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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術により、体内受精の鍵となる精子運動開始因子（SMIS）の、システイ
ンノット（CK）構造に関わる領域を欠損した遺伝子改変アカハライモリを作成し、SMISが合成される輸卵管の分
泌物のウェスタンブロット解析により、活性に関わるSMISの重合状態等にCK構造が重要であることが示唆され
た。また、RNAseqによりシリケンイモリとトウホクサンショウウオのSMIS遺伝子の全塩基配列と部分配列をそれ
ぞれ同定し、CK構造が保存されていることが示唆された。さらに、ウェスタンブロット解析により、樹上受精種
の一部でSMISに分子量変化を伴う差異が認められ、異なる受精環境への適応との関連性が推察された。

研究成果の概要（英文）：Sperm motility-initiating substance (SMIS) is a key protein for the internal
 fertilization of Cynops pyrrhogaster.  The deduced amino acid sequence of SMIS cDNA included 14 
cysteine residues, and 6 of them construct the cysteine knot (CK) motif. CK motif is thought to 
mediate protein polymerization and stabilize protein conformation. 1) We performed genome editing 
using CRISPR/Cas9 system for targeting to 4th cysteine residues of the CK motif. Western blotting 
using the anti-SMIS antibodies revealed that the lack of the 4th cysteine resulted in the change of 
polymerization and/or conformation status of SMIS in correlation with the physiological activity. 2)
 SMIS genes of Cynops ensicauda and Hynobius lichenatus were identified by RNAseq and found the 
presence of the CK motif in the deduced amino acid sequences. 3) By the Western blotting, 
differences in the molecular sizes and the possible polymerization status were suggested among 
species that undergo distinct mode of reproduction.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
両生類には、水中や陸上の様々な環境に適応
した生殖様式の多様化が見られ、その結果確
立された体内受精様式は両生類の陸上環境
への適応に大きく貢献した。精子運動開始因
子（Sperm motility initiating substance: 
SMIS）は異なる様式で生殖を行う両生類の
種間で保存されており、生殖環境に適応した
特有の構造を持つ卵外被を通過するための
特異的な精子運動を引き起こす。アカハライ
モリの体内受精では、SMIS は、卵外皮であ
るジェリー層の最外層の顆粒構造に局在し、
メスの貯精嚢に貯蔵された精子がジェリー
層表面に直接媒精されると、精子に作用して
受精のための運動を開始させる。アカハライ
モリでは、SMIS が体内受精成立の鍵タンパ
ク質となっている。SMIS はジェリー層内側
の構成成分を分泌する輸卵管曲部、及び外側
の構成成分を分泌する子宮の上皮細胞で合
成され、輸卵管内腔に分泌される。ジェリー
層の顆粒構造中では重合して不活性な状態
で存在しており、顆粒構造を覆って外部から
隔離しているシート構造中のリガンドが誘
起する精子先体反応により活性化されるこ
とが予測されている。顆粒構造への SMISの
局在が、先体反応と連携した独特の精子運動
開始機構を成立させ、アカハライモリの体内
受精様式の成立に大きな役割を果たしたも
のと考えられる。 
 
２．研究の目的 
１）SMIS 遺伝子改変アカハライモリを作成
し、これを用いて、SMIS の精子運動開始因
子活性の発現に関連する顆粒構造への局在
形成、及び受精時の SMIS活性化の分子機構
を明らかにする。 
 
２）異なる受精様式を持つ両生類の SMIS相
同遺伝子を同定、比較解析することにより体
内受精様式成立に必要なSMIS遺伝子構造の
特徴を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）CRISPER/CAS9システムにより、SMIS
遺伝子改変アカハライモリを作成した。
SMISは 6システイン残基によりシステイン
ノット構造を形成し、第２ループの C–末側
に７アミノ酸残基からなる活性部位が存在
する。活性部位の C–末側に存在する 4 番目
のシステイン残基をターゲットとしたガイ
ド RNA を合成し、CAS9 タンパク質ととも
に受精卵に注入した。発生した個体は性成熟
まで飼育した。遺伝子改変の確認のために、
ガイド RNA／CAS9 注入個体の尾から抽出
したゲノム DNA をテンプレートとして、
PCR によりターゲットを含む配列を増幅し、
シーケンス解析を行った。目的とした遺伝子
改変が確認された個体の輸卵管曲部及び子
宮より分泌物を採取し、SMIS を特異的に認
識する抗体を用いてウェスタンブロッティ

ングを行い、分泌物中に含まれる SMISの状
態を解析した。 
 
２）アカハライモリ輸卵管曲部、シリケン
イモリ輸卵管、トウホクサンショウウオ輸
卵管及びモリアオガエル輸卵管より抽出し
たそれぞれの total RNAを用い、RNAseq
を行った。得られた結果を Trinity を用い
て de novoアッセンブリし、NCBIの遺伝
子データベースを用いてアノテーションし
た。これらの情報をデータベースとしてア
カハライモリ SMISに高い相同性をもつ配
列を BLAST検索した。 
 
３）モリアオガエル、シュレーゲルアオガ
エル、リュウキュウカジカガエル、シリケ
ンイモリ、メキシコサンショウウオの輸卵
管より分泌物を採取し、SMIS を特異的に
認識する抗体を用いてウェスタンブロッテ
ィングを行い、分泌物中に含まれる SMIS
の状態を解析した。 
 
４．研究成果 
１）４番目のシステイン残基をターゲットと
したSMIS遺伝子改変アカハライモリ作成に
より得られた KO1、KO2 の２個体を用いて
輸卵管曲部及び子宮内のSMISの存在状態を
調べた。 
 KO1では、SMISのアミノ酸配列中の 4
番目のシステイン残基に隣接するC末側の
2 アミノ酸残基の欠損が予想された(図
1:KO1b)。また、これに加えて、２アミノ
酸残基の置換と 1アミノ酸残基の欠損した
SMIS が混在することが予想された（図
1:KO1a）。KO2では、4番目のシステイン
残基の欠損が予想された（図 1:KO2）。こ
れらの 2個体では、SMISは野生型と変異
型が混在して発現していることが予想され
た。 

 図１ 矢印で配列の変異を示す。矢印で示していない
箇所のアミノ酸の違いは新規 SMIS ヴァリアント
（研究結果 4）のものと考えられる。WT : 野生型 

 
 輸卵管曲部及び子宮から分泌物を採取し、
SMIS の精子運動開始活性に対して中和作用
を持つ抗 SMIS抗体を用いて、ウェスタンブ
ロッティングを行った。野生型では輸卵管曲
部分泌物及び子宮分泌物中に約 28 kDaのバ
ンドが検出されたが、子宮分泌物においてよ
り多く検出された。KO1、及び KO2 におい
ても同様のバンドは検出されたが、検出量が
減少した。特に KO2 では顕著に減少し、子
宮分泌物中と輸卵管分泌物中における検出
量の差が野生型に比べて小さかった。 



 次に SMISの活性部位に結合する抗 P2抗
体を用いてウエスタンブロッティングを行
った。野生型では輸卵管曲部及び子宮分泌物
中に 96.5kDa、及び 17 kDaのバンドが検出
され、子宮分泌物中にはこれらのバンドに加
えて 22 kDaのバンドが検出された。KO1、
及び KO2では、96.5 kDa、及び 22 kDaの
バンドの検出量が野生型と比べて減少した。
さらに、KO2では 17 kDaのバンドが子宮分
泌物に検出されなかった。 
 アミノ酸配列から予想されるSMISの分子
量は約 16kDa であり、検出された複数のバ
ンドはSMISの異なる重合状態及びコンフォ
メーションを反映すると考えられる。SMIS
が精子運動開始を適切に行うためには、不活
性な状態での顆粒構造への局在及び受精時
の活性化に対応した適切な重合状態及びコ
ンフォメーションを取る必要がある。ウエス
タンブロッティング解析の結果は、システイ
ンノット構造を形成する 4番目のシステイン
残基と第 3ループが、SMISの重合及びコン
フォメーションの形成に必要な領域である
とともに、活性の発現にも重要な役割を果た
す領域であることを示唆する。 
  
２）異なる受精様式を持つ両生類の SMIS相
同遺伝子の同定 
 アカハライモリと同じ Cynops属であり、
体内受精を行うシリケンイモリのSMIS相同
遺伝子を、輸卵管の RNAseqにより同定した。
塩基配列より推定されたシリケンイモリ
SMISは、アカハライモリ SMISと 91％の相
同性を持つC末端側の150アミノ酸残基から
なる配列の N末側にさらに 25残基からなる
アミノ酸の配列が結合した構造を持ち、シス
テインノット構造を形成する 6システイン残
基と活性部位は保存されていた。 
 一方、体外受精を行う有尾両生類であるト
ウホクサンショウウオの輸卵管の RNAseq
により、アカハライモリ SMIS遺伝子に高い
相同性を持つコンティグ配列が得られた。こ
のコンティグ配列から推定されるアミノ酸
配列には活性部位のアミノ酸配列と、システ
インノット構造に関与するシステイン残基
が保存されていた。体外受精種の SMIS相同
遺伝子が同定されたのは本研究が初めてで
ある。体外受精を行うトウホクサンショウウ
オでは、淡水の低浸透圧により精子運動開始
が引き起こされると考えられる一方、SMIS
の精子運動開始への関与が示唆されている。
今後、トウホクサンショウウオ SMIS相同遺
伝子の全塩基配列を決定し、アカハライモリ
SMIS 遺伝子と比較することにより、SMIS
の構造変化が体内受精成立に果たした役割
がより一層明らかになると期待される。 
 また、輸卵管分泌物に由来する泡巣を用い
て樹上受精を行うモリアオガエルから輸卵
管を採取して RNseqを行った。RNAを抽出
する輸卵管の部位と抽出条件を検討し、HCG
投与による排卵誘発、繁殖期における野外採

集個体の使用など、様々な条件で繰り返し
RNAseqを行ったが、アカハライモリ SMIS
遺伝子に相同性を持つコンティグ配列は得
られなかった。そのために、遺伝子改変モリ
アオガエルの作成することができなかった。
モリアオガエルの泡巣におけるSMISの存在
はウェスタンブロッティングにより示され
ており、モリアオガエルでは SMIS相同遺伝
子が発現する領域及びタイミングが極めて
限定的であるものと考えられる。 
 
３）異なる受精様式を持つ両生類の SMISの
ウェスタンブロッティングによる解析 
 ともに泡巣を用いた樹上受精を行うモリ
アオガエルとシュレーゲルアオガエルの輸
卵管分泌物を採取し、SMIS の活性部位に結
合する抗 P2 抗体を用いてウエスタンブロッ
ティングを行った。モリアオガエル輸卵管分
泌物中には 83kDa、及び 17 kDaのバンドが
検出された。それぞれ重合体及び単量体を認
識すると考えられ、モリアオガエル SMISは
アカハライモリSMISと同様に重合体を形成
することが示唆された。また、シュレーゲル
アオガエルの輸卵管分泌物中には 83kDa の
バンドは検出されたが、17kDaのバンドは検
出されず、11kDaのバンドが検出された。同
様の受精様式を持つこれらの 2種の間におい
てもSMISの分子構造が変化していることが
示唆された。モリアオガエル、シュレーゲル
アオガエルと同じアオガエル科に属し、淡水
中で体外受精を行うリュウキュウカジカガ
エルの輸卵管分泌物中には抗 P2 抗体が認識
するバンドが検出されなかった。 
 アカハライモリと同様に体内受精を行う
シリケンイモリでは、抗 P2 抗体により、輸
卵管分泌物中に 88kDa、及び 17kDaのバン
ドが検出され、SMIS はアカハライモリ
SMIS と同様の重合体を形成することが示唆
された。一方、メキシコサンショウウオでは、
抗P2抗体により輸卵管分泌物中に 15kDaの
バンドのみが検出された。メキシコサンショ
ウウオも体内受精を行うが、SMIS の構造変
化により重合体形成の様式が異なることが
示唆された。 
 以上の結果から、受精様式が異なる種の間
だけでなく、体内受精、または樹上受精を行
う種の間でも、SMIS の構造変化が起こって
いることが示唆された。 
 
４）アカハライモリ輸卵管曲部の RNAseqを
行い、既知の SMIS遺伝子とは異なる配列を
持つ新規 SMISヴァリアントを発見した。シ
ステインノット構造を形成するシステイン
残基、及び活性部位をコードする領域の塩基
配列は保存されていた。SMIS と新規 SMIS
ヴァリアントの遺伝子は、排卵誘発個体では
それぞれ子宮と輸卵管局部で特異的に発現
していた。この発現様式から、2種類の SMIS
が相互作用して、SMIS の特異的な局在や活
性化機構を構築していることが示唆される。



今後、新規 SMISヴァリアントと、SMISの
生理活性との関係について解析を進める予
定である。 
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https://www.yamagata-u.ac.jp/jp/files/6114/
7676/5796/press20161018.pdf 
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