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1. 要旨 

雌雄配偶⼦の接着・融合は、受精の中⼼的な過程であるが、配偶⼦がどのような機

序で接着・融合を遂げるのか未だ不明な点が多い。いくつかの種で接着因⼦や融合

因⼦といった受精因⼦群は同定されはじめているが、それらのパートナー分⼦の存

在や、どのような分⼦間相互作⽤を経て細胞膜の接着や融合が起こるのかは、ほと

んど明らかとなっていない。そこでライブイメージングを基盤とした接着因⼦を解

析する実験系 (Live Imaging-based Adhesion Molecule assay; LIAM assay)を開発した。

まず、Valansiら (2017)が確⽴した、動物培養細胞への融合因⼦導⼊による細胞融合

系に着⽬し、ライブイメージングによって、細胞融合を可視化した。そして、融合因

⼦の代わりに、細胞間接着を調べるために、コントロールとして E-cadherin を導⼊し

たところ、接触⾯で分⼦の集積が⾒られた。次に、配偶⼦間接着因⼦ペアの IZUMO1・

JUNO を導⼊したところ、接触⾯で⼀時的な分⼦の集積が検出された。また、集積し

た IZUMO1 及び JUNO は、隣接した細胞へと移⾏した。集積と移⾏は、IZUMO1 と

JUNO の相互作⽤に重要なアミノ酸に依存することがわかった。さらに、LIAM assay

を⽤いて、マウス、ヒト、ハムスター、ブタの IZUMO1・JUNO の種特異性を調べた。

IZUMO1・JUNO の集積及び移⾏は、同種の組み合わせで観察され、異種でも特定の

組み合わせで観察された。このことから、IZUMO1・JUNO は、種間で互換性がある

場合があることが⽰唆された。本研究の「装置を細胞内で組み上げる構成的なアプ

ローチ」は、あらゆる⽣物の受精因⼦の解析に応⽤可能であり、動植物を広く扱った

研究を展開していくことが可能となる。このため、真核⽣物の雌雄の配偶⼦が受精

においてどのような分⼦間の時空間的相互作⽤により接着・融合するのか解明が進

み、基礎⽣命科学における重要な研究成果となることが期待される。 
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2. 序論 

有性⽣殖を⾏う⽣物は共通して、性の異なる配偶⼦間の合⼀により次世代を残す。

Ernst Mayr による「⽣物学的種概念」では、種とは相互に交配しあう⾃然集団の集合体

であり、他のそのような集合体とは⽣殖的隔離されているものと定義されている (Mayr, 

1942)。このような⽣殖的隔離は種特異的な⽣殖が⾏われているからであり、その⽣殖

過程の⼀部である配偶⼦の認識および融合を理解することは、個体の誕⽣を理解して⾏

く上で重要である。有性⽣殖の最終過程である受精は、配偶⼦で発現する受精因⼦によ

る認識、接着、融合によって完了する。 

例えば、哺乳類では、卵の透明帯を通過した精⼦は頭部に局在する IZUMO1 と卵膜

に局在する JUNO の相互作⽤によって、受精に⾄ると提唱されている (図 1A; Inoue et 

al., 2005; Bianchi et al., 2014; Inoue et al., 2015)。受精過程のなかでも膜融合に関する知⾒

は乏しく、IZUMO1 と JUNO は精⼦と卵の接着を媒介する分⼦ペアである。IZUMO1 と

JUNO は結晶構造が報告されており、相互作⽤⾯のアミノ酸配列の保存性に応じて、種

特異的な結合をすると⽰唆された (Ohto et al., 2016; Aydin et al., 2016)。以上の知⾒から、

これまでに IZUMO を中⼼とした精⼦・卵の細胞融合を説明する 3 つの仮説が提唱さ

れている(Aydin et al., 2016)。1)IZUMO-JUNOの相互作⽤が細胞膜同⼠を近接させ融合

に⾄る“ジッパー仮説”、2)未知の卵側受容体が、JUNOとの相互作⽤後に「⼆量体化し

構造変化した IZUMO」と相互作⽤し融合に⾄る“未知受容体仮説”、3)IZUMO-JUNO

複合体が⾜場として未知の融合因⼦をリクルートする“⾜場仮説”。また、近年、精⼦で

発現する SPACA4/6、TMEM95、SOF1、FIMP、DCST1/2 といった分⼦が哺乳類の受精

において必要であることが報告されている (Fujihara et al., 2021; Barbaux et al., 2020; 

Noda et al., 2020; Fujihara et al., 2020; Lamas-Toranzo et al., 2020; Inoue et al., 2021)。 
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⼀⽅、被⼦植物では⼆つの精細胞が雌の配偶⼦である卵細胞および中央細胞と受精す

る (図 1B)。この受精様式を重複受精といい、Navashin (1898)、Guignard (1899)がユリ科

の植物を⽤いて発⾒した。被⼦植物の受精過程では、花粉は胚珠に精細胞を提供するた

めに花粉管を伸⻑させ、胚珠に到達した花粉管は胚珠内で花粉管の先端を破裂し、精細

胞を放出する。放出された精細胞は接着因⼦である GEX2 (Gamete EXpressed 2)及び融

合因⼦である GCS1/HAP2 (Generative Cell Specific 1, HAPLESS2; HAP2 とも呼ばれる)の

作⽤により卵細胞及び中央細胞と受精する(Mori et al., 2006, 2014)。GEX2 は Ig-like 

domain である Filamin-like domain をコードしていて、GEX2 における Filamin-like domain

の機能は依然としてわかっていないが、多くの顕花植物で保存されている (Mori et al., 

2014)。クラミドモナス  (Chlamydomonas reinhardtii)には GEX2 のオーソログは存在し

ないが、Filamin-like domain を持つ FUS1 が plus-type cell に局在している (Misamore et 

al., 2003)。また、FUS1 は、minus-type cell に局在する MAR1 (Minus Adhesion Receptor 1)

と相互作⽤することで、細胞間接着を引き起こしている (Pinello et al., 2021)。 

GCS1/HAP2 は植物だけでなく、粘菌 (Physarum polycephalum)、マラリア (Plasmodium 

falciparum)、⼀部の無脊椎動物でも発⾒されている(Steele and Dana, 2009)。精細胞膜に

局在した GCS1/HAP2 が卵細胞膜に存在する未知のパートナー分⼦と相互作⽤すると考

えられていた (Bleckmann et al., 2014)。しかし GCS1/HAP2 は、クラミドモナスやマラリ

アでは、雄性配偶⼦でのみ働くが (Liu et al., 2008)、7 つの性があるテトラヒメナ 

(Tetrahymena thermophila)では融合する両⽅の配偶⼦に存在している(Cole et al., 2014; 

Pinello et al., 2017)。Valansi ら(2017)は、哺乳類の BHK (Baby Hamster Kidney)細胞に

GCS1/HAP2や、センチュウ (Caenorhabditis elegans)の体細胞融合因⼦ EFF-1 (Mohler et 

al., 2002)を発現させることで、細胞融合を促進する系を開発した。この系を⽤いて、融

合する細胞の両者に GCS1/HAP2 あるいは EFF-1 が存在する場合に融合率が相乗的に⾼

まることを⽰し、雌雄間における融合因⼦の相互作⽤を提唱した (Avinoam et al., 2011; 

Valansi et al., 2017)。さらに、Jenniferら (2017)や Fédryら (2017)も異なる⼿法および⽣
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物を⽤いて、GCS1/HAP2 が配偶⼦融合に関わり、デング・ジカ・⻄ナイル熱などのウ

イルスで⾒つかった ClassⅡ融合タンパク質 (Klein et al., 2013; Podbilewicz, 2014)と構造

が類似していることを⽰した。特に、domainⅡに含まれている疎⽔性の Loop region は

膜融合において重要であると提唱された。様々な⽣物種で GCS1/HAP2 や GEX2 (およ

び，それらと共通のドメインをもつ関連タンパク質)が存在することは、配偶⼦融合機

構における動植物間での類似性や関連性を⽰唆しており、動植物の共通性に着⽬するこ

とで、動植物の有性⽣殖の基本原理が⾒えてくると考えられる。 

受精因⼦における種特異的な相互作⽤を明らかにすることは、⽣殖的隔離を理解する

ために重要ある。数⼗年前から哺乳類では、種特異性が調べられている。Yanagimachi

らは、ゴールデンハムスターの zona pellucida が除去された卵⺟細胞が、さまざまな種

の精⼦と受精できることを発⾒した (Yanagimachi et al., 1976)。雌雄間の相互作⽤に関

わるタンパク質が、種特異的な相互作⽤に関わると考えられている。Zona pellucida グ

リコプロテイン ZP2 は、マウスとヒト間での種特異的な精⼦と卵の結合に必要である

(Avella et al., 2014)。また、GPIアンカータンパク質の Bouncer は、メダカとゼブラフィ

ッシュ間での受精に必要であることが⽰された(Herberg et al., 2018)。AVidity-based 

Extracellular Interaction Screening (AVEXIS) assay での、細胞外タンパク質相互作⽤によ

って、マウスでの IZUMO1 と JUNO の相互作⽤が調べられ、さらにハムスターの JUNO

は、マウス、ヒト、ブタの IZUMO1 と相互作⽤することも⽰唆された(Bianchi et al., 2014; 

Bianchi and Wright, 2015)。この結果は、先⾏研究と⼀致していた (Yanagimachi, 1984)。 

このように雌雄配偶⼦の接着および融合は、受精の中⼼的な過程であるが、配偶⼦が

どのような機序で接着し、融合を遂げるのかは未だ不明な点が多い。遺伝学的⼿法を中

⼼とした必須因⼦の同定及びその機能解析によって、いくつかの種で接着因⼦や融合因

⼦といった受精因⼦群は同定され始めているが、それらのパートナー分⼦の存在や、ど

のような分⼦間の時空間的相互作⽤を経て細胞膜の接着や融合に⾄るのかは、ほとんど

明らかとなっていない。受精の仕組みを理解するためには、さらなる受精因⼦の同定の
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みならず、既に同定された分⼦の作動原理の解明も必要不可⽋である。近年、構成的ア

プローチにより膜タンパク質の分⼦機能が調べられている。例えば、上述した Valansi

らの実験に加え、筋⾁特異的なタンパク質 Myomaker と Myomerger (Myomixerもしくは

Minion と呼ばれる)を線維芽細胞に共導⼊すると、筋細胞の膜融合を引き起こされるこ

とがわかった  (Quinn et al., 2017)。また、動物培養細胞内で、シロイヌナズナの

CORNICHON HOMOLOG (CNIH)が、⼩胞体のグルタミン受容体様チャネルをソーティ

ングするために重要であることが⽰された (Wudick et al., 2018)。受精因⼦群の機能を知

る上で、このような⼈為的に創って理解する構成的なアプローチは、受精因⼦群が具体

的にどのように作動しているのかを調べるために優れた⽅法であると考える。ライブイ

メージングを併⽤することにより、細胞膜の接着と融合における受精因⼦群の作動状態

を、⾼い時空間分解能でリアルタイムに解析することができる。 

そこで本研究では、接着や融合に関わる受精因⼦の挙動や機能を明らかにするために、

培養細胞を⽤いたライブセルイメージングにより、発現させた受精因⼦群の機能をリア

ルタイムに解析する実験系を開発することを⽬的とした。Valansi らが開発した Fusion 

assay を改良し、被⼦植物の融合因⼦ GCS1/HAP2、接着因⼦ GEX2、哺乳動物の接着因

⼦と考えられる IZUMO1-JUNO の分⼦ペアやセンチュウの体細胞融合因⼦ EFF-1 

(GCS1/HAP2 に⽴体構造が類似)など、広く解析に⽤いた。インキュベーターを搭載した

スピニングディスク式共焦点レーザー顕微鏡を⽤いて、ライブイメージングすることで

細胞融合や細胞接着を撮影した。そして、導⼊した接着因⼦を調べる実験系の Live 

Imaging-based Adhesion Molecule (LIAM) assay を開発した。LIAM assay は、配偶⼦間接

着因⼦ IZUMO1 と JUNO の種特異的な相互作⽤を調べるために有⽤であることが⽰さ

れた。また LIAM assay でのスクリーニングを視野に、未同定なシロイヌナズナの配偶

⼦接着因⼦ GEX2 のパートナー分⼦の探索を進めた。
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3. 材料と⽅法 

(1) 培養細胞及びその培養条件 

 シリアンハムスターの腎由来細胞の BHK-21 細胞、ヒトの⼦宮頸癌細胞由来の HeLa

細胞、そして、アフリカミドリザルの腎由来細胞の COS-7 細胞を培養した。これらの

細胞は D-MEM(+)を培養液として⽤い、37℃、CO2濃度 5%の条件下で静置して培養し

た。以下に、各培養液の組成を⽰す。 

 

D-MEM (+)組成 

10% FBS 50 ml 

D-MEM (High glucose) with L-Glutamine and Phenol Red (Wako) 500 ml 

50 mlずつ分注して 4℃で保存 

 

細胞の培養には Costar 6 Well Clear TC-Treated Multiple Well Plate (以下 6ウェルディッ

シュと表記)を⽤い、細胞が 80%コンフルエントになった段階で継代した。付着細胞の

場合、FBS を含まない D-MEM を 1ウェルあたり 500 µl加え、トリプシン阻害物質を洗

い流した。その後、0.05% Trypsin-EDTA をウェルあたり 500 µl加え、37℃、CO2濃度

5%の条件下で静置した。細胞がディッシュから剥がれたら、2 ml の D-MEM (+)を加え

て、トリプシンを不活性化し、懸濁した。懸濁液から 250 µl を D-MEM (+)2 ml に加え、

継代した。 

 

(2) BHK 細胞に導⼊するための DNA コンストラクト 

Prime STAR® GXL DNA Polymerase (TaKaRa)を⽤いて、以下の反応溶液組成及び反応

条件で増幅した。電気泳動法により、増幅した DNA 断⽚や制限酵素処理をした DNA
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断⽚を分離し、ゲルを切り出し、それから DNA を抽出した。作製したプラスミド、プ

ライマーを表 1〜3 に⽰した。 

 

PCR反応溶液の組成 

Prime STAR GXL DNA Polymerase 0.4 µl 

Prime STAR GXL DNA Buffer 4.0 µl 

dNTP mix 1.6 µl 

Forward Primer 0.6 µl 

Reverse Primer 0.6 µl 

Template DNA 0.5 µl 

D.W. 12.3 µl 

Total 20µl 

 

PCR反応条件 

98℃ 2 分 

98℃ 10秒 

60℃ 15秒 

68℃ 1 分/kb 

68℃ 4 分 

16℃ ∞ 

 

抽出したインサート及びベクターDNA断⽚を Gibson assembly によってつなげるため、

以下の組成で混合し、15 分間、50℃でライゲーションした。 
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Gibson assembly組成 

Insert 3.0 µl 

Vector 2.0 µl 

Gibson assembly Mixture 5.0 µl 

Total 10 µl 

 

ただし、pKPN247、pKPN248、pKPN249、pKPN276、pKPN277、pKPN278、pKPN279、

pKPN282、pKPN283、pKPN284、pKPN285、pKPN286、pKPN287、pKPN288、pKPN289、

pKPN290、pKPN291、pKPN292、pKPN293、pKPN294、pKPN295、pKPN296、pKPN297、

pKPN298、pKPN299 に関しては、DNA リガーゼによってつなげるため、以下の組成で

混合し、⼀晩、16℃でライゲーションした。 

 

ライゲーション組成 

Insert 2.0 µl 

Vector 1.0 µl 

Ligation Mixture 3.0 µl 

Total 6.0 µl 

 

また、IZUMO1 W148A-Venus、mCherry-JUNO W62A に関しては、セルフライゲーシ

ョンによって、つなげるため、以下の組成で混合し、⼀晩 16℃でライゲーションした。 
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セルフライゲーション組成 

PCR産物 8.0 µl 

T4 Ligase Buffer 1.0 µl 

T4 Ligase 0.5 µl 

T4 PNK 0.5 µl 

Total 10 µl 

 

コンピテントセル（Mach）50 µl にライゲーションした産物を 5 µl添加し、氷上で 30

分間インキュベートした。その後、45 秒、42℃でコンピテントセルをヒートショック

し、再び氷上で 3 分間インキュベートした。900 µl の LB を加えて、37℃でインキュベ

ートした。4000rpm、2 分、室温で遠⼼し、上清を取り除いて 100 µlだけ残した。懸濁

して、抗⽣物質⼊り LB プレートに塗布し、⼀晩 37℃でインキュベートした。シングル

コロニーから以下の反応溶液組成及び反応条件で増幅した。 

 

コロニーPCR反応溶液の組成 

Go Taq Green Master Mix 7.5 µl 

Forward Primer 1.0 µl 

Reverse Primer 1.0 µl 

D.W. 5.5 µl 

Total 15 µl 
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PCR反応条件 

94℃ 2 分 

94℃ 30秒 

62℃ 30秒 

72℃ 45秒 

72℃ 4 分 

16℃ ∞ 

 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)を⽤いて、以下の反

応溶液組成及び反応条件でシークエンス反応を⾏い、名古屋⼤学遺伝⼦実験施設のシー

クエンスサービスにて、プラスミドの塩基配列を確認した。 

 

シークエンス反応溶液の組成 

Big Dye 0.25 µl 

BigDye Terminator v3.1 Buffer 1.0 µl 

Primer 1.0 µl 

Plasmid 0.75 µl 

D.W. 2.0 µl 

Total 5.0 µl 
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PCR反応条件 

96℃ 5 分 

96℃ 10秒 

50℃ 5秒 

60℃ 3 分 

16℃ ∞ 

 

(3) DNA 導⼊試薬 jet PRIME (polyPlus-transfection)を⽤いた DNA 導⼊ 

DNA を導⼊する前⽇に、細胞を 5x104 cells/ml の密度で Costar 24 Well Clear TC-Treated 

Multiple Well Plate に播種した。24時間後に、以下の DNA 導⼊溶液の組成で、混合し

た後、10秒 Vortex し、10 分間室温でインキュベートした。インキュベート後、培地に

DNA 導⼊溶液を添加した。インキュベート 4時間後に、D-MEM を 1ウェルあたり 500 

µl 加え、トリプシン阻害物質を洗い流した。その後、0.05% Trypsin-EDTA をウェルあ

たり 100 µl加え、37℃、CO2濃度 5%の条件下で静置した。細胞がディッシュから剥が

れたら、500 µl の D-MEM (+)を加えて、トリプシンを不活性化し、懸濁した。懸濁液か

ら 200 µl を、D-MEM (+)200 µl が⼊った Coverglass Chamber 8 Well (IWAKI; 以下、8ウ

ェルディッシュと表記)に播種した。また、異なる DNA が導⼊された細胞を混合する際

は、各ウェルから懸濁液を 100 µl とり、D-MEM (+)200 µl が⼊った 8ウェルディッシ

ュに播種した (以下、本⼿法を Mixing assay と記す)。 

 

DNA 導⼊溶液 

jetPRIME Buffer 50 µl 

jetPRIME 1.5 µl 

各 Plasmids 100 ng 
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(4) 遺伝⼦の発現誘導 

融合因⼦の過剰発現は細胞や組織に対して、毒性を⽰す場合があるため、正確な時間

や場所において発現を制御しなければならない。そこで、BHK 細胞における融合因⼦

の発現を mifepristone による誘導系である Gene Switch System (Invitrogen)を⽤いた(Wang 

et al., 1994)。発現を制御するプラスミドの pSwitch には、GAL4 UAS の下流に、酵⺟の

DNA 結合ドメイン、プロゲステロン受容体、ヒト p65 活性ドメインが座乗しており、

転写、翻訳の後に、この複合体が発現する。この複合体は、mifepristone が加わると、⼆

量体を形成し、誘導型プラスミドの pGENEベクターの GAL4 UAS に結合する。正のフ

ィードバックによって、⽬的の遺伝⼦を発現させる。 

(3)で記した DNA 導⼊⽅法に従って、8ウェルディッシュに播種した 20時間後に、終

濃度が 10-4 mM になるように mifepristone を添加した。 

 

(5) 免疫蛍光染⾊ 

 IZUMO1、JUNO、CD9 の局在を調べるために、免疫蛍光染⾊をおこなった。（3. 

材料と⽅法（3）を参照）に従って、各遺伝⼦を発現させた。培地を 4% PFA/PBS に置

換し、37 °C、3 分間インキュベートして、細胞を固定した。次に 0.5% TritonXに置

換し、室温で 10 分間インキュベートすることで、透過処理をおこなった。⼀次抗体に

は、抗 IZUMO1抗体 (KS64-125)、抗 JUNO抗体 (ab228451; abcam)、抗 CD9抗体 

(KMC8.8; Santa Cruz)、を添加し、3時間室温でインキュベートした。⼀次抗体を PBS

で洗い流し、⼆次抗体として Anti-rat Alexa 488もしくは 594 を添加し、1時間インキ

ュベートした。⼆次抗体を洗い流し、顕微鏡で観察した。 
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(6) pH パルス実験 

 (3)で記した DNA 導⼊⽅法に従って、8ウェルディッシュに播種した 20時間後に、

培地を PBS (pH 5.3)に置換して、37℃、CO2濃度 5%の条件下で 4 分間静置した。その

後、D-MEM (+)に再度、置換した。 

 

(7) 顕微鏡観察及び撮影画像処理 

 Cell Voyager CV 1000 (横河電機)は、スピニングディスク式共焦点顕微鏡で、温度、

CO2濃度を制御可能な顕微鏡である。光源として 405 nm、488 nm および 561 nm の LD

レーザーを⽤いた。三つの波⻑ともにレーザーパワーを 10.0%、Exposure を 100 ms、

Gain を 100%とした。対物レンズは 40x のドライレンズ(20×UPLSAPO, NA 0.75, WD 0.60 

mm; 40×UPLSAPO, NA 0.95, WD 0.18 mm; オリンパス)および 100x の油浸レンズ

(100×UPLSAPO, NA 1.40, WD 0.13 mm; オリンパス)を⽤いた。6 分間隔で 12時間撮影

し、Z軸⽅向に 10 µm を 5枚の光学切⽚として観察した。 

 スピニングディスク式共焦点スキャナユニット CSU-W1 (横河電機)及び EMCCD 

(iXON3 888; Andor)を搭載した倒⽴型蛍光顕微鏡 (IX-83; Olympus)を⽤いて、免疫蛍光

染⾊をおこなった。光源として、445nm、488nm、561nm のレーザー、対物レンズに 60

倍シリコーン浸レンズ (60xUPLSAPO, NA 1.30, WD 0.3 mm; Olympus)を⽤いた。 

得られた画像は、Fiji (http://fiji.sc/)によって、明るさやコントラストを調整した。また、

輝度の測定やトラッキングを⾏った。 

 

(8) Chimera を⽤いたタンパク質の⽴体構造モデリング 

マウス IZUMO1、マウス SPACA6、シロイヌナズナ GCS1/HAP2、クラミドモナス

GCS1/HAP2、センチュウ EFF-1、デングウイルス E glycoprotein を、タンパク質や核酸

などの⽣体⾼分⼦を表⽰する 3 次元ビューワープログラムである Chimera を⽤いて、⽴

体構造モデリングした。モデリングに⽤いたアミノ酸配列は以下の通りである : 
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mouseIZUMO1 (Uniprot accession no. Q9D9J7); mouseSPACA6 (alphafold); Arabidodpsis 

thaliana GCS1/HAP2 (A0A1U7QS27); Chlamydomonas reinhardtii GCS1/HAP2 

(A0A287BMD8); Caenorhabditis elegans  EFF-1 (A0A287BMD8) ; Dengue virus E 

glycoprotein (1OK8)の配列を⽤いた。 

 

(9) MEGAX を⽤いた IZUMO1 と JUNO の分⼦系統解析 

IZUMO1 及び JUNO のアミノ酸配列をもとに、MEGAX を⽤いて分⼦系統解析を⾏っ

た。系統樹の作製は、Neighbor-joining 法で作成し、Bootstrap値は 1000回サンプリング

で⾏った。IZUMO1 のアミノ酸配列は以下の通りである: mouse, Mus musculus (Uniprot 

accession no. Q9D9J7); human, Homo sapiens (Q8IYV9); golden hamster, Mesocricetus auratus 

(A0A1U7QS27); pig, Sus scrofa (A0A287BMD8), and opossum, Monodelphis domestica 

(H9H653)。JUNO のアミノ酸配列は以下の通りである: mouse, M. musculus (Q9EQF4); 

human, H. sapiens (A6ND01); golden hamster, M. auratus (A0A1U7RC80); pig, S. scrofa 

(F1STK4), and opossum, M. domestica (F7AHC3)の配列を⽤いた。 

 

(10) トランスクリプトームデータを⽤いた被⼦植物の受精関連因⼦の探索 

本研究室が所有するシロイヌナズナおよびトレニア(Torenia fournieri)における雌性配

偶⼦のトランスクリプトームデータの卵細胞・中央細胞・助細胞の発現量に対して、統

計解析ソフト R (https://www.R-project.org/)を⽤いて、Tukey-Kramer test により、多重⽐

較を⾏った。有意⽔準 5 %とした。 

また、絞り込む候補遺伝⼦に、シグナル配列があるかどうかを調べるために、タンパ

ク質のシグナル配列の切断部位を予測する SignalP を⽤いて⾏った(Petersen et al., 2011)。

さらに、膜貫通ドメインの有無を調べるために、TMHMM (Transmembrane Hidden Markov 

Model)を⽤いて、膜貫通ドメインを予測した (Krogh et al., 2001)。候補遺伝⼦の構造の
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予測を、Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0)を⽤いて⾏った 

(Kelley et al., 2016)。 

 

(11) AVEXIS assay 

 AVEXIS assay とは、五量体の⽬的タンパク質が、候補遺伝⼦を発現している細胞に

対して、相互作⽤するかどうかを検証する実験系である(Bianchi et al., 2014)。IZUMO1

五量体と GEX2 五量体を精製するためのコンストラクトを作製した。CD200-Cd4d3+4-

COMP-blac-3xFLAG-6his (Addgene71471; COMP は cartilage oligomeric matrix protein で、

五量体の形成を引き起こす。blac はβラクタマーゼであり、nitrocefin を加⽔分解する

ことで、⻩⾊から⾚⾊へと呈⾊反応を引き起こす)を NotI 及び AscI で制限酵素処理し、

CD200 領域を IZUMO1 もしくは GEX2 の細胞外ドメインに置き換えた。五量体を精

製するために、HEK293F細胞を 37℃、CO2濃度 5%の条件下で、Freestyle293 media 50 

ml中で震盪培養した (100rpm)。DNA 導⼊ 1⽇前に、2.5x105 cells/ml の密度で播種した。

（3. 材料と⽅法（3）を参照）に従って、HEK293F細胞 (浮遊細胞)に、IZUMO1五量

体もしくは GEX2五量体プラスミドを 10 µg導⼊した。その後、5⽇間、震盪培養を⾏

った。培地を回収し、3000 g、20 分間遠⼼をし、上清を 0.22 µMフィルターで濾過し

た。濾過した上清を HisTRAP FF (GE Health care)で精製した。さらに、精製した溶液

を透析した。透析した溶液中に含まれるタンパク質の濃度を測定するために、

nitrocefin75 µlに、透析した溶液を 25 µl 加え、吸光度を測定した。続いて、相互作⽤

を調べるために、（3. 材料と⽅法（3）を参照）に従って、培養細胞にパートナー遺伝

⼦を発現させた。発現後、五量体タンパク質を添加し、2時間インキュベートした。イ

ンキュベート後、PBS で洗い流し、4% PFA/PBS で固定した。再度、PBS で洗い流し、

⼀次抗体として抗 FLAG抗体を添加し、1時間インキュベートした。⼀次抗体を PBS で

洗い流し、⼆次抗体として Anti-rabbit Alexa 488 を添加し、1時間インキュベートした。

⼆次抗体を洗い流し、顕微鏡で観察した。 
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4. 結果 

(1) ライブイメージングによる細胞間接着の解析 

受精因⼦群の融合活性を調べるために、Valansiら (2017)の実験⼿法を参考に、BHK

細胞を⽤いて、ライブイメージングによる Fusion assay を⾏い、細胞が多核化する過程

を映像として捉え、融合を評価することができた (中島 修⼠論⽂)。この実験系をもと

に、哺乳類の接着因⼦と考えられる IZUMO1-JUNO の分⼦ペア (Inoue et al., 2015; Ohto 

et al., 2016; Aydin et al., 2016)の接着性を調べようと考えた。接着を評価するには、細胞

が接着する前後の状態を含めた過程を観察する必要がある。従来の Cell aggregation assay

や Cell adhesion assay では、細胞混合後の様⼦しか観察しておらず、接着を正しく評価

できているのか判断が難しい。また、分⼦を直接可視化し、リアルタイムに観察するこ

とで、接着過程における分⼦の動態を追うことが可能となる。そこで、改めて、ライブ

イメージングにおける細胞接着の評価に適した細胞を選考した。BHK 細胞、HeLa 細胞、

COS-7 細胞に対して、ライブイメージングを⾏って、細胞の移動性をトラッキングし、

接着が判別しやすい細胞の形態かどうかを調べた。3つの細胞株の中で、個々の細胞が

接着せず、移動性の⾼いのは、BHK 細胞だった（図 2）。したがって、Fusion assay に

引き続き、BHK 細胞を⽤いて、接着を調べることにした。 

IZUMO1-JUNO の分⼦ペアの接着性の検証に先⽴って、Ca2+依存的に細胞間接着を担

う Cadherin をコントロールとして⽤いて、細胞接着を調べた。Cadherin 遺伝⼦のみの導

⼊は、異なる細胞で発現した cadherin がホモフィリックな接着をする可能性があり、ヘ

テロフィリックな接着をする IZUMO1・JUNO のようなペア分⼦を導⼊することがない。

GFP で標識した E-cadherin を細胞に導⼊すると、E-cadherin-GFP のシグナルは、接着前

では細胞質中に均⼀に広がっていた（図 3A）。しかし、⼀時的に E-cadherin 発現細胞

同⼠が接着すると、接触⾯に E-cadherin が集積した（図 3A, 7:30）。E-cadherin-GFP の
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蛍光輝度は、細胞が接触している表⾯で特異的に⾼くなっていた（図 3B）。そして、

細胞が離れると E-cadherin の集積も解消された（図 3A, 8:00）。このことから、接触⾯

での分⼦の集積を指標に細胞接着の評価ができると⽰唆された。 

 

(2) 接着因⼦の可視化による分⼦動態解析 

Cadherin を⽤いた実験では、培養細胞に 1 種類の遺伝⼦を導⼊して、ホモフィリック

な接着を調べたが、ヘテロフィリックな分⼦による接着を調べるためには、少なくとも

２種類の細胞を混合しなければならない。そこで、異なる遺伝⼦が導⼊された細胞を混

合して観察する⼿法を確⽴した（3. 材料と⽅法（3）を参照）。本⼿法を⽤いて、IZUMO1

と JUNO というヘテロフィリックな接着因⼦でも、隣接する細胞の接触⾯で⼀時的な

集積が⾒られるのかを調べた。BHK 細胞へ IZUMO1 及び JUNO をそれぞれ導⼊し、4

時間後に混合した。20時間インキュベートしたのちに、mifepristone を加えて、遺伝⼦

の発現誘導をおこなった。IZUMO1 発現細胞と JUNO 発現細胞が接触する前は、各分⼦

は細胞質内に広がっていた。しかし、接触し始めると、徐々に IZUMO1 分⼦が JUNO 発

現細胞との接触⾯に集積し始めた (47% of contacting cells, n = 53; 図 4)。⼀⽅、JUNO の

集積は⾒られなかった。さらに、IZUMO1 の集積が、隣接した IZUMO1 発現細胞と JUNO

発現細胞の相互作⽤によるものなのかを調べた。まず IZUMO1 と JUNO を共導⼊し、

同⼀細胞内で同時に発現させた時、集積は⾒られなかった (0%, n = 63; 図 4C)。この時

の IZUMO1 と JUNO の膜局在を、免疫蛍光染⾊によって調べた。IZUMO1１を抗体で標

識したところ、透過処理の有無に関わらず、IZUMO1 は膜に局在していなかった(図 5; 

IZUMO1 が細胞膜に局在する例については図 7 を参照)。共結晶構造解析の結果より、

IZUMO1 の β-ヘアピン領域が JUNO との結合に重要であることが報告されおり(Ohto 

et al., 2016; Aydin et al., 2016)、β-ヘアピン領域⽋損 IZUMO1 を作製し、β-ヘアピン領

域⽋損 IZUMO1 と JUNOの Mixing assay を⾏った。その結果、集積はほとんど⾒られ
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なかった (7% of cases, n = 59; 図 4C）。また、哺乳類の配偶⼦融合に必要な雌側の因⼦

として CD9 が報告されている(Miyado et al., 2000)。そこで、IZUMO1 の集積が CD9

によって制御されるのかどうかを調べた。IZUMO1 発現細胞と JUNO/CD9 発現細胞

を混合したところ、IZUMO1 の集積や頻度に変化はなかった (44%, n = 62; 図 4C)。 

以上より、本実験系は、導⼊した接着因⼦ペアの親和性による相互作⽤を可視化する

アッセイとして有⽤であることが⽰唆された。この実験系を Live Imaging-based Adhesion 

Molecule (LIAM) assay と名付けた。 

 

(3) 変異体を⽤いた IZUMO1・JUNO の集積及び移⾏の解析 

E-cadherin、IZUMO1、JUNO の発現が遺伝⼦誘導系である必要がないとわかったため、

cytomegalovirus (CMV) promoter による⾮誘導系でスループットを上げ、実験を⾏った。

誘導系の実験では、IZUMO1 の集積だけが観察されたが(図 4)、本実験では、IZUMO1

と JUNO の両⽅の集積が観察された (図 6)。IZUMO1 の集積は接触した細胞の 72%観

察され (39/54; 図 6B)、⼀⽅ JUNO 集積は、接触した細胞の 37%観察された (20/54; 図

6B)。JUNO の集積が観察された時、接触している細胞で発現している IZUMO1 の集積

も観察された。IZUMO1 と JUNO の集積率に違いがあったが、細胞膜に局在するタンパ

ク質の量が違うためと考えられた。そこで、免疫蛍光染⾊を⾏うことで、細胞膜に

IZUMO1 及び JUNO が局在しているのかを調べた。透過処理をしていない場合、IZUMO1

抗体及び JUNO抗体によるシグナルは細胞膜に検出された（図 7）。⼀⽅で、透過処理

をすると IZUMO1抗体は、蛍光タンパク質 Venus と局在が⼀致しており、ER に局在し

ていた（図 7A）。また、JUNO抗体では、細胞膜と ER での局在が検出された（図 7B）。

集積が IZUMO1 と JUNO の相互作⽤に関わるアミノ酸によるものなのかを調べるため

に、IZUMO1-JUNO の共結晶構造解析を元に、IZUMO1 と JUNO の変異コンストラクト

を作製した。IZUMO1 の 148番⽬のトリプトファン及び JUNO の 62番⽬のトリプトフ



 21 

ァンが相互作⽤に重要であるため(Ohto et al., 2016; Aydin et al., 2016)、それぞれのトリ

プトファンをアラニンに置換した。IZUMO1 W148A 発現細胞と JUNO 発現細胞を混合

すると、集積は観察されなかった (0% of 45 contacting cells; 図 6B)。また、IZUMO1 発

現細胞と JUNO W62A 発現細胞を混合した時も、同様に観察されなかった (0% of 67 

contacting cells; 図 6B)。 

UniProtや AlphaFoldといったデータベースに基づくと、SPACA6 はシグナル配列、

Ig-like domain、N-linked glycosylation、膜貫通ドメインをもち、IZUMO1 と類似した

ドメイン構造を持つ (図 9)。また、SPACA6 は IZUMO1 と同様に精⼦の頭部のアクロ

ソーマルキャップに局在する (Noda et al., 2020; Barbaux et al., 2020)。IZUMO1 の代わり

に、酷似した特徴をもつ SPACA6 を⽤いて LIAM assay を⾏った。SPACA6 及び JUNO

集積は起こらなかった (図 6)。したがって、以上の結果より、集積は相互作⽤に重要な

アミノ酸によることがわかった。 

IZUMO1 の集積が⾒られた細胞の 38%で、IZUMO1 が接触している反対側の細胞に

移⾏していることがわかった。いくつかの IZUMO1 や JUNO の輝点は、細胞が離れた

後でも観察された (図 10)。IZUMO1 は接触した細胞の 27%で、JUNO 発現細胞に移⾏

した。⼀⽅、JUNO は接触した細胞の 7.4%で、IZUMO1 発現細胞に移⾏した。この

IZUMO1 及び JUNO 移⾏は、⼀⽅向性で、IZUMO1 もしくは JUNO のどちらかが選択

的に移⾏した。IZUMO1 及び JUNO の移⾏は、IZUMO1 の集積後に観察された。また、

この分⼦の移⾏も IZUMO1 と JUNO の相互作⽤に重要なアミノ酸によるものだった。

IZUMO1 W148Aや JUNO W62A を⽤いた時は、集積と同様に移⾏も⾒られなかった。

SPACA6 と JUNO の混合においても分⼦の移⾏は起こらなかった。以上のように、LIAM 

assay によって、集積だけではなく分⼦の移⾏も捉えることができた。 
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(4) LIAM assay を⽤いた IZUMO1-JUNO の種特異的な相互作⽤の解析 

⾃由⾃在な組み合わせで接着を評価できる LIAM assay を⽤いて、マウス、ヒト、ハ

ムスター、そしてブタの IZUMO1 と JUNO の種特異性を調べることにした。これら哺

乳類の 4 種において、マウスは系統的にハムスター、ヒト、ブタの順に近縁である 

(Nishihara et al., 2006)。IZUMO1 及び JUNO の分⼦系統解析は、これら 4 種の系統関係

と⼀致している(図 11)。マウス IZUMO1 は、ハムスターと 61%、ヒトと 52%、ブタと

50%のホモロジーがあった (図 11A, 13)。⼀⽅、マウス JUNO は、ハムスターと 74%、

ヒトと 68%、ブタと 65%のホモロジーがあった (図 11B, 14)。これら 4 種間の種特異性

は、タンパク質間相互作⽤を調べる AVEXIS assay という⽣化学的⼿法で、⼀部の組み

合わせが調べられているが、全ての組み合わせが調べられているわけではない。

AVEXIS assay では、全ての同種同⼠、ハムスターJUNO が異種と相互作⽤することが⽰

された (Bianchi et al., 2014; Bianchi and Wright, 2015)。 

そこで、LIAM assay を⽤いて、マウス、ヒト、ハムスター、ブタの IZUMO1 と JUNO

の全ての組み合わせにおける相互作⽤を調べた。まず、同種での組み合わせを調べた。

マウスの IZUMO1・JUNO では、IZUMO1 の集積が 72% (39/54; 図 6; 表 4)、JUNO の集

積が 37%観察された (20/54; 図 3; 表 5)。さらに、IZUMO1 の移⾏ 27% (15/54; 表 6; 図

10)、JUNO の移⾏は 7.40%だった (4/54; 表 7)。この結果は、マウスの IZUMO1・JUNO

において強い結合を⽰した AVEXIS assay の結果と⼀致していた。ヒトの IZUMO1・

JUNO では、IZUMO1 と JUNO の集積は同程度観察された (IZUMO1 accumulation: 28%, 

14/51, 表 4; JUNO accumulation: 29%, 15/51, 表 5)。この組み合わせでは、IZUMO1 の移

⾏は観察されなかったが、JUNO の移⾏は頻繁に観察された (64%, 33/51, 表 7, 図 14A)。

ハムスターの IZUMO1・JUNO では、IZUMO1 及び JUNO の集積 (IZUMO1: 77%, 41/57, 

表 4; JUNO: 28%, 16/57, 表 5; 図 14B)、移⾏が観察された (IZUMO1: 31%, 18/57, 表 6; 

JUNO: 28%, 16/57, 表 7, 図 9B)。ブタの IZUMO1・JUNO では、低い割合で IZUMO1 の
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集積が観察された (24%, 10/41, 表 4, 図 14C)。以上より、同種の IZUMO1・JUNO の相

互作⽤は、全ての組み合わせで、確認されたが、集積や移⾏の頻度は、種によって異な

っていた。 

 次に、マウス IZUMO1 とヒト、ハムスター、ブタ JUNO の異種間相互作⽤を調べた。

マウス IZUMO1 発現細胞とヒト JUNO 発現細胞を混合した時、マウス IZUMO1 は接触

⾯に集積したが (50%, 19/38; 表 4)、JUNO 集積や IZUMO1・JUNO の移⾏は観察されな

かった (表 5-7)。マウス IZUMO1 発現細胞とハムスターJUNO 発現細胞を混合した時、

マウス IZUMO1 とヒト JUNO の結果と同じように、マウス IZUMO1 の集積のみが観察

された (78%, 35/45, 表 4)。マウス IZUMO1 発現細胞とブタ JUNO 発現細胞を混合した

時、IZUMO1・JUNO の集積及び移⾏は観察されなかった。以上より、接着因⼦の移⾏

は、同種間相互作⽤と相関があることが⽰唆された。次に、ヒト IZUMO1 とマウス、ハ

ムスター、ブタ JUNO の異種間相互作⽤を調べた。これらの組み合わせでは、集積及び

移⾏が全く観察されなかった。先⾏研究において、ヒト精⼦とハムスター卵は受精がで

きることが報告されている (Yanagimachi et al., 1976)。さらに、ヒト IZUMO1 とハムス

ターJUNO が相互作⽤することも報告されている (Bianchi and Wright, 2015)。そこで、

BHK 細胞ではなく、HEK293T 細胞に変えて、ヒト IZUMO1 とハムスターJUNO の LIAM 

assay を⾏った。すると、IZUMO1 の集積が観察された(図 15)。次に、ハムスターIZUMO1

とマウス、ヒト、ブタ JUNO の異種間相互作⽤を調べた。ハムスターIZUMO1 発現細胞

とマウス JUNO 発現細胞を混合した時、同種間 (マウス IZUMO1 × マウス JUNO、ハム

スターIZUMO1 × ハムスターJUNO)よりも低率ではあったが、IZUMO1 及び JUNO 集

積が観察された (表 4、5)。この結果は、これらの結果は、Yanagimachiらによる異種間

受精の結果や AVEXIS assay の結果と⼀致していた (Yanagimachi et al., 1976; Bianchi and 

Wright, 2015)。⼀⽅で、移⾏は観察されなかった (表 6、7)。最後に、ブタ IZUMO1 と

マウス、ヒト、ハムスターJUNO の異種間相互作⽤を調べた。ブタ IZUMO1 発現細胞と
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マウス JUNO 発現細胞を混合した時、集積及び移⾏は観察されなかった (表 4–7)。しか

し、ブタ IZUMO1 発現細胞とヒト JUNO 発現細胞を混合した時、IZUMO1 及び JUNO

の集積が観察された (図 14D; 表 6、7)。予想外にも、ブタ IZUMO1 とヒト JUNO とい

う異種間でも IZUMO1 及び JUNO の移⾏が検出された。また、ブタ IZUMO1 発現細胞

とハムスターJUNO 発現細胞を混合した時も、IZUMO1 及び JUNO の集積が観察された

(表 6、7)。先⾏研究では、これらの組み合わせの相互作⽤は調べられておらず、LIAM 

assay により得られた。 

 

(5) 融合因⼦ GCS1/HAP2 の解析条件の検討  

LIAM assay は、Valansiら (2017)の Fusionアッセイをもとに開発した⽅法である。融

合因⼦を導⼊した際には、ライブイメージングにより細胞融合を映像として捉えること

ができる (中島  修⼠論⽂ )。その細胞融合は⼈為的に発現させた融合因⼦である

GCS1/HAP2 や EFF-1 などの機能に依存したものであるが、融合の効率は低い。LIAM 

assay との組み合わせを視野に、融合率を向上できないか、解析条件を再検討した。融

合因⼦の発現を厳密に制御しなければ、細胞が死ぬことが報告されていたため (Jin et al., 

2004; Podbilewicz et al., 2006; Valansi et al., 2017)、誘導系による発現制御を⾏っていた 

(中島 修⼠論⽂)。しかし、接着因⼦ E-cadherin、IZUMO1、JUNO の集積及び移⾏の解

析で⽤いた CMV promoter による⾮誘導系は、誘導系 (GeneSwitch System)と⽐較して、

発現量が⾼くなかった。そのことに着⽬し、CMV promoter制御下で、融合因⼦の発現

を確認した。GCS1/HAP2 を蛍光タンパク質 Venus で標識し、12時間タイムラプス観察

したところ、ほとんどの GCS1/HAP2-Venus 発現細胞が死細胞となることはなかった。

この結果より、融合因⼦についても CMV promoter による発現系で実験をすることにし

た。後に、接着因⼦ E-cadherin-GFP と融合因⼦の共導⼊実験を実施することを考慮し、

GFP とは異なる波⻑で励起される mCherry を GCS1/HAP2 の C 末端に融合するコンス
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トラクト GCS1/HAP2-mCherry を作製した。GCS1/HAP2-mCherry を BHK 細胞に導⼊し

て観察したが、発現効率はとても低かった (図 16 A)。そこで、GCS1/HAP2-mCherry と

シロイヌナズナの CNIH を共導⼊する着想に⾄った。Wudick らは、CNIH1/4 のソーテ

ィング機能によって花粉中の Glutamate receptor-like channel (GLR) 3.3 が精細胞膜へと局

在することを発⾒し、この機能は、花粉だけではなく、動物の培養細胞でも⽰された 

(Wudick et al., 2018)。そこで GCS1/HAP2-mCherry と CNIH1、CNIH4、CNIH1/4 をそれ

ぞれ BHK 細胞へと共導⼊した。興味深いことに、いずれの組み合わせにおいても、発

現効率が上昇した(図 16 B-D)。それぞれの局在を観察したところ、GCS1/HAP2-mCherry

発現細胞と共導⼊した細胞とで違いはなかった (図 17)。以上のことから、CNIH は

GCS1/HAP2 の発現効率を⾼めるのに適していると考えられた。ただし、これまでのと

ころ CNIH の共同⼊による融合率の向上は⾒られていない。 

GCS1/HAP2 による細胞融合の機構は未だ明らかとなっていないが、GCS1/HAP2 の構

造類縁体である EFF-1 および ClassⅡ融合タンパク質を介した融合機構のモデルは提唱

されている。EFF-1 を介した融合機構は、融合する細胞同⼠の EFF-1 が三量体を形成し、

脂質⼆重膜に突き刺さり、双⽅向性の融合を引き起こすというモデルである (Pérez-

Vargas et al., 2014)。また、デング熱ウイルスの E タンパク質のような ClassⅡ融合蛋⽩

質を介した融合機構は、低 pH に晒されると、E タンパク質は構造変化をし、三量体を

形成することで、膜融合を促進する (Modis et al., 2004)。そこで、配偶⼦融合因⼦

GCS1/HAP2も低 pH 条件下で、細胞融合が促進されるのか調べた。Schowalterらが確⽴

した Syncytium assay を参照して、実験を⾏った (Schowalter et al., 2006)。本研究では、

多核の巨⼤細胞の Syncytium を 1 細胞あたり核が 3個以上であるものとした。まず、コ

ントロールとして、pRFPcyto 発現細胞の syncytium形成を調べたところ、全く存在しな

かった (n = 60)。低 pH 条件で、BHK 細胞は syncytium を形成しないことがわかった。

次に、GCS1/HAP2 発現細胞の syncytium形成を調べたところ、コントロールと同様に全
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く存在しなかった (n = 249)。このことから、GCS1/HAP2 は、低 pH 条件下でも、融合

を促進しないことが⽰唆された。以上から、発現を誘導系から⾮誘導系に変更する改変

だけを加え、これ以降の解析を進めた。 

 

(6) 接着因⼦及び融合因⼦の共導⼊による機能解析  

これまでの実験では、融合と接着を別々に評価してきたが、受精は接着・融合の⼀連

の過程である。そこで、接着因⼦と融合因⼦を共導⼊し、接着因⼦存在下で融合率が上

昇するのかを調べた。先⾏研究では、センチュウの体細胞融合因⼦ EFF-1 とショウジョ

ウバエの接着因⼦ Sns を S2R+細胞で共発現したところ、融合が促進することが報告さ

れている (Shilagardi et al., 2013)。そこでまず、接着因⼦として E-cadherin、融合因⼦と

して EFF-1 を共導⼊した。共導⼊して 1⽇後に、mifepristone によって、EFF-1 の発現を

誘導した。E-cadherin・EFF-1 発現細胞同⼠が、接触した後に多核化している様⼦が観察

された (図 18; 8:00)。しかし、Fusion assay で⾒られた細胞の中に、核が複数あるという

よりも、細胞の中に細胞があるという cell-in-cell 構造が形成されていた (平均nuclei/cells 

= 1.6, 図 18, 19)。細胞の中に取り込まれたほとんどの細胞は、ディッシュから剥がれた

浮遊した細胞であった。次に、接着因⼦ E-cadherin と融合因⼦ GCS1/HAP2 を共導⼊し

た。この実験においても、細胞塊が形成され、cell-in-cell 構造が観察された (平均

nuclei/cells = 1.4, 図 19, 20)。さらに、接着因⼦ E-cadherin と、Fusion assay において細胞

融合により多核化率の上昇を引き起こした IZUMO1 (中島 修⼠論⽂)を共導⼊した。

EFF-1や GCS1/HAP2 と同様の結果が得られた (平均 nuclei/cells = 1.4, 図 19, 21)。次に、

cell-in-cell 構造の形成が、融合因⼦の機能によるものなのかを調べるために、接着因⼦

E-cadherin と融合因⼦ GCS1/HAP2∆Loop（融合に必要と考えられている Loop 領域を⽋

損した GCS1/HAP2）を共導⼊した。融合機能を失った GCS1/HAP2 が発現しているに

もかかわらず、cell-in-cell 構造は観察された。 
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誘導系による融合因⼦の発現制御では、2つの細胞が 1つになる融合ではなく、細胞

の中に細胞を含む cell-in-cell 構造が観察されたため、⾮誘導系において、再度、接着因

⼦及び融合因⼦の共導⼊による機能解析を⾏うこととした。接着因⼦ E-cadherin と融合

因⼦ GCS1/HAP2 を共導⼊した。細胞分裂した後、接触したままであった娘細胞は、最

短で分裂 54 分後に、最⻑で分裂 7 時間 18 分後に、細胞融合し多核細胞となった。ま

た、接触⾯に集積していた E-cadherin が消失し、細胞が融合した (図 22)。E-cadherin + 

GCS1/HAP2 の多核化率は、3.5 ± 1.6% (n = 3)と、GCS1/HAP2単独の時よりも上昇し

ていた (図 23)。 

本研究では、雌雄の配偶⼦が接着および融合するために細胞膜上で直接的に機能する

分⼦群を「受精装置」として捉えている。そこで次に、配偶⼦接着因⼦ IZUMO1・JUNO

それぞれに融合因⼦ GCS1/HAP2 を共導⼊した。IZUMO1 発現細胞と JUNO 発現細胞を

混合した時と同様に、分⼦の集積が観察されたが、細胞融合は観察されなかった。 

 

(7) 新規配偶⼦接着因⼦の探索  

受精装置の「構成因⼦セット」はあらゆる⽣物で未解明だが、植物では「GCS1/HAP2」、

「GEX2」と融合因⼦と接着因⼦の両⽅が同定されており、3 つ⽬の主要構成因⼦とし

て「未同定の GEX2 パートナー分⼦」を同定することで、受精装置の分⼦動態解明に迫

れると期待される。 

そこで LIAM assay でのスクリーニングを視野に、当研究室で既に有するシロイヌナ

ズナ及びトレニアの雌性配偶⼦に関するトランスクリプトームデータ（須崎, 2015; 筒

井, 2017）を⽤いて候補を探索した。シロイヌナズナのトランスクリプトームデータの

発現量に対して、Tukey-Kramer test を⾏い、シグナル配列・膜貫通ドメインを考慮して

絞り込みを⾏ったところ、9 の候補遺伝⼦が得られた（中島 修⼠論⽂）。同様に、トレ
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ニアのトランスクリプトームデータからは、11 の候補遺伝⼦が得られた（中島 修⼠論

⽂）。候補因⼦と考えられるアノテーションがなかった。 

上記の絞り込み条件では、GPIアンカー型の膜タンパク質などを排除してしまうため、

膜貫通ドメインを考慮しない条件で絞り込みを⾏った。シロイヌナズナのトランスクリ

プトームデータにおいて、SignalP を⽤いてシグナル配列があるものを絞り込んだ。す

ると、4055 遺伝⼦に絞ることができた。続いて、発現量が 50 ppm以上という条件で絞

り込んだところ、324 遺伝⼦に絞ることができた。そこから酵素や代謝などに関わって

いるものを除いたところ、130 の候補遺伝⼦が得られた。この中には、花粉管の認証に

関わっていると考えられている FERONIAも含まれていた。同様に、トレニアのトラン

スクリプトームデータからは、78 の候補遺伝が得られた。相同性のある候補遺伝⼦は 3

つあった (AT3G51050、AT5G11560、AT5G58100)。 

これらの候補因⼦の可能性があると考えられる遺伝⼦群の⼀部に関して、試験的に解

析を進めた。33 遺伝⼦を対象として PCR によって増幅し、クローニングができた 25

遺伝⼦(表 8、9)に対して、AtGEX2もしくは TfGEX2 との相互作⽤を検証するため

に、LIAM assay を⾏った。AtGEX2、TfGEX2 及び候補遺伝⼦の発現効率が低いため、

CNIH4も共導⼊しながら解析を進めているが、これまでのところ GEX2 及び候補遺伝

⼦において、分⼦の集積や移⾏は観察されていない。 

LIAM assay によって、接着が検出されなかったため、AVEXIS assay というハイスル

ープットなタンパク質間相互作⽤系を⽤いて、相互作⽤を検出することを試みた。

GEX2五量体を精製する他に、コントロールとして、IZUMO1 と JUNO の相互作⽤を

調べるために、五量体 IZUMO1 を精製した。五量体 IZUMO1 発現 HEK293F 細胞の培

養液の上清の吸光度を測定すると 10 分で 0.189 であった (図 24)。上清をカラムによ

って精製すると 10 分で 0.416 になった (図 24)。⼀⽅、GEX2 は上清を絡む精製しても

0.231だった (図 24)。しかし、先⾏研究では、10 分で約 0.6 であったため、先⾏研究
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と⽐較して低濃度であった (Bianchi et al., 2014)。精製した五量体 IZUMO1 を⽤いて、

AVEXIS assay を⾏った。mCherry-JUNO 発現 HEK293T 細胞に、五量体 IZUMO1 を添

加し、Alexa Flour 488 で五量体 IZUMO1 を標識した。五量体 IZUMO1 を添加していな

いコントロールにおいても Alexa Flour 488 の蛍光が検出されてしまった (図 25)。 
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5. 考察 

5-1. LIAM assay を⽤いた接着因⼦の解析 

本研究では、動物の培養細胞で配偶⼦接着因⼦を調べる LIAM assay を開発した。

LIAM assay は、さまざまな⽣物の融合因⼦の機能を顕微鏡下で検証する Fusion assay に、

ライブイメージング技術を取り込むことで、接着過程を調べる汎⽤性の⾼い実験系とな

った。LIAM assay によって、接着因⼦の表現型として、集積と移⾏という 2 つの動態

が検出された。これまでにホモフィリックまたはヘテロフィリックな接着因⼦の集積は

報告されてきたが (Nagafuchi et al., 1987; Fogel et al., 2007; Tang et al., 2018)、本研究によ

って、⼀時的な接触が、接着因⼦の集積に必要不可⽋であることが⽰唆された。また、

接触している隣接する細胞から分⼦が移⾏するという興味深い現象が観察された。

IZUMO1 もしくは JUNO の⼀⽅向性の移⾏は、エクソソームによる移⾏やトロゴサイ

トーシスのような細胞活性が関わっていると考えられる (Barraud-Lange et al., 2012; 

Bettadapur et al., 2020)。実際、先⾏研究において、精⼦と卵⺟細胞の接触後に、卵⺟細

胞膜断⽚が精⼦へ映ることが報告されている (Barraud-Lange et al., 2012)。このトロゴサ

イトーシスのような現象は、CD9⾮依存的であり、受精前に起こった。⼀⽅向性の移⾏

しか報告されていない点では共通しているが、卵⺟細胞から精⼦への⽅向性の決まった

移⾏である点では異なっている。卵⺟細胞から精⼦への膜断⽚の移⾏について、その仕

組みも意義も明らかではない。LIAM assay での結果のように、卵⺟細胞と精⼦の接触

後に、IZUMO1 と JUNO の相互作⽤を介して移⾏が起こるのか、興味が持たれる。ま

た、仕組みについても、トロゴサイトーシスは、免疫系や神経系において細胞死誘導、

膜交換による機能調節や機能変化を制御している (Bettadapur et al., 2020)。受精過程に

おいても、接着因⼦依存的なトロゴサイトーシスによる膜交換が、何らかの受精過程を

制御しているとすると興味深い。 
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また、集積や移⾏は、分⼦の厳密な構造に依存した。IZUMO1 と JUNO を共発現し

たときは、免疫蛍光染⾊により細胞膜へ局在しないことがわかった。これまで IZUMO1

と JUNO の cis での相互作⽤は報告されていなかったが、細胞内で IZUMO1 と JUNO が

相互作⽤することで、膜輸送が起こらなかったことが⽰唆された。先⾏研究において、

精⼦が卵と受精することによって、JUNO の膜局在が消失することが報告されている 

(Inoue et al., 2015)。このことからも、IZUMO1 と JUNO が相互作⽤すると膜から細胞内

への輸送が起こっていると考えられる。IZUMO1 と JUNO の相互作⽤に重要なアミノ

酸の点変異だけで、完全にこれらのシグナルは消失した。また IZUMO1 と共通ドメイ

ンを持つ SPACA6 においても、これらのシグナルが消失した。したがって、LIAM によ

って接着因⼦ペアの相互作⽤を検出できたと⽰唆された。今後は、LIAM assay におい

て、FRET (Fluorescence resonance energy transfer)や GRASP (GFP Reconstitution Across 

Synaptic Partners)のような蛍光イメージング技術と併⽤することで、接着因⼦の相互作

⽤に関して新たな知⾒が得られると考えられる。これまでにさまざまな種で、FRET を

⽤いた配偶⼦間相互作⽤は調べられていない。相互作⽤が検出できた場合、相互作⽤点

や⾯の経時変化、分⼦の集積の有無などの動態を調べることで、細胞膜の接着から融合

に⾄る過程を解明する突破⼝になることが期待される。 

 さらに、LIAM assay の利点は、さまざまな組み合わせでのホモフィリックもしくは

ヘテロフィリックな接着活性をハイスループットに検出できる点である。今回、マウス、

ヒト、ハムスター、ブタの IZUMO1・JUNO の同種間相互作⽤を確認した後に、ヒト

IZUMO1 とブタ JUNO という異種間相互作⽤が起こり得る候補を⾒つけた。4 種の系統

関係を調べると、ヒトとブタは⽐較的近縁であった。In vivo でのヒト精⼦とブタ卵の接

着性の検証は興味深い。また、先⾏研究において、ハムスターの卵はさまざまな種の精

⼦と受精できることが報告されていたが (Yanagimachi et al., 1976)、LIAM assay におい

ても、ハムスターJUNO は幅広い種の IZUMO1 と相互作⽤した。先⾏研究において、ヒ

ト精⼦とハムスター卵の受精が可能であることやヒト IZUMO1 とハムスターJUNO の
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相互作⽤が起きることが報告されていたが、BHK 細胞を⽤いて、ヒト IZUMO1 とハム

スターJUNO の相互作⽤を調べた時、相互作⽤は検出されなかった。しかし、ヒト由来

の HEK293T 細胞を⽤いたところ、ヒト IZUMO1 の集積が観察された。先⾏研究のヒト

IZUMO1もヒト由来であり、ヒト IZUMO1 はヒト由来細胞による修飾を受けることで、

活性型になることが⽰唆された。今後、LIAM assay による詳細なアミノ酸のスワップ

実験を通して、ハムスター卵が他種の卵との互換性がなぜあるのかが解明されると考え

られる。 

 

5-2. 融合因⼦ GCS1/HAP2 及び CNIH の共導⼊実験 

融合因⼦ GCS1/HAP2 に蛍光タンパク質 mCherry を融合した GCS1/HAP2-mCherry の

発現効率が、低かった。しかし、GCS1/HAP2-mCherry に CNIH を共導⼊したときに、発

現効率が上がった。Drosophila では、CORNICHON が COP II と相互作⽤し、かつ他の

因⼦とも相互作⽤することで、さまざまな因⼦を⼩胞輸送していると考えられている 

(Bökel et al., 2006)。また、酵⺟の CNIH は、タンパク質を細胞膜へ輸送していると報告

されている (Rosas-Santiago et al., 2017)。シロイヌナズナにおいても、CNIH は、タンパ

ク質のソーティング、輸送、局在化を担っていると考えられている (Wudick et al., 2018)。

しかし、本実験では、CNIH が GCS1/HAP2 の局在に変化をもたらしていないが、蛍光

タンパク質の輝度を指標として発現効率を増加させるという新たな機能が⾒出された。

発現効率を増加させた要因として、⼆つの理由が考えられる。1 ) タンパク質の転写・

翻訳を促進する働き、2 ) タンパク質のフォールディングを補助する働き、である。こ

の⼆つの仮説を⽴証することで、CNIH の新規機能が明らかにされることが期待される。

また、動物の培養細胞において、植物の遺伝⼦を導⼊すると codon usage の問題で、発

現しないことがある。しかし、CNIH を共導⼊することで、植物の遺伝⼦を動物の培養

細胞で構成的アプローチをとることが可能となり、ブレークスルーテクノロジ―として

期待される。 
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5-3. 融合因⼦ GCS1/HAP2 の pH 変化に伴う融合機構の解析 

GCS1/HAP2 は、ウイルス ClassⅡ融合タンパク質と⽴体構造が酷似している(Valansi 

et al., 2017; Fédry et al., 2017)。ClassⅡ融合タンパク質のアルファウイルスに属するセム

リキ森林ウイルス、シンドビウイルスや、フラビウイルスに属するデングウイルス、⻄

ナイルウイルス、⻩熱病ウイルスの膜融合タンパク質は、低 pH に応答して、⽴体構造

を変化させる (Modis et al., 2004)。この⽴体構造の変化により膜融合が⽣じる。例えば、

デングウイルスの場合、低 pH による 149 番⽬のヒスチジンのプロトン化が、近傍の

147-151 及び 153番⽬のアミノ酸との相互作⽤を妨げることで、構造変化を引き起こす

と推測されている (Christian et al., 2013)。このプロトン化が起こる GCS1/HAP2 の相同

領域には、ヒスチジンを含め、極性アミノ酸が存在しない。従って、少なくともこの領

域におけるアミノ酸の修飾による構造変化はないと考えられる。分⼦動⼒学シミュレー

ションなどによって、アミノ酸の修飾による構造の変化を予測することで、GCS1/HAP2

の融合機構の⼀端が明らかとなると考えられる。また、花粉中の精細胞膜上で、

GCS1/HAP2 の発現は確認されているが、2 つの精細胞同⼠は融合しない。何が要因と

なって、融合活性型の GCS1/HAP2 となるのかを調べるために、インタラクトーム解析

なども必要だと考える。 

 

5-4. 接着因⼦及び融合因⼦の共導⼊による機能解析 

接着因⼦ E-cadherin と誘導系による融合因⼦を共発現させたところ、cell-in-cell 構造

が観察された。⼀⽅、接着因⼦ E-cadherin と⾮誘導系による融合因⼦を共発現させた時

は、cell-in-cell 構造は観察されなかった。この cell-in-cell 構造は、エントーシスと呼ば

れる現象によって形成されたと考えられる。エントーシスは、⾮アポトーシス細胞死プ

ログラムで、主に癌細胞を⽤いた実験で、解析されている。エントーシスは、Rho-ROCK

シグナル経路の制御下にあり、かつ cadherin依存的に、細胞を取り込むことが明らかと
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なっている (Overholtzer et al., 2007)。しかし、本研究において、エントーシスは、E-

cadherin と誘導系による融合因⼦を共発現させた時に⾒られた。誘導系による融合因⼦

の過剰発現によってディッシュに付着できなくなった細胞が、E-cadherin依存的に細胞

に取り込まれることで、cell-in-cell 構造が形成されることが⽰唆された。また、このこ

とから、同等の細胞であったのにもかかわらず、正常細胞が、隣接していた細胞が死細

胞になったことを何らかの仕組みによって認識し、取り込んでいると考えられる。仕組

みの⼀つの可能性として、Cadherin依存的ではないが、死細胞ないし死につつある細胞

を除去するエフェロサイトーシスという現象がある (Poon et al., 2014)。エフェロサイト

ーシスが起こるステップとして、まず死細胞や隣接する細胞からタンパク質、脂質、糖

などの物質による Find me シグナルが発⽣し、次に Eat me シグナルと呼ばれる情報伝

達により、貪⾷が起こる。本実験では可視化できていない要因による細胞間コミュニケ

ーションがあったと考えられる。 

⾮誘導系コンストラクトを⽤いた LIAM assay において、接着因⼦ E-cadherin と融合

因⼦ GCS1/HAP2 を共導⼊した時、融合率が上昇していた。⼀⽅で、接着因⼦ IZUMO1・

JUNO と融合因⼦ GCS1/HAP2 を共導⼊した時、融合は観察されなかった。この要因と

して、IZUMO と JUNO の相互作⽤は、E-cadherin のホモフィリックな相互作⽤と⽐較

して、親和性が低いことから、GCS1 を介した細胞融合を促進しなかったと考えられた。

しかし実際は、Bianchiら (2014)によって、IZUMO1 と JUNO の親和性は、解離定数 KD 

= 12.3 ± 0.2 µM (37℃)と報告され (Bianchi et al., 2014)、⼀⽅ Katsambaら (2009)によ

って、E-cadherin の親和性は、解離定数 KD = 160.0 ± 21.3 µM (37℃)と報告された 

(Katsamba et al., 2009)。IZUMO と JUNO の相互作⽤は、E-cadherin のホモフィリックな

相互作⽤よりも親和性が⾼いことから、IZUMO と JUNO の相互作⽤時は、GCS1 を介

した融合ができない状態であると考えられる。Inoueら (2015) は、IZUMO1 と JUNO

の接着は速やかに消失し、IZUMO1 の⼆量体化を伴う分⼦構造のダイナミックな変化

により、新たな卵⼦側のレセプターと相互作⽤し、細胞膜同⼠の距離を物理的に近づ
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け、脂質⼆重膜の斥⼒を崩壊させる働きがあると提唱した (Inoue et al., 2015)。少な

くとも IZUMO1 が関与する融合機構だけでも単量体・⼆量体が関与する 2 段階の活

性があると考えられる。⼆量体化をリアルタイムに可視化できれば、IZUMO が関与

する融合機構に迫ることができると期待される。 

また、現在唯⼀クラミドモナスにおいて、雌雄の配偶⼦が接着および融合するために

細胞膜上で直接的に機能する「受精装置」が明らかとなっている。Plus-type cell で接着

因⼦ FUS1 が発現しており、minus-type cell で接着因⼦ MAR1 及び融合因⼦ GCS1/HAP2

が発現している。予備的な実験において FUS1 と MAR1 を⽤いた LIAM assay を試みた

が、集積や移⾏は観察されていない。培養細胞において、クラミドモナスの遺伝⼦が機

能的に発現しているかどうかは不明な点があるが、IZUMO1-JUNO のような動物の接着

因⼦だけでなく、植物細胞の接着因⼦について解析できる条件を明確にしておくことは

極めて重要であろう。LIAM assay を⽤いた今後の研究の展開のために、優先して取り

組むべき課題の⼀つと⾔える。 

 

5-5. 雌性配偶⼦における接着および融合に関わる新奇鍵分⼦の探索 

本研究において、未同定な GEX2 パートナー分⼦の候補因⼦として、シロイヌナズナ

及びトレニアのトランスクリプトームデータから、のべ 208候補遺伝⼦を得た。その中

で、ロイシンリッチリピートタンパク質のアノテーションがついている候補遺伝⼦が 17

個あった。ロイシンリッチリピートタンパク質は、タンパク質間相互作⽤を介し、様々

な機能をもたらす。例えば、神経系において、ロイシンリッチリピートタンパク質の

NGL と GPIアンカータンパク質のネトリン G が相互作⽤し、接着を引き起こすことで

シナプスが結合する(Matsukawa et al., 2014)。このように、ロイシンリッチリピートタン

パク質が、細胞館接着に関与することから、未同定な GEX2 パートナー分⼦もロイシン

リッチリピートタンパク質である可能性がある。しかし、ロイシンリッチリピートタン

パク質を含め、LIAM assay によって、GEX2 と候補因⼦の集積や移⾏を観察することが
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できなかった。GEX2 と共通ドメインを持つ FUS1 とそのパートナー分⼦である MAR1

においても集積や移⾏が観察されなかった。集積や移⾏が⾒られなかった要因として、

1) 候補因⼦内にパートナー分⼦が存在しなかったからなのか、2) 動物培養細胞で植物

の遺伝⼦が機能的であるか、現状では不明である。候補因⼦を増やすために、クラミド

モナスの FUS1・MAR1 の知⾒を踏まえて、構造⽣物学的な検討も加えてさらに絞り込

みを進める必要がある。また、JUNO同定の実績がある AVEXIS assay の確⽴を⾏い、

GEX2 パートナー分⼦のスクリーニングを⽬指す。本研究では、精製タンパク質濃度が

先⾏研究と⽐較して低かったが、本研究で新たなに発現効率を促進する CNIH の新規

機能を⾒出したので、五量体発現コンストラクトと共発現することで、充分量の五量体

IZUMO1 及び GEX2 の獲得をする。GEX2 パートナー分⼦が同定されれば、受精装置

の主要構成因⼦のセットが解明される可能性がある。さらに主要因⼦のセットが揃うこ

とに加え、本研究による分⼦動態の可視化を端緒に、受精装置の作動原理について⾶躍

的な研究の進展が期待される。本研究の「装置を細胞内で組み上げる構成的なアプロー

チ」は、あらゆる⽣物の受精因⼦の解析に応⽤可能であり、動植物を⾃在に⾏き来した

研究を展開していくことが可能となる。 
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図1：動物および植物の受精様式
動物の受精（A）と植物の重複受精（B）を⽰した。（A）動物の受精では、⼀つの卵に
対して、多数の精⼦が誘引され、⼀つの精⼦が融合する。（B）植物の重複受精は、基
本的に⼀つの胚珠に対して、⼀本の花粉管が誘引され、後に⼆つの精細胞がそれぞれ、
卵細胞および中央細胞と受精する。
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8. 図・表
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図2：接着因⼦解析に適切な培養細胞の検討
(A) 画像解析ソフトFijiのプラグインMTrackJを⽤いて、BHK細胞、COS-7細胞、HeLa細胞の
トラッキングを⾏った。スケールバーは50 µm。 (B) 各培養細胞の移動距離。ドットは
各細胞の移動距離を⽰した。バーは平均を⽰した。
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図3：隣接した細胞の接触⾯でのCadherinの集積
(A) E-cadherin発現細胞のタイムラプスイメージング。ボックスは、(B)での蛍光強度を測
定した領域を⽰した。時間 (時：分）は観察開始からの時間を⽰した。スケールバーは
20 µm。 (B) 蛍光強度のプロファイル。左は接触前 (7:00)、真ん中は接触時 (7:30)、右
は離れる時 (8:00)。
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図4：隣接した細胞の接触⾯でのIZUMOの集積
(A) IZUMO及びJUNO発現細胞のタイムラプスイメージング。時間 (時：分）は観察開始か
らの時間を⽰した。⽮尻は、集積を⽰した。スケールバーは20 µm。 (B) (A)の4:00
での、IZUMOの蛍光強度のプロファイル。 (C) さまざまな組み合わせでのIZUMOの
集積率。nはライブイメージングによって観察した接触した細胞のペア数を⽰した。
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図5：IZUMO・JUNO共発現細胞の免疫蛍光染⾊
IZUMO・JUNO共発現細胞において、IZUMO-VenusをIZUMO抗体によって標識した。透過
処理をしていない場合 (上段)、透過処理をした場合 (下段)の両⽅において、IZUMOは細胞
膜に局在していなかった。スケールバーは10 µm。
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図6：IZUMO及びJUNOの集積はアミノ酸配列に依存した
(A)IZUMOもしくはSPACA6とJUNOを⽤いて、LIAM assayを⾏った。IZUMO発現細胞 (緑)と
JUNO発現細胞 (マゼンタ)を混合したとき、IZUMOの集積だけが観察される場合 (上段)と、
IZUMO・JUNOの両⽅が集積している場合 (中段)が観察された。⽮尻は集積を⽰した。点
変異の⼊ったW148A IZUMO (下段左)及びW62A JUNO (下段真ん中)では、集積は観察され
なかった。SPACA6でも集積は観察されなかった (下段右)。スケールバーは10 µm。 (B)
IZUMO/SPACA6及びJUNOの集積率
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図7：IZUMO及びJUNO発現細胞の免疫蛍光染⾊
(A) IZUMOの膜局在を調べた。IZUMO-Venus (緑)をIZUMO抗体 (マゼンタ)によって標識した。
透過処理をしていない場合 、IZUMOは細胞膜に局在していた(上段) 。透過処理をした場
合 、IZUMO-Venusの局在は、IZUMO抗体の局在と⼀致しており、ERに局在していた (下
段)。(B) JUNOの膜局在を調べた。mCherry-JUNO (マゼンタ)をJUNO抗体 (緑)によって標識
した。透過処理をしていない場合 、JUNOは細胞膜に局在していた(上段) 。透過処理をし
た場合 、mCherry-JUNOの局在は、JUNO抗体の局在と⼀致しており、ERに局在していた
(下段)。スケールバーは10 µm。
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図8：IZUMO変異体及びJUNO変異体の免疫蛍光染⾊
(A) W148A IZUMOの膜局在を調べた。W148A IZUMO-Venus (緑)をIZUMO抗体 (マゼンタ)に
よって標識した。透過処理をしていない場合 、IZUMOは細胞膜に局在していた(上段) 。
透過処理をした場合 、W148A IZUMO-Venusの局在は、IZUMO抗体の局在と⼀致しており、
ERに局在していた (下段)。(B) W62A JUNOの膜局在を調べた。mCherry-W62A JUNO (マゼン
タ)をJUNO抗体 (緑)によって標識した。透過処理をしていない場合 、JUNOは細胞膜に局
在していた(上段) 。透過処理をした場合 、mCherry-W62A JUNOの局在は、JUNO抗体の局
在と⼀致しており、ERに局在していた (下段)。スケールバーは10 µm。
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図9：IZUMOとSPACA6の⽴体構造
左は、Chimeraを⽤いた IZUMO (Uniprot accession no. Q9D9J7)のモデリング。右は、
AlphaFoldによって構造予測されたSPACA6。IZUMO及びSPACA6は、シグナル配列、Ig-likeド
メイン (マゼンタ)、N結合型グリコシル化 (シアン)、膜貫通ドメインを持つ。
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図10：IZUMO及びJUNOの移⾏はアミノ酸配列に依存した
(A)隣接した細胞へのIZUMOの移⾏。点線で囲まれた領域に移⾏したシグナルが検出され
た。スケールバーは10 µm。 (B) IZUMO/SPACA6及びJUNOの集積率。
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図11：IZUMO及びJUNOの分⼦系統樹
MEGA XのNeighbour-joining法を⽤いて、 IZUMO1(A)と JUNO(B)の系統樹を作製した。
Bootstrap値は1000回サンプリングで⾏った。%: マウスと⽐較したときのホモロジーの割
合。
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図12：IZUMOのアミノ酸配列
Clustal X を⽤いて、IZUMOのアミノ酸配列をアライメントした。パラメーターやカラー
コードはClustal Xのプログラムに従った。IZUMOの全⻑のアミノ酸配列は以下のものを⽤
いた。
Mus musculus (Uniprot accession no. Q9D9J7); human, Homo sapiens (Q8IYV9); golden hamster,
Mesocricetus auratus (A0A1U7QS27); pig, Sus scrofa (A0A287BMD8), opossum, Monodelphis
domestica (H9H653).
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図13：JUNOのアミノ酸配列
Clustal X を⽤いて、JUNOのアミノ酸配列をアライメントした。パラメーターやカラー
コードはClustal Xのプログラムに従った。JUNOの全⻑のアミノ酸配列は以下のものを⽤
いた。
mouse, M. musculus (Q9EQF4); human, H. sapiens (A6ND01); golden hamster, M. auratus
(A0A1U7RC80); pig, S. scrofa (F1STK4), opossum,M. domestica (F7AHC3).
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図14：同種及び異種でのIZUMO・JUNOの集積及び移⾏
(A-D) 同種及び異種でのIZUMO (緑)・JUNO (マゼンタ)の集積及び移⾏。点線で囲まれた領
域に移⾏したシグナルが検出された。(C)の⽮尻はIZUMOの集積を⽰した。スケールバー
は10 µm。
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図15：HEK293T細胞を⽤いた同種及び異種でのIZUMO・JUNOの集積
(A) マウスIZUMO発現細胞 (緑)とマウスJUNO発現細胞 (マゼンタ)の集積。⽮尻は集積を⽰
した。 (A) ヒトIZUMO発現細胞(緑)とハムスターJUNO発現細胞 (マゼンタ)の集積。⽮尻は
集積を⽰した。スケールバーは10 µm。
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図16：GCS1の発現効率
CNIHとGCS1-mCherryを共導⼊したときのGCS1-mCherryの発現効率を調べた。スケール
バーは50 µm。

GCS1-mCherry GCS1-mCherry + CNIH1

GCS1-mCherry + CNIH4 GCS1-mCherry + CNIH1/4
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図17：GCS1とCNIHの共導⼊によるBHK細胞内での局在
(A) GCS1-mCherry, (B) GCS1-mCherry + CNIH1, (C) GCS1-mCherry + CNIH4, (D) GCS1-mCherry +
CNIH1/4。スケールバーは10 µm。
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図18：接着因⼦E-cadherin及び体細胞融合因⼦EFF-1発現細胞のタイムラプス解析
E-cadherin (緑)、EFF-1、pRFPcyto (マゼンタ)を共導⼊した。⽮尻は取り込まれた細胞を⽰
した。⽮印は、融合する細胞を⽰した。時間 (時：分）は観察開始からの時間を⽰した。
スケールバーは20 µm。
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図19：接着因⼦E-cadherinと融合因⼦を共導⼊したときの多核化率
接着因⼦E-cadherinとEFF-1、GCS1そしてIZUMOをそれぞれ共導⼊したときの多核化率を⽰
した。
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図20：接着因⼦E-cadherin及び配偶⼦融合因⼦GCS1発現細胞のタイムラプス解析
E-cadherin (緑)、GCS1、pRFPcyto (マゼンタ)を共導⼊した。⽮尻は取り込まれた細胞を⽰
した。時間 (時：分）は観察開始からの時間を⽰した。スケールバーは20 µm。
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図21：接着因⼦E-cadherin及び接着因⼦IZUMO発現細胞のタイムラプス解析
E-cadherin (緑)、IZUMO (マゼンタ)を共導⼊した。⽮尻は取り込まれた細胞を⽰した。時
間 (時：分）は観察開始からの時間を⽰した。スケールバーは20 µm。
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図22：接着因⼦E-cadherin及び配偶⼦融合因⼦GCS1発現細胞 (⾮誘導)のタイムラプス解析
E-cadherin (緑)、GCS1、pRFPcyto (マゼンタ)を共導⼊した。⽮尻はE-cadherinの集積を⽰し
た。⽮印は融合する細胞を⽰した。時間 (時：分）は観察開始からの時間を⽰した。ス
ケールバーは20 µm。

66

09:12 09:36

09:54 10:42

12:0010:54



図23：⾮誘導系のGCS1発現細胞の多核化率
pRFPcyto、GCS1、E-cadherin + GCS1を導⼊したときの多核化率を⽰した。バーは平均を⽰
した。
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図24：IZUMO五量体及びGEX2五量体の吸光度
Nitrocefinの呈⾊反応変化を⽤いて、1分ごとに吸光度 (485 nm)を1時間測定し、相対的な
濃度を求めた。

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

A
bs

or
ba

nc
e 

(4
85

 n
m

)

Time (min)

Pentameric IZUMO

Control
HEK293F_non-purified
HEK293F_purified_1
HEK293F_purified_2

Control
Non-purified
Purified 1
Purified 2

IZUMO五量体
0.7

0

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0 6020 503010 40 (min)

Ab
so

rb
an

ce
 (4

85
 n

m
)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Ab
so

rb
an

ce
 (4

85
 n

m
)

Time (min)

Pentameric GEX2

Control
GEX2_3
GEX2_4

GEX2五量体

Control
Purified 1
Purified 2

0.7

0

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

Ab
so

rb
an

ce
 (4

85
 n

m
)

6020 503010 40 (min)

68



図25：IZUMO五量体とJUNO発現細胞を⽤いたAVEXIS assay
mCherry-JUNO発現細胞に、五量体IZUMOを添加した。五量体IZUMOをAlexa Flour 488で標
識した (緑)。五量体IZUMOを添加していないコントロール(上段)と五量体IZUMOを添加し
た条件(下段)の両⽅において、Alexa Flour 488の蛍光が検出された。スケールバーは20
µm。
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表1：細胞接着や細胞融合に使⽤したプラスミド
(A) 画像解析ソフトFijiのプラグインMTrackJを⽤いて、BHK細胞、COS-7細胞、HeLa細胞の
トラッキングを⾏った。スケールバーは50 µm。 (B) 各培養細胞の移動距離。ドットは
各細胞の移動距離を⽰した。バーは平均を⽰した。

テンプレート テンプレート

mouse E-cadherin-GFP pKPN166

pGENE::IZUMO-Venus pKPN69

マウスの精巣cDNA

pKPN3

上記の2断片

KPNp130

KPNp128

KPNp130

KPNp131

KPNp129

KPNp129

pKPN10 KpnⅠ NotⅠ

pGENE::IZUMO-mCherry pKPN70

マウスの精巣cDNA

pKPN4

上記の2断片

KPNp130

KPNp128

KPNp130

KPNp131

KPNp129

KPNp129

pKPN10 KpnⅠ NotⅠ

pGENE::IZUMOΔ-Venus pKPN95 pKPN69 KPNp157 KPNp158

pGENE::JUNO pKPN75 マウスの卵巣cDNA KPNp132 KPNp137 pKPN10 KpnⅠ NotⅠ

pGENE::mCherry-JUNO pKPN167 pKPN4 KPNp208 KPNp206 pKPN75 KPNp207 KPNp209

pGENE::CD9-mTurquoise2 pKPN192

マウスの卵巣cDNA

pKPN55

上記の2断片

KPNp220

KPNp128

KPNp220

KPNp221

KPNp129

KPNp129

pKPN10 KpnⅠ NotⅠ

mouse IZUMO-Venus pKPN247 pKPN69 KpnⅠ NotⅠ pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

mouse mCherry-JUNO pKPN248 pKPN167 KpnⅠ NotⅠ pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

humanIZUMO-Venus pKPN260

人工合成

pKPN3

上記の2断片

KPNp434

KPNp128

KPNp434

KPNp435

KPNp129

KPNp129

pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

hamsterIZUMO-Venus pKPN261

人工合成

pKPN3

上記の2断片

KPNp436

KPNp128

KPNp436

KPNp437

KPNp129

KPNp129

pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

pigIZUMO-Venus pKPN262

人工合成

pKPN3

上記の2断片

KPNp438

KPNp128

KPNp438

KPNp439

KPNp129

KPNp129

pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

humanJUNO pKPN263 人工合成 KPNp440 KPNp441 pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

hamsterJUNO pKPN264 人工合成 KPNp445 KPNp446 pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

pigJUNO pKPN265 人工合成 KPNp449 KPNp450 pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

mCherry-humanJUNO pKPN269 pKPN4 KPNp444 KPNp206 pKPN263 KPNp442 KPNp443

mCherry-hamsterJUNO pKPN270 pKPN4 KPNp444 KPNp206 pKPN264 KPNp447 KPNp448

mCherry-pigJUNO pKPN271 pKPN4 KPNp444 KPNp206 pKPN265 KPNp451 KPNp452

IZUMO W148A-Venus pKPN257 pKPN247 KPNp428 KPNp429

mCherry-JUNO W62A pKPN258 pKPN248 KPNp430 KPNp431

SPACA6-Venus pKPN245

マウスの精巣cDNA

pKPN3

上記の2断片

KPNp420

KPNp128

KPNp420

KPNp421

KPNp129

KPNp129

pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

pGENE::GCS1 pKPN76 pSN30 KPNp138 KPNp139 pKPN10 KpnⅠ PmeⅠ

pGENE::EFF-1 pKPN64

GCS1 pKPN249 pKPN76 KpnⅠ NotⅠ pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

GCS1-mCherry pKPN256 pKPN21 Kpn I Pme I pKPN166 KpnⅠ PmeⅠ

CNIH1 pKPN240 人工合成 KPNp400 KPNp401 pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

CNIH4 pKPN241 人工合成 KPNp402 KPNp403 pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

Addgene #67937

Benjamin Podbilewicz博士より分与していただき、形質転換し直した。

インサート ベクター
作製したプラスミド 管理番号

プライマー/制限酵素 プライマー/制限酵素
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テンプレート テンプレート

pGENE::ToreniaGEX2 pKPN183 トレニアの雌蕊cDNA KPNp222 KPNp223 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::TfA001479 pKPN184 トレニアの雌蕊cDNA KPNp224 KPNp225 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::TfA035026 pKPN185 トレニアの雌蕊cDNA KPNp226 KPNp227 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::TfA051419 pKPN186 トレニアの雌蕊cDNA KPNp228 KPNp229 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::TfB080621 pKPN187 トレニアの雌蕊cDNA KPNp234 KPNp235 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::TfA021506 pKPN189 トレニアの雌蕊cDNA KPNp238 KPNp239 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT3G19700 pKPN190 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp246 KPNp247 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT2G24130 pKPN191 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp248 KPNp249 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT3G02880 pKPN194 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp260 KPNp261 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT1G31420 pKPN195 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp262 KPNp263 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT2G01820 pKPN197 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp254 KPNp255 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT3G16860(w/o mCherry) pKPN198 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp293 KPNp294 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT4G16180 pKPN199 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp256 KPNp257 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT4G25240(w/o mCherry) pKPN200 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp264 KPNp265 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT5G01950 pKPN201 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp250 KPNp251 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT5G58100 pKPN202 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp252 KPNp253 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT4G25240 pKPN203 pKPN200 KPNp269 KPNp270 pKPN4 KPNp264 KPNp206

pGENE::AT2G02220 pKPN204 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp291 KPNp292 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT4G39400 pKPN205 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp297 KPNp298 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT5G06820 pKPN206 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp299 KPNp300 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::TfA002688 pKPN207 トレニアの雌蕊cDNA KPNp303 KPNp304 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT5G11560 pKPN212 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp317 KPNp318 pKPN21 KPNp267 KPNp266

pGENE::AT3G16860 pKPN213 pKPN198 KPNp307 KPNp308 pKPN4 KPNp276 KPNp206

pGENE::AT3G61640(w/o mCherry) pKPN223 シロイヌナズナの雌蕊cDNA KPNp329 KPNp330 pKPN21 KPNp267 KPNp266

GEX2:Venus pKPN276 pKPN67 KpnⅠ NotⅠ pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

ToreniaGEX2 pKPN277 pKPN183 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

TfA001479 pKPN278 pKPN184 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

TfA035026 pKPN279 pKPN185 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

TfA051419 pKPN280 pKPN186 NheI Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

TfA021506 pKPN281 pKPN189 KPNp459 KPNp458 pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

AT3G19700 pKPN282 pKPN190 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT2G24130 pKPN283 pKPN191 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT3G02880 pKPN284 pKPN194 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT1G31420 pKPN285 pKPN195 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT2G01820 pKPN286 pKPN197 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT3G16860(w/o mCherry) pKPN287 pKPN198 Hind III Pme I pKPN166 Hind III Pme I

AT4G16180 pKPN288 pKPN199 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT4G25240(w/o mCherry) pKPN289 pKPN200 Hind III Pme I pKPN166 Hind III Pme I

AT5G58100 pKPN290 pKPN202 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT4G25240 pKPN291 pKPN203 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT2G02220 pKPN292 pKPN204 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT4G39400 pKPN293 pKPN205 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT5G06820 pKPN294 pKPN206 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

TfA002688 pKPN295 pKPN207 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT3G16860 pKPN296 pKPN213 Hind III Pme I pKPN166 Hind III Pme I

AT3G61640(w/o mCherry) pKPN297 pKPN223 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT1G09790 pKPN298 pKPN275 Nhe I Pme I pKPN166 Nhe I Pme I

AT1G80540 pKPN299 pKPN233 Hind III Pme I pKPN166 Hind III Pme I

AT5G51480 pKPN300 人工合成 KpnⅠ NotⅠ pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

IZUMO-Cd4d3+4-COMP-blac-3xFLAG-6his pKPN237 pKPN74 KPNp393 KPNp394 pKPN236 Not I Asc I

GEX2-Cd4d3+4-COMP-blac-3xFLAG-6his pKPN238 pKPN67 KPNp395 KPNp396 pKPN236 Not I Asc I

FUS1-Venus pKPN82 pKPN82 KpnⅠ NotⅠ pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

MAR1-mCherry pKPN307

人工合成

pKPN4

上記の2断片

KPNp469

KPNp471

KPNp128

KPNp469

KPNp470

KPNp472

KPNp458

KPNp458

pKPN166 KpnⅠ NotⅠ

作製したプラスミド 管理番号
インサート ベクター

プライマー/制限酵素 プライマー/制限酵素

表2：GEX2パートナーのスクリーニングに使⽤したプラスミド
(A) 画像解析ソフトFijiのプラグインMTrackJを⽤いて、BHK細胞、COS-7細胞、HeLa細胞の
トラッキングを⾏った。スケールバーは50 µm。 (B) 各培養細胞の移動距離。ドットは
各細胞の移動距離を⽰した。バーは平均を⽰した。

71



表3：クローニングに使⽤したプライマー

名称 塩基配列（5'→3'）

KPNp128 TCAGGTGGAGGGGGCAGCGGGGGGGGAGGTATGGTGAGCAAGGGCGAG

KPNp129 GTGACCTCGAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

KPNp130 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCATTTTACACTC

KPNp131 GCTGCCCCCTCCACCTGAGTTTTCTGTTGCCTCGCTCTTATCT

KPNp132 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGCACAGTGGTGGCAGA

KPNp137 GTGACCTCGAGCGGCCGCTCAGGGATGGAACAACAGGCACAGA

KPNp138 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGTGAACGCGATTTTAATGGCT

KPNp139 GTGACCTCGAGCGGCCGCTTAACTCTCACGTAGTCTTTGTTTCCTCTG

KPNp157 GATTGTGGAGAGCGCCACATAG

KPNp158 AAGAACTTCCTTTTGGAACTGTCTAGC

KPNp206 TCCACCACCTCCAGATCCACCACCTCCAGACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

KPNp207 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGGGACAAACTGCTCAGCG

KPNp208 CAGTCCTACCCACCTTGGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGG

KPNp209 TGCCAAGGTGGGTAGGACTG

KPNp220 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGCCGGTCAAAGGAGGTAG

KPNp221 GCTGCCCCCTCCACCTGAGACCATTTCTCGGCTCCTGC

KPNp222 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGCATCTCAAACGACACTACAT

KPNp223 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAAGGCAACTTACTGGTGTTGTAGC

KPNp224 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAGGAAGCGAGACTTGGC

KPNp225 GCCCTTGCTCACCATCCATGACAAGTGCCCCGAAGATGG

KPNp226 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAGGACCATTATCTTATTCTTGATCTTAAACTCCA

KPNp227 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAACCATGTGATGTAGTATAAAGGAGAGATGG

KPNp228 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGACAGACGCCGTACACG

KPNp229 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAAACTGCTTCCTCTTGTTTCGAAAG

KPNp234 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTTGAAGAGATTGAAAGAGATGGGGAAG

KPNp235 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAGGAACATGGGAAGAAGATGATGATG

KPNp238 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTGTTGCCCTCGAGTTGC

KPNp239 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTTGATCTTCGGCTTTGGTCTTC

KPNp246 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCTCCGGCTACTATTTATCGTTCG

KPNp247 GCCCTTGCTCACCATCCATGATACAACTTTAGTAATCTCATCATTAGCACTCTCACC

KPNp248 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGATTATTGTTCTTTGTTGGTTGTCTCG

KPNp249 GCCCTTGCTCACCATCCATGATGAACTAGCTTCTCCTTGTGTTTCTTG

KPNp250 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGTGTTCCCTCAAAGACTCTATCTAC

KPNp251 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGCGAGGAGCGATGCTGG

KPNp252 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCGGAGATTCGGGGCT

KPNp253 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTTGATCTTTGGCTTAGGAGCTCT

KPNp254 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTCAAATTCCCATTTGGGTACTCTCTG

KPNp255 GCCCTTGCTCACCATCCATGAACGTCCATCCACAGAAGTGAACG

KPNp256 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGAGTTGAGATCGGATTCACGATC

KPNp257 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGCGAGAAGGAGGAGAAGAGAAG

KPNp260 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAGTATAAGCGTAAGCTAAGTCTCTCTG

KPNp261 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTCGGATACAGGATTTGGGGAG

KPNp262 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGATGGGCATCTGTGAGATGAAAAG

KPNp263 GCCCTTGCTCACCATCCATGAATCAGAGCTGGAATCATAAAATTCGCTG

KPNp264 AGCTTGGTACCATGGCGGCGACTTGTTCT

KPNp265 CTCGAGCGGCCGCAGCAAAATCTGAACACCGAGGC

KPNp266 CAAGCTTGGTGGCCTGTGAA

KPNp267 CATGGATGGTGAGCAAGGGC

KPNp269 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGCGGACCCTTTCGTCTCCTAC

KPNp270 CGCGAAAGAAACGGCGGAGA

KPNp291 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCGTGTTCATCGTTTTTGTGTG

KPNp292 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGACATCATCAAGCCAAGAGACTAACT

KPNp293 CACCAAGCTTGGTACCATGGGTTTAACTCGAAATTTCATTTTATGGATTC

KPNp294 CTCGAGCGGCCGCAAATCCGAAGAAACAGTAGAGCCAAAAAT

KPNp297 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAGACTTTTTCAAGCTTCTTTCTCTCTG

KPNp298 GCCCTTGCTCACCATCCATGATAATTTTCCTTCAGGAACTTCTTTTATACTCATATCAACC

KPNp299 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAAACCAAACAGCAATTGCGATT

KPNp300 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAGAGGAGAGGTAGCTGAAGGTAGG

KPNp303 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTCTCCCACCACCCTCAT

KPNp304 GCCCTTGCTCACCATCCATGATAGCCTATGCATCCAGATAAACACTAC

KPNp307 CTCGCCCTTGCTCACCATAGACGACGTTAGTTGAATCGCC

KPNp308 GTGGATCTGGAGGTGGTGGACAACGCAACACTCCACCAC

KPNp329 TTCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGCGTCGAGGAACTCC

KPNp330 ATGGGTGACCTCGAGCGGCCGCTTAGAAGAAGGTGTAGGAGGAAGAAGATGC

KPNp393 TCCAAGTTTAAACTGCGGCCGCCACCATGGGGCCGCATTTTACACTC

KPNp394 TGATGGAGGTCGACGGCGCGCCGCGAGTTTTCATTTTTTTCTCTGGATTTTGAG

KPNp395 TCCAAGTTTAAACTGCGGCCGCCACCATGGCGATTAAATTCGTTTCACTGTTAAATC

KPNp396 TGATGGAGGTCGACGGCGCGCCCTCTGACGGTAAGTTTGTCAGCAG

KPNp400 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCTTGGGATTTGTTTTTA

KPNp401 GCTGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTCAAAACAAATGAAGTAGATCA

KPNp402 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGAGATATCTGGACATGG

KPNp403 GCTGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTCAGTCCTCGTAATCATCCAG

KPNp428 GCATGTCTTAAGTGCGAAAAGCAGTTGC

KPNp429 GATCAAAGTCTGCGACATCACTCC

KPNp430 GCAGAAGCCCACCTTGAGGAGC

KPNp431 ACTTGTGGAACGTGTGCAGC

KPNp434 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCATTTTACCC

KPNp435 GCTGCCCCCTCCACCTGATTGTTGCCTCGAATCTGTGGC

KPNp436 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCGTCTTAC

KPNp437 GCTGCCCCCTCCACCTGATTGGCTTTCTGATTCCCCTGC

KPNp438 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGAGCCGCAGCGG

KPNp439 GCTGCCCCCTCCACCTGAAGCAGTGCCTTTGCCAGG

KPNp440 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCATGCTGGTGGCC

KPNp441 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTATCAGGAAAGGAACGGCAGGAAC

KPNp442 CCTCGCCCTTGCTCACCATAGCCCAGGTGGGCATG

KPNp443 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGGGACGAGCTGCTCAACA

KPNp444 ATGGTGAGCAAGGGCGAGG

KPNp445 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCACAGTGGTGGCAG

KPNp446 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTATCAGGAATGGAGCAGCAGGC

KPNp447 TCCTCGCCCTTGCTCACCATTCCTGCCACAGTGGGCAC

KPNp448 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGACAAGGCGGTCAACGTCTG

KPNp449 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGATGGTGGAGGCAGC

KPNp450 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTAGGACAACAAGCTCAGTGAAAGAGC

KPNp451 TCCTCGCCCTTGCTCACCATGGCCCAGGTAGGCAGCA

KPNp452 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGTCCAGAACTCTTGAACATCTGTATG

KPNp458 TGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

KPNp459 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGTGTTGCCCTCGAGTTGC

KPNp469 ATGGCCAGAATGCTGGTGACCATGCTGGCCGGCGAGCTGCTGCTGGGCTGTCTGTTCGCTCAGTTAGC

KPNp470 TCGGTGAGGCAGCCACACTCCGTCGTGCTCGTCGCCGTCGCCCT

KPNp471 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCCAGAATGCTGGTGAC

KPNp472 CCGCTGCCCCCTCCACCTGATCGGTGAGGCAGCCACAC
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表3：クローニングに使⽤したプライマー (続き)

名称 塩基配列（5'→3'）

KPNp128 TCAGGTGGAGGGGGCAGCGGGGGGGGAGGTATGGTGAGCAAGGGCGAG

KPNp129 GTGACCTCGAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

KPNp130 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCATTTTACACTC

KPNp131 GCTGCCCCCTCCACCTGAGTTTTCTGTTGCCTCGCTCTTATCT

KPNp132 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGCACAGTGGTGGCAGA

KPNp137 GTGACCTCGAGCGGCCGCTCAGGGATGGAACAACAGGCACAGA

KPNp138 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGTGAACGCGATTTTAATGGCT

KPNp139 GTGACCTCGAGCGGCCGCTTAACTCTCACGTAGTCTTTGTTTCCTCTG

KPNp157 GATTGTGGAGAGCGCCACATAG

KPNp158 AAGAACTTCCTTTTGGAACTGTCTAGC

KPNp206 TCCACCACCTCCAGATCCACCACCTCCAGACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

KPNp207 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGGGACAAACTGCTCAGCG

KPNp208 CAGTCCTACCCACCTTGGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGG

KPNp209 TGCCAAGGTGGGTAGGACTG

KPNp220 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGCCGGTCAAAGGAGGTAG

KPNp221 GCTGCCCCCTCCACCTGAGACCATTTCTCGGCTCCTGC

KPNp222 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGCATCTCAAACGACACTACAT

KPNp223 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAAGGCAACTTACTGGTGTTGTAGC

KPNp224 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAGGAAGCGAGACTTGGC

KPNp225 GCCCTTGCTCACCATCCATGACAAGTGCCCCGAAGATGG

KPNp226 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAGGACCATTATCTTATTCTTGATCTTAAACTCCA

KPNp227 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAACCATGTGATGTAGTATAAAGGAGAGATGG

KPNp228 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGACAGACGCCGTACACG

KPNp229 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAAACTGCTTCCTCTTGTTTCGAAAG

KPNp234 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTTGAAGAGATTGAAAGAGATGGGGAAG

KPNp235 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAGGAACATGGGAAGAAGATGATGATG

KPNp238 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTGTTGCCCTCGAGTTGC

KPNp239 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTTGATCTTCGGCTTTGGTCTTC

KPNp246 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCTCCGGCTACTATTTATCGTTCG

KPNp247 GCCCTTGCTCACCATCCATGATACAACTTTAGTAATCTCATCATTAGCACTCTCACC

KPNp248 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGATTATTGTTCTTTGTTGGTTGTCTCG

KPNp249 GCCCTTGCTCACCATCCATGATGAACTAGCTTCTCCTTGTGTTTCTTG

KPNp250 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGTGTTCCCTCAAAGACTCTATCTAC

KPNp251 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGCGAGGAGCGATGCTGG

KPNp252 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCGGAGATTCGGGGCT

KPNp253 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTTGATCTTTGGCTTAGGAGCTCT

KPNp254 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTCAAATTCCCATTTGGGTACTCTCTG

KPNp255 GCCCTTGCTCACCATCCATGAACGTCCATCCACAGAAGTGAACG

KPNp256 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGAGTTGAGATCGGATTCACGATC

KPNp257 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGCGAGAAGGAGGAGAAGAGAAG

KPNp260 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAGTATAAGCGTAAGCTAAGTCTCTCTG

KPNp261 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTCGGATACAGGATTTGGGGAG

KPNp262 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGATGGGCATCTGTGAGATGAAAAG

KPNp263 GCCCTTGCTCACCATCCATGAATCAGAGCTGGAATCATAAAATTCGCTG

KPNp264 AGCTTGGTACCATGGCGGCGACTTGTTCT

KPNp265 CTCGAGCGGCCGCAGCAAAATCTGAACACCGAGGC

KPNp266 CAAGCTTGGTGGCCTGTGAA

KPNp267 CATGGATGGTGAGCAAGGGC

KPNp269 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGCGGACCCTTTCGTCTCCTAC

KPNp270 CGCGAAAGAAACGGCGGAGA

KPNp291 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCGTGTTCATCGTTTTTGTGTG

KPNp292 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGACATCATCAAGCCAAGAGACTAACT

KPNp293 CACCAAGCTTGGTACCATGGGTTTAACTCGAAATTTCATTTTATGGATTC

KPNp294 CTCGAGCGGCCGCAAATCCGAAGAAACAGTAGAGCCAAAAAT

KPNp297 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAGACTTTTTCAAGCTTCTTTCTCTCTG

KPNp298 GCCCTTGCTCACCATCCATGATAATTTTCCTTCAGGAACTTCTTTTATACTCATATCAACC

KPNp299 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAAACCAAACAGCAATTGCGATT

KPNp300 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAGAGGAGAGGTAGCTGAAGGTAGG

KPNp303 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTCTCCCACCACCCTCAT

KPNp304 GCCCTTGCTCACCATCCATGATAGCCTATGCATCCAGATAAACACTAC

KPNp307 CTCGCCCTTGCTCACCATAGACGACGTTAGTTGAATCGCC

KPNp308 GTGGATCTGGAGGTGGTGGACAACGCAACACTCCACCAC

KPNp329 TTCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGCGTCGAGGAACTCC

KPNp330 ATGGGTGACCTCGAGCGGCCGCTTAGAAGAAGGTGTAGGAGGAAGAAGATGC

KPNp393 TCCAAGTTTAAACTGCGGCCGCCACCATGGGGCCGCATTTTACACTC

KPNp394 TGATGGAGGTCGACGGCGCGCCGCGAGTTTTCATTTTTTTCTCTGGATTTTGAG

KPNp395 TCCAAGTTTAAACTGCGGCCGCCACCATGGCGATTAAATTCGTTTCACTGTTAAATC

KPNp396 TGATGGAGGTCGACGGCGCGCCCTCTGACGGTAAGTTTGTCAGCAG

KPNp400 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCTTGGGATTTGTTTTTA

KPNp401 GCTGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTCAAAACAAATGAAGTAGATCA

KPNp402 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGAGATATCTGGACATGG

KPNp403 GCTGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTCAGTCCTCGTAATCATCCAG

KPNp428 GCATGTCTTAAGTGCGAAAAGCAGTTGC

KPNp429 GATCAAAGTCTGCGACATCACTCC

KPNp430 GCAGAAGCCCACCTTGAGGAGC

KPNp431 ACTTGTGGAACGTGTGCAGC

KPNp434 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCATTTTACCC

KPNp435 GCTGCCCCCTCCACCTGATTGTTGCCTCGAATCTGTGGC

KPNp436 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCGTCTTAC

KPNp437 GCTGCCCCCTCCACCTGATTGGCTTTCTGATTCCCCTGC

KPNp438 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGAGCCGCAGCGG

KPNp439 GCTGCCCCCTCCACCTGAAGCAGTGCCTTTGCCAGG

KPNp440 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCATGCTGGTGGCC

KPNp441 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTATCAGGAAAGGAACGGCAGGAAC

KPNp442 CCTCGCCCTTGCTCACCATAGCCCAGGTGGGCATG

KPNp443 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGGGACGAGCTGCTCAACA

KPNp444 ATGGTGAGCAAGGGCGAGG

KPNp445 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCACAGTGGTGGCAG

KPNp446 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTATCAGGAATGGAGCAGCAGGC

KPNp447 TCCTCGCCCTTGCTCACCATTCCTGCCACAGTGGGCAC

KPNp448 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGACAAGGCGGTCAACGTCTG

KPNp449 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGATGGTGGAGGCAGC

KPNp450 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTAGGACAACAAGCTCAGTGAAAGAGC

KPNp451 TCCTCGCCCTTGCTCACCATGGCCCAGGTAGGCAGCA

KPNp452 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGTCCAGAACTCTTGAACATCTGTATG

KPNp458 TGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

KPNp459 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGTGTTGCCCTCGAGTTGC

KPNp469 ATGGCCAGAATGCTGGTGACCATGCTGGCCGGCGAGCTGCTGCTGGGCTGTCTGTTCGCTCAGTTAGC

KPNp470 TCGGTGAGGCAGCCACACTCCGTCGTGCTCGTCGCCGTCGCCCT

KPNp471 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCCAGAATGCTGGTGAC

KPNp472 CCGCTGCCCCCTCCACCTGATCGGTGAGGCAGCCACAC
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表3：クローニングに使⽤したプライマー (続き)

名称 塩基配列（5'→3'）

KPNp128 TCAGGTGGAGGGGGCAGCGGGGGGGGAGGTATGGTGAGCAAGGGCGAG

KPNp129 GTGACCTCGAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

KPNp130 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCATTTTACACTC

KPNp131 GCTGCCCCCTCCACCTGAGTTTTCTGTTGCCTCGCTCTTATCT

KPNp132 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGCACAGTGGTGGCAGA

KPNp137 GTGACCTCGAGCGGCCGCTCAGGGATGGAACAACAGGCACAGA

KPNp138 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGTGAACGCGATTTTAATGGCT

KPNp139 GTGACCTCGAGCGGCCGCTTAACTCTCACGTAGTCTTTGTTTCCTCTG

KPNp157 GATTGTGGAGAGCGCCACATAG

KPNp158 AAGAACTTCCTTTTGGAACTGTCTAGC

KPNp206 TCCACCACCTCCAGATCCACCACCTCCAGACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

KPNp207 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGGGACAAACTGCTCAGCG

KPNp208 CAGTCCTACCCACCTTGGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGG

KPNp209 TGCCAAGGTGGGTAGGACTG

KPNp220 TCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGCCGGTCAAAGGAGGTAG

KPNp221 GCTGCCCCCTCCACCTGAGACCATTTCTCGGCTCCTGC

KPNp222 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGCATCTCAAACGACACTACAT

KPNp223 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAAGGCAACTTACTGGTGTTGTAGC

KPNp224 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAGGAAGCGAGACTTGGC

KPNp225 GCCCTTGCTCACCATCCATGACAAGTGCCCCGAAGATGG

KPNp226 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAGGACCATTATCTTATTCTTGATCTTAAACTCCA

KPNp227 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAACCATGTGATGTAGTATAAAGGAGAGATGG

KPNp228 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGACAGACGCCGTACACG

KPNp229 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAAACTGCTTCCTCTTGTTTCGAAAG

KPNp234 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTTGAAGAGATTGAAAGAGATGGGGAAG

KPNp235 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAGGAACATGGGAAGAAGATGATGATG

KPNp238 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTGTTGCCCTCGAGTTGC

KPNp239 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTTGATCTTCGGCTTTGGTCTTC

KPNp246 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCTCCGGCTACTATTTATCGTTCG

KPNp247 GCCCTTGCTCACCATCCATGATACAACTTTAGTAATCTCATCATTAGCACTCTCACC

KPNp248 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGATTATTGTTCTTTGTTGGTTGTCTCG

KPNp249 GCCCTTGCTCACCATCCATGATGAACTAGCTTCTCCTTGTGTTTCTTG

KPNp250 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGTGTTCCCTCAAAGACTCTATCTAC

KPNp251 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGCGAGGAGCGATGCTGG

KPNp252 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCGGAGATTCGGGGCT

KPNp253 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTTGATCTTTGGCTTAGGAGCTCT

KPNp254 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTCAAATTCCCATTTGGGTACTCTCTG

KPNp255 GCCCTTGCTCACCATCCATGAACGTCCATCCACAGAAGTGAACG

KPNp256 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGGAGTTGAGATCGGATTCACGATC

KPNp257 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGCGAGAAGGAGGAGAAGAGAAG

KPNp260 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAGTATAAGCGTAAGCTAAGTCTCTCTG

KPNp261 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGTCGGATACAGGATTTGGGGAG

KPNp262 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGATGGGCATCTGTGAGATGAAAAG

KPNp263 GCCCTTGCTCACCATCCATGAATCAGAGCTGGAATCATAAAATTCGCTG

KPNp264 AGCTTGGTACCATGGCGGCGACTTGTTCT

KPNp265 CTCGAGCGGCCGCAGCAAAATCTGAACACCGAGGC

KPNp266 CAAGCTTGGTGGCCTGTGAA

KPNp267 CATGGATGGTGAGCAAGGGC

KPNp269 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGCGGACCCTTTCGTCTCCTAC

KPNp270 CGCGAAAGAAACGGCGGAGA

KPNp291 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGCGTGTTCATCGTTTTTGTGTG

KPNp292 GCCCTTGCTCACCATCCATGAGACATCATCAAGCCAAGAGACTAACT

KPNp293 CACCAAGCTTGGTACCATGGGTTTAACTCGAAATTTCATTTTATGGATTC

KPNp294 CTCGAGCGGCCGCAAATCCGAAGAAACAGTAGAGCCAAAAAT

KPNp297 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAGACTTTTTCAAGCTTCTTTCTCTCTG

KPNp298 GCCCTTGCTCACCATCCATGATAATTTTCCTTCAGGAACTTCTTTTATACTCATATCAACC

KPNp299 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGAAAACCAAACAGCAATTGCGATT

KPNp300 GCCCTTGCTCACCATCCATGAAGAGGAGAGGTAGCTGAAGGTAGG

KPNp303 TTCACAGGCCACCAAGCTTGATGTCTCCCACCACCCTCAT

KPNp304 GCCCTTGCTCACCATCCATGATAGCCTATGCATCCAGATAAACACTAC

KPNp307 CTCGCCCTTGCTCACCATAGACGACGTTAGTTGAATCGCC

KPNp308 GTGGATCTGGAGGTGGTGGACAACGCAACACTCCACCAC

KPNp329 TTCACAGGCCACCAAGCTTGGTACCATGGCGTCGAGGAACTCC

KPNp330 ATGGGTGACCTCGAGCGGCCGCTTAGAAGAAGGTGTAGGAGGAAGAAGATGC

KPNp393 TCCAAGTTTAAACTGCGGCCGCCACCATGGGGCCGCATTTTACACTC

KPNp394 TGATGGAGGTCGACGGCGCGCCGCGAGTTTTCATTTTTTTCTCTGGATTTTGAG

KPNp395 TCCAAGTTTAAACTGCGGCCGCCACCATGGCGATTAAATTCGTTTCACTGTTAAATC

KPNp396 TGATGGAGGTCGACGGCGCGCCCTCTGACGGTAAGTTTGTCAGCAG

KPNp400 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCTTGGGATTTGTTTTTA

KPNp401 GCTGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTCAAAACAAATGAAGTAGATCA

KPNp402 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGAGATATCTGGACATGG

KPNp403 GCTGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTCAGTCCTCGTAATCATCCAG

KPNp428 GCATGTCTTAAGTGCGAAAAGCAGTTGC

KPNp429 GATCAAAGTCTGCGACATCACTCC

KPNp430 GCAGAAGCCCACCTTGAGGAGC

KPNp431 ACTTGTGGAACGTGTGCAGC

KPNp434 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCATTTTACCC

KPNp435 GCTGCCCCCTCCACCTGATTGTTGCCTCGAATCTGTGGC

KPNp436 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGGCCGCGTCTTAC

KPNp437 GCTGCCCCCTCCACCTGATTGGCTTTCTGATTCCCCTGC

KPNp438 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGAGCCGCAGCGG

KPNp439 GCTGCCCCCTCCACCTGAAGCAGTGCCTTTGCCAGG

KPNp440 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCATGCTGGTGGCC

KPNp441 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTATCAGGAAAGGAACGGCAGGAAC

KPNp442 CCTCGCCCTTGCTCACCATAGCCCAGGTGGGCATG

KPNp443 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGGGACGAGCTGCTCAACA

KPNp444 ATGGTGAGCAAGGGCGAGG

KPNp445 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCACAGTGGTGGCAG

KPNp446 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTATCAGGAATGGAGCAGCAGGC

KPNp447 TCCTCGCCCTTGCTCACCATTCCTGCCACAGTGGGCAC

KPNp448 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGACAAGGCGGTCAACGTCTG

KPNp449 GATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGGATGGTGGAGGCAGC

KPNp450 TGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTAGGACAACAAGCTCAGTGAAAGAGC

KPNp451 TCCTCGCCCTTGCTCACCATGGCCCAGGTAGGCAGCA

KPNp452 GTGGATCTGGAGGTGGTGGAGGTCCAGAACTCTTGAACATCTGTATG

KPNp458 TGATTATGATCTAGAGTCGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

KPNp459 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGTGTTGCCCTCGAGTTGC

KPNp469 ATGGCCAGAATGCTGGTGACCATGCTGGCCGGCGAGCTGCTGCTGGGCTGTCTGTTCGCTCAGTTAGC

KPNp470 TCGGTGAGGCAGCCACACTCCGTCGTGCTCGTCGCCGTCGCCCT

KPNp471 AGATCTCGAGCTCAAGCTTGGTACCATGGCCAGAATGCTGGTGAC

KPNp472 CCGCTGCCCCCTCCACCTGATCGGTGAGGCAGCCACAC
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IZUMO

JUNO Mouse Human Hamster Pig

Mouse 72%
(n = 54)

0.0%
(n = 50)

33%
(n = 36)

0.0%
(n = 64)

Human 50%
(n = 38)

27%
(n = 51)

0.0%
(n = 58)

48%
(n = 63)

Hamster 78%
(n = 40)

0.0%
(n = 46)

77%
(n = 57)

13%
(n = 84)

Pig 0.0%
(n = 26)

0.0%
(n = 38)

0.0%
(n = 37)

24%
(n = 41)

n : number of contacted cells

表4：同種及び異種でのIZUMOの集積率
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IZUMO

JUNO Mouse Human Hamster Pig

Mouse 37%
(n = 54)

2.0%
(n = 50)

25%
(n = 36)

0.0%
(n = 64)

Human 0.0%
(n = 38)

29%
(n = 51)

3.4%
(n = 58)

49%
(n = 63)

Hamster 0.0%
(n = 40)

0.0%
(n = 46)

16%
(n = 57)

7.1%
(n = 84)

Pig 0.0%
(n = 26)

0.0%
(n = 38)

0.0%
(n = 37)

0.0%
(n = 41)

n : number of contacted cells

表5：同種及び異種でのJUNOの集積率
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IZUMO

JUNO Mouse Human Hamster Pig

Mouse 28%
(n = 54)

0.0%
(n = 50)

0.0%
(n = 36)

0.0%
(n = 64)

Human 0.0%
(n = 38)

0.0%
(n = 51)

0.0%
(n = 58)

3.2%
(n = 63)

Hamster 0.0%
(n = 40)

0.0%
(n = 46)

44%
(n = 57)

0.0%
(n = 84)

Pig 0.0%
(n = 26)

0.0%
(n = 38)

0.0%
(n = 37)

0.0%
(n = 41)

n : number of contacted cells

表6：同種及び異種でのIZUMOの移⾏率
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IZUMO

JUNO Mouse Human Hamster Pig

Mouse 7.4%
(n = 54)

0.0%
(n = 50)

0.0%
(n = 36)

0.0%
(n = 64)

Human 0.0%
(n = 38)

65%
(n = 51)

0.0%
(n = 58)

32%
(n = 63)

Hamster 0.0%
(n = 40)

0.0%
(n = 46)

28%
(n = 57)

0.0%
(n = 84)

Pig 0.0%
(n = 26)

0.0%
(n = 38)

0.0%
(n = 37)

0.0%
(n = 41)

n : number of contacted cells

表7：同種及び異種でのJUNOの移⾏率
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表8：シロイヌナズナのトランスクリプトームデータを⽤いたGEX2パートナー分⼦候補
のクローニング結果
CCは中央細胞、ECは卵細胞、SYは助細胞を表している。S-C、S-E、E-Cは各細胞間での有
意差を⽰している。

CC
x6

CC
x7

EC
x1
5

EC
x1
7

EC
x1
8

SY
x1
3

SY
x1
4

SY
x4

S-
C

S-
E

E-
C

ク
ロ
ー
ニ
ン
グ

AT
1G
31
42
0.
2
10
4.
46
59
99
11
6.
68
00
79
12
8.
36
77
86
58
.6
59
10
11
77
.1
50
49
13
1.
41
55
39
57
72
.3
71
03
35
0.
76
78
63
32
0.
09
26
90
91
0.
16
00
01
22
0.
76
97
59
54

◯

AT
1G
56
14
0.
1
11
5.
37
73
41
15
.5
08
68
91
11
5.
68
18
67
44
.2
17
82
18
13
0.
76
56
78
0.
28
31
07
91
0.
08
65
68
22

0.
23
03
59
0.
30
63
47
89
0.
08
69
59
46
0.
71
90
41
71

×
AT
1G
56
14
5.
1
12
8.
71
34
26
38
.3
15
58
49

62
.4
01
00
7
11
1.
88
55
3
22
.7
17
23
28
0.
14
15
53
96
29
.3
46
62
72
0.
15
35
72
67
0.
22
22
59
84
0.
31
24
58
82
0.
88
78
85
16

×
AT
2G
01
82
0.
1
17
9.
36
36
07

18
3.
82
35
8
55
4.
34
03
74
44
0.
32
14
82
34
2.
07
99
92
0.
56
62
15
83
0.
43
28
41
11
1.
07
50
08
65
0.
06
97
07
82
0.
00
10
86
24
0.
01
75
08
03

◯

AT
2G
02
22
0.
1
21
.7
55
33
05
10
1.
80
99
83
42
8.
02
97
64
30
2.
92
30
25
25
4.
29
45
64
0.
70
77
69
78
0.
25
97
04
67
0.
99
82
22
32

0.
56
57
72
2
0.
00
30
71
2
0.
01
21
79
63

◯

AT
2G
24
13
0.
1
80
.8
24
75
74
22
.1
68
30
27
81
.3
95
59
92
5.
70
77
43
72
15
7.
95
08
43
0.
14
15
53
96
0.
17
31
36
44
0.
30
71
45
33
0.
56
02
37
83
0.
22
37
18
64

0.
80
52
56
1

◯

AT
3G
02
88
0.
1
12
3.
93
12
95
25
0.
87
58
53
30
3.
91
34
76
19
1.
10
62
63
29
7.
33
77
42
33
8.
31
39
57
33
2.
16
22
67
58
4.
42
07
75
0.
13
64
17
17
0.
27
32
19
23
0.
72
82
44
53

◯

AT
3G
16
86
0.
1
26
5.
17
25
58
29
8.
04
05
14
12
5.
69
34
57
11
5.
11
76
26
10
4.
71
32
28
15
7.
83
26
62
26
.7
49
58
06
0.
61
42
90
66
0.
01
59
52
36
0.
50
44
00
36
0.
04
59
27
81

◯

AT
3G
19
70
0.
1
48
.0
23
37
67
62
.7
64
57
71
15
7.
57
96
86

12
2.
20
07
3
23
9.
94
68
38
0.
56
62
15
83
0.
25
97
04
67
0.
38
39
31
66
0.
34
10
95
98
0.
00
62
85
31
0.
04
49
63
32

◯

AT
3G
28
72
0.
1
17
9.
56
56
69
71
.7
04
88
02
69
.4
63
97
81

60
.0
34
46
1
36
.6
87
38
7

0
32
.0
30
24
21

0.
23
03
59
0.
04
52
47
17
0.
38
52
19
34
0.
19
62
12
37

×
AT
3G
62
36
0.
1
44
2.
04
40
69
45
2.
76
24
94
23
6.
98
66
81

16
6.
48
73
2
47
1.
08
36
69
16
.9
86
47
48
6.
14
63
43
75
92
.2
20
38
51
0.
01
82
36
41
0.
06
98
52
03
0.
31
93
71
15

×
AT
4G
16
18
0.
2
10
2.
91
68
58

15
0.
61
67
4
96
.6
18
70
2
64
.2
29
30
88
26
.3
04
16
42
69
.2
19
88
48
0.
08
65
68
22
0.
15
35
72
67
0.
06
04
63
53
0.
45
26
10
33
0.
22
93
47
82

◯

AT
4G
25
24
0.
1
90
.3
89
02
03
13
7.
84
48
78
22
7.
24
93
81
44
2.
65
95
94
35
8.
56
72
92
1.
13
24
31
65
0.
69
25
45
78
0.
76
78
63
32
0.
27
19
23
12
0.
00
44
21
51
0.
03
60
81
87

◯

AT
4G
39
40
0.
1
31
.5
21
65
54
97
.6
13
51
38
23
.3
83
23
45
46
.9
68
54
17
14
9.
89
59
79
0.
14
15
53
96
0.
17
31
36
44

0.
23
03
59
0.
37
14
24
64
0.
23
49
06
23
0.
97
73
19
45

◯

AT
5G
01
95
0.
1
24
5.
30
31
39
22
9.
98
47
37
26
.6
06
14
36
30
.3
95
45
45
95
.9
03
22
08
6.
65
30
35
96
41
.8
99
01
94
1.
61
25
12
98
0.
00
09
03
25
0.
38
21
77
04
0.
00
19
74
02

◯

AT
5G
06
82
0.
1
12
6.
22
13
29
63
.8
59
30
81
19
0.
01
44
95
49
.3
75
42
16
58
.7
12
40
49
0.
14
15
53
96
0.
17
31
36
44
1.
15
17
94
98
0.
22
32
86
75

0.
15
24
37
7
0.
99
56
86
08

◯

AT
5G
11
56
0.
1
41
0.
79
18
29
31
9.
20
53
13

62
4.
83
29
4
82
3.
63
42
95
67
6.
67
14
79
31
6.
37
30
93
88
.9
92
13
21
60
6.
38
16
66
0.
98
42
52
98
0.
11
04
96
32
0.
18
37
75
23

◯

AT
5G
47
02
0.
1
97
.5
95
89
45
16
9.
77
45
32
61
.0
29
55
63
13
4.
02
88
25
52
.1
04
89
95
58
.0
37
12
22
19
.8
24
12
28
0.
84
46
49
66
0.
07
51
23
55
0.
29
84
22
89
0.
41
92
80
95

×
AT
5G
58
10
0.
1
85
.0
68
05
71
19
8.
60
24
48
23
0.
40
37
18
49
.8
56
79
75
56
.6
35
76
03
67
3.
23
06
18

34
.7
13
85
7
10
35
.0
79
76
0.
38
15
64
86
0.
27
79
79
02
0.
99
46
80
89

◯

AT
1G
09
79
0.
1
0.
33
67
69
82

0
30
2.
47
34
53
18
0.
17
21
51
29
4.
12
83
82
0.
70
77
69
78
0.
08
65
68
22
0.
69
10
76
99
0.
99
99
62
18
0.
00
17
41
32
0.
00
28
79
55

◯

AT
1G
80
54
0.
1
94
.6
32
32
01
10
4.
72
92
65
55
9.
55
18
87
34
3.
90
87
51
51
6.
83
27
77
38
1.
62
94
67
40
2.
80
19
36
17
4.
15
14
02
0.
15
75
50
07
0.
27
69
10
35
0.
02
84
39
54

◯

AT
3G
61
64
0.
1
4.
37
80
07
69
15
.3
26
23
39
40
.8
69
23
09
65
.9
48
50
87

81
.8
70
13
8
5.
23
74
96
4
23
.0
27
14
7
73
.8
68
45
17
0.
60
35
38
27

0.
43
32
07
9
0.
16
19
19
3

◯

AT
5G
51
48
0.
1
15
.0
19
93
41

40
.6
87
50
2
39
.7
72
07
04
22
6.
24
67
09
94
.6
44
64
84
0.
28
31
07
91
0.
08
65
68
22
0.
15
35
72
67
0.
87
64
15
98
0.
12
94
08
03
0.
30
84
05
97

◯
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表9：トレニアのトランスクリプトームデータを⽤いたGEX2パートナー分⼦候補のク
ローニング結果
CCは中央細胞、ECは卵細胞、SYは助細胞を表している。S-C、S-E、E-Cは各細胞間での有
意差を⽰している。

Tf
EC
x1
9m
RN
A
Tf
EC
x1
8m
RN
A
Tf
EC
x2
2m
RN
A
Tf
CC
x1
0m
RN
A
Tf
CC
x6
m
RN
A
Tf
CC
x9
m
RN
A
Tf
SY
x1
6m
RN
A1

Tf
SY
x1
7m
RN
A1

Tf
SY
x3
2m
RN
A1

S-
C

E-
S

E-
C

ク
ロ
ー
ニ
ン
グ

Tf
A0
01
47
9

15
3.
02
74
95
8

21
0.
73
03
91
5

61
.7
96
79
96
7

25
3.
77
49
39
1
24
2.
93
10
25
5
26
3.
02
13
56
1

10
8.
01
92
26
7

60
.0
00
90
88
5

12
8.
24
02
33
4
0.
01
81
85
59

0.
55
09
35
2
0.
06
71
82
89

◯

Tf
A0
02
68
8

29
1.
43
93
93
2

48
2.
65
59
36
3

30
2.
07
99
60
3

72
.1
70
01
36
7
53
.2
54
84
62
7
69
.3
80
07
18
7

57
7.
92
02
66
7

38
4.
65
05
40
5

40
1.
04
04
98
4
0.
00
38
84
66
0.
42
80
21
55
0.
01
50
28
88

◯

Tf
A0
21
50
6

22
2.
06
98
37

68
.2
19
49
96
3

10
4.
91
87
42
3

12
1.
13
54
99
8
12
4.
49
70
97
9
11
5.
56
18
53
5

93
.5
16
10
82
1

68
.5
27
90
11

98
.9
38
77
73
0.
68
09
49
53
0.
51
83
38
34
0.
95
41
49
03

◯

Tf
A0
35
02
6

14
3.
42
91
92
4

43
.0
98
53
20
5

50
.9
31
42
83

41
.6
89
49
01
9

45
.8
77
98
9
65
.2
98
89
11
8

19
.8
40
26
61
3

26
.2
04
90
3

22
.3
46
99
65
6
0.
57
98
12
85
0.
17
29
43
46
0.
57
90
03
41

◯

Tf
A0
51
41
9

82
.6
76
29
49
3

16
3.
70
29
87
8

96
.2
03
80
90
1

16
4.
49
65
02
6
17
0.
27
40
34
1
15
7.
44
76
55
4

16
.5
91
56
75
9

41
.4
91
09
64
2

18
.9
16
12
98
7
0.
00
16
87
33
0.
01
52
50
74
0.
13
15
91
39

◯

Tf
B0
72
91
5

14
6.
15
59
83
1

14
6.
32
07
06
9

14
5.
09
79
80
2

89
.3
76
76
08

10
1.
86
12
61
9
12
1.
68
36
24
5

42
.9
29
23
08
1

12
5.
51
31
66
4

13
5.
19
46
92
9
0.
99
16
70
73
0.
25
45
45
15

0.
29
58
30
2

◯

Tf
B0
73
21
6

11
5.
17
96
40
4

28
.0
97
38
55
4

12
.4
49
90
47

57
.8
14
67
03
5
64
.2
69
60
57
4

60
.8
95
51
2

15
.6
63
36
8

9.
56
68
69
34
9

20
.0
28
84
33
9
0.
26
39
48
39
0.
39
74
56
39
0.
93
68
10
98

×
Tf
B0
77
74
4

28
0.
96
85
16
8

21
4.
42
11
49
8

17
3.
39
32
18
1

86
.5
01
23
03
7
11
8.
13
94
41
3
12
3.
21
84
94
9

75
.7
03
05
31
1

14
4.
09
64
01

0.
95
40
58
48
7
0.
03
13
90
44
0.
02
22
93
14
0.
40
27
76
06

×
Tf
B0
80
62
1

43
.3
01
43
67
9

12
4.
65
23
84
1

82
.5
08
91
38
5

70
.4
00
17
68
3
66
.0
88
55
68
5
73
.3
53
85
30
8

1.
74
03
74
22
2

3.
22
36
19
02

0
0.
02
82
07
77
0.
01
27
73
35
0.
77
08
89
51

◯

Tf
B0
88
79
0

10
2.
96
36
18

13
4.
41
50
35
1

12
9.
36
58
27
9

14
3.
16
01
36
1
12
3.
99
18
33
7
12
3.
07
98
17
9

38
.2
88
23
28
9

10
1.
69
99
80
7

67
.9
68
25
09
5
0.
03
26
65
35
0.
05
58
26
92
0.
90
02
03
66

×
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