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研究成果の概要（和文）：体外受精から体内受精へ受精様式の改変に対応した受精機構の適応を

理解するために、イモリの体内受精の成立に必須の役割を担う精子運動開始因子（SMIS）遺

伝子の探索を行い、151 アミノ酸をコードする新規遺伝子を同定した。SMIS 遺伝子は、輸卵

管特異的に発現し、アミノ酸配列中のシステインノットドメインの親水性領域に活性部位が存

在した。また、イロワケガエル、トウホクサンショウウオ、モリアオガエルにおいて、SMIS

相同分子が存在し、その等電点が種間で大きく異なることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Sperm motility-initiating substance is a nonglycosilated protein that acts specifically 
in the mode of internal fertilization of the urodele amphibian, Cynops pyrrhogaster. In 
the present study, a cDNA encoding SMIS protein was identified. It coded a sequence of 
151 amino acids that contained a cysteine knot domain. The expression of the SMIS 
gene was oviduct-specific and independent of the stimuli of ovulation. The active site of 
the SMIS was detected in a hydrophilic loop of the cysteine knot domain using 
synthetic peptides having partial amino acid sequences of the SMIS. Immunoblotting 
and southernblotting revealed that proteins homologous to SMIS were widely 
conserved among anuran and urodele amphibians but those homologues showed 
different isoelectric points ranging from 4 to 7. These results suggest that the 
molecular feature of the SMIS may be changed in adaptation to the diversified 
fertilization modes among amphibian species. 
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１．研究開始当初の背景 

ミュラー管由来の卵管に依存した体内受精
様式は、現存する爬虫類以上の脊椎動物種
に共通して見られる。受精への卵管の関与
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は、精子競争や生殖時期の選択等、多様な
生殖戦略を可能にし、陸上の多様な環境下
での種の維持に大きく貢献している。同様
の特徴は両生類の体内受精においても見ら
れ、その様式は高等脊椎動物の始原的なも
のであると考えられる。両生類において、
体内受精様式は体外受精様式から進化的に
確立されたが、この進化に必要な適応的変
化の詳細は不明である。私達が発見した新
規の Sperm Motility-Initiating Substance 
(SMIS)はアカハライモリの卵管分泌タン
パク質で、これによって引き起こされる精
子運動開始が体内受精環境に適応した性質
を持つことから、SMIS による精子運動開
始機構は受精様式の機能進化に寄与してい
るものと考えられる。 
 

２．研究の目的 

受精様式が異なる両生類種間でSMISの特徴
を比較して、SMIS の構造的、機能的変化を
調べ、体内受精様式への受精様式の機能進化
における受精機構の適応的改変の有無を分
子レベルで明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)SMIS遺伝子の単離・同定 
①SMISの部分アミノ酸配列をエドマン分解
法により解読し、degenerate プライマーを設
計して RT-PCRを行って、候補遺伝子を単離
した。 
 
②RT-PCR 法により候補遺伝子の発現部位と
発現調節のホルモン依存性を調べた。 
 
③候補遺伝子配列をもとにリコンビナント
タンパク質を作製し、抗 SMIS 抗体との反応
性を調べた。 
 
④候補遺伝子がコードするアミノ酸配列の
一部をもとに合成ペプチドを作製し、精子運
動開始活性の有無を調べた。 
 
(2)SMIS相同分子の解析 
①イロワケガエルとツメガエルを用いてサ
ザンブロット解析を行った。 
 
②トウホクサンショウウオ、ツメガエル、モ
リアオガエルを用いてイムノブロット解析
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）SMIS 遺伝子の同定 

 SMIS タンパク質の部分アミノ酸配列に基
づいた RT-PCR により、システインノットド
メインを含む151アミノ酸をコードする新規
遺伝子がSMIS候補遺伝子として単離された
（図）。この遺伝子は、輸卵管特異的に発現

し、排卵誘発ホルモンの作用はその発現に影
響しなかった。リコンビナントタンパク質は
抗 SMIS 抗体に特異的に結合した。システイ
ンノットドメイン中の親水性領域のアミノ
酸配列をもつ合成ペプチドは、アカハライモ
リ精子に対して、配列特的な運動開始活性を
示した。以上の結果から、単離された SMIS

候補遺伝子がSMIS遺伝子であることが結論
された。 

 

 

 

図 SMIS 遺伝子がコードするアミノ酸配列
の K-D プロット 

 

（２）SMIS 相同分子の解析 

サザンブロット解析の結果、SMIS 相同遺伝
子はイロワケガエルのゲノム中に存在する
が、ツメガエルのゲノム中には存在しないこ
とが示唆された。一方、イムノブロット解析
の結果、SMIS 相同タンパク質は、ツメガエ
ルのジェリー層中には検出されなかったが、
イロワケガエル及びトウホクサンショウウ
オのジェリー層中に検出された。さらに、モ
リアオガエルの卵外被にその存在が示唆さ
れた。これらの SMIS 相同タンパク質の等電
点は種によって異なり、その範囲はおよそ４
〜７であった。これらの結果、SMIS は、受
精様式によらず広く両生類種に保存されて
いることが明らかになり、分子的な性質の違
いが異なる受精様式に対応している可能性
が示された。 
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