、抗ヒトMieap

抗体に比べ、極めて低かったことも原因の

一つと考えられる。今後は、新規エピトー

プに対する抗体の作成や、精子マウス

Mieap タンパク質の生化学的解析による

特性の理解と可溶化の手法の検討が必要

と考えられる。 

 

(2)精子形成及び成熟過程における Mieap

の役割の解明 

②Mieap ノックアウトマウスにおける網羅

的プロテオミクス解析 

野生型（WT）及び Mieap 欠損（KO）マウス

の精巣・精巣上体頭部・精巣上体体部・精

巣上体尾部よりタンパク質を抽出し、

2DICAL 法による網羅的プロテオミクス解

析 を 行 っ た 。 2DICAL （ 2-dimentional 

image-converted analysis of liquid 

chromatography and mass spectrometry）法

（Mol Cell Proteomics, 5, 1338-1347, 2015）

は、非ラベル共免疫沈降タンパク質を直接

トリプシン消化し、質量分析解析を行うた

め、従来の銀染色ゲル内消化法に比べて簡

便・迅速であり、サンプルのロスが少なく、

正確に特異的な結合タンパク質同定が可

能である。本手法を用いて、2 群間の比較

を行ったところ次の結果が得られた。興味

深いことにある種のセリンスレオニンキ

ナーゼや解糖系関連代謝酵素が Mieap 欠

損マウスの精巣上体頭部・体部・尾部にお

いて発現レベルの有意な上昇を認めた。ま

た複数の抗酸化物質が Mieap 欠損マウス

の精巣・精巣上体頭部・精巣上体尾部での

上昇傾向を示した。これらの結果は、Mieap

欠損マウスにおける精子ミトコンドリア

由来酸化ストレスの増加とそれによる精

子運動能低下の原因に関連する変化と推

察された。今後はこれら分子の関与につい

てさらに詳細な解析を進める予定である。 

 

③Mieap ノックアウトマウスの精巣及び精

巣上体に関する形態学的解析 

野生型（WT）及び Mieap 欠損（KO）マウス

の精巣・精巣上体頭部・精巣上体体部・精

巣上体尾部組織に対して、電子顕微鏡解析

を行った。精子の中片部と主部の境界領域

で屈曲した精子の形態異常を検出した。こ

の異常は、精巣には認められず、精巣上体

頭部から検出され、体部及び尾部にかけて

形態異常の頻度が上昇していた。先行研究

においては、Mieap ノックアウトマウスの

精子に関して、体外受精における精子運動

能低下や精子形態異常を認めていた。今回

の解析から、精子の形態異常は精巣上体頭

部より発生する可能性が示唆された。この

ことは、Mieap 欠損マウスは、精巣におけ

る精子の形成には大きな異常が認められ



ないが、いったん出来上がった精子が精巣

上体へ放出され、成熟する過程で形態異常

が発生する可能性を示唆している。今後は、

精巣上体における精子成熟過程における

精子形態異常の発生機序について解析を

進める予定である。 
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