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S T UD I ES  OH   THE   I bJ D U C T I ON  14 E C IIA bl I SM  OF  T lI E  A C R O SOM囂  REAC T ION   I N

（ ウ ニ 納 予 の 先 体 反 応 誘 起 機 構 に 関 する 研 究 ）

学 他 論 文 内 容 の 要 旨

哺 乳 類 を 舎 む 多 く の 動 物 で 、 卵 表 而 で 起 こ る 梢 ナ の 先 体 反 応 が 受 輔 の 成 立 に 不 可 欠

な 現 象 で あ る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。   ウ ニ 相 fの 先 体 反 応 は 卵 ゼ リ 一 屑 巾 の 高 分 子

成 分 （ フ コ ー ス 硫 酸 タ ン パ ク 質 複 合 体 ） に よ り 引 き 起 こ さ れ 、   そ の 過 程 で 輔子 先 体 部

域 が 顕 舞 な 形 態変 化 （ 先 体 胞内 容 物 の 放 出、   お よ び、 先 体 突 起 の形 成 ） を 示 す。   こ の

形 憊 変 化に は 細 胞 膜 を遁 じ て 外 液 か らCa2． の流 入 が 起 こ るこ と 、   およ び 、   細胞 内から

H゙ が 放 出 さ れ る こ と が 不 可 欠 で あ る 。   本 研 究 は こ れら イ オ ン の 流 れを 調 節 す る 分子 機

構 を 明 ら か にす る 目 的 で 行った 。

1lkel,a＆Ohta{1983)は、  エゾバフンウニ(Stro．旦gヱ．．l一ocentrotus  interm_ediu―s)輔rIが

レ ク チ ン （ 輔 結 合 タ ン バ ク 買 ） の 一 禰 で あ る 小 麦 胚 芽 レ ク チン   （ WGA)に よ る処 理 で 受

精 カ を 失 う こ とを 観 寮 し た 。  本 研 究 では 彼 ら の 観 寮し た 受 輔 能 喪失 の 議 構 、   お よ び モ

の 瞭 、 NGAが 特 異 的 に 輔 台 す る 輔 P細 胞 膜 上 の 1WG^ 結 合 性 膜 タ ンバ ク nの 同 定と 、   そ の

生 理憾 能 を 明らか にする 実験を 朽った 。  さ らに、   エゾ バフン ウニ、   およ び、  バ フン ウ

ニ tHeniceritrot,us pulcherriiusl輔 チ を 用 い て 高 pHの 海 水 に よ り引 き 起 こ さ れる 先 体

反 応 の 解析 も併 せ行っ た。

こ れ ら の 結 粟 を 3章 に 分 け て 論 述 す る 。

I） WG^ 処 理 に よ る 受 輔 能 喪 失 の機 構

本 研 究 で 、 WGA処 理 に よ る ェ ゾ バ フ ン ウ ニ の 受 精 能 の 喪 失 は 先 体 反 応 の 阻 害 に 起 因

す るこ と が 明 か にな っ た 。   蛍 光 色 素 VITCで 標 識 した 賃 G^ で 柏ナを 処理す ると、   WGAは拍

ナ の 先休 部 、   巾片 師 、   および 、  鞭毛 の先 端部に 集巾的 に結合 した 。  しか し、WGAの認
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識輔の1っであるN－アセチル-D―グルコサミン{GlcNAclの存在FではWGAは卵ゼリー

による先体反応を阻害せず、  また、  F ITC標識WG^ の輔ナへのt合Iよみられなかった。

賈G^ はシアル酸とも結合するが、  これをサクシニル化すると、  モの結合性が失われる。

本研究でサクシニル化した賈 G^ によって先体反応が阻害されなかったので、W GAがシ

アル鰻残基を持った膜の糖タンパク頁と特異的に結合し、  モの結果、  先体反応がm害

されることが示睦された。

  次に、卵ゼリー

および、  ナイジェ

と同様の先休反応を起こさせることができるイオノフォア

Jシン）を用い、  WG^ 処理輔予がこれら薬品によって先体反応を起

こし粥るか否かを調べた。  モの結果、  WGAはイオノフォアによる先休反応を全くm害

しなかった。  このことはYGAによる先体反応の阻宵がWG^ によって輔チ細胞表面の儲タ

ンパク髄が架橋された結粟、  物理的にm冉が起こるのではなく、       ~G^ の結台が先体反

応に小可欠なイオンの流れ（C｜2+の流入、  および、  H'の放出）に影蟹を及ぼしている

可能性が考えられる。  モこでこれを確かめるため、Ca2+指示薬であるfur＆-2とpH指示

藁のBCECVを輔チ細胞内に取り込ませた柏干をWG^ で処理した。  これらのものでは、

卵ゼリ―の存在Fでも、    Cl2’の流入が蕃しく阻害され、  また-  H+の放出も明らかに抑

制されることが分かった。

  さらに、  輔子細胞膜上のWGA結合性膜タンバク買の同定も行い、  モれが分子量約26万

（ 還 元条 件F：  23万） の膜の糖 タンパク貰 であるこ とを明ら かにした 。

    II）賈G^ 結合性膿タンバク質の先体反応綉起における役割

    賈GA結台性膜タンパク買の生理嶺能を調べるため、  このタンバク買に対するポリケ

ローナル抗体を作成した。得られた抗体を用いて行った免疫蛍光観寮の輔果はWG^ 結

合性膜タンバク買の拍子・表面における分布が螢光標識したWGAを用いて得られ

と全く同じであった。  また、  この抗体を輔ナに作用させると、  卵ゼリーと同様、

細胞内のCa2’濃度とpHが上昇し、  先休反応が起こった。

  次に、  この細胞内C＆2゙ 濃度とpHの上昇のための条什を調べた結果、  ca2．濃度

た結果

  輔f

の 上 昇

が外液巾のCa2．に依存すること、pHの上昇は外液中のNa．の存在が必曜であるこ

明かとなった。  さらに、  抗体に

什でm害された。  このような枯

び、  Ka゙ ／H．交換系の活性化に深

よる先体反応と卵ゼリーによる先体反応が全く同

粟はWGA結合性膜タンバヶ髑がCl2'チャンネル、

く閲わっていることを示唆している。
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m）高pH海水処理によるCa2゙ 流入へのI GA結合性膜タンパク頁の関与

  輔f．を高pH（9，o)の海水で処理すると、  卵ゼリーによる場nとii可様、  Ca’゛チャンネ

ルが活性化されてC｜2．流入が起こり、  先体反応が引き起こされることは他挿のウニで

既に報冉されている。  高pHの海水による先体反応言秀起磯捕の解析は輔fのCa2．チャン

ネルの調節機捕を解明する上で有意義であると考えられる。

  エゾバフンウニとバフンウニの輔ナ細胞膜亅二のWGA輔脅性膜タンバクnは分ナ凧、

分布、  抗原性、  生理磯能が殆ど同じであった。  この2種のウニの輔予を高pHの海水で

処理し、  その瞭に起こるCa2．の流入と、  細胞内pHの変化を詳細に追跡した結果、  エゾ

パフンウニ輔ナは高pH条件下で顕芳なCa2．流入を示さず、  先体反応も起こさなかった。

一灯バフンウニ輔チでは、  同じ条什FでCa2゙ の急激な流入と細胞内pHのヒ昇がみられ、

先休反応が引き起こされた。  またこのC12．流入は、  卵ゼリー処理の場合と同様、Caz．

チャンネル遮断剤（ペラバミルおよびニッルジビン）やWGAによる処理で阻害された。

この輔粟は、  高pH処理が卵ゼリ一処理の場台と同じタイプのCa2゙ チャンネルを活性化

していることを示すと考えちれ、  さらに、  WG^ 結台性膜タンパク頁がCa2．チャンネル

の調節に深く関わっているという考えを支持する。  加えて、  細胞内pHの上昇は必ず細

胞内Ca2．濃度の上昇を件っており、  さらに、  外液にCa2．が打在しない場合や、  Ca2．チ

ヤンネル遮断削、RGAで処理することによって、  pH上昇が著しく阻害されたことから、

Ca2． が 相 子 の H゙ 放 出 系 の 調 節 で 璽 頭 な 勵 き を し て い る と 考 え ら れ る 。

    以上の成果は相チ細胞膜上に存在するVG^ 結台性膜タンパク貝が先体反応綉起の分

ナ磯捕、  特にCa2゙ の流入調節で瓶めて電要な働きをしていることを明白にしたもので

ある。  このタンバゥ髑の分ナ的特徴がより一層明確になれば、  Ca2゙ チャンネルの活性

化を制御する議構や、拍ナ細胞膜に存在する未知の先体反応綉起物質の受容体を特定

する手がかりが得られると期待される。
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  卵表而で起こる精子の先休反応は多くの動物の受精の成立に必須な条件である。ウ

ニ椅子の先体反応は先体胞内容物の放出と先休突起の形成からナょっている。この変化

には細胞膜を通じてのCa2十の流入と細胞からのH+の放出が必要である。本研究はこれ

らのイオ冫の流れを調節する分子億構を明らかにする目的で行われている。  エゾバフ

ン ウニ（ Si)精子はレクチンの一種のWGAによって受精能カが失われる事が分かって

いた。本研究ではモの理由及びその際W GAが特異的に結合する精子膜上のタンパク貿

の同定と、  その生理機能を明らかにする実験を行った。更にSi精子とバフンウニ（Hp）

楕子を用いて高pH海水により弓tき起こされる先体反応の解析も併せ行った。  これらの

結果を三章に分けてまとめている。

（1）WGAによる受精能喪失の擬構：この喪失は先休反応の阻害に起因することが分か

っ た。螢光色素FITCで標識したVGA強構子の先休、巾片及び鞭毛の先端に結合した。

し かしUGAの認識糖のーつであ るN-アセチル-D-グルコサミ ンの存在下で誼UGAは先

体反応を阻害せず、  またFITC標識WGAの精子への結合は見られなかった。WGA猶シア

ル酸とも結合するが、  これをサクシニル化して結合性が失われたVGAによって先休反

応が阻害ぎれなかったので、VGAがシアル酸残某を持った膜の轆タンバクと特異n勺に

結合して、モの結果、先休反応が阻害された事が示された。次に人工的に先休反応を

起こすことのできるイオノフォアをぃGA処理精予にf乍用きせると先休反応は全く阻害

されなかった。  このことはUGAによる先休反応阻害がVGAによる椅子表而塘タシパヶ

質 の架橋の姑果ではなくWGAの結合が先体反応に必要なイオンの流れ（Ca2+の流入と

II十の放出）に影響を及ばしている可能性が考えられた。  そこで、Ca指示藁fu ra-2とp‖

指 示藁BCECFを取り込ませた精子をVG^ で処理した。これらのものではCa2+の流入が

著しく阻害され、  また‖＋の放出も抑制される事が分かった。さらに精予膜上のWG^ 結
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合タンバク貿の同定も行い、  それが分子量約26万の糖タンパク質である事を明らかに

した。

(2) UGA結合性膜タ冫バク貿の先休反応誘起における役割：坎にこのタンパケ貰に対

す る ポ リ ク ロ ー す ル 抗 体 を 作 成 し 、 そ れ を 用 い て 行 っ た 免 疫 蛍 光 観 察 の 姑 果 は u GA結

合 性 膜 タ ン パ ク 買 の 精 干 表 面 に お け る 鈴 布 が 螢 光 標 識 hiGAで 得 ら れ た 結 果 と 全 く 同 じ

で あ っ た 。   ま た 、   こ の 抗 体 を 精 子 に 作 用 さ せ る と 楕 子 内 の Ca2+濃 度 と pHが 上 昇 し て 先

体 反 応 が 起 こ っ た 。 次 に 、   こ の 細 胞 内 Ca2+濃 度 と pHの 上 昇 の た め の 条 件 を 調 べ た 結 果 、

Ca2+濃 度 の 上 昇 が 外 液 中 の Ca2+に 依 存 す る こ と 、 pHの 上 昇 誼 外 液 中 の Na+の 存 在 が 必

要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 更 に 抗 体 に よ る 先 休 反 応 と 通 常 の 先 体 反 応 が 全 く 同

じ 条 f́ ← で 阻 害 さ れ た 。   こ の よ う な 結 果 誼 ¥GA結 合 性 膜 タ ン バ ク 貿 が Ca2+チ ャ 冫 ネ ル 及

び Na＋ /H＋ 交 換 系 の 活 性 化 に 漂 く 閲 わ っ て い る こ と を 示 し て い る 。

(3)高p‖海水処理によるCa2+流入へのUGA結合性膜タンパク質の関与：精子を高pH海

水で処理するとCa2+チャ冫ネルが活性化されてCa2+の流入が起こり先休反応が引き起

こされる事漣既に報告されている。SiとHpの精子膜上のuGA結合性タンバク貿は鈴子

景、分布、抗原性、生理機能が殆ど同じであっ′こ。  この2穫のウニの精子を高pH海水

で処理し、その際に起こるCa2+流入と、細胞内pHの変化を詳細に追跡した結果、Si精

予は高pH条件下でも顕著なCa2+流入を示さず先体反応も起こさなかった。一方、Hp精

子ではCa2+の急激な流入と細胞内plIの上昇が見られ、先体反応が引き起こきれた。  ま

たこのCa2+流入は、Ca2+テャンネル遮断剤やuGAによって阻害された。  この結果は高

pH処理が通常の場合と同じタイブのCa2+テャンネルを活性化している事を示すと考え

られ、更に、uGA結合性膜タンパク買がCa 2+の調節に深く開わっているという考えを

支持する。加えて、細胞内p"の上昇誼必ず細胞内Ca2+濃度の上昇を伴っており、更に

外液にCa2+が存在しない場合や、Ca2+チャンネル遮断剤やVGAによってp lI亅こ昇が菩し

く阻害された事から、Ca2+が精子のH+放出系の調節に重要な働きをしていると考えて

いる。

  以上の成果は輔子膜上に存在するWGA結合性タンパク貿が先f本反応講起の分子巌構

とくにCa2+流入調節で極めて重要な働きをしている事を明白にしたものであり、  審査

員一同は申請音が理学博士を得る充分な資怖があると認めた。
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