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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　動物の受精の際、精子は卵細胞外マトリックスに侵入するとき先体反応と呼ばれる形態的変化を伴う一連の反応（開口分泌とアクチンの重合）を誘起する。棘皮動物（ウニやヒトデ）において、この先体反応を誘起する物質は、細胞外マトリックスを構成する主要成分であり、構造解析によりそれは硫酸化多糖であることがこれまでの研究で明らかとなった。複数の種より硫酸化多糖を単離し、その構造を比較してみると、面白いことに種によって硫酸基の配列（硫酸化パターン）が異なり、それが生理活性に種特異性を賦与していることが分かった。また、ブラジルP.A.S. Mourao
博士らとの共同実験で、日本陸奥湾に棲息するツガルウニの硫酸化多糖の構造はこれまでに発見されたものとその糖鎖骨格が大きく異なることが分かった（投稿準備中）。
　精子細胞膜には硫酸化多糖の受容体が存在し、受容体を介して細胞内に伝わった信号が順次イオンチャンネル、イオントランスポーターを活性化し、最終的に膜融合（エキソサイトーシス）とアクチン重合を引き起こす。これら生体膜のイオン輸送分子群の秩序だった活性化がわずか５秒足らずで完了するため、その詳細な解析は困難であった。そこで本研究の第一の目的は、硫酸化多糖の硫酸基をBch-diazoによりケージングし、生理活性を一時的に遮蔽した状態で精子と混ぜ、それからUV照射により脱ケージ化し、脱ケージ化後数秒で起こる各イオンの流入、流出を１分子イメージングで、先体反応を観察しながら解析を行なうものであった。

　１分子イメージングを実現するために、精子をカバーガラス上に不動化させ、不動化した精子が硫酸化多糖により先体反応を誘起する系を作らなければならない。膜電荷を利用した接着方法では精子の活性をも失ってしまうことが分かったので、そこで各種細胞接着物質をカバーガラスにコートし精子が接着し、しかも先体反応をする条件を見い出した。硫酸化多糖のケージ化は、硫酸化多糖を難容性にしてしまうため、これを実験に用いることは困難であった。そこで高分子多糖を限定分解することで、溶解性を回復しようと試みた。硫酸化多糖の酸加水分解の程度により、先体反応の誘起活性を失うことが分かったので、活性保持と溶解性回復の条件を探った。その結果、見かけ分子量が1億の硫酸化多糖を60kDaにまで分解すると、先体反応の誘起活性は一見消失してしまうように見えたが、抗体染色を用いた方法で先体反応のエキソサイトーシスは起きていることがわかった。この60kDaフラグメントには精子細胞内に恒常的なカルシウム流入を引き起こす活性が保たれていた。現在60kDaフラグメントをケージ化し、当初の目的の精子1分子イメージング解析が可能か検討している。
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	欧文概要　ＥＺ

  The sperm acrosome reaction is an essential process for fertilization to occur. In Echinoderms, acrosome reaction-inducing substance has been identified and structure analysis revealed that it is a liner sulfated polysaccharide (SP) with a repeating oligosaccharide unit. SP binds to its receptor on sperm plasma membrane and receptor-mediated signaling activates ion channels and ion transporters, resulting in membrane fusion (exocytosis) and actin polymerization. Because such orchestrated-activation of ion-transporters takes only 5 seconds to complete, it is difficult to analyze precise mechanism of kinetics of ion flux and localization of these ion-transporters.  Caging of sulfate groups on SP by Bch-diazo will be an ideal method to study real-time observation of signal transduction leading to the acrosome reaction. We have established system that allows to monitor intracellular calcium and pH changes by single cell imaging. Caging of intact SP was not suitable due to its insolubility. Fragmentation of SP by mild acid was found to retain biological activity. Optimization of caging condition with this SP fragment is now underway. 
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