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研究成果の概要（和文）：卵子は受精によって多能性を獲得し，たった１個の受精卵からすべての細胞が作られる．本
研究により，受精後にはオートファジーが誘導され，精子から持ち込まれたミトコンドリア等を選択的に分解すること
，この分解がミトコンドリアDNAの母性遺伝に必要であることを世界に先駆けて発見した．また，この時期にはエンド
サイトーシスも活性化し，役割を終えた膜成分の積極的な分解が起きること，この分解に特殊なユビキチン修飾が関与
することを見出した．本研究によって卵子が多能性を獲得する時期にリソソーム分解系が果たす新たな生理機能が明ら
かとなった．

研究成果の概要（英文）：Fertilization triggers cell remodeling from each gamete to a totipotent zygote. 
Using C. elegans as a model system, we have shown that lysosomal degradation pathways play important 
roles in cellular remodeling during this developmental transition. Endocytosis and autophagy, two 
pathways leading to the lysosomes, are highly upregulated during this period. A subset of maternal 
membrane proteins is selectively endocytosed and degraded in the lysosomes before the first mitotic cell 
division. UBC-13-dependent K63-linked ubiquitination is required for the proper sorting of membrane 
proteins. Autophagy is also induced shortly after fertilization and executes the degradation of 
paternally inherited embryonic organelles, e.g. mitochondria and membranous organelles. This mechanism 
underlies the maternal inheritance of the mitochondrial genome. Our study revealed physiological roles of 
lysosomal pathways during early development.

研究分野： 発生細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 卵母細胞は受精によってすべての細胞に
分化しうる全能性を獲得し接合子へと変化
する（oocyte-to-zygote transition）．この過
程は高度に分化した生殖細胞から全能性を
持った接合子への非常に大きな質的変化と
とらえることができる．このとき染色体の構
造や遺伝子の発現様式の転換が重要である
のはもちろんであるが，細胞質成分の再編成
が起きることも知られている．例えば受精卵
における卵母細胞由来 mRNA の大規模な
分解や，減数分裂特異的なタンパク質のプロ
テアソームによる選択的分解である．これら
分解を介した再編成は，正常な胚発生（体細
胞分裂）に必須である（①）．しかしながら，
初期胚において細胞を形作る膜成分やオル
ガネラの変化についてはこれまでほとんど
知見がなかった． 
 われわれは線虫 C. elegans の生殖腺をモ
デルにした in vivo 解析系を構築し，受精前
後の時期には発生のイベントと連動して同
調的分泌やエンドサイトーシスの一過的な
活性化が生じ，膜動態がダイナミックに変化
していることを見出していた（②③）．また，
受精後には別のリソソーム分解系であるオ
ートファジーが誘導されるという予備的結
果も得ていた．一方，ミトコンドリア DNA
は母性遺伝することが知られ，父方のミトコ
ンドリア DNA は受精前後の時期に排除され
ることが知られていたが，その具体的なメカ
ニズムはわかっていなかった（④）． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は特にエンドサイトーシスやオー
トファジーといったリソソーム分解系に注
目し，線虫の生殖腺をモデルに以下の二つの
視点で研究を行った． 
１）受精卵においてこれら分解系がどのよう
な基質をどのように分解するのか，その分子
メカニズムを解明する． 
２）リソソーム分解系による膜成分の分解・
再編成が果たす生理的役割を明らかにする． 
 それにより，受精に伴う細胞の機能／性質
の変化と構造の関係を理解し，生殖という生
物にとって最も重要ともいえる問題の基本
原理を明らかにすることを目指した．このよ
うな基礎研究は幹細胞研究や生殖医療など
応用分野の発展においても不可欠であると
考えている． 
 
３．研究の方法 
 
（１）線虫生殖腺において蛍光タンパク質
(GFP や RFP)で標識した各種マーカータンパ
ク質を発現する形質転換体を作製し，受精前
後のオルガネラや特定のタンパク質の動態
を詳細に観察した． 
（２）受精卵で誘導されるオートファジーに

ついて分解を受ける基質の同定を行った．ま
た，オートファジー関連因子の関与を系統的
に解析した．オートファジーの生理的意義を
明らかにするため，オートファジー関連因子
の表現型解析を行った． 
（３）エンドサイトーシスで分解される基質
を GFP で可視化した線虫株を用い，網羅的
RNAi 法によってエンドサイトーシスに関わ
る因子の探索を行った．同定した因子につい
ては作用機序を明らかにするためさらに詳
細な解析を行った．また，RNAi や破壊株の表
現型解析を行い，発生や成育に対する影響を
調べた． 
（４）エンドサイトーシスやオートファジー
を誘導するシグナル経路を明らかにするた
め，様々なシグナル経路や発生イベントの変
異の影響を調べた． 
 
４．研究成果 
 
（１）オートファジーによる父性オルガネラ
の選択的分解 
 
 オートファジーは細胞質の成分を隔離膜
と呼ばれる膜で囲い込んでオートファゴソ
ームを形成し，その内容物をリソソームへ運
んで分解する大規模な分解機構である（⑤）．
オートファジーは栄養飢餓に応答して自己
の成分を非選択的に分解・再利用するシステ
ムとして発見されたが，近年では特定の基質
（タンパク質凝集体や不良ミトコンドリア，
感染細菌など）をオートファゴソームへ取り
込み，分解する“選択的オートファジー経路”
も存在することが明らかとなっている（⑤）．
われわれは線虫の受精卵では侵入した精子
近傍に局所的にオートファゴソームが形成
されることを見出した．さらにマーカーを用
いた詳細な観察から，その基質は父方（精子）
に由来するミトコンドリアや MO(membranous 
organelle)といった父性オルガネラである
ことを見出した（⑥）． 

 
 
 これら父性オルガネラは受精によって卵
母細胞に持ち込まれるが，すみやかにオート
ファゴソームに取り囲まれ，１６細胞期まで
には分解される．また，オートファジー経路
の変異体においては父性オルガネラの分解
が阻害され，幼虫期まで父性オルガネラが残



存した．われわれはこの父性オルガネラの選
択 的 分 解 を “ allophagy (allogeneic 
organelle autophagy)”と命名した（⑦⑧）．
さらにallophagyを阻害すると父性ミトコン
ドリアDNAが次世代にまで遺伝してしまうこ
とも判明し，線虫におけるミトコンドリア
DNA の母性遺伝に必須であることを示した
（⑥）． 
 

 
 
 allophagy を誘導するシグナルについても
解析した．allophagy ではオートファゴソー
ムが父性オルガネラの周囲を選択的に取り
囲むこと，また変異体を使って多精を引き起
こすと侵入した複数の精子核の周辺にそれ
ぞれオートファゴソームが形成されること
から，精子オルガネラの侵入自体が引き金と
なりオートファジーを誘導していると考え
られた（⑥）． 
 また，オートファジー経路の lgg-1 や
atg-18の破壊株は高頻度に胚発生後期，また
は孵化した直後の第一幼虫期で致死となっ
たことから，オートファジーの活性が正常な
発生に必須であることが判明した（⑥）． 
 
（２）K63 ユビキチン鎖によるエンドサイト
ーシスの制御 
 
 受精卵ではエンドサイトーシスが一過的
に活性化する．卵母細胞に由来する各種膜タ
ンパク質の動態を調べたところ，多くの細胞
膜タンパク質がエンドサイトーシスにより
細胞内へ取り込まれ，リソソームで分解され
ていた．一方で，同じ細胞膜に局在するタン
パク質でも分解を受けずに安定に存在する
タンパク質種もあったことから，このエンド
サイトーシスは基質選択的であることがわ
かった（⑨）．また，エンドサイトーシスの
制御にはユビキチン化が関与することが知
られている（⑩）．この時期の細胞内のユビ
キチンの動態を詳細に調べたところ，エンド
ソーム上に大量のユビキチン鎖が一過的に
集積することが明らかになった．またこのユ
ビキチン鎖は主に K63 結合であり，K48 結
合ユビキチン鎖は検出されなかった（図３；
⑨）． 
 さらに，膜タンパク質のエンドサイトーシ
スに関わる因子を網羅的 RNAi 法により探索

したところ，UBC-13 と UEV-1 を同定した．こ
れら二つの因子は K63 結合ユビキチン鎖の
生成に特異的に関わるユビキチン結合酵素
複合体として機能することが知られている
（⑪）．ubc-13 または uev-1 変異体の受精
卵では，膜タンパク質が細胞膜から取り込ま
れるものの，エンドソームから再び細胞膜へ
と輸送されてしまい，安定に存在する様子が
観察された（図４）．またこれら変異体では，
受精卵エンドソーム上への K63 結合ユビキ
チン鎖の集積が著しく低下していた．これら
の結果から，UBC-13・UEV-1 による K63 結
合ユビキチン鎖の生成がエンドソーム上で
の膜タンパク質のソーティングに必要であ
ることが示唆された（図３；⑨）．また，ユ
ビキチン化は受精後の細胞周期の進行に関
わる Anaphase-promoting complex （APC）
の下流で制御されていることも明らかとな
った（図３；⑨）． 

 

 
 エンドサイトーシスの初期ステップを制
御する rab-5の機能阻害を行うと，細胞分裂
は進行するものの初期胚発生に異常を生じ，
強い胚性致死性を示した．この結果は受精卵
におけるエンドサイトーシスが正常な胚発
生に必須であることを示している．ubc-13や
uev-1 の変異体は２５℃で部分的な胚性致死
を示した．これら変異体では基質の選択性は
低下しているが，エンドサイトーシスそのも
のは阻害されていないため，弱い表現型を示
すと考えられる（⑨，未発表）． 
 
 受精前後の卵子から胚への変換期には細
胞内で様々な変化が起きるが，材料の取り扱
いが難しいことなどから近代的な細胞生物



学や分子遺伝学の手法を用いた解析は非常
に限られていた．今回さまざまな手法が利用
可能な線虫を材料に用いることで，卵子から
胚への変換期の解析モデル系となることを
提示した．また，この時期にはリソソーム分
解系が積極的な役割を果たしていること，さ
らにこの分解がミトコンドリアDNAの母性遺
伝のメカニズムでもあることを見出した
（⑫）．その後，類似の現象は哺乳類でも保
存されていることが報告されており，動物初
期発生の共通原理の理解にもつながると期
待される． 
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