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研究成果の概要（和文）：我々は、マボヤ精子の卵黄膜通過時にユビキチン-プロテアソーム系がライシンとし
て細胞外で機能する可能性を報告した。今回、２つのユビキチン活性化酵素のcDNAクローニングを行った。両酵
素のmRNAは、卵巣と精巣を含む各器官で発現していた。抗体を作製して免疫染色を行ったところ、卵の濾胞細胞
と精子ミトコンドリアを被う細胞膜に局在することが示された。また、E1阻害剤は受精を阻害することも示され
た。一方、精子プロテアソームの免疫染色を行ったところ、精子ミトコンドリアを被う細胞膜表面にプロテアソ
ームが局在することが示唆された。本抗体は受精を強く阻害することから、受精時に細胞外で機能することも示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that the extracellular ubiquitin-proteasome system 
may be involved in fertilization of the ascidian Halocynthia roretzi. Here, we cloned two cDNAs of 
ubiquitin-activating enzymes (E1), HrUBA1 and HrUBA6 and showed that these mRNAs are expressed in 
most organs, including the ovary and testis. Immunocytochemistry using peptide antibodies revealed 
that these enzymes are localized on follicle cells of the eggs and on sperm head around a 
mitochondrion. E1 inhibitor PYR-41 inhibited fertilization, suggesting that gamete E1s may be 
involved in fertilization. We also studied on the sperm proteasome by using a peptide antibody 
against sperm proteasome. The results showed that the sperm proteasome is localized on the surface 
of sperm head over a mitochondrion. Since anti-proteasome antibodies inhibited fertilization, it was
 suggested that the sperm proteasome plays a key extracellular role in fertilization.  
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【図１】マボヤの受精の模式図 

【精子の卵黄膜への結合】 
 生物種の認識 
 自己非自己認識 
【精子の卵黄膜通過】 
 ライシンとして機能する 
 精子ユビキチン-プロテアソーム系、 
 アクロシン、スペルモシン 

１． 研究開始当初の背景 
 

 ユビキチンは酵母からヒトに至るまで高
度に保存された 76 残基のアミノ酸からなる
タンパク質で、多くの細胞内タンパク質の分
解シグナルとなっている。また最近、細胞内
タンパク質の機能改変や局在性を決定する
翻訳後修飾分子としてユビキチン様タンパ
ク質も注目されつつある。しかし、これらは
いずれも細胞内でのタンパク質の修飾であ
り、細胞外でのユビキチン（あるいはユビキ
チン様タンパク質）修飾の研究はほとんど行
われていない。 
 本申請者は，受精過程のなかでも特に精子
が卵黄膜（卵保護層）を通過する際に、精子
由来の酵素が卵黄膜タンパク質（精子レセプ
タータンパク質：HrVC70）を細胞外でユビキ
チン化すること（文献 1）、またそれを精子細
胞膜結合型プロテアソームが分解すること
（文献 2、図１参照）を、原索動物マボヤを
用いて明らかにしてきた。その後、哺乳類に
おいても同様の現象が存在することが
Sutovsky らによって報告された（文献 3（総
説））。また男性不妊患者のなかには精子細胞
膜表面タンパク質に対する自己抗体を産生
する例が報告され、その中には抗プロテアソ
ーム抗体を産生する患者も報告されている。
これらの背景から、受精や生殖に関与する未
知の細胞外ユビキチン-プロテアソーム系の
全容解明が今強く望まれている。 
 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、従来細胞内でしか機能し
ないと考えられてきたユビキチン-プロテア
ソーム系の概念を打ち破り、全く新しい角度
から受精に関与する新しい細胞外ユビキチ
ン-プロテアソーム系の全容を解明すること
を目的としている。材料としては、配偶子採
取と受精実験が容易でゲノム概要配列が解
読されつつある原索動物マボヤ、ゲノム構造
がすでに解読されておりトランスジェニッ
ク動物の作出が可能なカタユウレイボヤ 
などを、実験目的に応じて適宜使い分けて使
用する。 
 本研究の第１の目的は、受精系において細
胞外で機能する新しいユビキチン-プロテア

ソーム系の酵素分子を同定すること、さらに
細胞外（先体胞内）への輸送システムを明ら
かにすることである。そして、第２の目的は、
同定された酵素の受精における役割を明確
にすることである。  
 ペルオキシソームでは、PTS(Peroxisome- 
targeting signal)の一つ PTS1 と呼ばれる C
末端 3残基の配列（[SAGCN]-[RKH]-[LIVMAF]）
があると、プロテアソームのような巨大分子
複合体であってもペルオキシソーム内に複
合体のまま輸送させることが可能なことが
知られている。この現象がヒントとなり、
acrosome-targeting signal のようなものが
存在し、それによってプロテアソームやユビ
キチン化酵素複合体が輸送されているので
はなか、と考えるに至った。 
 ユビキチン化酵素に関しては、まずユビキ
チン化における最初の反応を触媒するユビ
キチン活性化酵素 E1 に着目し、そのクロー
ニングと機能解析を行う。 
 プロテアソームに関しては、少なくともマ
ボヤにおいては、α６サブユニットの C末端
16 残基が、精子特異的プロセシングで除去さ
れることを見出している（文献 4）。それが先
体胞や細胞膜表面に輸送するシステムにど
のように関わるかを解析する。この新しい C
末端配列は、膜結合性プロテアソームの細胞
膜へのアンカリングに関わる可能性もある
ので、この C末端配列と相互作用する膜タン
パク質を探索し、そこから新たな展開を図る。 
 
３．研究の方法 
 
 A型またはＣ型マボヤを東北大学浅虫海洋
生物学教育研究センターで、10℃前後で飼育
保存した。既報に従い、放精放卵を誘起し、
精子と卵を調製して、受精阻害実験を行った。 
 2 種類のユビキチン活性化酵素（UBA1, 
UBA6）の遺伝子モデルを ANESEED のゲノ
ムデータベースから検索し、その配列をもと
に、cDNA クローニングを行った。この両者
に共通配列と特異的配列をもとにペプチド
抗体を作製し、免疫染色を行った。  
 マボヤプロテアソームのα６サブユニッ
トのＣ末端 15 残基に対するペプチド抗体
（C15）と精子プロテアソームのプロセシン
グで出現するＣ末端 15 残基に対するペプチ
ド抗体(Csp15)を作製した。 
 免疫染色は、4%パラホルムアルデヒド固定
した精子を洗浄後、ブロッキングしてから一
次抗体を反応させ、Alexa Fluor 488標識二次
抗体を用いて行った。ミトコンドリアは
MitoTrackerを用いて染色し、その位置を確認
した。また、細胞膜の透過処理は、0.1% Triton 
X-100により行った。 
 免疫沈降は Protein A-Sepharoseを用いて既
報に従って行い、沈降物を SDS-PAGE後、特
異的バンドを切り出してトリプシン処理し、
LC/MSで分析した。 
 



４．研究成果 
 
(1) ユビキチン活性化酵素 E1 に関する研
究：ユビキチン化反応の最初の反応を触媒す
るのがユビキチン活性化酵素 E1 である。こ
れは最近まで 1種類と考えられていたが、実
際には 2種類存在する。一方はユビキチンの
みを活性化する UBA1で、他方は、ユビキチ
ンと FAT10（=HLA-F Adjacent Transcript 10: 
ユビキチン様タンパク質）の両者を活性化す
るUBA6である。FAT10は 2個ユビキチン（Ub）
が結合したような構造をしており、単一分子
修飾でプロテアソームによる分解シグナル
となる。 
 マボヤゲノムデーターベース（ANESEED）
を利用して、UBA1と UBA6の遺伝子モデル
を探索し、その候補遺伝子を同定した。その
配列をもとにプライマーを作製し、cDNA ク
ローニングを行った。まず、両者の発現量に
ついて、q-PCRを行った。その結果、いずれ
の酵素遺伝子も精巣と卵巣で発現している
ことが確認されたが、特に卵巣で強く発現し
ていることが示された。 
 次に、配列情報をもとにペプチド抗体を作
製し、アフィニティ精製した抗体を用いて、
免疫染色を行った。その結果、E1抗体は卵の
濾胞細胞に特異的に反応することが示され
た。また精子では頭部ミトコンドリアを被う
細胞膜付近が免疫染色された。精子反応を行
うと、精子ミトコンドリアが尾部を通って離
脱するが、その際に離脱したミトコンドリア
にも E1が存在することが示された。 
 次に受精における機能を調べる目的で、抗
体による受精阻害実験を行ったが、検討した
条件では強い阻害効果は検出されなかった。
一方、E1阻害剤である PYR-41の受精に及ぼ
す影響を調べたところ、マボヤの受精を濃度
依存的に阻害することが判明した。 
 以上の結果は、HrUBA1または HrUBA6ま
たは両者が精子ミトコンドリア近傍と卵濾
胞細胞に局在し、受精時（特に精子の卵黄膜
通過時）に重要な役割を果たすことを示して
いる。 

 
(2) プロテアソームの局在性と受精における
役割：マボヤでは、精子プロテアソーム特異
的に、そのα6サブユニットのＣ末端 16残基
がプロセシングされることを報告している。
今回、本来のＣ末端配列の 15 残基と、16 残
基切断後に新たに生じるＣ末端配列の 15 残
基をハプテンとしてヘモシアニンに結合後、
それを抗原としてウサギに免疫して、ペプチ
ド抗体を作製した。前者を C15抗体、後者を
Csp15 と命名した。2 種類の抗体は、抗原ペ
プチドカラムでアフィニティ精製して使用
した。 
 精製C15抗体はウエスタンブロット解析で、
マボヤ精子抽出液中のプロテアソームα6 サ
ブユニットと反応しないことが示された。よ
って、プロセシングされているプロテアソー

ムとプロセシングされていないプロテアソ
ームを区別して局在性変化を解析すること
は困難であることが示された。一方、Csp15
抗体は精製精子 20Sプロテアソームの 32kDa
タンパク質（α6）と特異的に反応するばか
りでなく、精子粗抽出液に対しても同一分子
量の位置に単一バンドを与えることが示さ
れた。この結果は、精子中には、α6 のＣ末
がプロセシングされたプロテアソームのみ
が存在すること、また Csp15抗体は精子中タ
ンパク質のうちプロテアソームのみと反応
することを示している。この Csp15抗体を用
いて免疫染色した結果、精子頭部ミトコンド
リアを被う細胞膜が特異的に染色されるこ
とが示された。精子をカルシウムイオノフォ
アで処理すると、精子運動性が亢進し、頭部
側面に存在する単一のミトコンドリアが軸
糸を伝って移動し尾部先端から離脱する。こ
れを精子反応（sperm reaction）と呼んでいる。
この精子反応に伴ってミトコンドリアが離
脱する際に、プロテアソームがミトコンドリ
アから遊離することが示唆された。 
 次に、受精におけるプロテアソームの役割
を再検証する目的で、Csp15 抗体を用いて受
精阻害効果を検討した。その結果、本抗体は
濃度依存的に受精を強く阻害することが示
された。このことは、精子頭部のミトコンド
リアを被う細胞膜表面に存在プロテアソー
ムが受精時に細胞外で重要な役割を果たす
ことを示している。おそらくライシンとして
の働く精子プロテアソームの役割を阻害す
るものと思われる。  
 プロテアソームと相互作用する精子膜タ
ンパク質を同定する目的で、免疫沈降実験を
行った。その結果、精子抽出液中の HrUrabin
や HrTTSP-1が Csp15抗体により免疫沈降さ
れることが LC/MS 解析で明らかになった。
また、精子膜画分においては、免疫沈降され
る 90kDaの特異的成分にα6サブユニット断
片が含まれることも示された。この結果は、
プロテアソームが精子細胞膜上で HrUrabin
や HrTTSP-1 と相互作用している可能性、さ
らに他成分と共有結合している可能性を示
唆しており、非常に興味深い。今後の更なる
解析が望まれる。 
 
(3) プロテアソームアクティベーターの解
析：最近、プロテアソームアクティベーター
である PA200 と PA28γのダブルノックアウ
トマウスで、雄性不稔になることが報告され
た。そこでカタユウレイボヤにおけるこれら
のアクティベーターを探索し、同定すること
に成功した。現在ゲノム編集により PA200遺
伝子の破壊実験を行っており、今後その生殖
における役割を検討する予定である。 
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