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研究成果の概要（和文）：　本研究は、核輸送分子Importin-α4の遺伝子ノックアウト(KO)マウスが雄性不妊症
を発症する分子機序の解明を目指したものである。KO精子は、頭部や尾部の構造異常に加え、先体反応の低下、
運動性の低下、核膜－細胞骨格関連分子の局在異常など複合的な表現型を示す。この理由として、Importin-α4
欠損により精子の形態形成に重要な分子の発現や局在に影響がでることが原因である可能性が示唆された。本研
究により、Importin-α4の転写制御機能がマウス精子の正常な形態形成に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：　This study aimed to elucidate the molecular mechanism by which the gene 
knockout (KO) mice of the nuclear transport factor Importin-α4 show male infertility. In addition 
to structural abnormalities of the head and tail, the KO sperm exhibited a complex phenotype 
including reduced acrosome response, decreased motility, and abnormal localization of nuclear 
membrane- and cytoskeleton-related molecules. This is suggested to be caused by a defect in 
Importin-α4 that affects the expression and localization of molecules important for sperm 
morphogenesis. This study demonstrates that transcriptional regulatory functions of Importin-α4 are
 important for normal sperm morphogenesis in mice.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 核輸送　Importin　精子細胞形成　雄性不妊症　ノックアウトマウス　クロマチン

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　全世界のカップルの約15%が不妊症であり、その原因の解明は国内外を問わず重要な医学的課題である。遺伝
子欠損マウスは不妊症研究の良いモデル動物ではあるが、これまで精巣が主な発現部位である遺伝子を欠損させ
た場合でもマウスが不妊症を発症しないケースが多く報告されている。一方、我々が樹立したImportin-α4KOマ
ウスは精子の顕著な構造異常を示すなど不妊症研究に最適なモデルであり、本研究ではこのマウスを用いて雄性
不妊症発症機序の一端を解明した。本研究の成果は、Importin-α4が精子細胞形成において重要な分子であるこ
とを示したものであり、学術的にも社会的にも意義ある研究といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 Importin-（別名 KPNA）は、核局在化シグナル（Nuclear Localization Signal: NLS）受容
体として同定され、輸送運搬体 Importin-β1 と輸送基質とをつなぐアダプター分子として機能
する。これまでにマウスで６種類、ヒトで７種類の Importin-サブタイプが同定され、それぞ
れが異なる基質特異性や組織や細胞での発現特異性を発揮することで核への効果的な選別輸送
に寄与することが分かっている。さらに最近では、紡錘体形成、核膜重合、タンパク質分解など
核輸送とは異なる機能を発揮する多機能分子としての側面を持つことも明らかになってきた。
実際我々は、細胞がストレスに曝された際、通常は細胞質に多く局在する Importin-が速やか
に核に移行し、クロマチンと結合して転写制御機能を発揮することを世界に先駆けて発見して
いる（Yasuda and Miyamoto et al., EMBO J., 2012）。このことから Importin-の機能を理解
することは複雑な高次生命機能の解明に必須の要素である。これまで複数の Importin-遺伝子
ノックアウト（KO）マウスが作製されているが、その多くで雌雄配偶子の形成異常に起因した不
妊症を発症することが報告されている。このことは本分子が配偶子形成や生殖器発生に重要で
あることを意味している。 
 我々は、サブタイプのひとつである Importin-4（KPNA4）の遺伝子 KO マウスが精子の構造異
常に起因した不妊症を発症することを見出した。KO マウスは、体重や外見、精巣の解剖学的所
見上明確な異常を示さない。一方、精巣上体より回収した精子の受精率、運動性はともに有意に
低下していた。加えて、電子顕微鏡による形態解析の結果、精子頭部の異常な湾曲や尾部鞭毛内
軸糸の複数化など顕著な異常が観察され、これら異常精子の産生が不妊症の原因であることが
分かった。注目すべき点は、Importin-4 がライディッヒ細胞など体細胞では細胞質に局在する
のに対し、精母細胞や円形精子細胞など生殖細胞では顕著な核局在を示すことである。このこと
は Importin-4 が生殖細胞において核輸送とは異なる核内機能を発揮している可能性を示唆し
ている。しかしながら、Importin-4 のどのような機能が精子形成に寄与するかは明らかでなか
った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、核輸送分子 Importin-α4 の遺伝子 KO マウスが雄性不妊症を発症するとする独
自の発見を端緒に、Importin-α4 が関わる新たな機能の探索を通して、精子形成の分子メカニズ
ム解明を目指すものである。特に、Importin-α4 が精子細胞の核内に局在する特性に着目し、
精子細胞分化における転写制御への関わりを明らかにしようとするものである。 
 
 
３．研究の方法 
 まず、Importin-4KO マウスの精巣において発現が変動する分子をプロテオミクスの手法を用
いて同定する。同定した分子について、その転写を制御する分子（転写制御分子と呼ぶ）を ChIP-
Atlas により探索し、Importin-4 がどのような転写制御分子の核輸送もしくは核内機能に寄与
するかを明らかにする。さらに、精子の構造が劇的に変化する円形精子細胞に着目し、その分化
ステージで Importin-4 の欠損により影響を受ける分子の探索も試みる。これにより、減数分
裂後のダイナミックな形態変化時期特異的に発現変動する分子を同定することが可能となる。
また、Assay for Transposase-Accessible Chromatin（ATAC）-シークエンス（ATAC-Seq）によ
るクロマチンの動態解析も行い、Importin-4 の欠損によりどのようなクロマチンの変化が起こ
るのかを明らかにするとともに、発現変動分子との関係性も明らかにしていく。 
 我々は以前、Importin-4 が精子の変態時期に頭部から頚部へと移行することを見出しており
（Young et al., Biochim. Biophys. Acta, 2013)、この過程で一過性に形成されるマンシェッ
トなど核膜と細胞骨格との相互連携に関係していることを推測している。そこで、Importin-4
の欠損により精子の核膜や細胞骨格関連分子にどのような影響があるのかを調べていく。具体
的には、微小管集積因子、核膜孔複合体構成因子、LInker of Nucleus and Cytoskeleton（LINC）
複合体構成因子に対する抗体を用いて異常精子における発現や局在の変化を解析していくこと
で、精子の形成過程における Importin-4 の核膜－細胞骨格制御機能を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 KO マウスの精子は受精率や運動性が有意に低下していることに加え、頭部の異常な湾曲や尾
部鞭毛内軸糸の複数化などが見つかっていた。今回、先体反応についても顕著な低下が生じてい
ることがわかったことから、本マウスが示す雄性不妊症状は精子の構造異常、先体反応の低下、
運動性の低下など複合的な要因により生じることが明らかとなった。さらに、KO マウス精子の
構造異常については、LINC 複合体構成因子 Nesprin-2 (別名 SYNE2)が頭部から軸糸へと局在変
化を示すことを発見した。これにより、Importin-4 が Nesprin-2 の動態を制御することで精子



の形態形成に影響を与えることが示唆された。 
 KO マウス精巣において発現に影響を受ける分子をプロテオミクスの手法を用いて解析し、計
140 個の発現変動分子を同定した。これら発現変動分子について GO 解析を行った結果、精子の
構造や機能に関わるものが大半を占めることが分かった。ChIP-Atlas を用いて転写制御分子を
探索したところ、KO マウスの精巣で発現が低下する分子の多くが H3K4me3 や H3K27ac などオー
プンクロマチンマークの制御下にあること、Taf7l や Tbpl1 といった分子の制御下にある可能性
が高いことが分かった。 
 次に、精子の形態がダイナミックに変化する円形精子細胞に焦点を絞り解析を行った。
Importin-4 は円形精子細胞の核内に局在することが分かっていることから、本研究により転写
制御を含む新たな核内機能を明らかにできると考えた。具体的にはまず、精子先体が緑色、ミト
コンドリアが赤色の蛍光を示すマウス（Red Body Green Sperm: RBGS マウス）の精子を Importin-
4 ヘテロマウス卵に顕微導入して Importin-4KO/RBGS マウスを作出した。そして、セルソータ
ーによって円形精子細胞のみを高純度に回収した後、RNA-シークエンス（RNA-seq）による遺伝
子発現解析を行った。野生型（WT/RBGS）、ノックアウト（KO/RBGS）マウスそれぞれ３匹ずつを
用いた RNA-seq の結果、100 以上の発現変動分子を同定した。そして、ChIP-Atlas 解析の結果、
精巣プロテオミクス解析で明らかとなった複数の転写制御分子が同様に影響を受けることが明
らかとなった。このことは、円形精子細胞の核内に局在する Importin-4 の転写制御機能が、マ
ウス精子の形態形成に重要であることを意味している。一方で、RNA-seq による遺伝子発現の変
動と ATAC-seq 解析を用いたクロマチン構造の変化との相関関係については明確に関連性を見出
すには至らなかった。 
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