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学位論文内容の要旨

動 物 の 精 子 核 に は 体 細 胞 核 と は 異 な る 特 異 な 塩 基 性 蛋 白 質 （  sperm― specific basic

protein:  SBP） が 含 ま れ 、 受 精 卵 で は 雄 性 前 核 の 形 成 に 伴 っ て そ れ が 体 細 胞 型 ヒ ス ト

ン に 置 換 さ れ こ と に よ り は じ め て 精 子 核 ゲ ノ ム が 胚 発 生 に 参 加 で き る よ う に な る と 考

え ら れ て い る 。   し か し 、   こ の 置 換 の 過 程 お よ び 調 節 機 構 は 、 核 ／ 細 胞 質 比 が 極 端 に低

い と い う 受 精 卵 の 特 殊 事 情 に よ り ほ と ん ど 調 べ ら れ て い な い 。 本 研 究 は 、 多 数 の 精 子

核 を 同 調 的 に 前 核 化 し 得 る 無 尾 両 生 類 卵 の 無 細 胞 系 を 利 用 し て 、 精 子 核 か ら SBPを 除

去 す る 活 性 を も っ 分 子 を 卵 細 胞 質 か ら 分 離 、 同 定 す る と と も に 、 雄 性 前 核 を 構 成 す る

塩基性蛋白質の解析を通じて、受精卵におけるSBPの置換のしくみを解析したもので

ある。

1．   精 子 特 異 的 塩 基 性 蛋 白 質 （ SBP） の 離 脱 を も た ら す 卵 細 胞 質 因 子

Bufo jaヒ onicus（ ヒ キ ガ ェ ル ） の 精 子 核 塩 基 性 蛋 白 質 は プ ロ タ 喧 ン の み か ら な る 。

Jゾ レ シ チ ン 処 理 に よ り 膜 を 除 い た 精 子 を 同 種 成 熟 卵 の 遠 心 抽 出 液 （ egg  extract： EE）

中 で イ ン キ ュ ベ ― ト す る と 、   核 は 直 ち に 脱 凝 縮 し た 後 、   受 精 卵 に お け る と 同 様 の 時間

経過で前核および染色体を形成した。  プロタミンに対する抗体を用いて免疫組織化学

的に調べると、受精後5分以内の精子核、EE処理1分以内の精子核では脱凝縮ととも

にプロタミンが消失していた。  精子核に脱凝縮およびプロタミンの離脱をもたらす活

性は、成長期の卵母細胞、成熟卵、胞胚の細胞質粗抽出物には存在したが、嚢胚、成
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体 の 肝 臓 の モ れ に は 認 め ら れな か っ た 。

EEと イ ン キ ュ ペ ー ト 後 種 々 の 時 間 に 精 子 核 を 回 収 し 、   0． 4N硫 酸 で抽 出 さ れ る 核蛋 白

質 を SDS― PAGEに よ り 解 析 す る と 、 ． 5分 以 内 に プ ロタ ミ ン が 消 失し 、   代 わり に ヒ ス ト ン

を 含 む 多 数 の 蛋 白 質 が 結 合 し て い た 。 他 方、   6種 類の SBP（SP1－ 6）に 加 え 一 部 のコ ア ヒ

ス ト ン を も つ ア フ リ カ ッ メ ガ ェ ル （ Xenopus laevis)精 子 を Bufo  EEと イ ン キュ ベ ー

ト す る と 、 全 て の sPが 消 失 し 新 た に ヒ ス ト ン が 加 わ っ て 結 果 的 に Bufo精 子 前 核 と 同 じ

組 成 の 塩 基 性 蛋 白 質 が も た ら さ れ た 。 Xenopus卵 か ら 調 製 し た EEで も 、 Bufo卵 の そ れ

と 全 く 同 じ 変 化 を Bufoお よ び Xen」 opus精子 に 引 き 起 こ させ た 。

精 子 核 に 脱 凝 縮 と SBP離 脱 を も た ら す 活 性 は 、 EEの 可 溶 性 成 分 の う ち 酸 性 の 高 分 子

分 画 に 認 め ら れ 、   こ の 成 分 中 で は Xenopus精 子 か ら SP1ー 6だ け が 選 択 的 に 除 去 さ れ た 。

こ の こ と を 利 用 し 、   イ ン キ ュ ペ ー シ ョ ン 後 に Xenopus精 子 に 残 存 す る SP3－ 5/H3の 比 率

を SDS― PAGEに よ り 測 る こ に よ っ て プ ロ タ ミ ン 除 去 活 性 （ protamine― removing activiー

ty： PRA） を 定 量 化 し た 。   Bufo  EEの 可 溶 性 分 画 を 出 発 点 に 、 Q― Sepharoseに よる イ オ

ン 交 換 タ ロ マ ト 、 Superose 12に よ る ゲ ル ろ 過 に よ っ て 精 子 核 の 脱 凝 縮 を 伴 う 高 い

PRAの フ ぅ ク シ ョ ン が 回 収 さ れ た 。   こ の 精 製 標 品 と Bufo精 子 を イ ン キ ュ ベ ー ト し て 得

た 上 清 を ゲ ル ろ 過 お よ び 抗 プ ロ タ ミ ン 抗 体 を 用 い た Wes tern解 析 等 に よ り 分 析 し た と

こ ろ 、 精 子 核 か ら 離 脱 し た 分 子 量 5kDaの プ ロ タ ミ ン が 140kDaの 移 動 産 を 示 す 蛋 白 質 に

結 合 し て い る こ と が 明 か と な っ た 。   従 っ て 、 PRAは 酵 素 的 分 解 に よ っ て で は な く プ ロ

タ ミ ン に 対 す る 強 い 親 和 カ に よ っ て こ れ を 精 子 核 か ら 除 去 す る と 考 え ら れ る 。

精 製 さ れ た PRAは 熱 （ 100℃ ， 10分 ） に 耐 性 、 RNaseお よ び DNaseに は 非 感 受 性 だ が 、

proteinaseXに よ り 失 活 し た 。   ま た native－ PAGEで は 140kDa、 SDS－ PAGEで は 36kDaの

移 動 度 を 、 等 電 点 電 気 泳 動 に お い て は 4． 2― 4． 5の 等 電 点 を 示 し 、 Glx、 Lys含 量 の 高 い

ア ミ ノ 酸 組 成 を 有 し て い た 。   こ れ ら の 性 質 は い ず れ も 従 来 “ ヌ ク レ オ プ ラ ズ ミ ン ” と

し て 知 ら れ て き た Xenopus卵 の 酸 性 蛋 白 質 と 酷 似 し て お り 、   PRAは ヌ ク レ オ プ ラ ズ ミ

ン の は た ら き に 基 づ くと 結 諭 し た 。

2，   前 核 お よ び 卵 割 期 の 細 胞 核 に 特 異 ナ ょ Hlヒ ス ト ン

Bufo  EE中 に 同 種 精 子 核 を イ ン キ ュ ベ ― ト す る こ と に よ り 誘 導 さ れ た 前 核 を 集 め て 、

そ の 酸 抽 出 蛋 白 質 を 2次 元 電 気 泳 動 （  SDSー AUT)法 に よ り 解 析 し た 。 上 述 し た よ う に
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プ ロ タ ミ ン は す ぱ や く 消 失 し た が 、   代 わ り に コ ア ヒ ス ト ン HZB、 H3、 H4お よ び H2Aの

変 異 体 H2A． Xが 付 加 さ れ 、   そ の 量 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と と も に 60分 ま で に 増 加 し た 。

ま た 前 核 に は 分 化 し た 細 胞 の 核 に み ら れ る Hlは 存 在 せ ず 、 代 わ り に Hlと は 移 動 度 の 異

な る 蛋 白 質 （ HIX） が 存 在 す る こ と が分 かっ た 。

EEの 可 溶 性 成 分 中 で DNA― celluloseを イ ン キ ュ ベ ― ト す る と 、   HIXは 他 の ヒ ス ト ン

群 と 共 に DNAに 結 合 し た が 、   コ ア ヒ ス ト ン と は 異 な っ て 5x過 塩 素 酸 お よ び 0． 7M NaCl

に よ り DNAか ら 溶 離 し た 。   HIXは 他 の Hlに 類 似 し た Lys含 量 の 高 い ア ミ ノ 酸 組 成 を 有

し て い た が 、 V8プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ で は 他 の Hlの い ず れ と も 異 な

る バ タ ー ン を 示 し た 。

橿 々 の 発 生 段 階 の 胚 の 核 か ら 酸 抽 出 さ れ る 蛋 白 質 を 2次 元 電 気 泳 動 で 解 析 す る と 、

胞 胚 期 ま で は 前 核 と 同 じ ヒ ス ト ン 組 成 が 維 持 さ れ て い た が 、 1胚 期 以 降 で は HIX、

H2A.Xが 著 し く 減 少 し 、 代 わ り に 分 化 し た 細 胞 の 核 に み ら れ る Hlが 出 現 し 、 H2Aが 増

加 し て い た 。 HIX、 H2A． X牡 そ の 後 さ ら に 減 少 し 、 成 体 の 核 に は HIXが 全 く 存 在 し な

か っ た が 、 H2A． Xは 小 量 な か ら 認 め ら れ た 。 前 核 お よ び 卵 割 期 の 核 に 特 徴 的 な Hlサ プ

タ イ プ お よ び H2A.Xは Xenopus卵 の 無 細 胞 系 で 誘 導 さ れ た 前 櫨 お よ び 初 期 胚 の 核 に も

存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 Xen― Q上 usで は Bufoの H1Xと 同 じ 移 動 度 を 示 す 蛋 白 質 が 4

穐存 在し て いた が、   それ らの 酸 、  塩に 対 する 溶出 性 、  ペプ チドマ．’ ピングのパターン 、

1胚 期 に お け る 他 の Hlの 出 現 に と も な う 著 し い 減 少 な ど か ら 、   い ず れ も

相 同 の 蛋 白 質 で あ る と 結 論 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 HIXは こ れ ま で 報 告 さ れ て い な

か っ た 初 期 胚 に 特 異 な Hlサ プ タ イ プ で あ る と 結 諭 し た 。

本 研 究 に よ り 、 受 精 の 際 に 精 子 核 か ら SBPを 除 去 す る 活 性 が 卵 細 胞 質 か ら 結 じ め て

分 子 的 に 同 定 さ れ 、   モ れ が こ れ ま で 機 能 不 明 で あ っ た ヌ ク レ オ プ ラ ズ ミ ン に よ り も た

ら さ れ る こ と が 直 接 的 に 証 明 さ れ た 。 両 生 類 の 卵 割 期 に 特 異 な Hlサ ブ タ イ プ の 発 見 と

と も に 、   こ れ ら の 成 果 を 可 能 に し た 両 生 類 卵 の 無 細 胞 系 を 用 い た 実 験 を 活 用 す る こ と

に よ っ て 、 精 子 核 ク ロ マ チ ン の 精 子 型 か ら 体 細 胞 型 へ の 変 換 お よ び そ の 調 節 機 構 の 解

析 を さ ら に 深 め る こ と が 可 能 で あ る と 考 え る 。
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STUDIES ON THE REMODELING OF SPERH BASIC NUCLEOPROTEINS DURING FERTILIZATION

IN ANURAN AMPHIBIANS

（無尾両生類の受精における精子核塩基性タンパウ質の置換に関する研究）

  動物 の成熟 精子核ク ロマチ ンは、プロタミンに代表される特異な塩基性蛋白買

（sperm―specific basic proteins:SBP）を含んでいて、ヌウレオソーム構造を基本と

する 通常の体細胞核とは著しく異なる。このことは、精子形成及ぴ受精過程でSBP

が何時、如何にして形成されまた除去されるのか、という興味深い問題を提起する。

前者については近年いくっかの脊椎動物について研究されるようになったが、後者は

巨大な卵細胞に1ケしか精子が入らないという受精現象に特有の事情のため、これま

で分子的な解析の対象になり得なかった。大隅圭太提出の学位諭文は、無尾両生類卵

の無細胞系を利用してこの難点を克服し、受精過程における精子核ウロマチンのりモ

デリンゲのしくみの解析にはじめて成功したものである。諭文は主諭文と参考諭文6

輻から成る。

  申請者はまず抗プロタミン抗体を用いた免疫組織化学的観察から、受精卵では卵の

受精丘直下にある精子核が、また成熟卵の遠心抽出漉からなる無細胞系でインキュペ

一卜 された 精子核で も1分 以内に 、それぞれSBPを失っていることを見出した。こ

れら の篇子核は常に脱凝縮を伴っており、脱凝縮とSBPの離脱を指標に謂ぺると、
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その細胞質活性は両生類はもとより哺乳類を含めた異種精子核にも作用すること、ま

た卵母細胞から胞胚までの細胞貿に固有のものであること等が示された。さらに電気

泳動による解析から、核にヒストンをも併せもつツメガエル精子からはSBPのみが

選択的に除去されるという重要な事実を発見し、この特性を利用して電気泳動的に検

出されたSBPとヒストンの量比をもとにSBPを除去する活性を定量化することに

成功ている。この方法を用いて申請者は成熟卵細胞質を出発点に核からプロタミンを

除去する活性を精製し、その分子量、特異な耐熱性、等電点やアミ丿酸組成等からヌ

ヶレオプラズミンであると結諭し、さらに従来記載されていた方法に従って調整した

ヌゥレオプラズミンがプロタミン除去活性をもっという実験によりこの結諭を再確認

している。興味深いことに、精製ヌゥレオプラズミン中ではSBPは分解されること

なしにヌゥレオプラズミンに結合して核から回収される。この事実に着目して申請者

はヌゥレオプラズミンがSBPとス卜イキオメ卜リッウに結合することにより後者を

離脱させる仕組みを提案し、これまで論議が絶えなかった精子プロタミンの離脱の機

構について新しい視点を導入している。申請者はさらに無細胞系で精子前核が形成さ

れる過程での核蛋白質の変化を追跡し、前核から胞胚期までの核0ロマチンは分化し

た細胞核のそれとは異なった特異なHlのサブタイプからなることを発見し、それをHl

Xと命名した。HIXはMBTまでの短い細胞周期に見合ったクロマチンの状態を反映し

ているとみなされ、その具体的な役割の解明が期待される。

    以上の成果は、受精卵で起こるSBPの置換の追跡としてはこれまで唯一の報告で

あったウニの例にくらべて、SBPを離脱させる卵細胞質因子の分子的実態を同定し

また離脱の仕組みにも迫っている点でこれを明らかに超えており、発表と同時にこの

分野の研究者の注目を集めている。とりわけこれまで不明であったヌクレオプラズミ

ンの機能を解明し、精子核クロマチンを出発点として体細胞型0ロマチンを再構成す

る実験系を開拓したことの意義は高く評価される。

    参考論文6編は主論文の根幹をなす内容を含み、いずれも権威ある国際雑誌に掲載

され高い評価を受けている。申請者に対する最終試験は、1月31日動物学専攻の教

官多数の出席のもとに論文の口頭発表と質疑応答の形で行われ、満足すべき結果であ

った。従って審査員一同は、申請者が博士（理学）の学位を受けるに十分の資格があ

るものと認める。
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