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学 位 論 文 題 名

         Studies on the Structure-Function Relationship of Nucleoplasrmn

-Mechanism of Salmon Sperm Decondensation Mediated by Nucleoplasmin-

    （ヌクレオプラスミンの構造と機能に関する研究

―ヌクレオプラスミンによるサケ精子脱凝縮の機能一）

学位論文内容の要旨

  ヌクレオプラスミンはヌクレオソームの構築因子として分子シャペ口ンと最初に名

ずけられ、アフリカツメガエルの卵母細胞や卵中に最も豊富に存在する蛋白質である。

最近、ヌクレオプラスミンはアフリカツメガエルの精子核を脱凝縮しヌクレオソーム

へと変化させることが報告されておルヌクレオプラスミンが受精期のヌクレオプロタ

ミンの脱凝縮からヌクレオソーム形成まで作用している可能性が示唆され注目されて

いる。ヌクレオプラスミンは多くの酸性アミノ酸残基を持ちカルボキシル末端側には

ポリグルタミン酸ブ口ックも存在する。卵中におけるヌクレオプラスミンは高度にり

ン酸化されており、この酸性アミノ酸やりン酸基がヒストンやプロタミンとの相互作

用に関与し精子の脱凝縮や｀ヌクレオソームの形成を調節しているものと考えられる。

これまでヌクレオプラスミンの生物学的機能はある程度明らかにされてきたがその分

子構造と機能の関係は全く明らかにされていない。さらにより詳細にヌクレオプラス

ミンの機能を明らかにするために分子レベルでの研究が必要とされている。本研究で

はヌクレオプラスミンの大量精製法の確立とヌクレオプラスミンによるDNAープ口夕

ミン（サルミン）複合体の脱凝縮のメカニズムを分光学的手法等を用いて分子レベル

で検討レた。

  第1章では本論文の序論が述べられている。

  第2章では、分光学的測定にはこれまでのような精製法によって得られたヌ．クレオ

プラスミンでは量的に不十分なのでこれまでとは改良された方法によるヌクレオプラ

スミンの精製法が述べられ、次にこの精製法によって得られたヌクレオプラスミンの

構造に関する知見を得るために、分光学的手法による検討について述べられている。

その結果この精製法によって1サイクルの精製で2ー3mgのヌクレオプラスミンを

得ることができた。また構造に関しては、CDスペクトルの測定からヌクレオプラス

ミンのaーヘリックス含量が30ー40％であることが明らかとされ、螢光スペクト

ルよルヌクレオプラスミンの2っのトリプトファンのうち1っはかなり疎水的環境下

にありもう1っは分子表面近くのやや親水的環境下にあることが明らかとされた。



第3章では、まずヌクレオプラスミンが異種であるサケの精子核に対して脱凝縮活

性を持っかどうか調べ、次にサケ精子核モデルであるDNA・プ口夕ミン（サルミン）複

合体のヌクレオプラスミンによる脱凝縮を濁度法等をを用いて分子レベルで観察した。

また、ヌクレオプラスミンとプロタミンの相互作用を分光学的手法を用いて調べた。

その結果、ヌクレオプラスミンは両生類の精子核に対レてばかりでなくサケの精子核

に対しても脱凝縮活性を示すことを明らかとなった。これまでのの研究でヌクレオプ

ラスミンがヒトや貝類の精子核に対しても同様の働きをもっことや同様の働きをもつ

と考えられる蛋白質が見っかっていることからヌクレオプラスミン（ヌクレオプラス

ミン様蛋白質）による精子核の脱凝縮活性は全ての生物にとって普遍的な働きである

と考えられる。また濁度法やDNAに特異的に結合する色素を用いてサケ精子核モデ

ルであるDNAープ口夕ミン複合体からプ口夕ミンの引き抜きを調べたところ、明ら

かにサルミンが引き抜かれたことが証明されサルミンの濃度とほぼ等濃度のヌクレオ

プラスミンが存在すると完全にサルミンが引き抜かれることが明らかとされた。ヌク

レオプラスミンとプロタミンの相互作用をや螢光スペクトルで観察したところヌクレ

オプラスミンのグルタミン酸の部分がサルミンとの結合に主として関与していること

が示唆され、プ口夕ミンとヌクレオプラスミンはほぼ1:1で結合することも明らか

とされた。また、CDスペクトル測定においてヌクレオプラスミンのaーヘリクスの

減少が見られこのことからもポリグルタミン酸ブロックの部分がサルミンとの結合に

関与していることを強く示唆レている。

  第4章ではDNAープロタミン複合体からのプロタミンの引き抜きをヌクレオプラ

スミンのモデルとしてアニオン性のポリマーを用いて検討した。この結果、ポリアク

リル酸はヌクレオプラスミンと同等かそれ以上の効果を示すが、ポリグルタミン酸の

場合ヌクレオプラ．スミンのりン酸化を考慮に入れてもヌクレオプラスミンの方が効率

が良いことが明らかとなった。このことはヌクレオプラスミンの5量体構造やポリグ

ルタミン酸部分のaーヘリックス形成等といったヌクレオプラスミンの構造と深く関

係していると考えられる。

  以上の結果より、本論文ではヌクレオプラスミン（あるいはヌクレオプラスミン様

蛋白質）がヌクレオソームの構築と精子染色体の分解の相反する両方の機能を持つ因

子とレて働き精子核の脱凝縮は主としてヌクレオプラスミンのカルボキシル末端側の

ポリグルタミン酸ブ口ックの部分が行うことが明らかとされた。また、この分子は高

等生物のこの受精の過程において普遍的に働く蛋白質である可能性が示唆された。こ

の研究はヌクレオプラスミンの更なる機能解明にっながるものと考えられ、ヌクレオ

プラスミンの分子シャペ口ンとしての機能やヌクレオプラスミンによる転写因子結合

促 進 作用 の分 子 レベ ル での 機 構解 明に も っな がる ものと考えら れる。
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  ヌクレオプラスミンはヌクレオソームの構築因子として分子シヤベロンと最初に名ず

けられた蛋白質で、アフリカツメガェルの卵中に豊富に存在している。最近、ヌクレオ

プラスミンはアフリカツメガエルの精子核を脱凝縮しヌクレオソームへと変化させるこ

とが報告され注目されている。ヌクレオプラスミンは多くの酸性アミノ酸残基を持ち、

また、卵中におけるヌクレオプラスミンは高度にりン酸化されており、この酸性アミノ

酸やりン酸基がヒストンやプロタミンとの相互作用に関与し精子の脱凝縮やヌクレオソー

ムの形成を調節しているものと考えられる。これまでヌクレオプラスミンの生物学的機

能はある程度明らかにされてきIたがその分子構造と機能の関係は全く明らかにされてお

らず、分子レベルでの研究が必要とされている。本研究ではヌクレオプラスミンの大量

精製法の確立とヌクレオプラスミンによるDNA-プロタミン（サルミン）複合体の脱凝

縮 の メ カ ニ ズ ムを 分 光 学 的 手 法 等を 用 い て 分 子 レ ベル で 検 討 し てい る。

本論文は4章からなり、第1章ではヌクレオプラスミンに関する研究やその背景につ

いての序論が述べられている。

  第2章では、分光学的測定に用いうるような多量の試料を得るための改良された方法

によるヌクレオプラスミンの精製法が述ぺられ、次にこの精製法によって得られたヌク

レ オプラスミンの構造に関して、CDや螢光分光法により有カな情報を得た。

  第3章では、まずヌクレオプラスミンが異種であるサケの精子核に対して脱凝縮活性

を持っかどうか調べ、次にサケ精子核モデルであるDNA-プロタミン（サルミン）複合

体のヌクレオプラスミンによる脱凝縮を濁度法等を用いて分子レベルで観察した。また、



ヌクレオプラスミンとプロタミンの相互作用を分光学的手法を用いて調べた。その結果、

ヌクレオプラスミン；ま両生類の精子核に対してばかりでなくサケの精子核に対しても脱

凝縮活性を示すことを明らかとなった。また濁度法やDNAに特異的に結合する色素を用

いてサケ精子核モデルであるDNA-プロタミン複合体からプロタミンの引き抜きを調べ

たところ、プロタミンの濃度とほぼ等濃度のヌクレオプラスミンが存在すると完全にサ

ルミンが引き抜かれることが明らかとされた。ヌクレオブラスミンとプロタミンの相互

作用を螢光スベクトルで観察したところヌクレオプラスミンのグルタミン酸の部分がサ

ルミンとの結合に主として関与していることが示唆され、プロタミンとヌクレオプラス

ミンはほぼ1：1で結合することも明らかとされた。

  第4章ではDNA－プロタミン複合体からのプロタミンの引き抜きをヌクレオプラスミ

ンのモデルとしてアニオン性のポリマーを用いて検討した。これらの結果とヌクレオプ

ラスミンでの結果を比較することにより、ヌクレオプラスミンの5量体構造やポリグル

タミン酸部分のQ―ヘリックス形成等とぃったヌクレオプラスミンの構造とその機能は

深く関係していることが示唆された。

  以上の結果より、本論文ではヌクレオブラスミンがヌクレオソームの構築と精子染色

体の分解の相反する両方の機能を持つ因子として働き精子核の脱凝縮は主としてヌクレ

オプラスミンのカルボキシル末端側のポリグルタミン酸ブロックの部分が行うことが明

らかとされた。また、この分子は高等生物の受精の過程において普遍的に働く蛋白質で

ある可能性が示唆された。この研究はヌクレオプラスミンの更なる機能解明にっながる

ものと考えられ、ヌクレオプラスミンの分子シヤベロンとしての機能やヌクレオプラス

ミンによる転写因子結合促進作用の分子レベルでの機構解明にもっながるものと考えら

れる。

審査員一同は、これらの成果を高く評価し、また申請者は研究者として誠実かつ熱心

であると考え、大学院課程における研鑽や単位取得なども併せ申請者が博士（地球環境

科 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 充 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 し た 。


