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学位論文内容の要旨

  ヒトを含む多くの脊椎動物では、減数分裂の第一前期で停止した卵母細胞（未成熟卵）が、

ホルモン刺激により減数分裂を再開することで受精可能な卵（成熟卵）ができる。この過程は

卵成熟と呼ぱれ、卵母細胞中で卵成熟促進因子(MPF)が形成されることで引き起こされる。

MPFはサイクリンBとCdc2からなる複合体である。未成熟卵中で、サイクリンBは翻訳

抑制されたmRNAとして存在しており、ホルモン刺激によルタンパク質が翻訳される。新

規に合成されたサイクリンBタンパク質は、未成熟卵中ですでにタンパク質として存在す

るCdc2と結合し、MPFが形成される。しかし、ホルモン受容からMPFの形成に至るシグ

ナル伝達系およぴサイクリンB翻訳制御については、未だに不明の点が多い。

  アフリカツメガエルは一年中未成熟卵を採取することが出来るため、卵成熟研究に一般

的に用いられている。しかし、その未成熟卵は、ほとんどの脊椎動物が持たない不活性型

のMPF(pre-MPF)を持ち、これが活性化することで卵成熟が引き起こされる。っまり、ツメ

ガエルは脊椎動物では例外的な卵成熟誘起機構を採用しており、脊椎動物の卵成熟におけ

るシグナル伝達系の一般的な機構の解析には適さなぃ。そこで第一章では、pre-MPFを持た

ないアカガエル卵母細胞を用いて解析を行った。

  著者はツメガエル卵成熟に関わるとされる、ホスファチジルイノシトール3キナーゼ

(PI3K)、プロテインキナーゼB(PKB)、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3p(GSK3p）が、アカ

ガエル卵成熟で機能しているかを調べた。PI3Kの阻害剤は卵成熟を阻害し、かつ、その効

果は卵成熟過程の初期に限られることが明らかとなった。一方、PKB阻害剤は卵成熟に影

響せず、恒常的に活性を持っPKBあるいはGSK3Bの強制発現も卵成熟への影響は全く見

られなかった。以上の結果から、PI3KはサイクリンBの翻訳の上流に位置するが、PKB韜

よびGSK3pはpre-MPFを持っツメガエルの卵成熟のみに関わると考えられる。

  ツメガエルを用いた研究から、サイクリンBl mRNAの翻訳制御は、ポリA鎖伸長を伴

う細胞質ポリアデニル化を介して行われ、それには複数のタンパク質が関わることがわか



っている。゛その中で中心的な役割を果たすのは細胞質ポリアデニル化因子結合タンパク質

(CPEB)であり、そのりン酸化が引き金となって翻訳が起こるとされている。しかし、卵成

熟過程ではサイクリンBl mRlxlrA以外にも複数のmRNAが細胞質ポリアデニル化により翻

訳制御されており、それらmRNAの翻訳時期はそれぞれに異なる。したがって、各mRNA

の翻訳開始のタイミングを決定する機構が存在するはずであるが、その詳細は全く不明で

ある。過去の研究において、サイクリンBl mRNAに特異的に結合するタンパク質として

Pumiliol (Puml)が同定され、これによるサイクリンBl mRNAの翻訳制御が示唆された。ま

た、ツメガエル卵母細胞中にはPumlと同じタンパクファミリーに属するPumili02 (Pum2)

も存在していることが判っている。しかし、PumlとPum2の機能に関する研究は未だ十分

にはなされておらず、実際、これらの機能の違いは不明である。そこで第二章では、ツメ

ガエル卵母細胞を材料に、mRNAの時期特異的な翻訳開始を制御するタンパク質として

PumlとPum2に着目し、これらの機能を明らかにすることを目的として研究を行った。

  その結果、両タンパク質とも、1）未成熟卵中で、CPEBを含めた細胞質ポリアデニル化

に関与するタンパク質群と複合体を形成する、2）卵成熟過程でりン酸化された後、CPEB

と解離する、3）抗体注射により機能を阻害すると、卵成熟過程でサイクリンBlの合成が

早まり、卵成熟が促進することがわかった。また、卵成熟過程を通じてPumlとサイクリン

Bl mRNAの結合は維持されるが、CPEBはmRNAから解離するという結果も得られた。こ

れらのことから、l)Pumilioは標的mRNAの翻訳開始に必要なCPEBのりン酸化を抑えてい

る。2)Pumilioがりン酸化されると、CPEBのりン酸化が可能になる。3）リン酸化されたCPEB

はmRNAから解離することで標的mRNAの翻訳が可能となると考えられる。さらに、リン

酸化とCPEBからの解離のタイミングはPum2の方が早く起こり、標的mRNAも両者で異

なることも明らかになった。以上のことから、PumlとPum2は、細胞質ポリアデニル化を

介してそれぞれに特異的なmRNAの翻訳開始のタイミングを決めており、Pum2の標的

mRNAはPum1の標的であるサイクリンBlmRNAの上流に存在すると考えられる。

  ツメガエル卵母細胞では、Mosが新規合成され、p42MAPキナーゼが活性化される、

Mos‐MAPキナーゼ経路により卵成熟が誘起されることがわかっている。また他のMAPキ

ナーゼファミリータンパク質である、c‐JunNltenninmキナーゼ、p38Yキナーゼも卵成熟へ

の関与が示唆されている。したがって、ツメガエル卵成熟の様々な過程において、MAPキ

ナーゼタンパク質ファミリーは必要とされると考えられる。しかし、上記以外のMAPキナ

ー ゼ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 に つ い ては 十 分に 解 析が な され て いな い 。

  第三章ではMAPキナーゼ様のタンパク質のーっであるNem0－likeキナーゼ（NLK）に着目

し、そのツメガエル卵成熟過程への関与を調べた。その結果、1）NLKは卵成熟過程を通し

て一定の発現が見られるが、未成熟卵中では活性を持たず、卵成熟過程の初期に活性化す

る、2）NLKの活性化にはMosタンパク質が必要であるが、MAPキナーゼの活性化は必要

ではなぃ、3）NLKの強制発現によルサイクリンBlmRNAのポリA鎖伸長および翻訳を促

進し、卵成熟を促進する、4）NLKは直接Puml、Pum2、CPEBをりン酸化することが明ら

かとなった。これらのことから、ツメガエル卵成熟過程ではMos―MAPキナーゼ経路とは別
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に、Mos-NLK経路が存在し、NLKはPuml、Pum2、CPEBのりン酸化を介して、サイクリ

ン Bl mRNAを 含 む mRNAの 翻 訳 を 制 御 に 関 わ る と 考 え ら れ る 。
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  多くの脊椎動物では、減数分裂の第一前期で停止した卵母細胞が、ホルモン刺激により減
数分裂を再開することで受精可能な卵が作られる。この過程は卵成熟と呼ばれ、卵母細胞内
で卵成熟促進因子(MPF)が形成されることで誘起される。MPFはサイクリンBとCdc2からな
る複合体で、未成熟卵にはサイクリンBは翻訳抑制されたmRNAとして存在し、ホルモン刺
激によルタンパク質が翻訳される。合成されたサイクリンBタンパク質は未成熟卵にすでに
存在するCdc2タンパク質と結合してMPFを形成する。しかし、ホルモン受容からMPF形成
に至るシグナル伝達系およびサイクリンB翻訳制御については、未だに不明の点が多い。
  アフリカツメガエルは卵成熟研究に一般的に用いられているが、その未成熟卵は、ほとん
どの脊椎動物が持たない不活性型MPF (pre－MPF)を持ち、その活性化により卵成熟が誘起さ
れる。著者は第了章において、preーMPFのないアカガエル卵母細胞を用い、ツメガエル卵成
熟に関わるとされるホスファチジルイノシトール3キナーゼ(PI3K)、プロテインキナーゼ
B (PKB)、グリコーゲン合成酵素キナーゼ3p (GSK3p)がアカガエル卵成熟で機能しているかを
調べた。PI3Kの阻害剤は卵成熟を阻害し、その効果は卵成熟過程の初期に限られた。一方、
PKB阻害剤や恒常的に活性を持つPKBあるいはGSK3pの強制発現は卵成熟に影響を与えなか
った。以上の結果から、PI3KはサイクリンB翻訳の上流に位置するが、PKBおよびGSK3pは
pre―MPFを持っツメガエルの卵成熟のみに関わると考えられる。
  サイクリンBl mRNAの翻訳制御は細胞質ポリアデニル化を介して行われ、それには細胞質
ポリアデニル化因子結合タンパク質(CPEB)が主要な役割を果たす。しかし、卵成熟過程では
サイクリンBl以外にも複数のmRNAが細胞質ポリアデニル化により翻訳制御されており、ま
たそれらの翻訳時期は異なる。したがって、各mRNAの翻訳開始のタイミングを決める機構
が存在するはずであるが、その詳細は全く不明である。過去の研究でPumiliol (Puml)がサ
イクリンBl mRNAの翻訳を制御することが示唆された。また、ツメガエル卵母細胞にはPuml
に類似のPumili02 (Pum2)も存在することが知られている。しかし、PumlとPum2の機能の
違いは不明である。そこで第二章では、ツメガエル卵母細胞を材料に、mRNAの時期特異的
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な翻訳開始を制御するタンパク質としてPumlとPum2に着目し、これらの機能を明らかにす
る研究を行った。
  その結果、Puml、Pum2ともに以下のことが判った。1）未成熟卵中でCPEBを含めた細胞
質ポリアデニル化に関与するタンパク質群と複合体を形成している。2）卵成熟過程でりン
酸化された後、CPEBと解離する。3）抗体注射により機能を阻害すると、卵成熟過程でサイ
クリンBlの合成が早まり、卵成熟が促進する。以上のことから、Pumilio゙ がりン酸化され
るとCPEBがりン酸化され、リン酸化CPEBがmRNAから解離することで標的mRNAの翻訳が可
能となると考えられる。さらに、リン酸化とCPEBの解離のタイミングはPumlよりのPum2
の方が早く起こり、標的mRNAも両者で異なることから、PumlとPum2は細胞質ポリアデニ
ル化を介してそれぞれに特異的なmRNAの翻訳を制御していると考えられる。
  ツメガエル卵成熟はMosーMAPキナーゼ経路によりが誘起される。また他のMAPキナーゼの
関与も示唆されているが、十分に解析されていない。第三章ではMAPキナーゼ様タンパク質
であるNemo―likeキナーゼ(NLK)のツメガエル卵成熟過程への関与を調べた。その結果、以
下のことが明らかになった。1）NLKは卵成熟過程の初期に活性化する。2）それにはMosが
必要だが、MAPキナーゼは必要ではなぃ。3）NLKの強制発現はサイクリンBl mRNAのポリA
鎖伸長と翻訳を促進し、卵成熟を促進する。4） NLKはPuml、Pum2、CPEBをりン酸化する。
これらの結果は、ツメガエル卵成熟過程ではMos―MAPキナーゼ経路とは別にMos―NLK経路が
存在し、NLKはPuml、Pum2、CPEBのりン酸化を介してサイクリンB1を含むmRNAの翻訳を
制御することを示唆する。
  以上を要するに、著者はアカガエルとアフリカツメガエルを用い、両生類卵成熟における
情報伝達機構と卵母細胞に蓄積されたmRNAの翻訳開始機構を分子生物学的解析により明ら
かにした。これらの成果は生命科学分野における基本原理の理解に貢献するところ大なるも
のがある。
  よって著者は、北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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