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研究成果の概要（和文）：本研究は、受精過程で堅牢な精子の頭部構造からDNAが解放される過程を明らかにすること
を目的として、核周囲物質関連タンパク質の同定、精子頭部からDNAが解放される過程のイメージング解析、核周囲物
質関連タンパク質の翻訳後修飾変化を解析した。その結果、精子頭部の骨格系と関わっているいくつかの膜タンパク質
を同定した。また、受精能獲得過程のタンパク質修飾変化に関わる酵素の活性を指標に、その酵素を精製する条件を確
立した。受精の際、核周囲物質は剥けるようにDNAを解放し、その過程にはタンパク質の修飾変化は必要であることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism that regulate the release of sperm DNA from the robust 
perinuclear structure during fertilization, we performed live imaging analysis of the processs, and mass 
spectrometric analysis to identify perinuclear substance related proteins. We identified several membrane 
proteins other than cytoskeletal proteins. Those membrane proteins under went post-translational 
modifications during capacitation. Live imaging analysis showed that perinuclear substance was peeled of 
from the sperm DNA and posttranslational modification of the perinuclear substance was needed for the 
process.

研究分野：生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 受精における精子の透明帯通過、精子-卵子

接着、精子-卵子膜融合、卵活性化については

これまで多くの研究がなされている。しかし

ながら、精子が卵子に取りこまれ前核に至る

過程については、ほとんど研究がなされてい

ない。精子頭部は非常に強固な構造であり、

その堅牢さはプロタミンによる DNA の密な

凝集だけでなく、核周囲物質が大きく関わっ

ている。受精後の精子クロマチンの脱凝集に

は卵側の因子であるNucleoplasmin2が関わ

っていることが明らかとなっている。また、

骨格系タンパク質を主とする核周囲物質を

構成するタンパク質についてもプロテオミ

クス解析の結果が報告されている。しかし、

核周囲物質による堅牢な構造から DNAを解

放する過程については明らかにされていな

い。予てからから研究対象としている精子頭

部に局在する膜タンパク質 Equatorinは、精

子-卵子膜融合の際に卵細胞膜上を拡散する

のではなく、核と共に卵細胞質へと取りこま

れる。このことから、Equatorinタンパク質

は膜の裏打ち構造を含む核周囲物質との相

互作用が示唆された。 

 

２．研究の目的 

 核周囲物質との関わりが示唆されている

Equatorinタンパク質を軸に受精に必要な核

周囲物質の変化を追うことで核周囲物質に

よる堅牢な精子の頭部構造から DNA を解放

する過程の分子機構を明らかにすることを

目的とした。 

（１）Equatorinタンパク質と相互作用する

分子の同定。 

（２）Equatorinタンパク質を指標とした、

受精卵における核周囲物質の挙動解析。 

（３）受精過程で起こる核周囲物質の翻訳後

修飾変化の解析。 

 

３．研究の方法 

（１）Equatorinタンパク質と相互作用する

分子を抗Equatorin抗体のうち受精を阻害し

ないものを用いて免疫共沈降法により精製

し、質量解析によって同定する。 

（２）Equatorinタンパク質に緑色蛍光タン

パク質タグをつけたタンパク質を発現する

遺伝子改変マウスを用いて、核周囲物質によ

る堅牢な精子の頭部構造から DNAが解放さ

れる過程のライブイメージングを行う。 

（３）精子が受精能を獲得するキャパシテー

ションと総称される過程の前後でのタンパ

ク質の翻訳後修飾変化のうち、核周囲物質に

関して起こるものを、精子の頭部構造から

DNA が解放される過程に必要な分子機構と

考え、質量解析によって同定した核周囲物質

関連タンパク質の修飾変化を解析する。 

 

４．研究成果 

（１）Equatorin と相互作用するタンパク質

を質量解析にかけた結果、多くの骨格系タン

パク質と共に幾つかの膜タンパク質を同定

することができた。これらの膜タンパク質に

は、精子頭部の膜と核周囲の骨格系とを繋ぐ

機能が期待される。 

（２）Equatorinタンパク質に緑色蛍光タン

パク質タグをつけたタンパク質を発現する

マウスを用いて受精卵のライブイメージン

グを行った結果、精子核周囲物質が剥けるよ

うな形で DNAから離れていく様子が認めら

れた。一方、キャパシテーション前の精子に

DNAの脱凝縮のみを強制的に起こさせると、

核周囲物質は引き裂かれるような現象が認

められた。このことから、受精卵において精

子核周囲物質が剥けるような形で DNAから

離れていく過程には核周囲物質の変化が重

要であることが明らかとなった。 

（３）キャパシテーション過程の前後で起こ

る精子頭部膜タンパク質の解析を行った結

果、いくつかの膜タンパク質においてキャパ

シテーション前後で分子量変化が認められ



た。それらの分子量変化の機構を解析した結

果、修飾変化に関わる酵素の酵素活性を指標

にそれら酵素を精製する条件を確立した。 

 本研究によって、堅牢な精子の頭部構造か

ら DNA を解放する過程には、核周囲物質の

分子量変化を伴うことが明らかとなった。ま

た、それに関わる分子を精製する条件などを

確立することができた。 

 今後、それら翻訳後修飾箇所と分子機構を

明らかとすることで、卵子内で精子頭部から

DNA が解放される過程に異常が認められる

場合の不妊原因の解明と治療法開発に結び

つけられると考える。 
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