
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

新学術領域研究（研究領域提案型）

2013～2009

アロ認証研究のための次世代技術の開発と活用

Development and application of future technology for allorecognition research

８０２２１７７９研究者番号：

稲葉　一男（INABA, Kazuo）

筑波大学・生命環境系・教授

研究期間：

２１１１２００４

平成 年 月 日現在２６   ６ １７

円    97,300,000 、（間接経費） 円    29,190,000

研究成果の概要（和文）：（１）ホヤ精子の新規カルシウム結合タンパク質「カラクシン」は鞭毛外腕ダイニンにカル
シウム依存的に結合しモーター活性を抑制することにより精子鞭毛の非対称波を伝播させ、最終的に卵への精子走化性
を引き起こしていることが明らかとなった。（２）巻貝であるマガキガイにおいて２種の後進運動を発見した。精子束
からの遊離と雌の受精嚢壁からの遊離に後進運動が用いられ、これらの運動にはカルシウムが必要なことがわかった。
（３）アロ認証研究に必要なプロテオミクス解析、高速運動解析、遺伝子改変技術について開発を行い、ホヤ精子-卵
のアロ認証、ウズラ精子の貯蔵、褐藻類遊走子の運動調節等に関する領域内共同研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：First, a novel calcium-binding protein calaxin has been shown to bind to the outer
 arm dynein in a calcium-dependent manner, resulting in suppression of the asymmetric flagellar waveform a
nd in the chemotactic movement of sperm in the ascidian Ciona intestinalis. Second, the eusperm in the gas
tropod Strombus luhuanus has been shown to exhibit two types of backward swimming. One is to detach from s
perm bundle and the other is to be released from the epithelium of female sperm receptacle. In both cases,
 extracellular calcium ion plays an critical role for switching to backward swimming. Third, by developing
 analytical systems for high-speed imaging and transgenic techniques, we have conducted many collaborating
 works in the research group, including allorecognition in the sperm-egg interaction in Ciona, sperm stora
ge mechanism in quail, and regulation of flagellar movement of the zoospore in brown algae.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： 受精　精子走化性　カラクシン　海産生物　トランスジェニック技術　ホヤ　鞭毛繊毛

生物科学・発生生物学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 海産生物の受精研究の歴史は古く、受精現
象、先体反応の発見から始まり、精子運動性
の変化、精子-卵認識、膜融合、卵応答など、
受精分野の基礎となっている多くの知見は
海産生物を用いた研究により得られたもの
である。マウスやヒトなどの脊椎動物の受精
研究が発展した状況であっても、依然として
海産動物から多くの新しい知見が輩出され
ている。これは、海産動物に多様な受精様式
が存在し、受精現象の極端な一面が得られる
こと、および他の細胞の混入のない多量の配
偶子が容易に得られるといった利点がある
からである。一方、ゲノミクス、プロテオミ
クス、ノックアウト技術など、モデル生物を
用いた手法により、受精における重要分子の
発見やそれらの機能解析が進んでいる。これ
らの新技術を海産動物に適用し、それらを駆
使することにより新知見を得る方向の研究
は、まだ緒についたばかりである。 
 本研究では、代表者と分担者が確立してき
た海産生物の新技術、機能プロテオミクス、
高速イメージング、トランスジェニック技術
を駆使し、受精時の分子認証に関わる新規分
子の同定と機能解析を進めることを目的とし
て研究を進めた。研究開始当初は、ホヤを中
心として海産生物のゲノム情報が得られたば
かりであり、代表者のグループ以外、プロテ
オミクスを駆使した研究はほとんど行われて
いなかった。また、プロテオミクスで同定し
た分子に関する機能解析に関する報告もほと
んどなかった。高速イメージングに関しては、
ホヤやウニを用いた研究が行われていたが、
プロテオミクス等で同定された分子との関連
についての研究が欠落していた。海産動物に
おけるトランスジェニック技術については、
分担者が確立したMinosを用いたホヤトラン
スジェニック技術が確立しており、この方法
を用いた種々の系統が作製されていた。しか
しながら特定の遺伝子を破壊するノックアウ
ト技術の開発がないために、プロテオミクス
等で同定された分子の機能を遺伝子破壊によ
り解析することが不可能であった。これらの
技術のコンビネーションによる新たな分子認
証研究のエポックを確立し、精子活性化走化
性、精子先体反応、ミトコンドリア膜輸送、
精子-卵膜認識、精子-卵細胞膜認識の受精の
素過程に関与する分子解析を行うことがアロ
認証メカニズムを理解する上で必要である。 
 研究開始前の状況としては、一部の機器を
除き、本研究を進める上で必要な設備的・組
織的な準備は整っていた。また、研究代表者
は、ホヤデータベース開発に関する研究代表、
およびホヤ系統保存に関するナショナルバイ
オリソースプロジェクトの拠点代表を務めて
おり、これらのリソースを十分に活用した研
究を行うことができる状況であった。これら
のリソースを領域内研究者にも提供すること
で本領域研究がスムースに進むと期待された。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、機能プロテオミクス、高速イ
メージング、トランスジェニック技術を駆使
し、受精時の分子認証に関わる新規分子の同
定と機能解析を進めることを目的とする。こ
れらの技術を提供することによりアロ分子
認証研究を海産生物において押し進めると
ともに、領域内の共同研究により、さまざま
な生物研究に応用する。具体的には、ホヤな
どの海産動物を研究材料にし、精子活性化走
化性、精子先体反応、ミトコンドリア膜輸送、
精子-卵膜認識、精子-卵細胞膜認識の受精の
素過程に関与する分子を機能プロテオミク
スにより同定する。さらにトランスジェニッ
ク技術を用いて、分子認証に関わる分子の視
覚化および機能解析を行なう。本計画研究で
用いた方法論は、様々な生物を用いる領域内
の他の計画班の進める研究にも応用し、領域
内の活性化を図る。さらに、本研究で同定さ
れた重要分子については、計画班との共同研
究により、他の動物あるいは植物において検
索し、動植物に共通のアロ認証機構を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、海産生物の受精における分子
認証に関わる分子や、それらの分子と相互作
用する分子の機能プロテオミクスとイメー
ジングによる解析、およびトランスジェニッ
クラインを用いた分子の機能解析、さらに本
分野に有用なエンハンサートラップライン
の開発に主眼をおいて研究を進めた。前者は
代表者が、後者は分担者がこれまで確立して
きたシステムを用いて解析し、それらの融合
により本計画研究の目的であるこれらの技
術の当該分野への応用と、システムの確立を
目指した。具体的な研究項目は、（１）精子
活性化のシグナル伝達機構、（２）ミトコン
ドリア移動の分子メカニズム、（３）先体反
応の機能プロテオミクス、（４）精子膜画分
のシグナル因子の検索、（５）解析系・技術
の応用である。プロテオミクス技術とトラン
スジェニック技術が確立されているホヤを
主な研究材料に用いるとともに、アロ認証機
構の多様性を理解するために種々の海産生
物も用いた。領域内共同研究では、海産動物
以外に、ウズラ、イモリ、褐藻類、ゼニゴケ
等も研究対象とした。 
 
４．研究成果 
（１）プロテオミクスによる精子構成タンパ
ク質の同定：ホヤ精子の様々な画分の二次元
電気泳動による解析、ならびに質量分析計に
よるタンパク質同定を行った。その結果、精
子の各コンパートメント（頭部可溶性画分、
頭部不溶性画分、尾部可溶性画分、尾部不溶
性画分）に特異的に局在するタンパク質を明
らかにした。また、尾部特異的なアクチンフ
ォームが存在することや、可溶性画分におけ
る軸糸タンパク質の新たな機能が示唆された。 



 
（２）精子走化性のメカニズム：ホヤ精子鞭
毛に存在する新規の神経カルシウムセンサー
を同定し、「カラクシン」と命名した。さら
に、鞭毛軸糸のカラクシンがカルシウム依存
的に外腕ダイニン重鎖に結合すること、カラ
クシンの結合によりダイニンの微小管滑り運
動活性が抑制されること、ダイニンの部分的
抑制により鞭毛の非対称波の伝播が維持され
ること、それにより結果的に非対称波による
ターン運動が可能となり、卵に向かう精子走
化性が可能となることを明らかにした（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）精子運動活性化に至る分子メカニズ
ム：哺乳類精子で報告されているSp17のホヤ
オルソログについて解析したところ、Sp17が
精子の頭部ミトコンドリア近傍と鞭毛全体に
存在すること、精子活性化走化性物質である
SAAFの作用により分解されること、分解がカ
ルシウム依存的であり、カルパイン阻害剤に
より阻害されること、この分解が精子活性化
の際のcAMP上昇に関与していることを明らか
となり、受精時の運動調節とミトコンドリア
移動（精子反応）への関与が示唆された。 
 
（４）体内受精における精子後方運動の意義
とメカニズム：体内受精を行う生物種におけ
る精子の接近や貯蔵機構を解明するために、
海産のマガキガイを用いて研究を進めた。精
子は頭部どうしを結合させた数十の精子の
束である「精子束」の状態で放出されるが、
精子束から精子がばらける際に精子が後進
運動を示すことがわかった（上図）。この運
動では、極端な非対称の波により精子自体
を後進させる。一方、雌の受精嚢に入った
後、上皮から脱離する際にも後進運動を示
すことがわかった。この際、鞭毛波は鞭毛
の先端から頭部に向けて伝わることが観察
された（下図）。以上の一連の運動方向の変
化には細胞外からのカルシウムの取り込み
が必要であることも明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 

（５）カタユウレイボヤにおけるトランス
ジェニック技術の改良：アロ認証機構の解
明に有用な系統の作製を目指して、カタユ
ウレイボヤにおいて従来のトランスポゾン
ベクターよりも変異誘導率が上昇した新し
いベクターをUAS-Gal4システムを応用し
て構築した。このベクターを利用して受精
に関わる精子側因子の変異体をスクリーニ
ングした結果、p21-activated kinaseが受精
に関与していることを示唆するデータを得
た。また、カタユウレイボヤの卵で発現を
示す母性因子をノックダウンする逆遺伝学
的手法を構築し、その発動に関する条件検
討を進めた。本手法はGFP遺伝子がホヤの
卵母細胞でエピジェネティックな抑制を受
けることを利用して内在の遺伝子の発現を
抑制するものである。さらに、カタユウレ
イボヤにおいて新しい蛍光プローブの導入
を目指し、光変換型蛍光タンパク質Kaede
を利用した細胞ラベルが可能であることを
示した。 
 
（６）ホヤにおける遺伝子ノックアウト法の
開発：カタユウレイボヤにおいてTALE 
nuclease (TALEN)法による遺伝子破壊を検討
した。TALENのカタユウレイボヤへの発現系を
確立し、TALENにより標的遺伝子に高い効率で
変異が導入されることを明らかにした。その
他エンハンサートラップ系統を用いた遺伝子
の方向特異的発現の仕組みやHox1遺伝子の機
能を解明した。 
 
（７）以上の成果のほか、領域内共同研究に
より、ホヤ、ヤリイカ、イモリ、イカ、ウズ
ラ、ゼニゴケ、褐藻類の精子あるいは遊走子
に関するイメージングや波形解析で一定の成
果が得られた。 
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