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研究成果の概要（和文）：本研究では、精子運動開始因子(SMIS)の作用様式の適応的変化を解明するために、１）電子
顕微鏡観察、２）免疫学的解析、３）遺伝子構造解析を行った。アカハライモリ体内受精に重要な、SMISを含む顆粒は
、シリケンイモリ（体内受精種）とモリアオガエル（樹上受精種）の卵外被に見られ、後者ではその局在が著しく異な
った。顆粒は、イベリアトゲイモリ（体内受精種）とアズマヒキガエル（体外受精種）には見られず、受精様式に加え
、更なる要因に適応した作用様式の多様化が示唆された。一方、アカハライモリSMIS遺伝子の構造と発現制御を解明し
、種間比較のために、RNAseqによるSMIS遺伝子の新同定法の確立に成功した。

研究成果の概要（英文）：SMIS, a key protein for internal fertilization of the newt, C. pyrrhogaster, 
localizes granules in the surface of egg jelly and induces sperm motility in female body. It acts in a 
different manner among amphibians and is hypothesized to contribute to the diversification of 
reproductive modes to evolve internal fertilization. To address this hypothesis, we examined 
ultrastructure of egg jelly and SMIS localization in C. ensicauda and P. waltl that undergo internal 
fertilization, R. arboreus that do arboreal fertilization, and B. japonicus that do external 
fertilization. Distributions of SMIS-localizing granules suggested changes in machinery of SMIS action 
adaptively to various factors including reproductive modes. We also found that C. pyrrhogaster SMIS gene 
was constructed by 3 exons and succeeded to establish a new method to identify SMIS homologous genes 
using RNAseq, which will be available to analyze the correlation of SMIS structure with its different 
action in future study.
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の進化において、両生類に生じた体
外受精からの受精様式の多様化と体内受精
の確立は、陸上環境への適応に大きく貢献し
たことが示唆されている。私たちがアカハラ
イモリの卵外被であるジェリー層から単
離・同定した sperm motility-initiating 
substance (SMIS)は、体内受精様式に高度に
適応した作用機序を有する一方で、体内受精
を行う両生類種のジェリー層及びその派生
物中に同様の活性が見られることから、精子
運動の調節を介して体内受精の確立に大き
く寄与したことが示唆される。SMIS は分子
的な特徴の変化を伴いながら両生類種間で
保存されており、SMIS の作用機構が受精様
式の多様化と体内受精の進化に関連して適
応的に変化したことが示唆される。 
 
２．研究の目的 
SMIS の作用機構の変化の実体を明らかに
し、受精様式の多様化と体内受精の進化に
関連した分子機構の適応的な変化を理解す
る。 
 
３．研究の方法 
研究は以下の３つの手法によって得られた
結果を総合的に考察することによって実施
した。１）ジェリー層、及びその派生物に由
来する卵外被の走査型電子顕微鏡観察によ
る超微細構造の観察、２）抗 SMIS 抗体を用
いたジェリー層、及びその派生物に由来する
卵外被の凍結切片等の免疫染色、３）各種遺
伝子操作技術を用いた SMIS 遺伝子の構造解
析 
 
４．研究成果 
(1) SMIS が局在する顆粒の構造的な保存性 
 SMIS は、アカライモリの卵ジェリー層表層
に局在する顆粒に含まれ、精子先体反応と連
携して精子運動を誘導する。このユニークな
作用機序がアカハライモリの体内受精成立
の鍵となる。本研究では、体内受精種３種と
体外受精種２種について、卵ジェリー層、及
びその派生物に由来する卵外被に同様な顆
粒の有無とその局在を検討した。SMIS が局在
する顆粒は体内受精種であるシリケンイモ
リと樹上受精種であるモリアオガエルにお
いて観察された。シリケンイモリデでは、卵
ジェリー層の表層への明確な局在が示され、
その体内受精においてアカハライモリと同
様な精子運動開始機構が機能することが示
唆された。一方、モリアオガエルでは、ジェ
リー層派生物である泡巣の構成成分中にラ
ンダムな分布が観察された。モリアオガエル
の樹上受精では、放卵・放精と同時にメスが
泡巣構成成分を撹拌するため、このような特
異的な特徴に適応して SMIS の分布様式が変
化したものと考えられる。一方、体内受精種
であるイベリアトゲイモリと水中受精種で
あるアズマヒキガエルの卵ジェリー層には

顆粒が観察されなかった。イベリアトゲイモ
リの結果は予想外であり、アズマヒキガエル
の結果とともに、SMIS の作用様式が体内及び
体外といった受精様式のみならず、多様な要
因によって改変されている可能性を示唆す
るもので、大変興味深い。しかし、人為的な
排卵誘発による影響も考慮する必要があり、
今後それぞれの可能性について注意深く検
証する必要がある。 
 
(2) SMIS 遺伝子の構造的な特徴 
 SMIS は、免疫学的な比較解析により、分子
量と pI が種間で異なることから、分子構造
の変化が受精様式への適応に関連するもの
と考えられる。本研究では、SMIS の分子構造
の相違の実体を解明するために、ゲノムウォ
ーキング法により、アカハライモリ SMIS 遺
伝子の 1172 bp の転写領域を含む 4794 bp
のSMIS遺伝子塩基配列を決定した。SMIS 
cDNA 配列中の 145 番目と 146 番目、及び
270 番目と 271 番目の塩基の間にイントロ
ン配列の挿入が見られ、SMIS 遺伝子が３
つのエキソンから成ることが明らかになっ
た。転写領域の上流には TATA ボックス、
CAT ボックス等が見られたが、特徴的な転
写調節配列は見られなかった。しかし、輸
卵管の RT-PCR によって、SMIS の転写が
エストラジオールによって調節されること
が示された。今後、この性ステロイドによ
る転写調節機構をさらに検証し、SMIS 遺
伝子発現に関わる構造的特徴を特定するこ
とが期待される。 
 SMIS 遺伝子の比較解析のために、４種
の両生類の輸卵管から mRNA を抽出し、
SMIS の機能領域周辺のアミノ酸配列をコ
ードする degenerate プライマーを用いて
RT-PCR を行ったが、SMIS cDNA 断片を
得ることができなかった。そこで、近年進
歩が著しい次世代型 DNA シークエンシン
グ技術を用い、RNAseq による SMIS 
cDNA の塩基配列の取得を試みた。アカハ
ライモリの輸卵管から抽出した mRNA を
試料として得たショートリードを de novo
アッセンブリーしたところ、得られた
113084 リードから、SMIS cDNA と 98%
の相同性をもつシングルリードの塩基配列
の取得に成功した。このことから、ゲノム
情報のリファレンス配列をもたない、アカ
ハライモリを始めとするほとんどの両生類
種において、分子構造の変異に影響されず
に SMIS 遺伝子を同定することができるこ
とが明らかになった。今後、本法により、
種特異的な SMIS 遺伝子構造を解明する予
定である。 
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