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研究成果の概要（和文）： 
アフリカツメガエル卵の受精では、がん関連遺伝子の産物である Src（サーク）というタンパ
ク質リン酸化酵素が必須の役割を果たしている。本研究では、ウロプラキン複合体と呼ばれる
本来は尿路上皮で発現して膀胱や尿管から尿が漏れるのを防いでいる役割のタンパク質複合体
が、卵の細胞膜でも発現しており、受精前の卵において Src の酵素活性を負に制御するのに重
要な機能を果たしていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Oncogene-related gene product Src is a protein kinase that is indispensable for the 
successful fertilization of Xenopus eggs. This study has revealed that a protein complex 
called uroplakin complex, which is originally expressed in urothelial tissues, is also 
present on the egg membranes and functioning as a negative regulator of the Src.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）ゼノパス卵受精におけるタンパク質チ

ロシンリン酸化の関与：受精は、精子と卵と

いう２つの配偶子の融合によって新しいゲ

ノムを持った個体の発生が開始される過程

であり、世代交代、種の維持と保存、そして

個体の遺伝的多様性を保証するための生物

の基本的な営みである。受精はほとんどの動

物種に普遍的な繁殖戦略であり、ヒトを含む

哺乳動物からウニ、カエル等に代表される受

精のモデル動物にいたるまで、受精過程には

進化的に保存された一群の遺伝子や共通の

シグナル伝達分子がさまざまな組み合わせ

で関与していることが国内外の研究により

明らかになりつつあった。しかしながら、そ

の具体的な分子メカニズムの全容はいずれ

のモデル動物においても依然不明のままで

あり、受精過程に関与する遺伝子／タンパク
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質の同定と機能解析が急がれていた。申請者

は、もともと発がん関連遺伝子の研究をして

いたが、1996 年にゼノパス卵において受精の

瞬間に活性化されるタンパク質チロシンリ

ン酸化酵素（xSrc：ゼノパス・サーク）を世

界で最初に発見し、その単離・精製に成功し

た。その後のこの酵素の研究によって、受精

時の卵内カルシウムイオンの上昇が、xSrc に

よる卵内ホスホリパーゼ Cの活性化を通じて

引き起こされるという受精のシグナル伝達

の最も中心的な機構が明らかになっていた。 

（２）ウロプラキン複合体の関与：現在の教

科書では、ウニ等の海産無脊椎動物において

も基本的にこのシグナル伝達経路が働いて

いるとされている。ところが、哺乳動物にお

いては、ホスホリパーゼ Cの関与は明らかで

あるものの、このホスホリパーゼ Cは卵では

なく精子から供給されると考えられる証拠

がある。すなわち、哺乳動物においては受精

時の卵内カルシウムイオンの上昇には精子

と卵の膜融合が重要であると考えられてい

る。事実、大阪大学の岡部らのノックアウト

マウスを用いた解析からは、４回膜貫通型蛋

白質（テトラスパニン）の１つで CD9 という

膜融合に関与すると思われる卵細胞膜蛋白

質が受精の成立に必須であることが示され

ている。一方、申請者らの研究によって、ゼ

ノパス卵において xSrc の活性調節にウロプ

ラキンという蛋白質複合体が関与している

こと、その複合体の中には CD9 の仲間である

UPIb というテトラスパニンが含まれている

こと、また抗ウロプラキン抗体が受精を阻害

することから、ウロプラキン複合体がゼノパ

ス卵の精子受容体である可能性が示唆され

ていた。  

（３）三量体 G タンパク質の関与：さらに、

ウロプラキン複合体を通じた xSrc の活性化

に卵の三量体 Gタンパク質が関与しているこ

とが明らかになり、テトラスパニンを含むウ

ロプラキン複合体が G蛋白質とカップリング

した精子受容体である可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
（１）xSrc 活性化 Gタンパク質の同定：これ

までの研究によって、ウロプラキン複合体、

xSrc、並びに三量体 Gタンパク質のうちの数

種類が卵細胞膜マイクロドメインに局在し

ていること、受精前にはウロプラキン複合体

が xSrc の活性を負に制御している可能性が

あり、受精によってウロプラキン複合体が精

子由来のタンパク質分解酵素の作用を受け

て分解されるとともに、xSrc の活性化が誘導

されるという機構が想定されている。そこで、

３年間の本研究計画によって、まずはウロプ

ラキン複合体と相互作用する Gタンパク質分

子の同定を進め、候補となる分子種について

培養細胞発現系を用いた再構成実験により

これら Gタンパク質の機能解析を行い、xSrc

を活性化する Gタンパク質を突き止めること

を目的とした。これにより精子受容体候補と

してのウロプラキン複合体の役割、精子によ

る xSrc 活性化の機構の初期段階が明らかに

されものと期待される。 

（２）受精シグナル伝達再構成系の構築：ま

た、精子-卵膜融合へのウロプラキン複合体

の関与を明らかにするため、膜融合が精子と

卵の細胞膜マイクロドメインを介して起こ

っているとの作業仮説に基づき、両細胞膜マ

イクロドメインに含まれるタンパク質、ガン

グリオシドなどの構成成分の同定を進め、再

構成系を用いた生化学解析により精子-卵膜

融合に必要十分なシグナル伝達構成要素と

条件の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）ウロプラキン複合体と三量体 Gタンパ
ク質の共発現機能解析：哺乳動物のウロプラ
キン（以下 UP）は、腎臓や膀胱等の尿路系に
多く発現しており、UPIa、UPIb、UPII、UPIII
の 4 つの分子種が知られている。このうち
UPIa と UPII、UPIb と UPIII がそれぞれ互い
に会合して複合体を形成し、尿路上皮特有の
かたい表面構造を形成して尿のもれを防い
でいる。4 つの分子種のうち、UPIa と UPIb
がいわゆる 4回膜貫通型タンパク質テトラス
パニンであり、テトラスパニンの仲間には、
他に CD9、CD37、CD53、CD81 など、脊椎動物
では少なくとも 17種類以上が知られている。
一方、UPII と UPIII は 1回膜貫通型の膜タン
パク質である。ゼノパス卵のウロプラキンと
しては UPIb と UPIII の存在が確認されてお
り、これらは卵の細胞膜マイクロドメイン
（ラフト）に局在して、xSrc と相互作用して
いる。ゼノパス UPIb と UPIII については、
すでに申請者らによって cDNA クローンが単
離され、抗体も作成されている。また、ヒト
培養細胞株 HEK293 において、これらのゼノ
パス UP複合体と xSrc の共発現にも成功して
いる。そこで、この培養細胞発現系を用いて、
UP複合体とゼノパス三量体Gタンパク質を共
発現させることによってこれらの分子間の
相互作用の有無、xSrc の活性への影響を調べ
る。解析方法としては、免疫沈降、免疫ブロ
ッティング、Gタンパク質活性化剤・阻害剤、
リン酸化アッセイ、等の常法を用いる。共発
現させる三量体 G タンパク質については、
サブユニットとして Gs、Gi、Gq の３分子
種がゼノパス卵において確認され、すでにペ
アとなるサブユニットと共に cDNA クロー



 

 

ンを得ているので、これらについて 1種類ず
つ強制発現を試みる。なお、哺乳動物では、
サブユニットもサブユニットも、それぞ
れ単独で Srcを活性化することが知られてい
る（実際、単離したゼノパスの Gタンパク質
（i と q）は GTP 依存的にインビトロで xSrc
を活性化する）ので、両者の発現量をそろえ
るため、ポリシストロニックに発現させる。 
（２）卵細胞における三量体 Gタンパク質の
機能解析：G タンパク質活性化剤（GTPS）・
阻害剤（GDPS）を用いた申請者らの最近の
解析結果から、卵において Gタンパク質が受
精に関与していることがすでに示唆されて
いる。また、単離した卵ラフトに精子を加え
るとラフト内で xSrcの活性化が見られるが、
この反応はGDPSによって阻害される。逆に、
単離した卵ラフトに GTPS を加えると xSrc
の活性化が見られる。単量体の Gタンパク質
（Ras 等）には Src を活性化する機能はない
ので、単離したゼノパスの G タンパク質が
xSrc を活性化することと考え合わせると、三
量体 G タンパク質が卵受精時における xSrc
の活性化を制御していると思われる。そこで、
どの三量体 Gタンパク質が関与しているのか
を明らかにするため、現在確認されている 3
種の・サブユニットに対する RNA干渉（RNAi）
を用いた卵内機能阻害実験により、受精に関
与する Gタンパク質の同定を試みる。受精前
の卵におけるタンパク質のターンオーバー
はきわめて低いので、RNAi は卵母細胞初期へ
の導入を必要とし、技術的障害はきわめて高
い。このため、RNAi に代わる方法として、G
タンパク質中和抗体の顕微注入実験を並行
して進める。 

さらに必要な場合、UP 複合体と相互作用す
る可能性のある他の分子種の三量体 Gタンパ
ク質の分子クローニング、抗体の作成等を進
める。UP 複合体と相互作用している三量体 G
タンパク質が明らかにされた場合には、以降、
UP 複合体が精子受容体として機能している
可能性を念頭においた解析、及び精子－卵膜
融合の機構に迫る解析を行う。 
（３）細胞膜ラフト構成成分の解析：一般

に細胞膜マイクロドメイン（通称ラフト）は
ガングリオシドに富んでいるが、ゼノパスの
UPIII は卵ラフトにおいて GM1 ガングリオシ
ドと直接結合していることが明らかになっ
ている。即ち、UPIII はガングリオシド受容
体であるともいえる。そうであるならば、精
子膜にもラフトは存在するので、受精時に精
子側のガングリオシドが卵側の UPIIIと結合
する可能性が考えられる。そこで、ゼノパス
精子より膜ラフトを調製し、卵 UPIII と相互
作用するガングリオシドの質量分析、ビオチ
ン化コレラトキシン Bを用いたアフィニティ
ー・プルダウン、等による解析を行い、この
可能性を検証する。また、卵 UPIII は精子由

来のプロテアーゼによって部分分解を受け、
活性化されると考えられるので、精子膜に含
まれるプロテアーゼの同定を質量分析法に
より進める。質量分析は、学内共同利用機器
を用いて行う。同定されたプロテアーゼはク
ローニングし、機能解析に用いる。 
（４）プロテアーゼ受容体としての UP 複合
体の解析：申請者らの最近の解析結果、及び
スロンビンやその他のタンパク質分解酵素
によって活性化される受容体（ PARs: 
Protease-Activating Receptors）とのアナ
ロジーから、UPIII を含む膜タンパク質複合
体が Gタンパク質カップリング型の精子プロ
テアーゼ受容体を形成して xSrc の上流で機
能している可能性が考えられる。実際、UPIII
には細胞外ドメインに部分分解部位であろ
うと予想されるアミノ酸配列があり、この部
位に相当する合成ペプチドを受精時に加え
ておくと、UPIII の部分分解が阻害され、精
子による xSrc の活性化とそれに続く卵の活
性化は阻害される。そこで、この部分分解部
位に変異を導入してプロテアーゼ非感受性
にした UPIII を作成し、培養細胞発現系にお
いて Gタンパク質の活性化に及ぼす影響を調
べる。これにより、UP 複合体が PARs の１つ
として機能するかどうかが明らかにされる。 

 
４．研究成果 
（１）ウロプラキン複合体と三量体Gタンパク
質のSrc活性制御における機能連関の発見：卵
ラフトに局在して精子受容体として機能して
いると思われるシグナル伝達分子のうち、ウ
ロプラキン複合体（UPIb及びUPIII）、三量体
GTP結合タンパク質（）の遺伝子を単離
し、HEK293培養細胞においてxSrcと共に発現
させ、xSrcの活性に与える影響を調べた。そ
の結果、ウロプラキン複合体の発現によって
xSrcの活性は抑制され、三量体GTP結合タンパ
ク質のサブユニット（Gi及びGq）をサ
ブユニットと共発現することによって活性が
亢進した。ウロプラキン複合体とxSrcにサ
ブユニットだけを共発現した場合には、xSrc
の活性は抑制されたままであった。また、単
離された卵ラフトにGTP結合タンパク質活性
化剤であるGTPSを加えることによりラフト
内のxSrcは活性化され、阻害剤であるGDPS
を加えることによって精子に依存したxSrcの
活性化が阻害された。これらの結果は、ウロ
プラキン複合体によって抑制されている卵ラ
フト上のxSrcが、三量体GTP結合タンパク質
サブユニットを介した精子受容体シグナルに
よって活性化されることを示している。 
（２）卵細胞膜ラフトにおける新たなSrc制御
因子PI3キナーゼの発見：ラフト上に存在して
受精に関与する可能性のあるタンパク質の同
定を進めるため、いくつかのシグナル伝達タ
ンパク質に対する特異的阻害剤を用いた解析



 

 

を行った。その結果、ホスファチジルイノシ
トール3キナーゼ（PI3キナーゼ）の阻害剤で
あるLY294002によって、xSrcの活性化、卵内
Ca2+イオンの上昇、マップキナーゼの脱リン酸
化、サイクリンB2とMosキナーゼの分解、など
の受精ならびに卵活性化シグナルが阻害され
ることを見いだした。また、受精時にPI3キナ
ーゼの85ｋDaサブユニットが卵ラフトへ局在
変化することや、PI3キナーゼの下流因子とさ
れているAktキナーゼが活性化されているこ
とが明らかになった。これらの結果は受精に
伴ってPI3キナーゼの活性化が起こっている
ことを示している。しかしながら、xSrcによ
るPI3キナーゼのチロシンリン酸化は見られ
ず、xSrcの下流でPI3キナーゼが活性化されて
いるという証拠は得られなかった。逆に、PI3
キナーゼの産物であるホスファチジルイノシ
トール(3,4,5)三リン酸（PIP3）によってxSrc
が活性化されること、PIP3の脱リン酸化を行
うPTENホスファターゼの阻害剤であるbp(V)
により卵の人為的活性化が起こることが見い
だされた。これらの結果は、受精のシグナル
伝達において、PI3キナーゼがその産物である
PIP3を通じてxSrcを正に制御している因子で
ある可能性を示唆している。 
（３）その他の知見：ウロプラキン複合体の
UPIIIを部分加水分解するプロテアーゼにつ
いて解析を進めた結果、これまで想定されて
いたUPIIIの細胞外ドメインの部分分解部位
は実際には加水分解されない事が明らかにな
った。したがって、受精に重要な卵外プロテ
アーゼの標的部位の同定は今後に残された重
要な課題である。 
（４）総括：以上のように本研究により、ウ
ロプラキン複合体によって抑制されている卵
ラフト上のxSrcが、三量体GTP結合タンパク質
およびPI3キナーゼを介した精子受容体シグ
ナルによって活性化されることが示され、精
子と卵の相互作用に伴って卵内カルシウムイ
オンの上昇につながる受精シグナリングのメ
カニズムの初期過程に関する重要な知見が得
られたと判断される。これまでの研究により
xSrcの活性化からカルシウムイオンの上昇に
至る過程は解明されているので、本研究によ
って、アフリカツメガエル卵受精におけるウ
ロプラキン複合体の生理機能の一端が解明さ
れたと考えられる。 
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