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多 く の 動 物 種 に お い て 、 精 子 先 体 反 応 は 受 精 の 成 立 に と っ て 必 須 の 過 程 で あ る 。 ウ

ニ精子先体反応誼、受精に先だって卵表で｀人為的には卵外被ゼリ一層中の高分子糖

タ冫バク貿や精子請合因子と名付げられた卵膜成分により誘起ぎれ、形態的には精子

先体胞のエクソサイトシス及び先体突起の形成がみられる。また先体反応時には外液

からのCa2．の流入と、細胞内からの H゙ の放出が起こり、  これらのイオ冫の流れが形態

変化に先立つ必要条件だと考えられている。他方、  この先体反応にブロテアーゼが関

与している可能性が示唆されているが、確証は得られていない。本研究では、エゾバ

フンウニ（ $trqロfiYLoCentrotU$ irltermediりs)を材料とし、  まず実際にプロテアーゼ

が先体反応に関与しているのかどうかヽもしそうであるならばどの段階で関与してい

るのかを翻ベ、更に関係するプロ子アーゼを精子より単缶精製し、その活性化機構を

調べた。以下にその結果を論述する。

    （1）プロテアーゼ阻害剤による先体反応阻害の穣構

  卵ゼリーで誘起ぎれる先体反応は、キモトリプシ冫阻害剤である1-tosylaH   Iide-2-

phenyl chloroIethyl ketone(TPCK)、  キモスタチン、キモトリプシ冫基貿であるN-

benzoyI -L．  tyrosi ne  ethyl  este r( BTEE)により阻害された。  しかし、  これらの阻害剤

誼、  イオノフォァで人工的に舞起される先体反応を阻害することはなかった。  このこ

とは｀  これらの阻害剤が形態変化に先立つイオンの流れに影響を与えていることを示

している。実際に、Ca2゙ 指示藁fura2、pH指示薬BCECFを用いて精子細胞内Caz゙ 濃度

とpHを測定したところ、BTEEは卵ゼリー添加時の急速なCaz゙ 流入を阻害したのに対し、



細 胞 内 pHの 上 昇 に は 殆 ど 影 響 を 与 え ず モ の後 に 起 こ る 再 酸性 化 を 遅 ら せた 。   こ れら の

効 果 は 、 Ca2． チ ャ ン ネ ル 遮 断 剤 で あ る べ う バ ミ ル の 効 果 と 類 似 し て い た。 以 上 の 事 か

ら 、 ウ ニ 精 子 の キ モ ト リ 7・ シ 冫 タ イ プの ブ ロ テ ア ーゼ が 先 体 反 応初 期 の イ オ ン の流 れ 、

特 に Ca2゙ 流 入 を 制御 す る 系 に 関与 す る こ と が示 唆 ぎ れた。

（  2)先 体 反 応 に 関 与 す る フ ロ テ ア ー ゼ の 精 製

坎 に 、 精子 か ら 先 体 反 応に 関 与 す る と思 わ れ る コ ．ロ テ ァ ー ゼ の単 離 精 製 を 試 みた 。

キ モ ト リ プ シ ン に 対 す る 二 種 類 の ベ プ チ ド 基 貿 の 先体 反 応 阻 害 能 を調 べ た と こ ろヽ

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-MCAが 阻 害 し た の に 対 し 、 Sucー Ala-Ala-Pro-Phe-MCAに は 阻 害

能 は な か っ た 。 そ こ で 、 前 者 の 基 貿 を 分 解 す る 活 性 を 指 標 に 精 子 抽 出 液 か ら DEAE．

Sephacel、 ハ イ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ぅ フ ィ ー 、 Sephacry｜ S- 300ゲ ル 泣

過 お よ び へ バ リ ッ Sepharose CL-6Bウ ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ ル プ ロ テ ア ー ゼ を 精 製 し

た 。 最 終 的 に 、 分 子 量 が 65kDaと 700kDaの 二 種 類 の プ ロ テ ア ー ゼ が 得 ら れ た 。 65kDa

フ ． ロ テ ア ー ゼ は 先 体 反 応 阻 害 能 を も た ない 基 質 の 分 解活 性 も 同 程 度 もっ て い た の に対

し 、 700kDaプ ロ テ ァ ー ゼ は こ の 基 質 を 全 く 分 解 し な か っ た 。 更 に 、 65kDaプ ロ テ ア ー

ゼ は 先 体 反 応 阻 害 能 の な い ア ミ ノ ベ プ テ ダ ー ゼ 阻 害 剤 ベ ス タ チ 冫 に よ り 強 く 阻 害 さ れ

た こ と か ら、   こ の プロ テ ア ー ゼ は先 体 反 応 開 始機 構 に は 関 与 して い な い と 判断 さ れ た 。

一 方 700kDaプ ロ テ ア ー ゼ は 、 キ モ ト ル ブ シ ン 様 活 性 以 外 に ト リ プ シ 冫 様 活 性 も 有 し て

お り 、 そ れ ぞ れ の 阻 害 剤 感 受 性 の 違 い よ り 少 な く と も 二 個 の 独 立 し た 活 性 部 位 を もっ

て い る と 考 え ら れ た 。   こ の う ち キモ ト リ プ シ 冫様 活 性 と 先 体 反応 の 阻 書 が 一致 す る こ

と か ら 、 こ の プ ロ テ ア ー ゼ の キ モ ト リ プ シ ン 様 活 性 が 先 体 反 応 に 関 与 し て い る と 恩 わ

れ た 。 こ の 700kDaプ ロ テ ア ー ゼ は 末 変 性 条 件 下 で の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

（  native-PAGE)  で は 一 本 の タ ン パ ゥ 質 バ 冫 ドを 示 し た の に 対し 、 SDS-PAGEで は 分 子

量 22kDa-- 33kDaに 少 な く と も 8本 の バ ン ド が み ら れ た 。 更 に 、 こ の 酵 素 の キ モ ト リ プ

シ ン 様 活 性 は ホ リ リ ジ 冫 及 び SDSの 添 加 で上 昇 す る こ とが わ か っ た 。   こ れ ら の性 質 は 、

最 近 酵 母 か ら 喃 乳 類 ま で の 真 核 細 胞 に 広 く 見 い だ さ れ て い る プ ロ テ ア ッ ー ム （ 高 分 子

量 多 機 能 プ ロ テ ア ー ゼ ） の 性 質 と 同 じ で あ っ た 。 以 上 の こ と か ら 、 精 子 プ ロ テ ア ソ ー

ム の キ モ トリ フ ． シ ン 様活 性 が 先 体 反 応開 始 機 構 に 関与 す る 可 能 性が 著 し く 高 まっ た 。

(3)精 子 プ ロ テ ア ソ ー ム の 活 性 化 穣 構

精 子 プ ロ テ ア ソ ー ム の キ モ ト リ プ シ ン 様 活 性 は ポ リ リ ジ ン ｀ sosで 活 性 化 ぎ れ る こ
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と から 、 精子 細胞 内で 不活 性 型として存在する酵 素が先体反応時に何らかの 活性化物

質 によ り 活性 化さ れる 可 能性 が考 えら れた 。 そこ で、 生理的活性化 物質の候補として

細 胞膜 を 構成 する Í 冫脂 貿と その代謝産 物の活性への影響を調べた 。飽和脂肪駿のパ

ルミ チン酸、  ミリスチ冫酸、  リ冫脂質のホスファテジルイノシトールは250皿f;/iii1の

濃 度で 4～ 7倍 に活 性を 上 昇さ せた が、 活性 化 に必 要な 濃度としては 比較的高かった。

こ れに 対 し、   リ ゾリ 冫 脂貿 、特にりゾ ホスファチヅルイノシトール は2．5Ug/mlとい

う 低 濃 度 で 活 性 を 12倍に 上昇 さ せた 。更 に、 精子 か ら抽 出し た脂 質画 分 にも 活性 化

能 があ り 、卵 ゼリ ー処 理 直後 の精 子か ら抽 出 した もの が未処理精子 のものより強い活

性 化能 が ある こと がわ か った 。こ れら の結 果 から 卵ゼ リー処理菖い かえれば先体反応

時 に活 性化物 質が増加すること｀そしてそ れはりゾリン脂貿である可 能性が高まった。

    （  4)先 体 反 応 開 始 機 構 へ の ホ ス フ ォ リ パ ー ゼ Aa（ PLA2)の 闘 与 の 可 能 性

  ルゾ リ冫脂 貿は脂肪酸とともに、  リ冫 脂賀のPLA2による分解産物 である。そこで、

先 体反 応 初期 にPLA2が 闘 与す るの かど うか を 、こ の酵 素の阻害剤と 活性化剤を用いて

調 ぺた 。 PLA2阻害 剤で あ るキ ナク リ冫 とp-ブ ロモ フェ ナシ ルブ ロ ミド （PBPB)はとも

に 卵ゼ リ ーに よる 先体 反 応を 阻害し、こ の阻害は細胞内へのCa2．の 流入が抑えられた

結 果で あ るこ とが 明か と なっ た。また、 PLA2活性化剤であるメリチ冫 は、細胞内Ca2＋

溌 度の 上 昇と とも に疑 似 先体 反応 とも いう べ き形 態変 化（エクソサ イトシスはしてい

る が先 体 糸は 伸長 して い ない と思 われ る） を 誘起 する ことがわかっ た。以上のことか

ら 、先 体 反応 初期 、特 に Caa゙ 流入 時 以前 にPLAzが 関 与し てい るこ とが 示 唆き れた。

  以上 の 研究 成乗 より 、 アゴ ニス トの 受容 に 始ま る先 体反応系の応 答において、まず

PLA2が 活 性化 され 細胞 膜 リ冫 脂質 を分 解し 、 その 産物 であるルゾリ ン脂貿が椅子プロ

テ アソ ー ムの キモ トリ プ シッ 様活性を上 昇ぎせ、その結果Ca2゙ 流入 系が活性化されて

形態 変化に至るというメカニズム が考えられた。

  プロ テ ァッ ーム は真 核 細胞 に普 遍的 に存 在 し、 非リ ソソ ーム 系 のATP依 存性 タ冫パ

ゥ 貿分 解 への 関与 が考 え られ てい るが 、細 胞 分化 、細 胞増殖といっ た多様な、そして

生 命の 根 幹に 関わ る現 慧 に関 与し てい る可 能 性も 論じ られている。 本研究は、リゾリ

冫 脂貿 が 強い プロ テア ソ ーム 活性 化能 をも っ こと を初 めて明らかに し、細胞膜リ冫脂

質 代 謝 を 含 む 細 胞 応 答 、 情 報 伝 達 系 へ の こ の 酵 素 の 闘 与 を 示 唆 す る も ので ある 。
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  ウニ精子先体反応（AR）は｀受精に先だって卵表で起こる。この時Ca2゙ の流入とH゙

の放出が起こり、それらが形態変化に先立つ必要条件だと考えられている。このARに

プ口テアーゼが関与している可能性が云われているが、確証強ない。本研究では、エ

ゾバフ冫ウ二（Stron8ヱiQcentrotus iDtermediU$）を材料とし、  まず実孫にプロテア

ーゼがARに関与しているのか、そしてそれはどの段階であるのかを翻べ、更に関係す

るプロテアーゼを精子より単離精製し、その活性化機構を翻べ、これらの結果を論述

している。  （1）プロテァーゼ阻害剤によるAR阻害の機構：卵ゼリーで誘起きれるAR

は、  キモトリプシ冫阻害剤TPCK、キモスタチン、  キモトリプシン基質BTEEにより阻害

きれた。  しかし、  これらの藁剤はイオノフォアによるARを阻害することはなかったの

で、それらが形態変化に先立つイオンの流れに影響を与えていることが分った。実際

に、Ca2゙ 指示藁fura2、pH指示藁BCECFを用いた精子内Ca2゙ 濃度とpHの測定でBTEE強

卵ゼリーによる急速なCa2゙ 流入を阻害したのに対し、細胞内pHの上昇には殆ど影響を

与えなかった。ウニ精子のキモトリプシン様プロテアーゼがAR初期のCa2゙ 流入を制御

する系に関与することが示唆きれる。  （ 2）ARに闘与するプロテァーゼの精製：キモ

トリプシンのぺプチド基貿Suc-Leu-Leu-VaI-Tyr-FICAがARを阻害したのでこれを分解

する活性を指標に精子抽出液から四段階のカラムクロマトグラフィーによルプロテア

ーゼを精麗し、轟終的に65kDaと700kDaの二穫類の酵素が得られた。前者はAR阻害能

をもたない基貿の分解活性ももっていたのに対し、後者はこの基質を全く分解しなか

った。更に、前者はAR阻害能のないベスタチンにより強く阻害されたことから、  この

プロテアーゼはAR開始穣構には関与していないと判断ぎれた。ー方後者は、  キモトリ

プシン様活性以外にトリフIシ冫様活性も有しており、このうちキモトリプシン様活性

とARの阻害剤感受性がー致することから、  この活性がARに関与していると思われた。
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こ の700kOaプ ロテアー ゼはnative PAGEでは 一本のタ シパク バ冫ド を示したのに対し、

SDS-PAGEでは分子量22kDa-- 33kDaに少なくとも8本のバ冫ドがみられた。更に、  この

キモトリプシ冫様活性はポリリジ冫及びSDSの添加で上昇することが分った。これら

の性質は、真核細胞に広く見いだぎれているプロテアソーム（高分子量多嶺能プロテ

アーゼ）の性質と同じであった。(3)精子プロテアソームの活性化機構：精子ブロ

テアッームのキモトリプシ冫様活性は精子内で不活性型として存在しAR時に活性化ぎ

れる可能性が考えられた。そこで、  この活性化物質の候補として細胞膜を構成するり

冫脂貿とその代謝産物を調べた。ある覆の脂肪酸、リ冫脂貿は比較的高涜度で4～7倍

に活性を上昇きせたが、  リゾリン脂質（ LPL）特にりゾホスファチジルイノシトール

はその1/100（2．5ug／一1）という低濃度で活性を12倍に上昇ぎせた。更に、精子から

抽出した脂賀画分にも活性化能があり、卵ゼリー処理直後の精子から抽出したものが

未処理精子のものより強い活性化能があることも分った。これらの結果加らAR時に活

性化物質が増加すること｀モしてモれはLPLである可能性が高まった。  （4) AR開始

嶺構へのホスフォÍ パーゼAz（PLA2)の関与の可能性：  LPLはルン脂貿のPLA2による

分解産物である。そこで、AR初期にPLA2が関与するのかどうかを調べた。PLA2阻害剤

キナクリ冫とp-ブロモフェナシルプロミド誼ともに卵ゼリーによるARを阻害し、  これ

は細胞内へのCa2゙ の流入を抑えた結果であることが分った。またヽPLAa活性化剤メリ

チ冫は細胞内Ca2゙ 潤度の上昇とともに疑似ARともいうべき形態変化を誘起した。以上

のことからAR初期、特にCa2゙ 流入以前にPLAzが関与していることが示唆された。

  以上の研究成果より、アゴニストの受害に始まるAR系の応答において、まずPLA2が

活性化きれ細胞膜リ冫脂質を分解しヽその産物であるLPLが精子プロテアソームのキ

モトリプシ冫樺活性を上昇させ、その結果Ca2．流入系が活性化されて形態変化に至る

というメカニズムが考えられた。プロテアソームは、細胞分化、細胞増殖といった生

命の基本現象に関与している可能性も論じられている。本研究はヽLPLが強いプロ子

アソーム活性化能をもつことを初めて明かにし、細胞膜リ冫脂質代謝を含む細胞応答、

情報伝達系へのこの酵素の関与を示唆するものであり審査員一同は申請者が博士（理学）

を得る十分な資格があると認めた。
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