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研究成果の概要（和文）：ホヤの受精において、精子プロテアソームが細胞外で卵膜ライシンとして機能するこ
とを報告しているが、その局在性や活性化機構には不明な点が多い。本研究ではまず、マボヤ精子膜画分抽出物
中に、確かにプロテアソームが存在することを免疫沈降法と質量分析で再確認した。しかし、共沈降される相互
作用成分の同定には至らなかった。また、有性生殖への関与が指摘されているPA200のTALEN法による遺伝子破壊
を行なったが、ホヤでは胚発生異常を引き起こすことが判明した。一方、受精阻害実験から、金属プロテアーゼ
がホヤの受精に関与することが示され、プロテアソームとともに卵膜ライシンとして機能する可能性が示唆され
た。　

研究成果の概要（英文）：We previously reported that sperm proteasomes are involved in sperm 
penetration of the vitelline coat, probably as a lysin. Here, the localization of sperm proteasome 
in sperm membrane fraction was re-examined. Furthermore, roles in fertilization of proteasome 
activator PA200, which appears to be involved in sexual reproduction, was examined. The results 
showed that sperm proteasome subunits were detected by LC/MS in the immunoprecipitated sperm 
membrane fraction using anti-proteasome antibody. However, it was not successful to identify the 
proteasome-associating proteins. Then, targeting of ascidian PA200 genes was carried out by genome 
editing. However, this was not successful due to the induction of abnormal embryonic development. On
 the other hand, we noticed that sperm metalloproteases may be involved in ascidian fertilization 
based on the inhibitory effects on fertilization. This enzyme may also play a key role in 
fertilization together with the proteasome.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者は、受精実験が容易な脊索動物マボヤを用いて、その受精に精子ユビキチン-プロテアソーム系が関与す
ること、特に細胞外で卵膜ライシンとして機能することを初めて明らかにした。その後、哺乳類や鳥類や棘皮動
物でも同様の現象が確認され、新口動物に共通するシステムであると考えられる。一般に、プロテアソームは細
胞内のタンパク質分解で重要な役割を果たすが、細胞外での機能は不明な点が多い。しかし、近年、神経疾患等
で細胞外プロテアソームが注目されつつある。本研究は、受精に関わる精子プロテアソームの細胞外での機能と
輸送機構に焦点を当てた研究であり、不妊症診断治療薬の開発に繋がりうる基礎研究といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
ユビキチン−プロテアソームシステム（UPS）は細胞内の主要なタンパク質分解経路であるが、
細胞外での機能はほとんど知られていない。申請者は、海産脊索動物マボヤの受精に関与する精
子プロテアーゼを探索し、精子プロテアソームが卵膜上の精子受容体として機能する HrVC70を
分解するライシンとして細胞外で機能することを、初めて報告した（文献 1）。その後、哺乳類
や鳥類においても精子 UPS がライシンとして細胞外で機能することが報告された。しかし、こ
の酵素系がどのように細胞膜表面に輸送されアンカリングされるのか、さらに、細胞外で機能す
るプロテアソームはどのようにして活性化されるのか、に関しては殆ど知見が得られていない。  
 一方、プロテアソームアクティベーターPA200 は精巣で高発現しており、その欠損マウスは雄
性不稔になることが報告されているが、それ以外はほとんど研究が進んでいない。最近、PA28
と PA200 のダブルノックアウトマウスでは精子形成異常が起こり、運動性や受精率が低下する
ことが報告されている。また、細胞培養液中にプロテアソームが遊離すること、そしてそこに
PA200が多く含まれていることも分かってきた。本研究では、PA200が精子プロテアソームに会
合し細胞表面への輸送に関与するのではないかと考え、その可能性について検討した。細胞外プ
ロテアソームの機能や細胞膜への輸送機構については殆ど研究が進んでおらず、極めて独創的
かつ挑戦的な課題といえる。  
 
２．研究の目的 
 
 ペルオキシソームへの輸送系においては、PTS1 と呼ばれる C 末端 3 残基の配列（[SAGCN]-
[RKH]-[LIVMAF]）が存在するだけで、巨大分子複合体であってもペルオキシソームに輸送でき
る。これがヒントとなり、UPSを先体胞や細胞外に輸送するシグナルがどこかにあるのではない
かと考えた。そこでまず、精子プロテアソームと他組織のプロテアソームとの相違に着目し比較
を行ったところ、精子プロテアソームの α6 サブユニットの C末端 16 残基が、精子特異的に除
去（プロセシング）されることを見出した（文献２）。そこで、このプロセシングにより出現す
る C 末配列が細胞膜表面への輸送やアンカリングに関わる可能性について検討した。また、プ
ロテアソームアクティベータ−PA200は、細胞外プロテアソームに多く会合していると報告され
ているので、PA200がプロテアソームの精子細胞膜表面への輸送や受精に関わる可能性について
も検討した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）精子細胞膜画分抽出液の調製とプロテアソームの検出： 
凍結マボヤ精子を融解後、９倍量の 10 mM HEPES (pH 8.0)とプロテアーゼインヒビターカクテ
ルを含む人工海水（緩衝液 A）を加えてホモジナイズした。その遠心（15,000xg, 30分）沈殿画
分に、緩衝液 A を加えて同条件で遠心し上清を除去することにより洗浄を行った。この洗浄操
作を 3 回行った後の沈殿画分に 0.1% Triton X-100 を含む緩衝液 A を加えて抽出し、その遠心
（15,000xg, 30分）上清画分を ”精子膜画分抽出液” として使用した。以前の実験では、精子プ
ロテアソーム α6サブユニットC末端ペプチドに対する抗体（抗Csp15抗体）をProtein A-Sepharose
に不溶化したビーズに精子抽出液を加え、直接免疫沈降実験を行っていた。しかし、精子抽出物
には Protein A-Sepharoseに反応する成分が多いことに気づき、Protein A-Sepharoseで精子抽出液
を前処理し（プレクリアー処理）、その上清を用いて、抗 Csp15抗体-Protein A-Sepharoseまたは
ウサギ IgG-Protein A-Sepharose（コントロール）で免疫沈降する実験を行った。その後、SDS-PAGE
を行い、抗 Csp15抗体で特異的に沈降するバンドを切り出して、質量分析を行った。 
（２）ゲノム編集による PA200遺伝子の破壊実験： 
カタユウレイボヤのゲノム情報をもとに、PA200 の遺伝子を標的とする特異的プライマーを作
製し、TALEN mRNAを卵に注入してから媒精し、常法にしたがって発生させた。 
（３）金属プロテアーゼ阻害剤による受精阻害実験： 
カタユウレイボヤとマボヤの受精に及ぼす金属プロテアーゼ阻害剤GM6001、TAPI-1、TAPI-2
の影響を、既報にしたがって検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）精子細胞膜画分抽出液の調製とプロテアソームの検出： 
精子膜画分抽出液を用いて、ウサギIgG-Protein A-Sepharoseで沈降されず、抗Csp15抗体-Protein 

A-Sepharoseで特異的に沈降されるタンパク質をSDS-PAGEで解析した。その特異的バンド領域
を切り出して、ゲル内トリプシン消化を行い、LC/MS解析を行った。その結果、20Sプロテアソ
ームのαとβサブユニットを複数検出することができた。このことは、精子膜画分にプロテアソ



ームが存在し、Triton X-100で抽出されること、またそのプロテアソーム複合体が、Triton X-100
存在下で、抗Csp15抗体で認識され特異的に免疫沈降されることを示している。本実験において、
共沈降される成分を解析した結果、ミトコンドリアのタンパク質や鞭毛タンパク質は検出され
たが、プロテアソームと相互作用しうるドメインをもつ膜タンパク質を同定することはできな
かった。今後は、抽出液を大量に調製することや、架橋試薬を用いてプロテアソームと不可逆
的に結合させた条件で免疫沈降することが課題であると思われる。 
以前に行った実験では、卵膜成分HrVC70と相互作用する精子HrUrabinやHrTTSP-1が共沈降さ
れることが示唆されたが、今回の実験では、ウサギIgGでも免疫沈降された。これは、プロテア
ソームとの相互作用を否定するものではないが、更なる詳細な解析が必要と思われる。最近、
マウスの精細胞で免疫プロテアソームに特異的に結合するPITHD1というチオレドキシンドメ
イン含有タンパク質が同定されており、その遺伝子欠損体は雄性不稔となることが報告されて
いる（文献３）。しかし、今回のマボヤ精子の解析では、そのホモログは抗Csp15抗体で共沈降
されなかった。 
（２）ゲノム編集によるPA200遺伝子の破壊実験： 
カタユウレイボヤPA200のTALEN mRNAを作製し、卵に注入してから媒精して胚発生させ飼育
を試みた。2種類のプライマーセットで検討した。一方では、６塩基欠失のみ見られ正常に発生
したが、他方では、発生途中で致死になることが確認された。受精におよぼす影響を確認する
ためには、親個体に発生させてから精子を回収する必要があり、現在の方法ではPA200欠損精子
を得ることは困難であると思われる。精子PA200の機能解析を行うためには、精巣特異的に
TALENを発現させる方法を今後開発する必要がある。 
（３）受精に及ぼす金属プロテアーゼ阻害剤の影響 
カタユウレイボヤでは、精子表面に１型トロンボスポンジン（TSP1）ドメインとアスタシン様
金属プロテアーゼドメインを併せ持つプロテアーゼがLC/MSで複数検出されること、また金属
プロテアーゼ阻害剤GM6001は正常卵の受精を阻害するが卵膜除去卵の受精を阻害しないこと、
GM6001の不活性型アナログGM6001NCは受精を阻害しないこと、を明らかにしている（文献
４）。また、卵膜に精子を加えて一晩４℃で反応させると、微弱ながら卵膜分解が観察されるこ
となどから、アスタシン様金属プロテアーゼがカタユウレイボヤの卵膜分解に直接的または間
接的に関与すると考えている（文献４）。この酵素が卵膜を直接分解するという知見は得られて
おらず、プロテアソーム活性化因子である可能性もある。今回、マボヤでもこのGM6001とその
アナログであるTAPI-1, TAPI-2を用いて、受精阻害効果を検討した。基本的にはカタユウレイボ
ヤもマボヤも同様な阻害パターンを示すことが新たに明らかになった。今後は、本金属プロテ
アーゼを精製し、卵膜を直接分解するのかプロテアソーム活性化因子として機能するのかを明
らかにすることが課題である。  
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