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研究成果の概要（和文）：多くの動物では、受精に先立ち卵から放出される物質によって精子が誘引される。この精子
誘引作用は多くの場合種特異的であると考えられている。しかしこの誘引物質の卵での合成・分泌経路は全くの未知で
あるため、シグナル伝達系の普遍性と種特異性については全く解っていなかった。本研究では、カタユウレイボヤ精子
誘引物質SAAFの合成・分泌経路のメカニズムの解明を進め、近縁他種の機構と比較することで、受精における精子誘引
の種多様性のメカニズムについて考察することを目標とした。

研究成果の概要（英文）：Sperm attraction of the egg found in many animals is believed to be a 
species-specific phenomenon in many cases. However, biosynthesis and secretion pathway of the sperm 
attractant in eggs is almost unknown. In this study, we tried to understand the universality and 
biodiversity of the sperm attraction system. First, in order to elucidate biosynthesis pathway and 
secretion of the sperm attractant SAAF, we have tried to comprehensive analysis of gene expression during 
oogenesis by RNA-seq analysis. Second, we have tried to identify sperm attractant from the ascidians 
related to Ciona intestinalis, and finally we identified the sperm attractant from the ascidian Ascidia 
sydneiensis.

研究分野：生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 

 「受精」という生命にとって重要なイベン
トを、効率的、かつ正常に行うための戦略と
して、卵の精子誘引作用（精子走化性）が知
られている。この現象は、体外受精をする多
くの動物門において種特異的な反応であり、
同種の精子と卵子を確実に出会わせ、受精の
確率を高めるシステムとして、非常に興味深
い戦略システムである。しかし、精子活性
化・誘引物質に関しては植物におけるシダや
褐藻類、動物におけるサンゴ、ウニ、ホヤ等
の一部の種で同定されているのみで、研究開
始時点で分子機構はほとんど何も分かって
いなかった。さらに、卵側からの精子誘引物
質放出機構に関する研究も皆無であった。申
請者等は、研究開始時点までに尾索動物カタ
ユウレイボヤの卵から放出される精子誘引
物質 SAAFがポリヒドロキシステロール硫酸
抱 合 体 (25S)--tetahydroxy-- 
cholestane-3,26-disulfate であることを明らか
にし、さらにこの分子のコレスタン骨格の 3
位と 26 位に配位する硫酸基が精子活性化・
誘引活性に必須である事を示していた。また、
これまで顧みられていなかった精子誘引物
質の分泌系にも着目し、カタユウレイボヤで
はSAAFの放出にVCP/p97が関わっているこ
とを明らかとしていた。しかし SAAFの卵内
での合成経路は全くもって不明なままであ
った。ホヤでも精子誘引作用が種特異的であ
ることが知られているが、ポリヒドロキシス
テロールのような低分子有機化合物がなぜ
種特異的に多様性をもち、精子走化性という
普遍的な反応を種特異的に起こしうるのか、
全く不明であった。一方、カタユウレイボヤ
では、ゲノム及び EST解析により性ステロイ
ドの受容体及び合成酵素の多くが欠損して
いることが知られており、SAAF を含むステ
ロイド代謝経路は全く独自のもので、この誘
引物質合成経路の種特異性が誘引物質の多
様性につながり、種特異性に至っていると予
想された。 

 

２．研究の目的 

 多くの動物では、受精に先立ち、卵から
放出される化学物質によって精子が誘引さ
れる。この卵による精子誘引作用は種特異
的で、尾索動物ホヤでは種毎に異なったポ
リヒドロキシステロール硫酸抱合体が種特
異的な精子誘引物質として働いていると考
えられる。しかしこの誘引物質の卵での合
成・分泌経路は全く未知であるため、どの
部分が種を超えて普遍的なメカニズムであ
るか、どのようにそこから種特異的な誘引
物質が形成するのに至ったか、全く不明で
ある。 

 そこで本研究では、本質的に種特異的で

ある受精システムの普遍性と種特異的分化
のメカニズムの理解を進める目的で、種特異
性をもつ卵の精子誘引作用を題材に種の特
異性と普遍性の比較解析を行うことを目的
とした。 

 まず、精子誘引物質の構造が明らかとなっ
ているカタユウレイボヤを題材に、基準とな
る分子機構の解明のため、カタユウレイボヤ
精子誘引物質 SAAFの合成・分泌経路の解明
を進めることを目標とした。具体的には、カ
タユウレイボヤ精子誘引物質 SAAF合成に関
わる酵素群、及び cholesterolから SAAFに至
るまでの中間生成産物を網羅的に調べ、さ
らにその合成経路が働くステージも調べる
ことで、SAAF がいつ、どのように卵内で合
成されているのかの大まかな骨格を解明す
ることを達成目標とした。 

 次に近縁他種の精子誘引物質を同定して
比較することで、卵での精子誘引物質合
成・分泌のメカニズムを解明すると同時に、
種の多様性が生じるメカニズムについても
迫ることを目標とした。期間内には、カタ
ユウレイボヤ近縁他種の精子誘引物質の構
造を完全決定することを達成目標とした。 

 さらに、主に魚類等を中心にした、ホヤ以
外の受精における卵と精子の相互作用につ
いても調べ、将来的により普遍的な受精シス
テムの理解につながる基礎を得ることも目
指した。 

 

３．研究の方法 

(1) カタユウレイボヤ卵における SAAF の合
成系路の解明： 
 精子誘引物質 SAAFは成熟した未受精卵か
ら放出されるが、SAAF の合成経路は全く不
明である。そこで SAAF合成経路の解明を目
指した。 
 まず SAAF合成の最終過程と考えられる硫
酸抱合反応について、その反応を司るスル
フォトランスフェラーゼの同定を行い、qPCR
法や in situ hybridization法により発現の分布
と時期を調べた。研究当初に計画していた、
ラジオアイソトープを用いたトレーサー実
験による SAAF合成における中間生成産物の
同定は、実験を予定していた東京大学臨海実
験所の RI 施設が廃止されたため、実施する
ことができなかった。 
 また、SAAF 合成系を司る酵素群の同定も
試みた。SAAF を合成している時期の卵（初
期卵母細胞、成熟卵母細胞、および未受精卵）
を一個体より約 100細胞ずつ、計 3個体より
mRNA を抽出し、次世代 DNA シーケンサ
HiSeq（Illumina）を用いた RNAseq 解析を行
い、SAAF 合成経路に関わりそうなステロイ
ド代謝酵素の存在を網羅的に探索した。 



(2) カタユウレイボヤ卵における SAAF の分
泌調節機構の解明： 
 これまでの研究により、SAAF は卵成熟の
過程で卵核胞崩壊後から卵内に存在し、受
精後に分泌されなくなることがわかってい
る。また卵よりの SAAFの分泌については、
これまでの申請者らの研究により VCP/p97
と未同定の ABC トランスポーターが関与し
ていることが示唆されている。そこで分泌
に関わる分子機構について検討した。 
 まず、SAAF 合成・分泌に関わると思われ
る既知の分子について、qPCR法および in situ 
hybridization 法で発現を解析した。また、分
泌に関わるトランスポーターを、卵母細胞
の RNAseq解析で網羅的に探索することを試
みた。 

(3) 精子走化性の分子機構における種特異性
と普遍性の理解： 
 種特異性のある精子走化性の普遍的な分
子機構を理解するため、カタユウレイボヤ
での知見をベースにして検討することを目
指した。まず、カタユウレイボヤと同族別種
である Ciona savignyi、および近縁かつ別属の
ホヤである２属４種（Phallusia mammilata, P. 
nigra, Ascidia ahodori（ナツメボヤ） , A. 
sydneiensis（スジキレボヤ））における精子活
性化並びに走化性の特異性について、詳細に
解析を行った。また、カタユウレイボヤと同
様の手法を用い、これらの種の精子誘引物質
の精製を行った。精製が成功した A. 
sydneiensis の精子誘引物質については、連携
研究者により、NMR を用いた構造決定を行
った。 
 また、魚類を用いて受精時における精子の
運動・受精能の調節機構についての基礎的デ
ータの取得を行った。 

 

４．研究成果 

(1) カタユウレイボヤ卵における SAAF の合
成系路の解明： 
 SAAF 合成の最終過程である硫酸転移酵素
（Sulfotransferase, SULT）の発現の網羅的な同
定を試みた。その結果、24個ある SULT農地、
14 個の遺伝子が卵巣で発現していることが
PCRで確認された。こららの全ての遺伝子の
クローニングを行い、in situ hybridizationを行
ったところ、これまでに初期卵母細胞で高発
現している６つの SULTを同定した。また、
さらに qPCR法による解析を行い、初期卵母
細胞で発現量が多い 4つの遺伝子を同定した
(学会発表 3)。 
 また、卵母細胞の RNA-seqデータ解析を行
い、網羅的な解析を試みた。その結果、いく
つかの SAAF合成に関わる酵素と思われる遺
伝子の発現が確認された（未発表）。現在、
ステージで発現の差異のある遺伝子の網羅
的な解析を進めている途上である。(未発表) 

(2) カタユウレイボヤ卵における SAAF の分
泌調節機構の解明： 
 まず、SAAF と結合することがわかってお
り、SAAF 分泌に関わると思われる VCP/p97
について、PCRおよび in situ hybridization法
により解析を行ったところ、卵形成に従って
卵細胞内で発現していることが明らかとな
った（学会発表 7）。 
 また、卵母細胞の RNA-seqデータ解析によ
り、VCP/p97が初期卵母細胞で高発現し、そ
れが未受精卵まで維持されていることが確
認された（未発表）。 

(3) 精子走化性の分子機構における種特異性
と普遍性の理解： 
 カタユウレイボヤとその近縁種における
精子活性化および走化性の特異性に関する
詳細な解析を行った。その結果、過去にも言
われていたように、おおむね種の特異性が見
られたが、詳細に見ると同属間や、異種間で
の精子誘引が見られる組み合わせがあった。
おもしろいことに、ある特定の種間（C. 
savignyi と A. sydneiensis）では片方向性の種
間誘引があった（論文 4）。 
 またカタユウレイボヤ以外の精子誘引物
質の同定を行い、スジキレボヤ A. sydneiensis
のみ最終的な構造決定に成功した（論文 3）。 
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