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研究成果の概要（和文）：　真骨魚類の孵化酵素遺伝子は、進化過程の遺伝子重複により単一酵素系から2種の
酵素（HCEとLCE）の効率の良い卵膜分解系に進化している。正真骨魚類で分岐の早いキュウリ目のアユでは、も
う一つの酵素（HE）が存在し３つの酵素系である。卵膜の分解活性を調べるとアユHCEは、他の正真骨魚類HCEと
同様な活性を示すが、アユLCEまたはHEは、HCEと合わせて作用させても効率の良い卵膜分解は起きない。分子系
統解析より、同一祖先の酵素遺伝子の重複の結果、LCEとHEが生じたことがわかっている。これらの結果は、重
複遺伝子の一方の遺伝子が新規機能を獲得する過程は、より複雑な進化段階が存在することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Teleost hatching enzyme genes have evolved from a single enzyme system to an
 efficient egg envelope digestion system of two enzymes (HCE and LCE) due to gene duplication. Ayu
(sweetfish), which diverges early in euteleost evolution, is a three-enzyme system (HCE, LCE and
HE). Ayu HCE shows similar activity to other teleost HCE, but Ayu LCE or HE does not efficiently 
digest egg envelope even when combined with HCE. Molecular phylogenetic analysis has shown that LCE 
and HE are the result of duplication of the same ancestral enzyme gene. These results suggest that 
the process by which one of the duplicated genes acquires a novel function involves more complicated
 evolutionary steps.

研究分野： 進化発生学

キーワード： 機能進化　生物システムの創生　孵化酵素　卵膜　ZPタンパク質　正真骨魚類

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　重複遺伝子が、どのように新規機能を獲得してきたかを解明することは、進化学において重要な課題である。
分子系統解析で同一のクレードに属する遺伝子は、同様の機能を示すとは限らず、新規機能獲得はタンパク質の
機能の解析が必須である。孵化酵素の卵膜分解では、孵化酵素と卵膜構成タンパク質の相互作用という比較的簡
単なシステムであるという点で絶好の材料といえる。今回の結果より、遺伝子重複後に複数の酵素遺伝子が生じ
た後、生物システムに対してより効率よい変異が生じた遺伝子が残り、他の重複遺伝子は、失われることが示唆
された。本研究は、新規機能獲得をタンパク質の機能レベルで研究した独創的な研究といえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
重複遺伝子が、どのように新規機能を獲得してきたかを解明することは、進化学において

重要な課題である。真骨魚類の孵化酵素は、数回の遺伝子重複を経て、単一酵素の卵膜分解
系から 2 種の酵素の効率の良い分解系へと進
化している。系統的に分岐の早い魚（カライワ
シ類）では単一酵素の卵膜分解系であるのに
対し、ニシン・骨鰾類と正真骨魚の共通祖先で
遺伝子重複が起き、複数の酵素系に進化した。
特に正真骨魚類では、2 種類の酵素（HCE と
LCE）による共同作用により効率の良い分解
系を獲得している。一方、ニシン・骨鰾類では、
ニシン目は、複数の酵素系であるが、骨鰾類で
は cladeI 酵素の単一酵素系となる（右図）。 
面白いことに、キュウリウオ目のアユでは 3

つの酵素 (HCE, LCE, HE 図矢印)を持つ。
分子系統解析により、まず遺伝子重複して 2 つ
の酵素（cladeI/HCE と cladeII 酵素）が生じ、
さらに cladeII 酵素は、重複して LCE と HE
が生じたと考えられる。多くの正真骨魚は、
HCE と LCE 遺伝子で HE 遺伝子をもたない
ことから、HE 遺伝子は、正真骨魚類の進化過
程で消失したと考えられる。 
以上の系統解析から推定すると、アユの 3 つ

の酵素の分解系は、HCE-LCE 系の成立過程で
一時的に存在した分解系と予想され、 新規シ
ステムが生じる移行期のものと予想される。 
一方、正真骨魚類の HCE と LCE による卵

膜分解系は、以下のように良く調べられてい
る。HCE は、卵膜を部分分解により膨潤・軟
化させる。LCE は、生の卵膜には作用しない
が、HCE により膨潤した卵膜を効率よく分解・可溶化する。卵膜は、chgH/Hm と chgL と
呼ばれる数種のタンパク質により構成されている。Chg は、ZP ドメインと呼ばれる重合モ
ジュールをもち、それらが結合して形成される繊維状構造が卵膜の基本構造と考えられる。
一方、chgH/Hm には、ZP ドメインの N 末端側に長い Pro-X-Y のリピート構造をもち、こ
れが ZP ドメインの繊維状構造を束ねていると予想される。HCE と LCE の卵膜タンパク
質切断点が解明されている。HCE は、Pro-X-Y のリピート構造を細断する。これにより、
卵膜の繊維状構造がルーズになり卵膜は、膨潤すると考えられる。一方、LCE は、ZP ドメ
インの真ん中部分（mid-ZPD）を切断することで、繊維状構造を崩壊させ、膨潤卵膜の可溶
化させると考えられる。両酵素の切断点は、合目的に見え、それらがもたらす卵膜構造変化
をよく反映しているように見える。一方、単一酵素系のカライワシ目のウナギと骨鰾類のゼ
ブラフィシュの孵化酵素を調べると、両酵素とも ZP ドメインの N-末端の繰り返し配列を
切断し卵膜を膨潤・軟化させる。このことより、正真骨魚類の HCE は、祖先型活性を維持
した酵素で、LCE が新規機能を獲得した酵素といえる。つまり、遺伝子重複後に cladeII 遺
伝子が基質特異性を変化させ新たな切断部位（mid-ZPD）を獲得し、新規機能遺伝子として
LCE が生じたと考えられる。 

 
２．研究の目的 
 研究背景に記載したように、魚類孵化酵素の卵膜分解系は、遺伝子レベルからタンパク質レベ
ルまで多くの知見があり、さらに、酵素が、卵膜タンパク質の切断点を変化させ、機能進化が起
きたことがあきらかとなっている。アユの孵化酵素の 3 つの酵素の卵膜分解系を調べることで、
より機能進化がどのように起きるのか、その過程を推察できるのではと考えている。一方、卵膜
基質は、chg（ZP タンパク質）が重合して形成される。ZP タンパク質の 3 次元構造は、明らか
となっているが（Han et al., Cell 143, 404–415）、ZP タンパク質の複合体の構造は明らかと
なっていない。本研究では、孵化酵素の卵膜分解物を用いて、複合体の構造の解明を行った。3
次元構造の解明により、どのように孵化酵素が卵膜に接近・結合するかが予想できる。また、脊
椎動物の卵膜は、すべて相同な ZP タンパク質より形成されており、その構造解明は、魚類だけ
でなく、哺乳類を含めた脊椎動物共通のデーターとなりうる。この研究は、スウェーデン、カロ
リンスカ研究所の Luca Jovine 博士との共同研究として行っている。 
 

 

新骨魚類孵化酵素遺伝子の分子系統樹

（カライワシ類を除く） 

赤矢印は、アユの２つの cladeII 遺伝子 

青矢印は、アユの cladeI/HCE 遺伝子 



３．研究の方法 
アユ孵化酵素リコンビナントタンパク質の作成：アユの 3種の孵化酵素（HCE,LCE、HE）それぞ
れの cDNA の成熟酵素部分を発現ベクター（pET3c）にクローン化して、大腸菌を用いてリコンビ
ナントタンパク質を作製した。リコンビナントタンパク質は、封入体として回収された。封入体
を８M尿素で可溶化後、８Mアルギニン溶液で透析、さらに２５ｍM Tris・HCl（ｐH8.0）で透析
しリフォールディングを行った。カゼインの分解活性を測定することでリフォールディング効
率を調べた。得られた酵素をアユの卵膜と保温して形態変化を観察した後、分解物を SDS 電気泳
動または、HPLC カラムにより分離した。精製された分解物の N-末端より５～６残基のアミノ酸
配列を決定して、その配列をアユ chg のアミノ酸配列と対応させることで、酵素の切断点を同定
した。また、孵化酵素の挿入 pET3c を用いＰＣＲ法により変異をいれて、変異リコンビナント孵
化酵素を作製した。 
孵化酵素の卵膜分解物の精製：メダカ産卵メスより未受精卵を単離して、ホモジナーザーで破砕
後に洗浄して未受精卵を単離した。それを精製 HCE と LCE と保温して卵膜の分解物を作製し、
Superdex200 カラムを用いて分離した。高分子の分解物は、F1と F2 と呼ばれる２つのピークと
して溶出される。F2 画分をさらに同一のカラムで分画した後、透析し精製サンプルとした。高
濃度の精製 F２（20mg/ml）を共同研究者に送付した。 
 
４．研究成果 
アユの卵膜分解機構：アユの卵膜分解系を調べるため、リコンビナント孵化酵素を作成して
単離卵膜の分解実験を行った。rAyuHCE とアユ卵膜を保温すると、卵膜は軟化するものの
完全可溶化されない。沈殿と上澄みに分離すると、上澄みにペプチドが検出される。上澄み
を HPLC の逆相カラムで分離後に精製分解物のアミノ酸配列を決定すると、卵膜構成タン
パク質の ZPB の N 末端側にある Pro-X-Y 繰り返し配列を細断していることが分かった。
この切断は、他の正真骨魚類と同様な分解様式であり、AyuHCE も祖先型遺伝子として、
その機能は維持されているといえる。rAyuHE と単離卵膜を保温すると卵膜の大きな形態
変化はみられない。しかし、分解後の沈殿物を SDS 電気泳動すると、２つの分解物のバン
ドが検出される。これら切断点の位置関係を報告されているメダカなどの LCE 切断点と比
較すると、HE の切断点は、20 アミノ酸以内の近傍に位置している。結果、２つの酵素（HE、
HCE）について切断点が明らかとなり、HE は、卵膜分解に積極的に関与していることが明
らかとなった。rAyuLCE は、封入体は回収できるが、その後のリフォールディング実験で
カゼイン分解活性のある酵素を得ることができなかった。成熟酵素 AyuLCE のアミノ酸配
列を他の LCE と比較すると、触媒部位の N-末端側に 2 アミノ酸の欠失がある。この 2 ア
ミノ酸欠失がリフォールディングを妨げていると考え、欠失部位に他の LCE 同様な２アミ
ノ酸を付加した変異リコンビナントタンパク質（+2rAyuLCE）を作製した。リフォールデ
ィング実験の結果、+2rAyuLCE は、カゼイン分解活性を示した。+2rAyuLCE と卵膜を保
温して、分解物を電気泳動すると、高分子の分解物が検出できるが、mid-ZPD 部位は切断
しない。分子系統解析では AyuLCE は、正真新骨魚類の LCE のクレードに含まれる。今回
のリコンビナントを用いた実験では、アユの LCE は、本来の LCE の活性がないことがわ
かる。つまり、分岐の早いアユは、LCE が新規機能獲得していないと考えられる。一方、
アユの第 3 の酵素 HE の分解は、卵膜構造に劇的な変化をもたらさないものの、２つの特
異的切断点が検出された。これらの結果は、正真骨魚類の効率の良い 2 つの酵素の獲得過
程には、それに至る過程で不完全な分解系が存在することが示唆される。その後、LCE が、
MidZPD 部位の切断活性を獲得すると、HE は不要となり、その後の進化過程で消失したと
考えられる。現在、孵化液より、アユ孵化酵素の精製・特徴づけを行っている。 
卵膜タンパク質複合体の 3次元構造解析：脊椎動物の卵膜は、共通して 260 アミノ酸の ZPドメ
インを有する相同なタンパク質から出来上がっている。ZP ドメインのアミノ酸配列の類似性よ
り卵膜構成タンパク質は、ZPA、ZPAX、ZPB と ZPC などのサブタイプがあり、ChgH/Hm は ZPB で
chgL は ZPC に分類される。さらに ZP ドメインには、ZP-N と ZP-C と呼ばれるサブドメインが存
在する。培養細胞で発現させたニワトリの ZPC タンパク質を用いて 3 次元構造が解明されてい
る。しかし、それが、どのように卵膜を形成するか？つまり ZP タンパク質の複合体の３D 構造
は不明であった。これは、卵膜が不溶化した構造物であることより結晶解析ができないことに帰
結する。一方、メダカの孵化酵素の分解物は、そのサブユニット構造は、生化学的に良く研究さ
れている。高分子量の分解物のなかの F2は、chgL の ZP ドメインと chgH の ZP-N と ZP-C を含む
3量体である（下図矢印）。F2 を精製して結晶構造解析を試みた。結晶構造解析は、Jovine 博士
により行われた。 

 
その結果、2.7Åの解像度で構造解析に成功した。ZPドメインの重合は、ZPC の ZP-N と ZP-C の
間の介在配列の部分に入れ子のように ZP-N と ZP-C が入り込んで繊維状構造を形成することが



明らかとなった。LCE の切断点（mid-ZPD 図の X）は、繊維構造の表面に位置しておりアクセ
スが可能な部位であること、また、mid-ZPD の切断により繊維構造が崩壊するなど、卵膜分解
機構において重要な知見をえた。また、この構造は、サカナ特異的なものではなく、脊椎動物全
般、哺乳類卵膜にも適応できるデーターである。詳細な 3次元構造の結果は、投稿中である。 
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