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研究成果の概要（和文）：我々は、ホヤの受精時に、精子ユビキチン-プロテアソーム系（UPS）
が卵外被に精子通過口をあけるライシンとして細胞外で機能することを報告している。今回、

その細胞外で機能する UPS の分子的実体や細胞外輸送機構を検討した。まず、ホヤ精巣特異
的に発現するユビキチン結合酵素(E2)を探索し、その同定に成功した。また、精子プロテアソ
ームを精製し構造特性を解析した結果、ホヤでは精子プロテアソームのα６サブユニットの C
末端 16 残基がプロセシングされていることを見出した。この C 末端プロセシングは報告例が
なく、新知見である。これが細胞外輸送シグナルになっているか否かを現在解析している。 
 
研究成果の概要（英文）：We previously reported that the ubiquitin-proteasome system (UPS) 
plays a key extracellular role in fertilization, as an egg-coat lysin, which allows sperm to 
penetrate through the egg-coat in the ascidians H. roretzi and C. intestinalis. However, the 
structural features and the sorting mechanism of the sperm UPS are not known. Here, we 
investigated the sperm-specific UPS using these ascidians. We found that a certain 
ubiquitin-conjugating enzyme (Ube2r) is specifically expressed in the testis of C. 
intestinalis and that the C-terminal 16 residues of the α6/PSMA1 subunit of the sperm 
20S proteasome are specifically processed in H. roretzi. These findings enabled us to 
further investigate the possible involvement of the C-terminal processing of the proteasome 
in the sorting of the proteasome to an acrosome or outer surface of sperm head regions. 
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１．研究開始当初の背景 
	 ユビキチン-プロテアソーム系（UPS）は、
細胞内タンパク質分解系において最も重要
な分解システムの一つであるが、細胞外での
役割はほとんど知られていない。	 	 

	 我々は，受精過程のなかでも特に精子が卵
外被を通過する際に、精子由来の酵素が卵外
被タンパク質（精子受容体：HrVC70）を細胞
外でユビキチン化すること、またそれを精子
細胞膜結合型プロテアソームが分解するこ
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【図１】マボヤの受精の模式図	 
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とを、原索動物マボヤを用いて明らかにして
きた（図１参照）。最近哺乳類においても同
様の現象が存在することが Sutovsky らによ
って報告されている。本研究では、従来細胞
内でしか機能しないと考えられてきた UPS の
概念を打破し、新しい角度から受精に関与す
る細胞外 UPS の全容を解明することを目的と
している。	 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
２．研究の目的	 

(1)	 ユビキチン化酵素系：本研究における

第１の目的は、受精・生殖において細胞外

で機能する新しいユビキチン化酵素を探

索し、その特性を解明することである。そ

して第２の目的は、その受精や配偶子形成

における役割を明らかにすることである。	 

(2)	 プロテアソーム系：精子プロテアソー

ムを細胞外あるいは先体胞に輸送するシ

ステムを探索し、それを同定することを目

的としている。その解析の第一歩として、

精子特異的サブユニットが存在するか否

か、あるいはプロテアソームにおける精

子・精巣特異的プロセシングの有無を解析

する。そしてそれが、先体胞や細胞膜表面

に輸送する特殊なシステムとどのように

関わるかについて解析する。	 	 

	 	 	 

３．研究の方法 
(1)	 ユビキチン化酵素系：ゲノム概要配列

が公開されているカタユウレイボヤを用

い、精巣で特異的に発現しているユビキチ

ン結合酵素 E2 を、精巣の EST デーダベー

スから探索し、それが真に精巣特異的に発

現しているか否か、またその機能について

解析を行なった。	 

(2)	 プロテアソーム系：精子とそれ以外の細
胞・組織のプロテアソームによってサブユニ
ット構造に相違があるか否かを解析した。	 
まず、カタユウレイボヤを用いて、20S プロ
テアソームサブユニットのパラログ遺伝子
の探索を行った。次いで、精製酵素のサブユ
ニット構成を比較するために、マボヤの精子、
卵、筋肉から 20S プロテアソームを精製し、

そのサブユニットを２次元電気泳動により
解析した。また LC/MS/MS によりサブユニッ
ト同定を行い、そのプロセシングサイトの同
定も行った。	 	 
	 
４．研究成果	 

(1)	 ユビキチン化酵素系：ゲノム概要配列

とESTのデータベースが活用可能なカタユ

ウレイボヤを用いて、精巣特異的に発現し

ている E2 の探索を行った。その結果、精

巣で強発現している E2 は８種類存在した

が、その中で精巣特異的に発現しているも

のを１種類（Ci0100152677）同定した。	 

	 この遺伝子モデルが実際に遺伝子発現

しているか否かを確認するために、cDNA ク

ローニングを行い、ノーザンブロット解析

を行ったところ、精巣特異的に発現してい

ることが確認された。また精巣内の精巣濾

胞の内部で発現していることが in	 situ	 

hybridization により確認され、精子形成

の後期段階で発現していることが示唆さ

れた。この酵素は Ube2r に分類されるユビ

キチン結合酵素 E2 であり、実際にユビキ

チンとチオエステル結合を形成すること

も確認した。今後は、この精巣特異的 E2

がホヤの受精や精子形成にどのように関

わるかを明らかにすることが課題である。	 

(2)	 プロテアソーム系：マボヤの精子、卵、
筋肉の抽出液を出発物質として、Q-セファロ
ース、ハイドロキシアパタイト、セファロー
ス CL-4B を用いたクロマトグラフィーにより
精製し、純度の高い精製 20S プロテアソーム
標品を得た。これらの標品を用いて等電点電
気泳動と SDS 電気泳動による２次元電気泳動
を行ったところ、高分子量サブユニットが臓
器によって異なることが示された。このサブ
ユニットを同定するために、カタユウレイボ
ヤのデータベースを用いて LC/MS/MS 分析に
より解析を行なった所、これはプロテアソー
ムのα６/PSMA1 サブユニットであることが
示唆された。そこで次に、このサブユニット
の cDNA をマボヤから単離し、構造を決定し
た。この精子のサブユニットが、筋肉のサブ
ユニットより分子量が低いことから、プロセ
シングされている可能性を考えた。そこで、
トリプシン消化物の中から Arg または Lys を
C 末端に持たない断片の探索を行なった所、C
末端から１６残基が精巣特異的に切断され
ていることが明らかとなった（図２）。また
この切断部位近傍の配列は、カタユウレイボ
ヤにおいても高度に保存されており、おそら
く同様の箇所での切断が起こっていると予
想される。プロテアソームのαサブユニット
が細胞や組織特異的にプロセシングされる
という例は知られておらず、新知見である。
今後は、今回明らかになった C末端プロセシ



ングの生理的役割について解析することが
課題である。	 

【図２】マボヤ精子プロテアソームのα６サ
ブユニットの切断部位。Gly-269 と Gln-270
の間で切断されることが示された。	 
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