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Fertilization is a precisely controlled process involving many gamete molecules in

spellll binding to and penetration through the extracellular rnatrix of the eggo  We have

been studying the fertilization mechanisnl in ascidians, because we can obtain large

quantities of gametes,which are readily fertilized in the laboratOry.  Whereas ascidians

are hermaphrOdites, many ascidians are strictly self sterile.  Therefore, after sperm

recognize the vitelline coat as nonselt the spellll lysin system seems to be activated.

We revealed that two spcrln trypsin― like proteases, acrosin and spe11110sin, and the

proteasome are essential for fertilization in tti rθ rι′てJo We found that the proteasOme

rather than trypsin― like proteases has a direct lytic activity tOward the vitelline coat.

The target for the lysin was found to be a 70-kDa vitelline― coat compOnent called

HrVC70,which is made up Of 12 EGF― like repeats.  In addition to the proteasome,the

ubiquitinatiOn system tOward the HrVC70 was fOund to be necessary for ascidian

fertilizatiOn.  In this report, I desc� be recent progress on the novel extracellular

ubiquitin―proteasOme systenl, which plays an essential role in the degradatiOn of the

viteHine coat,and also the self/nonself― recognition mechanisnl during fertilization.
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研究目的

受精は、精子 と卵 との細胞間相互認識により始まる生命誕生の場であり、こ

れにより新 しい遺伝子構成をもつ生命体の誕生が可能 となる。本 申請者は、こ

の受精機構に関する分子的理解を深めることを目的 として、精子の卵保護層通

過機構 と、精子 と卵 との細胞間相互認識機構について研究を行なってきた。

哺乳類では、「精子先体胞中の トリプシン様酵素であるアクロシンが卵保護

層 (透明帯)に精子通過 口を開けるライシンである」と永年信 じられてきたが、

アクロシンのノックアウ トマウスの精子においても精子の透明帯通過が可能な

ことが示 され、ライシンとして機能する精子側の分子の究明が望まれている。

我々は、精子 と卵の大量入手が可能で受精実験の用意な原索動物マボヤを用い

て、受精に関与する精子プロテアーゼの探索を行つてきた。そ して、 2種類の

精子 トリプシン様酵素 (ア クロシンと新規酵素スペルモシン)と 精子プロテア

ソームが精子の卵黄膜通過に必須であること、また、卵黄膜を直接溶解 してい

るのは、アクロシンではなく精子プロテアソームであることを明らかに した。

プロテアソームは一般に細胞内タンパク質のエネルギー依存的な分解に関わる

が、マボヤの受精経路においては、卵黄膜成分 Hrvc70の細胞外でのユ ビキチ

ン化が起こった後に、それが精子 26Sプロテアソームによって分解 されること

を見いだ している。本研究では、この受精に関与する新 しい細胞外ユ ビキチン

ープロテアソームシステムに関する更なる知見を得ることを目的としている。

そ して、第二の 目的 として、ホヤ類における自己非 自己識別機構の解明が挙

げられる。ホヤ類は一般に雌雄同体で、生殖時期には精子 と卵を同時に放出す

るが、マボヤ等では決 して自家受精は起こらない。本申請者 らは、精子プロテ

アソームの標的分子 となっている精子 レセプターHrVc70が、自己と非 自己の精

子に対す る識別分子であると同時に種認識分子であるとい う知見を得つつある。

そこで本研究では、生化学的・分子生物学的手法を用いて、HrVC70が ホヤ類に

おける種認識 と個体認識にどのように関わつているかについて、詳細に解析す

ることをも目的としている。

研究経過と考察

1.受精における細胞外ユ ビキチンープロテアソーム系の解析

マボヤの受精時に卵黄膜がユ ビキチン化されるか否かを、ユビキチン鎖に特

異的なモノクローナル抗体 FK2を用いて解析 した。まず免疫細胞化学により



調べたところ、未受精卵の卵黄膜はユビキチン化されていないが、受精後に強

くユビキチン化されることが明らかとなった。マボヤでは、濾胞細胞が卵黄膜

に接着 していることが受精に必須であると報告されているが、濾胞細胞を一部

除去 した卵を用いると、濾胞細胞が結合 している卵黄膜部分のみがユ ビキチン

化されることが示された。 このことは、精子が進入する部位が特異的にユビキ

チン化されることを示唆している。次に、ウエスターンブロット解析を行った

ところ、未受精卵の卵黄膜の VC70はユビキチン化されていないが、受精する

と高分子量側にバン ドがシフ トし、それはユ ビキチンコンジュゲー トであるこ

とが明らかになった。また、FK2抗体は受精阻害活性が強いこと、精子を活性

化するとユビキチンや ATPが細胞外に放出されること、細胞外 ATPを アピラ

ーゼで枯渇させると受精が阻害されること、などの実験結果か らマボヤの受精

時には VC70の細胞外ユビキチン化が分解に先立って起 こっていると考えられ

る。

このユビキチン化酵素群の精製を試みたところ、分子量 700kDaの複合体を

形成 してお り、VC70特異的にユビキチン化することが示された。また、海水

中で活性を有 し、活性発現に 10 mM Ca2+を必要とする点など細胞外で機能す

る酵素としての特性を有 していた。本酵素は大量精製が困難なため、そのアミ

ノ酸配列に関する情報は得 られていないが、ゲノム情報が公開されているカタ

ユウレイボヤのデータベースを用いて、ユビキチンリガーゼ E3の候補分子の

探索を行った。その結果、精巣で強く発現 している E3様分子を 2種類発見 し、

それを融合タンパク質として得ることにも成功 した。今後は、これが受精時に

おける卵黄膜のユビキチン化に関わるか否かについて詳細に解析する必要があ

る。

2.受精における自己非自己識別機構の解析

VC70は、自家受精拒否機構が備わる卵成熟段階で大量に卵黄膜に接着する

ようになること、自家不稔が解除される卵の弱酸処理により卵黄膜から遊離す

ること、この分子をアガロースビーズに固定化 して精子の結合数を調べると、

自己より非自己の精子の方がより多 く結合すること、自己と非自己の VC70で
精子を前処理 して受精させると、非自己の VC70で前処理 した場合が自己の

VC70で前処理 した場合よりも受精阻害効果が強いことが示された。これ らの

結果は、VC70がマボヤの受精における自己非自己識別分子の一つであること



を示 している。

もし、この分子が自他認識に直接関わるな らば、個体 レベルで分子構造に違

いが見 られるはずである。そこで、 10個体のマボヤ生殖巣から個体別に RNA
を調製 し、R卜PCR法によって VC70領域を増幅し配列を調べた。その結果、

各個体の生殖巣では、父方と母方の両遺伝子に出来する VC70の mRNAが 発

現 していること、個体間でアミノ酸残基の置換を伴 う変異が起 こっていること

が明らかになった (Rg。 1)。 この変異が起 こる詳細な機構は明らかではないが、

特定 の塩基修飾酵素によ りこの変異が起 こって いる可能性 も考 え られ る。

Notch/Deltaの ように、EGF様反復配列を有する分子間相互作用においては

1残基の置換によっても、Notchシグナリングの異状や疾患が引き起こされる

ことが知 られている。今後は VC70に対する精子側のリガンドを探索 し、VC70
とそのリガン ドとの結合が、VC70の 分子多型によって影響を受けるか否かを

解析することが重要な課題である。

VC70がマボヤ以外のホヤ類にも存在するか否かは、分子進化や種分化機構

を考える上でも興味ある問題である。そこで、マボヤ (助:09″腸Jα Ю″ zJり と

同属のアカボヤ (賜り″訪ね αν″′′′ν
“
りに着 目し、Hハ℃70のホモログ探索

を行った。その結果、アカボヤの卵黄膜にも VC70ホモログが存在することが

明らかになった。この分子は 80kDaであることから HaVC80と 名付けた。

Hハ(70は 12個の EGF様反復配列により構成されるのに対 して、Havc80
は 13回の EGF様反復配列により構成される。これは、HrvC70の 8番目のEGF
様配列が、Hハ℃ 80においては 8番目と9番目の位置に重複 しているためであ

ることが示された。ゲノム DNAの配列も決定してお り、EG卜8に対応するエ

キソンとその 5'端 に位置するイントロンが一緒に遺伝子重複 していることが示

唆された。アカボヤ卵を酸処理すると HaVC80が遊離 し、自己精子 との受精

が可能 となるが、それだけでな くマボヤ精子 との受精 も可能になる。これは、

VC70/80が個体認識に関与するのみならず、種認識にも関わる可能性を示唆

してお り興味深い。VC70/80の ような精子 レセプターの構造変化は、種分化

を引き起 こす鍵 とな りうる可能性がある。今後は、この種認識 と種分化の観点

か らVC70の研究を行 うことも重要な課題である。
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