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研究成果の概要（和文）：精子タンパク質エクアトリンのトランスジェニック（Tg）マウスを用いて、超解像顕微鏡ST
ED（STimulated Emission Depletion）顕微鏡で受精に必須な先体反応に関わる先体膜を80nm前後のレベルで解析し、
ライブセルイメージングへの応用の可能性を示した。精子が卵子膜との融合するために行う細胞膜や先体膜系の微細構
造や生化学的変化を解析した。エクアトリン遺伝子欠損マウスを用いて、精子に起こる異常現象と関連分子の変化と相
互関係について解析し、エクアトリンが必要であることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Using the established Eqtn-Tg(EGFP) and Eqtn-KO mouse lines, we analyzed 
live-images of the acrosome region that is the sperm fusion site for egg and molecular change from the 
acrosome reaction throughout to egg activation. A whole cell imaging (80-100nm acrosomal membrane 
complex) of sperm was obtained by new microscopy STED system without sectioning, which suggested a 
possibility of live cell imaging during fertilization (Microscopy, 2015). We clarified the distribution 
abnormality of gamete fusion-related spesp1 in the Eqtn-knockout (KO) mouse line, fertility loss of the 
Eqtn/Spesp1 double KO mouse line and relations with other gamete-fusion related proteins. Based on these 
analyses, we proposed the novel mechanism of sperm membrane modifications leading to gamete fusion in 
mammals including humans. Manuscripts showing these events are prepared for publication.

研究分野：精子
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１．研究開始当初の背景 
受精現象については古くから国内外で無数
の研究がなされ、多くの仮説が提唱された。
先体反応や膜融合に関わるタンパク質の
gene knockout (KO) や transgenic (TG)マウス
が多数作成され、それらの研究から、これま
での仮説が成立しないことが明らかになっ
た。現在、膜融合に関わるタンパク質として、
遺伝子ノックアウトマウスで証明されてい
るものは精子 Izumo1と卵子 CD9のみである
が、これらの分子のみでも全てを説明するこ
とができないことがわかっている。そこで、
申請者らが見つけていた、精子先体タンパク
質エクアトリン equatorin (EQTN/Eqtn)に焦
点を当てた実験計画を立てた。 
 
２．研究の目的 
精子の機能分子は精子形成過程で精細胞の
機能ドメインや膜に組み込まれた後、雄生殖
管内で成熟し、雌生殖管内でさらに変化して
先体反応/膜融合や卵活性の受精現象に関わ
る。本研究では、申請者らが見つけていた、
精子先体タンパク質エクアトリン equatorin 
(EQTN/Eqtn)に焦点を当て、これまでに分か
っている精子機能タンパク質（Izumo1, Spesp1, 
Cd9, Juno）との関係をライブイメージングし
ながら、微細構造との対比解析を発展させる
こと、および遺伝子改変マウスを用いて不妊
発症のメカニズムを明らかにする。最終的に
はこれらの情報を臨床に還元することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）精子形成における先体形成から受精過
程における精子タンパク質の発現状況を、
Eqtn-Tg(EGFP)マウスや Acr-Tg (EGFP)マウス
と間接蛍光抗体法による live cell imaging を
行い、免疫電子顕微鏡法レベルの微細形態に
対応する分子ストーリーを構築する。 
（２）精子機能に関連するタンパク質のそれ
ぞれについて、生理学的、生化学的、分子遺
伝学的、物理化学的あるいは薬理学的解析を
行う。 
（３）先体反応から受精（配偶子膜融合）ま
でにおいて、配偶子融合関連タンパク質同士
の関係を Eqtn-KOマウスを用いて解析する。 
 
４．研究成果 
（１）作成したEqtn-Tg(EGFP)を用いた蛍光観
察法と免疫金電顕法で、先体形成過程におい
てゴルジ装置から精子先体膜系へどのように
運搬され、頭部へ統合されるかについて解析
し、装備された先体膜のエクアトリンが受精
過程においてどのように挙動して機能する過
程を解析した（Cell Tissue Res. 2013）。 
（２）ガラクトース転移酵素Galnt3遺伝子欠
損マウス精子ではエクアトリンを含む糖鎖の
精子細胞内配備がおかしくなるため、精子形
成過程における詳細な解析を行った結果、エ
クアトリンのアミノ酸配列スレオニン138か

ら分岐するMN9エピトープ部の糖鎖がO-グリ
コシレーションされて伸張するためには
Galnt3が関与することを共同して発見し、
Galnt3が欠損した精子は円形頭部を示すなど
の形態異常が起こり雄性不妊になることを示
した（Histochem Cell Biol, 2013）。 
（３）光学顕微鏡・超顕微鏡 STED
（STimulated Emission Depletion）では、
通常固定細胞のEGFPを解析することは困難
であるが、本研究ではEqtn-Tg(EGFP)精子を切
片を作成することなく、精子そのままで免
疫金電顕法と対比検索し、受精に必須な先
体反応に関わる先体膜を80-100nmレベル
で観察できることを示した。この結果は，
光顕でも通常分解能である200 nmを超え
て観察し画像を取得できることを予測させ
たため、この方法をライブセルイメージン
グ へ 応 用 で き る 可 能 性 を 示 し た
（Microscopy, 2015）。 
（４）ヒト精子先体のマーカーとなるタンパ
ク質について、申請者らのデータを含めて総
説として紹介した（Ana Sci Int. 2016）。 
（５）ほ乳動物精子の構造と機能の最新の知
見について、申請者らのデータを含めて解説
し た ： Toshimori,K and Eddy,EM (NIH)” 
Physiology of Reproduction (TM. Plant and A. 
Zeleznik, Eds, 4th ed. Academic Press, 2014) ”； 
本書は生殖医学関係のバイブルと称されてい
る。 
（６）配偶子膜融合関連タンパク質は精子
Izumo1と卵子CD9のみであるとされているが、
Eqntn-KOマウスを検索した結果、完全不妊に
はならなかったが、Izumo1, Spesp1, Cd9, Juno
等とは独立して機能していた。Spesp1のみは
Eqtn-KOマウス精子において、局在異常が起こ
かったため、Eqtn-Spesp1-ダブルノックアウト
（DKO）マウスを作成した結果、完全な雄性
不妊マウスもあった。Eqtn-Tg(EGFP)マウスと
Acr-Tg (EGFP)マウスをflow cytomery法で比較
解析すると先体反応は正常に起こっていた。
エクアトリンの授精過程におけるライブイメ
ージングとして解析した。エクアトリンは、
受精過程においても先体基質との関連が重要
であったが、生化学的には共沈して精製する
ことはできなかった。現在、これらをまとめ
て、投稿中である。 
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