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研究成果の概要（和文）：受精とは単純な現象のようだが、卵と精子の間の遠い道や、卵を守る膜(卵外被)によ
って遮られた、容易ならぬ道である。本研究では、受精実験に使いやすい動物であるカタユウレイボヤを用い
て、精子が卵外被という障壁を突破する仕組みの解明を目ざした。まず、精子の表面にあるタンパク質を調べ上
げ、精子と卵外被の相互作用に関わりそうな因子の目録を作り、今後の研究の礎とした。その中でも特に量と数
の多かった、メタロプロテアーゼという種類の酵素が、受精に、とりわけ卵外被の分解に、必要であることを発
見した。

研究成果の概要（英文）：Sperm should overcome barriers, including the long distance to the egg and 
the hard membrane protecting the egg (egg coat), to achieve fertilization. We attempted to reveal 
how sperm penetrate through the prohibiting egg coat through the ascidian Ciona robusta (kata yurei 
boya), a handy model animal for fertilization assays. First we inventoried the sperm surface 
proteins, that could participate in interaction with the egg coat, to acquire the basic knowledge 
for further analyses. Among those proteins, metalloproteases, a kind of enzymes, were abundant. We 
found that metalloproteases were requisite for fertilization, especially for degradation of the egg 
coat. 

研究分野： 生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 受精とは他個体由来の細胞が融合し、運命
を共にするという、極めて特殊な現象である。
それゆえ、精子と卵には、受精を可能にする
特殊な機構が備わっている。特に精子には、
卵細胞を守る糖タンパク質の固い膜「卵外
被」に、結合し、受精すべき相手の判定(認識)
を行い、固い卵外被に穴を開けて通過する機
構が必要である、 
 ホヤは、精子と卵の大量入手が可能で、受
精実験が容易なことから、受精研究に古くか
ら用いられてきた。 
 卵外被は、異種間交配を防ぐとともに、同
種精子に対しても強固な障壁として働く。そ
れゆえ、精子が卵外被を突破する仕組みは、
受精を理解するうえで解明する必要のある
課題である。ホヤの一種マボヤや脊椎動物の
一部では、精子の卵外被通過において、精子
ユビキチン-プロテアソーム系が卵外被を分
解し精子通過を助けると報告されているが、
精子プロテアソーム系の局在や、ユビキチン
化酵素の実体は不明であった。また、そもそ
もユビキチン-プロテアソーム系の寄与の程
度や、他種における普遍性も、判明してはい
ない。 
 ホヤは雌雄同体で精子と卵を同時に海水
中に放出するが、自家受精しない性質（自家
不和合性）を持ち、自他認識の場は卵外被で
あることが、知られている。獲得免疫系をも
たないホヤが、自他の細胞を識別する機構に
は、長年興味が持たれてきた。カタユウレイ
ボヤの自他認識因子の候補として、精子側因
子 s-Themisおよび卵側因子 v-Themisという対
をなす遺伝子が、遺伝学的実験により同定さ
れている。しかし、主に s-Themis タンパク質
の検出・単離や s-Themis のクローニングに技
術的困難が多いことが原因で、タンパク質レ
ベルでの機能の検証に誰も成功していない。 
 
２．研究の目的 
 ホヤの受精に必要な分子機構を理解するこ
と、特に卵外被への穿孔形成に関わる精子酵
素とその性質、および自家不和合性に関わる
因子の局在とタンパク質間相互作用を明らか
にすることを目標に、本研究に着手した。 
 
３．研究の方法 
 精子頭部タンパク質の検出は、質量分析と
カタユウレイボヤデータベース (NCBI, 
Aniseed)に対する検索を中心に、抗体が確立
されている分子に関しては免疫学的手法も
一部併用した。 
 卵外被の分解に寄与する因子の候補に対
しては、プロテアーゼ阻害薬や阻害タンパク
質を用いて、受精実験、卵外被消化実験を行
った。特に着目した分子については、クロー
ニングののちリコンビナントに対する抗体
と、推定活性ドメインのリコンビナントを作
製、また TALEN によるノックアウトを行っ
た。 

 詳細は次項および雑誌論文 1~3 に記載した。 
 
４．研究成果 
• 卵外被との結合または卵外被への穿孔形成
に直接関与しうる精子タンパク質の候補を
リストアップする目的で、精子が放出するタ
ンパク質と精子表面タンパク質のプロテオ
ーム解析を行った。カルシウムイオノフォア
により誘起された精子反応の前後で、精子か
ら放出された分子と、細胞膜不透過性標識で
標識された分子を、質量分析により網羅的に
同定した。ドメイン構成から配偶子間相互作
用への関与が見込まれる分子も多数同定さ
れ、今後の受精機構解明において基盤となる
情報を得た。(雑誌論文 3) 
• 精子表面タンパク質濃縮画分を大量調製し、
SDS-PAGE と LC による分離ののち、質量分
析を行い、s-Themis の一部とみられるペプチ
ドの検出に成功した。これは s-Themis のタン
パク質レベルでの存在を支持する初めての
証拠である。 
• カタユウレイボヤにおいて、細胞膜透過性
の プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 薬 MG-132 と
bortezomib の存在下で媒精を行うと、卵割達
成率が減少することを確認した(澤田ら 1998
の再現)。しかし、卵だけまたは精子だけを阻
害薬で前処理して媒精すると、非共有結合性
の MG-132 では効果が見られず、共有結合性
の bortezomib では卵を前処理した場合のみ卵
割達成率減少が見られた。また、薬剤無しで
媒精後、阻害薬に曝露した場合も、卵割達成
率減少が見られた。また、ポリユビキチン鎖
に取り込まれプロテアソームを阻害するユ
ビキチン類似体UBB+1の存在下で媒精を行っ
ても、受精阻害は確認されなかった。以上よ
り、カタユウレイボヤにおいては、プロテア
ソーム阻害薬による卵割達成率減少は受精
阻害ではなく卵割阻害に過ぎず、また受精に
精子による卵外被ユビキチン化は必要無い
ことを明らかにした。カタユウレイボヤにお
ける卵外被消化機構は、マボヤのそれとは異
なるようである。 
• 精子表面タンパク質濃縮画分に astacin様メ
タロプロテアーゼ群が多いことを見出した。
広域メタロプロテアーゼ阻害薬GM6001が受
精を阻害したことから、これらの分子はユビ
キチン-プロテアソーム系に代わる新たな候
補因子として有力である。GM6001 による受
精阻害は、卵外被を持つ卵でのみ見られ、卵
外被除去卵はGM6001存在下でも受精したこ
とから、メタロプロテアーゼが必要なのは、
精子の卵外被への結合・認識・穿孔形成のい
ずれかの過程である。精子には、SDS-PAGE
における卵外被のバンドパターンを変える、
すなわち卵外被を消化する能力があること
を、我々は確認している。このとき、GM6001
の存在下では精子による卵外被消化が見ら
れなかったことから、精子メタロプロテアー
ゼは卵外被消化に必要である。精子メタロプ
ロテアーゼが卵外被消化酵素であるか、また



は真の卵外被消化酵素を精子メタロプロテ
アーゼが活性化しているかの、いずれかだろ
う。 
• Astacin 様メタロプロテアーゼ群のタンパク
質レベルでの機能解析のために、抗体および
リコンビナントを作製した。しかし、作製し
た抗体は、非変性状態の内在性 astacin 様メタ
ロプロテアーゼを検出することができなか
った。また、メタロプロテアーゼドメインと
推測される領域の、大腸菌発現リコンビナン
トと昆虫細胞発現リコンビナントの、いずれ
も、プロテアーゼ活性を示さなかった。カタ
ユウレイボヤ astacin 様メタロプロテアーゼ
には疎水性が高い領域が多く、精子の内在性
分子においては表面に露出している部分が
限られ、リコンビナントにおいては適切な折
り畳みがなされなかったものと推測してい
る。 
• Astacin 様メタロプロテアーゼ群の受精にお
ける機能を検証する目的で、TALEN によるノ
ックアウトを行った。合計 8 種類の TALEN
対を設計し、高いノックアウト効率で尾芽胚
を得たが、ノックアウト個体は変態の段階で
死亡し、受精実験に使用可能な成熟個体には
ならなかった。しかし、GM6001 存在下で育
成した野生型ホヤでも同様の変態異常が見
られたこと、同時期に少なくとも 3 分子の
astacin 様メタロプロテアーゼの mRNA が発
現していたこととあわせると、astacin 様メタ
ロプロテアーゼ群は、カタユウレイボヤの後
期発生(変態)にも必須であると推測される。 
• 当初の計画には無かったが、当研究を実施
する中で、カタユウレイボヤ精子頭部に、未
知の細胞内領域があることを発見した。この
新奇領域は、哺乳類精子では先体に結合する
落花生凝集素 (peanut agglutinin, PNA)により
標識されたので、はじめ先体様オルガネラで
あると想定した。しかし、この領域は核とミ
トコンドリアの間という、先体としては機能
しえない部位に位置し、またカルシウムイオ
ノフォア処理時にはミトコンドリアと共に
精子から脱落するという、先体とは全く異な
る挙動を示した。核とミトコンドリアの間の
PNA 結合領域は、脊索動物門ではホヤ綱のユ
ウレイボヤ・マボヤと、オタマボヤ綱のワカ
レオタマボヤ、そして棘皮動物門ではキタサ
ンショウウニ・ムラサキウニでも見られた。
この新奇精子細胞内 PNA 結合領域について、
細胞生物学的性質と生化学的性質を調べ、あ
る範囲の新口動物において生殖に必要な重
要構造である可能性を提唱した。(雑誌論文
1) 
 
以上をまとめると、カタユウレイボヤにおい
て、 
• 精子が放出するタンパク質および精子表面
タンパク質を網羅的に同定した 
• 精子表面タンパク質濃縮画分において、自
家不和合性因子の最有力候補である s-Themis
が、精子表面にタンパク質レベルで存在する

ことを示唆した 
• (マボヤではユビキチン-プロテアソーム系
が、卵外被分解機構として有力視されている
が、)カタユウレイボヤにおけるユビキチン-
プロテアソーム系の卵外被消化への寄与は、
マボヤとは異なることを示した 
• Astacin ファミリーのメタロプロテアーゼ群
が精子表面に多く存在し、またメタロプロテ
アーゼが卵外被の消化に必要であることを
明らかにした 
• Astacin 様メタロプロテアーゼ群が、後期発
生にも必要であることを見出した 
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