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研究成果の概要（和文）：カイコガ前立腺に存在する精子成熟誘発因子であるエンドペプチダーゼ，イニシャトリン (
Initiatorin) は，貯精のうに存在する不活性なCarboxypeptidase Bに存在する2つの連続したArginine配列のC末端を
特異的に切断し，活性化する。さらに，この切断部位は，チョウ目昆虫内では，保存されていた。また，カイコガ以外
のチョウ目，バッタ目，カメムシ目昆虫のオス生殖腺には，部位特異的に発現するIni類似遺伝子 (Inir) が存在し，
精子成熟誘発因子として機能している可能性が見出された。

研究成果の概要（英文）：A serine protease called initiatorin (BmIni) is required for sperm activation in t
he silkmoth, Bombyx mori.  It has been expected that BmIni is responsible for the cleavage of seminal and/
or sperm proteins, mainly at Arg-Arg sites, and thus is involved in the sperm activation.  However, activa
tion of sperm motility has been little known to other insects. (1) To determine the molecular mechanism of
 signaling pathways for sperm motility, we examined the evidence that BmIni acts on carboxypeptidase B (Bm
CPB). (2) We found a crucial role for BmIni-like serine protease activity in initiating conserved signalin
g pathways for sperm activation in many Lepidoptera, Orthoptera, Hemiptera species.
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１．研究開始当初の背景 
カイコガを含むチョウ目昆虫の精子には，
核を持たない無核精子と核を持ち受精に参
画する有核精子の二型がある。精巣で作られ
た両型の精子は，貯精のうに移動し，射精時
まで貯えられる。このとき無核精子は分離し
ているのに対し，有核精子は 256個が一つの
束になって存在しており，ともに運動能は持
たず，受精能も持たない。交尾時の射精に伴
い，両型の精子はメス交尾のう内に構築され
る精包へと移行する。精包はオス生殖輸管に
由来する分泌物のみから形成され，精子以外
の細胞を全く含まない器官である。この中で，
無核精子は前進性のない運動性を獲得し，有
核精子束は解離して緩慢な運動性を獲得し，
最終的に受精能を獲得するようになる。この
ような精子の変化を「精子成熟」という。1938
年に大村は，未成熟な精子に生殖腺の末端部
である前立腺の磨砕物を加えることで，in 
vitroで再現することに成功し，精子成熟誘発
因子が前立腺に存在する可能性を初めて報
告した。次に，1980年代後半に，報告者を
含む小山内らによって，これが適当な濃度の
trypsinで代替できることを見出し，trypsin
様の serine proteaseこそが精子成熟誘発因
子であると予想し，イニシャトリン 
(Initiatorin; BmIni) と名付けた。近年，我々
のグループはさらにこの因子について検討
を深め，その一次構造を明らかにした。さら
に，酵素学的検討から trypsin同様，lysine，
arginineの C末端を切断するセリンタイプ
のエンドペプチダーゼであるが，特に，2つ
の連続した arginine配列の C末端側を切断
しやすい性質を持つことを明らかにしてき
た。これらの知見は，初めてレーウェンフッ
ク以来330年間不明であった昆虫精子の成熟
機構を理解する上での，分子レベルでの手が
かりが提供されたことになる。 
 
２．研究の目的 
カイコガで明らかになった Initiatorinと
いう精子成熟誘発因子に注目することで，昆
虫界に共通するオス生殖面からみた一般性
と種分化維持に係わる特殊性を分子レベル
で理解を目指す。 
(1) 精子成熟誘発因子としてのBmIniの同定
は完了したものの，BmIniから開始された反
応とそれによる生成物がどのように未成熟
精子に作用して，成熟精子へと変化させるの
かについては未だ不明である。そこで，BmIni
の基質タンパク質の同定を目指した。 
(2) カイコガ以外の昆虫種の精子成熟誘発因
子については不明な点が多い。特に，カイコ
ガと同じチョウ目昆虫である Antheraea 
pernyi（サクサン）の精子成熟誘発因子は熱
に安定なペプチドであると報告されており 
(Shepherd; 1974), 我々のカイコガにおける
知見とは異なる。このことを踏まえ，「様々
なチョウ目昆虫やチョウ目以外の昆虫の精
子成熟誘発因子が BmIniに類似した serine 

proteaseである」という立場から，その仮説
の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) Initiatorin基質タンパク質の探索・同定 
① in vitro精子成熟系で未成熟精子を含む
貯精のう物質に trypsinもしくはBmIniを作
用させ，精子成熟に伴い，変化するタンパク
質を二次元電気泳動，逆相クロマトグラフィ
ーを利用し，網羅的に探索した。 
② 貯精のうには不活性型

Carboxypeptidase B (BmCPB) が存在して
おり，in vitroでは trypsinによって活性化
することができる (Aigaki et al., 1987)。そ
こで，BmIniが trypsinに似た性質を持つこ
とに注目し， BmIniの基質としてのBmCPB
の可能性を検討した。BmCPBの単離を
RT-PCR, RACE法によりおこない，BmCPB
の推定 Pro–mature配列，および一部改変し
た配列を大腸菌発現系で発現させ，精製した
のち，これに精製 BmIniを反応させた。 
(2) カイコガ以外の昆虫における精子成熟誘
発因子の探索・同定 
サクサンを含むチョウ目 12種, バッタ目 

2種, カメムシ目 4種について, オス生殖腺
の形態と精子貯蔵部位ついて調査したうえ
で,  
① 未成熟精子を in vitroに取り出して

trypsinや BmIniを含む B. moriの前立腺磨
砕液に対する反応性を観察した。  
② 生殖腺で部位特異的に発現している

BmIni様 serine protease遺伝子 (Inir) の
RT-PCRによる単離と発現部位の検討を行っ
た。  
③ 大腸菌発現系を利用した組換え Inirタ
ンパク質の作成を行い，これを用いて基質特
異性の検討を行った。 
これらの成果を総合し，各昆虫における精
子成熟誘発因子の探索と比較検討を進めた。 
 
４． 研究成果 
(1) 貯精のうから調製した未成熟精子を含む
精液サンプルと前立腺サンプルからは二次
元電気泳動上，それぞれ，約 400個と 520個
のスポットが検出された。精液に前立腺磨砕
液を混合したところ，反応開始後 5分から無
核精子は前進性を持たない運動能を獲得し
始め，その運動性は 60分まで徐々に増強さ
れた。これに対応するように，精液由来の 12
個のスポットは消失し，10個のスポットが出
現した。また，反応開始後 60分になると，
有核精子束が解離してくる様子が観察され
るが，その時期特異的に，1個のスポットの
出現が見出された。このような精子状態と二
次元電気泳動上のスポット変化の関係は，精
液に trypsinを混合した場合でも同様であっ
た。消失したスポットに対応するタンパク質
は，BmIniの基質であり，出現してくるスポ
ットに対応するタンパク質は，その反応生成
物であると予想されるので，引き続き N末端



解析等をおこなっている。 
未交尾オス貯精のうに含まれる不活性型

BmCPBは，射精時に BmIniの作用をうけて
活性化され，メスへ移行することを見出した。
cDNAの単離により(GenBank Acession No. 
AB485777)，BmCPBは，分泌シグナルをも
つ分子質量 49.4 kDaのタンパク質あると予
想された。次に，予想分泌シグナル以降に対
応した配列を大腸菌発現系で発現させた。こ
れにBmIniを作用させたところ，初めてCPB
活性が検出され，その酵素学的性質は，貯精
のう粗酵素液から調製した活性型 BmCPB
と類似していた。さらに，そのときの分子量
の変化を追跡したところ，特異的な 2つのタ
ンパク質に切断されていることが見出され
た。この 2つのタンパク質の分子量は，すで
に報告されている昆虫CPBが trypsinによっ
て活性化される際に切断される部位から予
想される BmCPBの pro-mature切断領域で
切断された場合に生じるタンパク質の分子
量とほぼ一致していた。この予想 pro-mature
切断領域には，4つの arginineが存在してい
た。そこで，この arginine残基を中心に
lysineもしくは alanineに改変した発現タン
パク質を作成し，活性化への影響を調査した
ところ，BmIniは不活性型 BmCPB中に存在
する 2つの連続した arginine配列の C末端
側を切断することで活性化していると結論
した。さらに，(2) で調査したチョウ目昆虫
から単離されたCPBのpro-mature切断領域
には，2つの連続した arginine配列が保存さ
れていた。 

 
(2) 調査したチョウ目昆虫のオス生殖腺の形
態は, カイコガとは異なっていたが, 共通し
て生殖輸管の真ん中部分に, 一本一本がばら
ばらになった無核精子と複数本が束になっ
た有核精子束が運動能をもたない状態で貯
蔵されていた。これに，in vitroでカイコガ
前立腺磨砕液や trypsinを作用させると, 無
核精子は前進性のない活発な運動能を獲得
し, 有核精子束は束が解離された。さらに，
全ての供試昆虫からは Inirが単離され， 
BmIniとは約 70%の相同性を有していた。し
かし，その発現部位は昆虫種によってカイコ
ガと同様, 陰茎に近い生殖輸管末端部のもの
や, 精子貯蔵部位や, 陰茎とは逆側の生殖輸
管先端部に発現しているものなど様々であ
った。Inirの発現（存在）部位が異なること
から, Inirの活性制御メカニズムは空間的に

異なり，その結果，サクサンとカイコガで精
子成熟誘発因子が異なるものとして報告さ
れてきた可能性が予想される。なお，サクサ
ンの組換え Inirタンパク質は, BmIni同様, 
ペプチドの lysine, arginieのC末端を切断す
るエンドペプチダーゼ活性を有し, 特に C1, 
C2に arginineを有するような人工基質に対
して高い特異性を有していた。 
バッタ目に属する 2種昆虫の生殖腺の形態
は,カイコガとは, 全く異なっており, 精子の
貯蔵部位もはっきり特定することができな
かった。しかし, 生殖腺からは, 1種類のほと
んど運動能を持たない精子を in vitroに取り
出すことができ, trypsin添加により, 緩やか
ではあるもののはっきりとした運動能の誘
発が観察された。さらに, BmIniとは約 40%
の相同性をもつ Inirが単離された。 
カメムシ目に属する 2種類のセミの生殖腺
形態もカイコガとは，異なっており, その一
部には, 運動能を持たない状態の精子が貯え
られていた。そして，この精子にカイコガ前
立腺磨砕物や trypsinを作用させると, かな
り活発な運動能が誘発された。また, 同時に，
BmIniに対して約 30%の相同性を持つ Inir
は, 附属腺の一部分で特異的に発現している
ことが見出された。 
 

 
(3) 結論 
以上の研究成果を整理すると，少なくとも,
チョウ目，バッタ目，カメムシ目昆虫では，
Initiatorin様の serine preoteaseが精子成熟
誘発因子として機能し，そこから始まる反応
カスケードも共通していると予想される。 
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