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研究成果の概要（和文）：アフリカツメガエル受精時の卵活性化時にチロシンキナーゼ Src が活

性化することが知られているが、その活性化メカニズムやその生理機能は明らかになっていな

い。本研究において、受精時における Src 活性化機構や Src の生理機能について解析した結果、

卵形質膜上のラフトに局在する三量体 GTP 結合型タンパク質のαサブユニットが Src を活性化

することが示唆された。また RNA 結合タンパク質 hnRNP K が Src によってチロシンリン酸化さ

れ、特異的に結合している mRNA と解離することで、mRNA の翻訳が活性化される可能性が示さ

れた。 

 
研究成果の概要（英文）： We have previously demonstrated that Src tyrosine kinase plays an 
important role in the Xenopus egg activation. However, the molecular mechanism of egg 
activation is still unclear. Here, we investigated the activation mechanism and the 
physiological function of Src kinase in Xenopus egg fertilization. Biochemical and 
immunochemical analyses have revealed the involvement of heterotrimeric G proteins in 
sperm-induced Src activation. Moreover, we analyzed hnRNP K protein, which is known as 
a substrate of Src kinase in Xenopus egg fertilization. Our molecular biological and 
biochemical analyses showed that the hnRNP K binds to specific mRNAs in unfertilized 
egg, and that Src-mediated tyrosine phosphorylation acts as a trigger for their dissociation 
at egg activation. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 アフリカツメガエル（Xenopus laevis、以
下、ゼノパス）の受精時に精子が卵形質膜上
の精子受容体に結合すると、卵の形質膜内の
微小領域である脂質ラフト（以下、卵ラフト）
の細胞内側で、チロシンキナーゼSrcが活性化
することが知られている。しかし精子が精子
受容体へ結合した後、その情報がどのように
Src活性化へつながるかは不明である。一方、
活性化したSrcは複数の基質をチロシンリン
酸化することが知られている。例えばPLCγ
をチロシンリン酸化して活性化し、卵内カル
シウムイオン濃度の一過的上昇を誘導する。
ま た Src は Shc や RNA 結 合 タ ン パ ク 質
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 
(hnRNP K) をリン酸化するが、その生理学的
意義は明らかになってない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究はゼノパスを脊椎動物の受精モデ
ルとして、受精時シグナル伝達の分子メカニ
ズム、特に Src がどのように活性化されるの
か、hnRNP K の mRNA の翻訳機構を明らか
にすることを目的として、研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
材料と試薬：成熟した雌雄ゼノパスは 
18−22℃の脱カルキを行った水道水中で飼育
した。ゼノパスの産卵はゼノパス雌１個体に
対し 375 IUのヒト絨毛性ゴナドトロピンを
背面尾部に皮下注射することにより誘導し
た。その後ゼノパスを 18−22℃で約 10 時間
静置した後、自然産卵またはゼノパスの腹部
圧迫により産出させ、未受精卵を得た。未受
精卵は DeBoer’s buffer (110 mM NaCl、1.3 
mM KCl and 0.44 mM CaCl2 pH 7.2 by 
NaHCO3, 以下DB)中に保管し、3 時間以内
に実験に用いた。卵ゼリー層除去は 1% 
L-Cystainを含むDBで 5-10 分間処理を行う
ことで実施した。精子懸濁液は過去の報告に
従って行った（Iwasaki, Dev Groth Differ, 
50 23-40 (2008)）。抗 hnRNP K 抗体はゼノ
パス hnRNP K カルボキシル末端の配列（ア
ミノ酸番号 377–396 番）に相当する合成ペプ
チ ド
NH2-CRFLLQNSVKQFSEDYAYGF-COO
Hを抗原としてウサギに免疫して作成した。
その他の本実験で用いた抗体は Santa cruz 
biotechnology社、MolBio社、BioSource社 
から購入した。ゼノパス Gs、Gi1 遺伝子はチ
リ・コンセプション大学 Juan Olate 博士か
ら供与して頂いた。その他の試薬類は GE ヘ
ルスケア社、シグマ社、ナカライテスク社か
ら購入した。 

細胞分画法：卵細胞を３倍量のLysis buffer 
（50 mM Tris-HCl pH7.5、10 mM EDTA、
1 mM EGTA、10 mM 2-mercaptoethanol、
150 mM NaCl、10 μg/mL leupeptin、20 μM 
APMSF 、 1mM Na3VO4 ） を 添 加 し
Teflon-Grassホモジナイザーを用いて卵を破
砕した。細胞抽出液を 10,000 g 20 分間の遠
心分離後、上清をさらに 150,000 g、１時間 
4℃で超遠心分離を行った。この遠心分離後
の上清を細胞質画分とした。沈殿物を 1% 
Triton X-100 を含む Lysis buffer で可溶化
し、再度 150,000 g １時間 4℃で超遠心分
離を行い、上清を膜画分とした。この沈殿物
をLaemmli SDS sample buffer を用いて可
溶化したものを細胞骨格画分とした。 
ラフト画分の調整、in vitro 卵ラフト解析
法：過去に報告された方法、ショ糖密度勾配
遠心法および in vitro 卵ラフト解析法を用い
て行った（Sato, Development. 129, 885-896 
(2002)）。 
免疫沈降法：タンパク質試料（100〜500 μg、
1 mg/mL）に対し 50〜100 分の１体積の抗血
清または 10 μg/mLの抗体を添加し、2 時間 
4 ℃ で 反 応 さ せ た 。 反 応 液 に Protein 
A-Sepharose を 10 分の１体積添加し、30 
分間  4℃で穏やかに撹拌した。Protein 
A-Sepharose を低速遠心分離で回収し 500 
μL の  Washing buffer （ 0.1% sodium 
dodecyl sulphate (SDS)、1% Triton X-100、
1% sodium deoxycholate、150 mM NaCl、
50 mM Tris-HCl, pH 7.5、1 mM Na3VO4、
10 μg/mL leupeptin、20 μM APMSF）で 3 
回洗浄し免疫沈降物を得た。 
ウエスタンブロッティング法： 7.5、10 また
は12.5 % SDS-polyacrylamide gel を用いた
電気泳動法（SDS-PAGE 法）によりタンパク
質 試 料 を 分 離 し た 。 Bio-Rad 社 製 の 
Semi-dry blotter を用いて分離したタンパ
ク質を polyvinylidene fluoride （PVDF）膜
に転写した。PVDF 膜のブロッキング処理、
抗体処理は過去に報告した方法に準じた
（ Iwasaki J. Biochem. 139, 347-354 
(2006)）。免疫複合体の検出は Alkaline 
phosphatase が共有結合した二次抗体
（Cappel 社製、APase-抗ウサギイムノグロ
ブリン G 抗体）を用いた発色法により行った。 
定量 PCR 法および Real-time PCR 法：免疫
沈降物からフェノール法およびエタノール
沈殿法を用いて RNA を抽出、精製した。逆
転写は Super Script III 逆転写酵素、定量
PCR は  Platinum Taq polymerase
（Invitrogen 社）を用いた。PCR プライマ
ーは過去に報告したものを用いた（Iwasaki, 
Dev Groth Differ, 50 23-40 (2008) ） 。
Real-time PCR 法は Roche Diagnostics 社
製の FastStart SYBR Green Master およ
び LightCycler480 を使用して実施した。 



 
４．研究成果 
 
xSrc 活性化因子としての三量体 G タンパク
質： Src 活性化因子を同定し、その相互作用
様式を明らかにするために、卵ラフト解析系
を用いて、生化学的・免疫化学的手法により
解析を行った。これまでに、GTP 結合タンパ
ク質（以下、G タンパク質）活性化剤が卵ラ
フトに局在する Src を活性化することが明ら
かになっていることから、G タンパク質が
Src の活性因子として機能している可能性が
ある。そこでまず、受精における G タンパク
質の必要性を検証した。G タンパク質阻害剤
GDPβS でゼノパス卵を処理した後に人工授
精を行ったところ、受精に伴う卵活性化が
GDPβS 濃度に依存して抑制された。つづい
て未受精卵から生化学的に抽出した卵ラフ
トに GDPβS を加えたところ、精子による卵
ラフト中におけるxSrc活性化がGDPβSの濃
度依存的に阻害された。また卵ラフトのウエ
スタンブロッティング解析から、ゼノパス未
受精卵の卵ラフトには複数種の三量体 G タ
ンパク質が局在していることが示された。さ
らにゼノパスのGタンパク質αサブユニット
を大腸菌発現系により調整し、試験管内で再
構成させたところ、ゼノパス G タンパク質を
非水解性のGTPアナログであるGTPγSで処
理した場合にのみ、ラフト中の Src が活性化
することが示された。以上のことから、G タ
ンパク質 αサブユニットがゼノパス受精時に
おいて Src 活性化因子として機能している可
能性が高まった。 
 
hnRNP K のリン酸化状態と mRNA 結合能
の相関：これまでの研究から、ゼノパス未受
精卵において、hnRNP K に特定の mRNA が
結合していることが示されている（表１）。

また hnRNP K のリン酸化状態は受精前後

で変化することが知られている(Iwasaki, Dev 
Groth Differ, 50 23-40 (2008))。そこで未受精卵
および受精直後の初期胚における hnRNP K
と mRNA との結合能を検証した（図 1）。ま
ず未受精卵と媒精 15、45 および 75 分後の
受精卵から特異抗体を用いて hnRNP K を
部分精製し、免疫沈降物中の RNA をフェノ
ール法およびエタノール沈殿法により抽出
した。一定量の mRNA を鋳型として遺伝子
特異的プライマーを用いて qRT-PCR 法お
よび real-time PCR 法を行い、hnRNP K 
と mRNA の結合性を評価した（図１）。そ
の結果 hnRNP K との結合能は、mRNA 分
子種によって異なることが明らかになった。
例えば hnRNP K がチロシンリン酸化を受
ける受精後  15 分では、転写因子である 
XER81 や Oct1 との相互作用が一過的に減
少した。一方で MGC83604、Kelch-like 15、
MGC64475 では結合能が亢進した。また 
hnRNP K のセリン、チロシンのいずれの残
基もリン酸化されていない受精後 45 分に
おいては、RNA 結合タンパク質である 
xSEB4R との結合能が顕著に低下した。
hnRNP K が発生開始後再度セリンリン酸化
を受ける受精後 75 分においては、どの分子
種においても未受精卵と同レベルの結合性
を有することが明らかになった。未受精卵と
受精後 75 分の胚では、いずれも Erk が活
性化しており、hnRNP K はセリンリン酸化
のみを受けている。このことから、hnRNP K 
のリン酸化と mRNA の結合能には相関関係
があるが、結合親和性（つまりリン酸化によ
って結合が強まるか、弱まるか）は mRNA 
分子種により異なることが示唆された。なお
全ての遺伝子において、解析した時間経過内
では卵内 RNA の存在量には殆ど変化がみ
られなかった。また real-time PCR 法を用
いて hnRNP K と mRNA の結合性を解析
したところ、概ね同様の傾向が見られた。 

図 1 卵における hnRNP K タンパク質の局在 

 未受精卵を超遠心分離法により細胞質画分（C）、膜画分

（M）、細胞骨格画分（S）に分画した。10μg のタンパク質を

電気泳動し、それぞれの特異抗体を用いてウエスタンブロッ

ティング解析を行った。右の矢印はターゲット分タンパク質

の分子量を示す。 

表１ 未受精卵で hnRNP K タンパク質と結合している母性 

mRNA 

抗 hnRNP K 抗体を用いた免疫沈降法および RT-PCR 法

により、ゼノパス未受精卵において hnRNA K タンパク質と

結合している mRNA（Target mRNA）。データベース上のアク

セッション番号（Accession No.）と mRNA 翻訳産物の機能

（Description）を示す。 



 
hnRNP K に結合している mRNA の転写産
物についての発現プロフィール：続いて発現
局在を解析した。上述の hnRNP K と特異的
に結合している 14 種類の mRNA について、
市販抗体を用いてそれぞれの発現産物につ
いて卵・卵母細胞内の局在について解析を行
った。その結果、14 分子種のうち 4 分子種が
ゼノパス卵・卵母細胞を通して翻訳され、分
子種により固有の発現パターンを示すこと
が明らかになった（図２）。セリン・トレオ
ニンキナーゼ MEK3 は 90% が細胞質画分、
10% は細胞骨格に、転写因子 XER81 は細
胞質画分に 70%、膜画分に 30% 局在するこ
とが明らかになった。しかしこれらのいずれ
の分子種においても、卵成熟・初期発生過程
において明瞭な局在変化は観察されなかっ
た。以上の結果から本研究で検証できた分子
種については翻訳や局在がコントロールさ
れる可能性は低い。しかし hnRNP K は xSrc
によってチロシンリン酸化、Erk によってセ
リンリン酸化されること、さらにこれらのリ
ン酸化によって mRNA との結合能が変化す
ることから、mRNA 翻訳に関与する可能性が
高い。以上の成果を統括すると、図３に示す
卵活性化のシグナル伝達経路が考えられる。 
 本研究成果は配偶子や初期胚における遺
伝子発現コントロールと、リン酸化酵素の介
するシグナル伝達カスケードとのクロスト
ークを明らかにするものであり、その分子基
盤を築くものである。これまでに hnRNP K 
は遺伝子発現コントロールを通してがん抑
制に関与することが報告されている。本研究

成果は基礎生命科学上の成果にとどまるも

のではなく、抗がん創薬研究、生殖医療研究
等にも発展するものと期待される。 
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