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卵 と 精 子 の 相 互 認 嶺 に よ り 受 精 現 鍛 が 開 始 さ れ 、 精 子 の 卵 内 へ の 侵 入 に 伴 っ て 卵 内

で 一 連 の 反 応 が 起 き 、 個 体 発 生 が 開 始 き れ る 。 こ の 受 精 お よ び 発 生 の 過 程 は 、 精 子 と

卵 と の 時 間 的 に 定 め ら れ た 形 態 変 化 を 伴 っ て 進 行 す る ． マ ポ ヤ の 受 精 過 程 の 中 で 、 精

子 の 卵 膜 通 過 と 精 子 の 卵 細 胞 膜 へ の 結 合 か ら 卵 剞 に 至 る ま で の 2つ の 過 程 に キ モ ト リ

プ シ ン 機 酵 素 が 関 与 す る こ と が ヽ ブ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 用 い た 受 精 阻 害 実 駿 か

ら示唆きれていた。本研究では、上aa2つの過程に閲与すると考えられる精子および

卵由来のキモトリプシン様酵素をとりあげ、モの生理嶺能を明らかにする目的で｀両

配偶子からの本酵素の精鯉を行い、得ちれたキモトリプシン様活性を育する高分子量

プロテアーゼ複合体の性質を調べた。モの結果、真核細胞に広く存在するプロテアッ

ーム（ tlCP l)がマボヤの両配偶子に存在すること、HCP｜よりも高分子量のプロテフ

ソームのアイソフォーム（ FICPlI）がマポヤの両配偶子に存在すること｀精子の卵腆

通過 の過 程で 精子 HCP  lIが 卵膜 消化 に関 与す るこ とを 明らかにした。

（ユ）卵副に至るまでの過程に関与する卵キモトリプシ冫様酪棄を精鉞する目的で、

マボヤ末受精卵ホモジネートの遠心分離後に得られる上清画分を出発材料として、3段

階のゥロマトグラフィーを行い、ディスク電気泳動的に均一な精製辞棄標品を得た。

一方、精鉞酵素禰品のSDS電気泳動では分子量25 - 33kDの位缶に数本のバシドを与えた．

本酵素の分子量強ゲルろ過より610k0と求められ、沈降速度実験においても高分子であ

ることが示された。また、本酵素の電子顕微鏡観察像はフ．口テアッームに特有のシリ

冫ダー状構造を示した。きらに、本酵素はキモトリプシ冫様活性とトリプシン機活性

を有し｀  キモスタチ冫は両活性とも強く阻害するのに対して、ロイベプチ冫はトリプ

シン様活性をより強く、アンチパインはトリプシン様活性のみを阻害した。以上の結

果をふまえて、本酵素はフ．ロテアソーム（ rlCPt）に分類されると結論した。

  プロテァソームに特有な共通した性輩とレて、低濃度のSDSや脂肪酸による活性化が
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挙 げ ら れ る 。 マ ボ ヤ 卵 MCPIが 有 す る キ モ ト リ プ シ 冫 様 活 性 も 低濃 度 の SDSの 添 加 に よ

り 活 性 化 き れ る が 、 SDSに よ り 誘 起 ぎ れ る 活 性化 は ー 週 的 な現 韋 で あ る こと を 明 ら か に

し た 。 き ら に 、 SDS添 加 に 伴 う 蛋 白 質 の自 家 螢 光 の 変化 を 追 跡 し た結 果 、 SDSの 添 加 と

同 時 に 自 家 螢 光 が 上 昇 し 、 モ の 後 減 少 す る こ と、 こ の 螢 光 変化 は 活 性 の 変 化に 先 立 っ

て生じることを見いだし、SDSによる活性化が酵素の構造変化に起因することを明らか

にした。

(2）マボヤ卵HCPlの場合と同様の方法でマボヤ精子からキモトリプシ冫様酵素を精

製 し た 。 得 ら れ た キ モ ト リ プ シ 冫 様 活 性 を有 す る 酵 素 の 電子 顕 微 鏡 観 察像 も シ リ 冫 ダ

← 状 構 造 を 与 え 、 SDS電 気 泳 動 で の 挙 動、 基 貿 特 異 性や イ 冫 ヒ ビ タ一 感 受 性 も 卵由 来 の

HCPIと よ く 類 似 し て い る こ と か ら 、 精 子 か ら 得 ら れ た キ モ ト リ ブシ ン 様 酵 素 もプ ロ テ

ァ ソ ー ム（ 11CP1） に 分 類され ると結 論した 。

(3)マ ポ ヤ 精 子 か ら の HCPJの 精 製 の 際 に 、 DEAE-celluloseク ロ マ ト グ ぅ フ ィ ー に お

い て PICP｜ の 場 合 よ り も高 塩 濃 度 で 溶 出さ れ る 画 分 にキ モ ト リ プ シ冫 様 活 性 が 検出 さ れ

た の で 、 そ の 酵 棄 を 単 離 す る 目 的で 、 き ら に 5段 階 の ゥ ロ マ トグ う フ ィ ー を行 い 、 tICP

の ア イ ソフ ォ ー ム （  FICP｜ ｜） を 精 製 し た。 ricPIlの分 子量は ゲル ろ過よ り930kDと求

め ら れ た 。 HCPIIの SDS電 気 泳 動 で は 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム の ア イ ッ フ ォ ーム で あ る 26Sブ

ロ テ ァ ソ ー ム の パ タ ー シ と 比 較 的 類 似 し た バ タ ー 冫 を 与 え｀ か つ 、 抗 マポ ヤ 卵 HCPlボ

´ ウ ロー ナ ル 抗 体 と 交叉 す る パ 冫 ドが 検 出 さ れ た。 ま た 、 MCP  lIが 示 す キ モ トリ プ シ

冫様 活 性 は プ ロピ オ キ サ チ ンAで 阻 害 さ れ、   ト リ プシ 冫 様 活 性 はロ イ ベ プ チ冫 で阻害 さ

れ る こ と が 明 ら か に な っ た ． さ ら に マ ボ ヤ 卵 に も 同 様 の 性 質 を 有 する MCPIJが 存 在 す

るこ とを明 らかにした。

（  4)精 子 が 卵 膜 に 結 合 し た 際 に 起 き る 精 子 の 形 態 変 化 （ sperm reaction)に伴 っ て

卵 膜 分 解 酔 索 が 精 子 か ら 遊 離 ぎ れ る か 否か を 明 ら か にす る 目 的 で 、sperm reactionを

人 工 的 に 誘起 さ せ た 精 子 から 得 ら れ る 分泌 液 の 卵 膜 消化 活 性 を 調 ぺた 。 そ の 結 果 、

sperm reactionを 誘 起 さ せ た 精 子 か ら 卵 膜 分解 酵 泰 が 遊 離さ れ る こ と が明 ら か に な っ

た 。 そ の 卵 膜 消 化 活 性 は プ ロ ビ オ キ サ チ 冫 Aに よ り 強 く 阻 害さ れ る こ と 、精 子 分 泌 液 が

抗 マ ボ ヤ 卵rlCPIポ リ ク ロ ー ナル 抗 体 を 用 い たド ッ ト ブ ロ ッテ ィ 冫 グ で 陽性 で あ る こ と、

籍子 分 泌 液 の ゲル ろ 遇 に お いて 分 子 量 1，OOOkD付 近 の 画 分 がドッ トプロ ｀’ ティ冫 グで曝

性 で あ り 、 か つ 、 モ の 画分 に 卵 膜 消 化活 性 が 検 出 され た こ と か ら 、sperm reacti。 nに

伴 っ て PICPlIが 精 子 か ら 遊 離 き れ 、 卵 膜 消 化 に 関 与 す る と 推 論 し た・ HCPIIの 精 子 内

局在性や卯膜消化過程へのユビキチ冫の関与を明らかにすることが今後解決すべき課

題である。

15



学 位 論 文 審 査 の 要 旨

主 査   教   授   横 沢 英 良

副 査   教   授   長 沢 滋 治

副 査   助 教 授   高 橋 和 彦

副 査   助 教 授   沢 田   均

卵 と 精 子 の 相 互 認 識 に よ り 受 精 現 象 が 開 始 さ れ 、 精 子 の 卵 内 へ の 優 入 に 伴っ て 卵 内

で一連の反応が起き、個体発生が開始きれる。この受精および発生の過程に各種プロ

テアーゼが関与すると考えられているが、それらの生理機能の詳細は不明な点が多い。

  本論文提出者は、受精研究の対象として原索動物マボヤを用い｀その受精過程の中

で、プロ子アーゼイ冫ヒビターを用いた受精阻害実験から精子の卵膜通過の過程と精

子細胞膜と卵細胞膜の融合から卵割に至るまでの過程との2つの過程に関与すると考

えられていたキモトリプシ冫様酵嚢をとりあげ、精子および卵由来の酵素の化学的実

体と生理機能を明らかにする目的で、一連の研究を展開し、以下の成果をおさめた。

（1）卵割に至るまでの過程に関与する卵キモトリプシン様酵素を単龍・精製する目

的で、マボヤ耒受精卵ホモヅネートの遠心分離後に得られる上清画分を出発材料とし

て、3段階のクロマトグラフィーを行い、ディスク電気泳動的に均一な精製酵素撮品を

得た。精製酵素標品がSDS電気泳動で分子量25～33kの位置に致本のパ冫ドを与えるこ

とヽその分子量（610k)、沈降速度定数（22．8S)および電子顕微鏡観察儼から高分子

であること、きらに、  キモトリプシン様活性とトリプシ冫様活性を有し、  イ冫ヒピタ

ーの中でキモスタチンは両活性とも強く阻害するのに対して、  ロイベプチ冫はトリプ

シン様活性をより強く、  アンチパインはトルプシ冫様活性のみを阻害することを明ら

かにし、それらの結果をふまえて、本酵素がフIロテアッーム（ IriCP｜）に分類きれると

結論した。

  プロテアソームに特有な共通した性質として、低濃度のSDSや脂肪酸による活性化が

挙げられる。マボヤ卵HCP｜が有するキモトリコ．シ冫様活性も低灑度のSDSの添加によ

り活性化されることを見い出し、かつ、モの活性化は一週的な現毎であることを明ら

かにした゛きらにヽsos添加に伴う蛋白貿の自家螢光の変化を追跡し、sosの添加と同
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時 に 自 家 螢 光 が 上 昇 し 、 そ の 後 減 少 す る こ と 、 こ の 螢 光 変 化 は 活 性 の 変 化 に 先 立 っ て

生 じ る こ と を 見 い 出 し 、 SDSに よ る 活 性 化 が 酵 棄 の 構 造 変 化 に 起 因 す る と推 論 した 。

（ 2） マ ボ ヤ 卵 HCPIの 場 合 と 同 様 の 方 法 で マ ボ ヤ 精 子 か ら キ モ ト リ プ シ ン 様 酵 素 を 単

離 ・ 精 製 し た 。 得 ら れ た キ モ ト リ ブ シ 冫 様 活 性 を 有 す る 酵 素 の 電 子 顕 徽 鏡 観 察 像 、 SD

S電 気 泳 動 で の 挙 動 、 基 質 特 異 性 や イ ン ヒ ピ タ ー 感 受 性 も 卵 由 来 の MCPIと よ く 類 似 し

て いる こ とか ら、 精 子か ら得 ら れた キモ ト リフ ．シ ン 榛酵 素も プ ロテ アソ ー ム（  riCP｜）

に 分類 され ると結論し た。

(3） マ ボ ヤ 精 子 か ら の MCPlの 精 製 の 際 に 、   DEAE-celluloseウ ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お

い て HCPIの 場 合 よ り も 高 塩 濃 度 で 溶 出 さ れ る 画 分 に キ モ ト リ プ シ ン 様 活 性 が 検 出 さ れ

た の で 、 そ の 酵 素 を 単 離 ・ 精 製 す る 目 的 で 、 引 き 読 き 5段 階 の ゥ ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行

い 、 HCPlの ア イ ッ フ ォ ー ム ( PICPl｜ ） を 単 離 し た 。 そ の 分 子 量 （ 930k)、 SDS電 気 泳

動 で の サ ブ ユ ニ ッ ト の パ タ ー 冫 お よ び 抗 マ ボ ヤ 卵 MCP｜ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 交 叉 性

か ら 、 HCP｜ 1は 26Sプ 口 テ ァ ッ ー ム （ 20Sプ ロ テ ア ソ ー ム の ア イ ソ フ ォ ー ム ） に 分 類 さ

れ る と 推 論 し た 。 さ ら に 、 MCPIIが 示 す キ モ ト リ プ シ 冫 様 活 性 は プ ロ ビ オ キ サ チ 冫 Aで

阻害 きれ 、   ト リプ シ 冫様 活性 は ロイ ベフ ． チ冫 で阻 害 されること を明らかにした。

(4） 精 子 が 卵 膜 に 結 合 し た 際 に 、 精 子 の 形 態 変 化 （ sperm reaction)が お き る 。

sperm  reac ttonを 人 工 的に 誘起 さ せた 精子 か ら得 た分 泌 液の 卵膜 分 解活 性を 調 ペ、

sperm  reactionを 誘 起 さ せ た 精 子 か ら 卵 膜 分 解 酵 素 が遊 離さ れ るこ とを 明 らか にし た 。

そ の 卵 膜 分 解 活 性 は ブ ロ ビ オ キ サ チ 冫 Aに よ り 強 く 阻 害 さ れ る こ と ｀ 精 子 分 泌 液 が 抗 マ

ボ ヤ 卵 HCPIポ リ ゥ ロ ー ナ ル 抗 体 と 免 疫 交 叉 す る こ と 、 さ ら に 、 精 子 分 泌 液 の ゲ ル ろ 遇

に お い て 免 疫 交 叉 性 を 示 す 分 子 量 1， OOOkD付 近 の 画 分 が 卵 膜 分 解 活 性 を 示 す こ と を 見い

出 し 、 卵 膜 分 解 酵 素 は 初 め か ら 精 子 表 面 に 存 在 し て い る の で は な く 、 sperm reactl。 n

が誘起されて初めて卵膜分解活性を有するMCP  lIが精子から遊離ぎれ、卵膜分解を行

うと推論した。

  以上の聿斤知見およぴモれを彳尋るために用いた研究技法は、細胞が生存する上で基本

的な機能を乗たしていると考えられているプロテアソームの生理嶺能を理解する上で

重要な寄与をなすものである。審査員一同このことを高く評価し、本論文提出者が博

士 （藁 学） の称 号を 受け るに ふさ わし いも のと ｀一 致し て判断 した 。
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