
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：以下の成果について、学会発表や論文発表を行った。１）ウロプラキ
ン III（UPIII）のマイクロドメイン局在機構と Src 活性制御機能、および精子プロテアーゼ反
応機構の解明。２）RNA 結合タンパク質 hnRNP K のリン酸化と母性 mRNA 翻訳制御機構の連係の
解明。３）ホスファチジルイノシトール３キナーゼの機能解析。４）精子先体反応誘導物質 ARISX
の性状解析。５）ほ乳類精子ファクターホスホリパーゼＣζの活性制御機構の解明。６）ヒト
黒色腫細胞株を用いたがん細胞悪性形質発現機構の解析。 

 
研究成果の概要（英文）：１）On uroplakin III (UPIII), its mechanism for localization to 
the membrane microdomain and for negative regulation of Src. ２）Phosphorylation of hnRNP 
K and its physiological relevance to translational control of maternal mRNAs. ３）
PI3-kinase and Akt as important components for fertilization signaling. ４）Molecular 
function of ARISX as a carbohydrate-containing protein. ５）Molecular mechanism of an 
enzymatic regulation of phospholipase Cζ, a sperm factor in mammals, that involves 
partial proteolysis. ６）Importance of tyrosine phosphorylation of Stat3 in human 
melanoma cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
私たちは脊椎動物のモデル生物として両生
類無尾目アフリカツメガエル（以下、ゼノパ
ス）を主に用い、受精成立の分子機構を明ら
かにすることを目的とした研究を行ってき

ています。私たちは研究当初から、卵活性化、
特に精子による卵細胞内の一過的なカルシ
ウム濃度上昇という受精成立に普遍的な現
象の起動メカニズムに焦点を充てた解析を
行なってきました。この流れでの私たちの主
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な研究成果は、受精直後に活性化される卵内
チロシンキナーゼ Src の発見にはじまり、カ
ルシウム濃度上昇の引き金としてのSrc 依存
的な膜脂質分解酵素ホスホリパーゼＣγ活
性化の同定、配偶子相互作用とそれに引き続
くSrc チロシンキナーゼシグナリングの場と
しての卵細胞膜マイクロドメインの同定、そ
して卵細胞膜マイクロドメインに局在し卵
表層で精子プロテアーゼの標的として、また、
受精卵内においてSrcによるチロシンリン酸
化を受けるタンパク質として同定された
uroplakin III の機能解析です。このように
研究の焦点は、卵活性化シグナルから卵細胞
膜に、特定の遺伝子産物の解析から細胞内微
小環境のような場、あるいはシステムの解析
へと次第にシフトしてきており、配偶子相互
作用・融合も視野に入ってきています。この
状況のもと、私は受精機構の生物学的意義の
理解をさらに飛躍的に高めることを目的と
した研究計画を立案し研究活動を遂行・先導
することにより、本研究分野での知的財産の
構築と人材育成に貢献したいと考えました。 
 
２．研究の目的 
（１）変異型UPIIIやSrcを発現する卵母細胞
の調製、受精能獲得（卵成熟）と受精／卵活
性化の解析：受精に関与する細胞膜近傍の分
子群は、母性タンパク質として未成熟卵母細
胞の時点ですでにタンパク質発現の完了した
ものが多く、RNAiなどの遺伝子発現レベルで
のノックダウン法の有効性が低い。そこで変
異型タンパク質（例：精子プロテアーゼによ
る切断を受けない、あるいはSrcリン酸化部位
を失ったUPIII分子）を発現するRNAを注入し
た卵母細胞を調製し、その卵成熟や受精／卵
活性化への影響を解析する。変異体タンパク
質の動物培養細胞での発現再構成も並行して
行ない、細胞内局在やシグナル伝達などの分
子機能、相互作用因子などの比較解析なども
行なう。 
（２）精子および卵の細胞膜マイクロドメイ
ンにおける配偶子相互作用／膜融合因子の探
索：予備的な実験結果から、精子及び卵の細
胞膜マイクロドメイン上のタンパク質（卵
UPIIIを含む）がプロテアーゼによって部分分
解を受けることが受精成立に必要であると考
えられる。そこで、精子プロテアーゼ処理、
およびその疑似処理（精製したプロテアーゼ
による）によって切断を受けるタンパク質を
網羅的に分子同定し、その生理的意義を追究
する基盤データとする。 
（３）受精前後および初期胚細胞周期でリン
酸化状態の異なるRNA結合タンパク質hnRNP K
による母性mRNA翻訳制御の解析：特異的抗体
を用いた免疫沈降実験などから、hnRNP Kが受
精後数分間にチロシンリン酸化を受けること、
セリンリン酸化は逆に受精後減少し、初期胚

の分裂期で再亢進すること、さらにはこれら
のリン酸化状態に依存してRNAとの結合能が
上下することなどがわかっている。そこでこ
のRNA結合タンパク質が受精前後において特
異的に結合／解離している母性mRNA群を特定
し、その翻訳制御への関与と標的mRNAから発
現するタンパク質自身の生理機能を明らかに
する。 
（４）ゼノパス受精関連因子の他種における
分子同定、受精および初期発生への関与の探
索：細胞膜近傍で配偶子相互作用や卵活性化
シグナル伝達に関与する生体分子群に焦点を
充て、遺伝子クローニング、免疫化学的同定、
特異的機能阻害剤／活性化剤などのアプロー
チを通じて、多種の動物の受精や初期発生に
おける関与を比較解析する。卵活性化のシグ
ナル伝達が一過的なカルシウム濃度上昇を伴
う生物はすべて実験モデルとなりえ、国内研
究者との連携を中心とする広範な共同研究体
制で臨む。対象分子はSrc、UPIII、ホスホリ
パーゼＣ（γとζ）、CD9（以上、膜タンパク
質性分子）、コレステロール、GM1ガングリオ
シド（以上、膜機能高分子）などを想定した。 
 
３．研究の方法 
（１）卵細胞における変異遺伝子発現実験系
の確立：標的遺伝子はチロシンキナーゼSrc
（野生型、恒常的活性化型、不活性型）と精
子プロテアーゼ受容体UPIII（野生型、細胞外
プロテアーゼ分解耐性型、細胞内チロシンリ
ン酸化部位変異型）の計６種類とし、すでに
変異の導入、発現プラスミドの構築、そして
mRNAの調製を終えている。実験は卵巣摘出、
十分に成育した未成熟卵母細胞の選別、臚胞
細胞層の手作業による除去、マイクロインジ
ェクション法によるmRNAの導入（Drummond社
NANOJECT II）、プロゲステロン処理によるイ
ンビトロ卵成熟処理、成熟卵の人工着色、着
色済卵のレシピエント雌ゼノパスの卵腔への
導入、同雌ゼノパスによる着色卵の産卵、精
子などによる卵活性化処理、変異タンパク質
の発現と機能の評価、という諸段階の流れで
行う。この方法は“oocytes transfer”と呼
ばれ、実験を成立させる上で重要、かつ難易
度の高い作業である。培養細胞発現系による
変異タンパク質の機能評価：卵細胞の実験と
並行して、ヒト293細胞をいて行なう。変異タ
ンパク質は適当なタグ（例：FLAG）との融合
タンパク質として一過的に発現させ、特異抗
体（例：抗FLAG抗体）による免疫沈降を中心
として酵素活性（インビトロキナーゼアッセ
イ）、細胞内局在（細胞分画、間接免疫染色：
Olympus社FV300システム）、分子間相互作用
（共沈降）、シグナル伝達機能（細胞内カル
シウム濃度上昇など）などを評価する。 
（２）細胞膜マイクロドメインのMS解析：ゼ
ノパスの受精において、精子由来のプロテア



 

 

ーゼ活性が配偶子間相互作用と膜融合、そし
て卵活性化反応の引き金として働いている
ことが示唆されていたが、私たちが同定した
卵細胞膜マイクロドメイン局在性の分子
UPIIIはその活性の標的であることが示され
た。一方で、精子プロテアーゼがUPIII以外
の卵細胞膜および精子自身の細胞膜表面の
複数のタンパク質を切断する可能性、および
それらが受精成立に関与する可能性が極め
て高い。そこで、そのようなプロテアーゼ標
的分子群をMS/MS（質量分析：外注）法によ
り網羅的に同定し、受精に伴う配偶子細胞膜
上のダイナミックなプロテオーム変移像と
してとらえるとともに、個々の分子の機能を
明らかにしていくための方向性（遺伝子クロ
ーニング、タンパク質発現実験）を探る。 
（３）受精に伴うタンパク質リン酸化と母性
mRNAの翻訳制御の連係の解析：これまでの実
験から、RNA結合タンパク質hnRNP Kが受精後
にチロシンリン酸化（Srcによる）およびセリ
ン脱リン酸化（MAPキナーゼ部位）を受け、そ
のことに伴いhnRNP KのRNA結合能が減少し、
翻ってhnRNP Kによって翻訳抑制を受けてい
た母性mRNAの翻訳活性が上昇することが示唆
されている。そこで未受精卵hnRNP Kに特異的
に結合し翻訳抑制を受けている母性mRNAを、
hnRNP Kの特異的な免疫沈降、RNA抽出、当該
RNAを鋳型とするcDNA合成、ライブラリ化、シ
ーケンシング（Applied Biosystems 3100型シ
ーケンサー）の流れで同定する。同定された
配列を持つRNA分子が、実際にhnRNP Kに結合
ているかについては特異的なRT-PCR実験によ
り検証し、当該mRNAが翻訳制御されている可
能性については、結合している全長mRNAの非
翻訳領域を欠損した変異型RNAを作成し検証
する。 
（４）受精関連因子群の種特異性と普遍性の
解析の準備：計画全期間を通して、このよう
な多種多彩なモデル生物を扱う諸研究者達
と協力を請い、ゼノパス受精シグナル伝達の
解析から同定された諸機能因子群の遺伝
子・タンパク質レベルでの有無、タンパク質
チロシンリン酸化反応のカルシウムシグナ
リングの上流因子としての作動の有無を、特
異抗体や特異的活性阻害剤／活性化剤、カル
シウムイメージングなどの実験を通して明
らかにしていくための準備としたい。 
 
４．研究成果 
（１）細胞膜マイクロドメインを介する生殖
細胞の相互作用の分子機構 
 これまでの研究から、単一膜貫通型蛋白質
ウロプラキン III（以下、UPIII）が卵細胞膜
マイクロドメインに局在し、その細胞外ドメ
インが受精に伴う精子プロテアーゼ作用の
標的の１つとして働くこと、および細胞内チ
ロシン残基が受精に伴い活性化されるチロ

シンキナーゼSrc によりリン酸化を受けるこ
と、などが明らかにされていた。今回、細胞
膜マイクロドメインに局在することが知ら
れている糖脂質 GM1 ガングリオシドが、卵細
胞表面でUPIII と共局在していること、UPIII
と物理的に会合していること、そして、外来
性のGM1を培地中に添加した環境下で受精が
阻害されること、などが明らかとなった。GM1
はさらに、試験管内における精子依存的マイ
クロドメインSrc の活性化に対しても阻害効
果を持った。これらのことは、UPIII と GM1
の複合体が受精における配偶子間相互作用
に重要な役割を持っていることを示唆して
いる。 
 ほ乳類細胞システムにおいて、UPIII はテ
トラスパニン型蛋白質ウロプラキン Ib と物
理的に会合し、細胞膜に局在する機能を獲得
していることが報告されている。これまでに、
ツメガエル卵においても、UPIII-UPIb 複合体
は存在することが示されていたが、その生理
的意義は明らかではなかった。今回、293 細
胞を用いた遺伝子発現系において、UPIII の
細胞膜マイクロドメイン局在性に UPIb の共
発現が必要であることが明らかとなった（図
１）。また 293 細胞において、単独で発現さ
せたチロシンキナーゼSrc は活性型として存
在する一方、UPIII/UPIb と共発現させた Src
は不活性型となることが明らかとなった。こ
れらのことは、UPIII の細胞膜マイクロドメ
インへの局在には、UPIb との会合による局在
性の獲得と、そのことによるチロシンキナー
ゼ Src の負の（および正の？）活性制御への
関与という２つの生理的意義があることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 UPIII の細胞外ドメインに結合する抗体は、
受精を阻害する。これは、先述の精子プロテ
ーゼ作用が抗体により妨げられたためと考
えられる。今回、同じ抗体で前処理を受けた
卵を、あらかじめ単離した細胞膜マイクロド

 
図１：UPIII の UPIb 依存性の 

細胞膜局在メカニズム 



 

 

メインで前処理した精子で受精させると、受
精率が回復することが明らかとなった。この
効果は、細胞膜マイクロドメインをあらかじ
めUPIII 抗体で処理しておくとキャンセルさ
れることから、細胞膜マイクロドメインの
UPIII が精子に何らかの作用を及ぼしている
ことが想定される。以上から、精子プロテー
ゼによって切断を受けたUPIII の細胞外ドメ
イン断片が、精子に対してリガンドのような
働きをしている可能性があり、現在検証中で
ある。UPIII の細胞内チロシン残基リン酸化
の生理的意義についても、予備的ではあるが
興味深いデータが得られた。チロシンリン酸
化部位に相当するリン酸化合成ペプチドを
あらかじめ微小注入した卵は、受精に伴う卵
活性化のシグナルである表層顆粒の収縮反
応を示すものの、収縮反応後に異常な形態変
化を示し第１分裂が起こらないことがわか
った。非リン酸化合成ペプチドにはそのよう
な効果が見られなかった。このことから、
UPIII のリン酸化チロシンを含む細胞内ドメ
インは、受精に伴う、特に細胞内カルシウム
濃度上昇のあとのイベントの実行において、
何らかの役割を持つものと考えられる。現在、
リン酸化型合成ペプチドに特異的に結合す
る卵細胞内タンパク質の探索を行っている。
（以上、Genes Cells 2007；Open Biochem J. 
2008；Methods 2010 および未発表データ） 
 また、共同研究によってツメガエル精子の
先体反応の分子メカニズムに関する研究に
おいて論文発表を１件行った。（Dev Growth 
Differ 2007） 
 なお、当初計画にあった oocyte transfer
法による変異型タンパク質の卵細胞での発
現とその機能評価、および質量分析をベース
トする細胞膜マイクロドメイン局在性タン
パク質の網羅的な分子同定は、十分な成果が
得られていない状況にあり、さらに数年の研
究続行が必要である。 
（２）アフリカツメガエル卵細胞の初期発生
機構におけるリン酸化と翻訳制御機構の連
係 ： RNA 結 合 タ ン パ ク 質 hnRNP K
（heterogenous nuclear ribonucleoprotein 
K）の機能解析を行なった。その結果、この
分子が受精に伴いチロシンリン酸化とセリ
ン・スレオニン脱リン酸化を同時に受けてい
ること、そしてそのことにより hnRNP K の RNA
結合能が正または負に制御されていること
が明らかとなった（図２）。HnRNPK と結合し
て 
 
 
 
 
 
 
 

いる母性 mRNA は翻訳抑制を受け、その結合
の解除は翻訳活性化につながると考えられ
る。未受精卵における hnRNP K 結合性の母性
mRNA を免疫沈降法により複数同定し、その卵
活性化に伴う結合度の変化をとらえること
ができた。今後はそれら母性 mRNA の卵及び
初期胚における局在性や翻訳されたタンパ
ク質の機能を明らかにしていく予定である。
（以上、Dev Growth Differ 2008） 
（３）細胞膜マイクロドメインを介する生殖
細胞の発生開始シグナルの分子機構：PI3
（phosphatidylinositol 3）キナーゼの特異
的阻害剤 LY294002 をあらかじめ注入したツ
メガエル卵では、精子依存的な諸事象：チロ
シンキナーゼ Src の活性化（図３）、細胞内
カルシウム濃度の一過的な上昇、Mos プロテ
インキナーゼおよびサイクリンＢの分解、
MAP キナーゼの脱リン酸化、および第１卵割、
のすべてが完全あるはほぼ完全に抑制され
ることが明らかとなった。これらの結果は、
PI3 キナーゼの活性が卵活性化に必要である
事を示すとともに、PI3 キナーゼが、精子と
卵の相互作用と融合の直後に卵細胞内で活
性化され、カルシウム濃度の一過的上昇の引
き金となるホスホリパ―ゼＣγの活性化に
働くチロシンキナーゼSrc の上流因子として
位置づけられる事を示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PI3 キナーゼ p85 サブユニット（以下、p85）
は受精直後２分という早い時間帯で、細胞膜
マイクロドメインに局在変化する事が明ら
かとなった。これまでの研究から、ツメガエ
ル卵の細胞膜マイクロドメインは、精子受容
とその後のチロシンキナーゼシグナル伝達
の場として働く事が示されている。このこと
から、今回の結果は、PI3 キナーゼと Src の
機能的な相互作用を示唆するものとして興
味深い。一方、p85 は受精卵においてチロシ
ンリン酸化が亢進していないという結果も
示されている。このことから、PI3 キナーゼ

 
図２：hnRNP K のリン酸化と翻訳制御の連係 

 

 
図３：PI3K 阻害剤 LY294002 による 

受精シグナル伝達の阻害 



 

 

が Src の活性化因子であるいっぽうで、Src
から PI3キナーゼへのシグナル伝達は機能的
ではない事が示唆される。 
 受精に伴うPI3 キナーゼ活性化の指標とし
て、プロテインキナーゼ Akt の活性化状態の
検討が行った。活性化型 Akt の主要なリン酸
化部位であるセリン 478 とスレオニン 308 を
それぞれ特異的に認識する抗体を用いた解
析から、受精卵においてスレオニン 308 のリ
ン酸化が選択的に亢進している事が示され
た。このリン酸化は LY294002 処理を受けた
受精卵では観察されなかった。また、リン酸
化型 Akt が p85 と同様に細胞膜マイクロドメ
インに局在する事、この局在変化もまた
LY294002 により抑制を受ける事も明らかに
なった。これらから、ツメガエル卵の受精に
伴い PI3 キナーゼと Akt の活性化が連続的に
起こり、細胞膜マイクロドメインを足場とし
て卵活性化シグナル伝達に関与している可
能性が示唆された。 
 PI3 キナーゼと逆の酵素反応を触媒する
PTEN の特異的阻害剤 bp(V)によって、未受精
卵に卵活性化様の諸反応（Src の活性化、卵
の表層収縮）が起こる事、そしてそれらの反
応が、LY294002 存在下では抑制を受ける事、
が明らかとなった。このことは、人為的な PI3
キナーゼ酵素反応産物 PIP3 の蓄積自体が卵
活性化シグナルとして働きうる事を示して
いる。さらに試験管内酵素アッセイで、Src
が PIP3 によって直接活性化を受ける事が示
された。（Open Biochem J 2008；BMC Dev Biol 
2009；Methods 2010、未発表データ） 
 なお、共同研究により、ほ乳類精子ホスホ
リパーゼＣζの作用機構に関する論文発表
を１件、およびヒト悪性皮膚がん細胞の増殖
機構について、Src 基質／転写因子 Stat3 の
生理機能に関する論文発表を１件行った。
（Dev Biol 2007；J Biol Chem 2009） 
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