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「受精」という生命にとって重要なイベントにおいて、効率的に受精を行い、かつ正常に発生

するために、実に巧妙な戦略がとられている。未受精卵が精子誘引作用を示すという現象は、

Dan ら（1950）によって刺胞動物を用いて初めて明らかにされて以来多くの動物において示さ

れている。この現象は、特に体外受精を行う生物において同種の精子と卵子が確実に出会う

ために重要であると考えられており、生殖戦略を探るうえで興味深い。 

精子誘引活性を引き起こすのは精子誘引物質である。精子誘引物質については、古くから

精子走化性の知見があるにもかかわらず、同定された例は少なく、分子機構については殆ど

解明されていない。さらに、卵側からの精子誘引物質放出機構に関する研究は皆無である。

原索動物のカタユウレイボヤは、精子誘引物質として硫酸化ステロイドである SAAF が同定さ

れており、精子走化性の研究が進む数少ない動物の一つであり、詳細な精子誘引物質の放

出機構を明らかにするために最適な材料である。そこで本研究では、カタユウレイボヤの受精

時の卵による精子誘引活性の制御機構を解明することを最終目標とし、まず受精前後での卵



による SAAF の放出量を定量し、精子誘引活性の消長に関わる機構を検討した。さらに、

SAAF の輸送に関わる卵内の分子の解析を行い、SAAF の放出メカニズムの研究を行った。 

 

1. 卵による受精前後の精子誘引活性の消長 

受精前後の卵の精子誘引活性の変化は、これまで受精後に消失するという報告があるのみ

で、詳しくは解析されていなかった。そこで、カタユウレイボヤの卵成熟過程から受精後までの

一連の SAAF の放出パターンを明らかにするため、未成熟な卵母細胞から、成熟後、放卵後、

受精後までの各ステージにおいて、卵の SAAF 活性の測定および抗 SAAF 抗体を用いた

SAAF 放出量の定量を行った。その結果、成熟卵は SAAF の放出が見られたが、未成熟卵で

は SAAF の放出が起きず、さらに卵内にも活性を持つ SAAF が存在していないことが明らかと

なった(図 1)。また、受精後は卵内に SAAF が存在するものの、SAAF の放出が停止していた

(図 1)。従って、SAAF は卵成熟による卵核胞崩壊後に合成もしくは活性化され、さらに放出が

開始すること、受精後には SAAF 放出が停止することが明らかとなった。また、受精後の卵を

詳細に観察すると、精子の誘引が停止するだけではなく、卵から精子が遠ざけられるような様

子が観察された。そこで、受精後には SAAF 放出の停止だけではなく、精子誘引活性を消失

させる機構があるのではないかと考え、受精卵から卵海水を調製し（受精卵海水）、SAAF と混

合して SAAF 分解能力の測定を行った。その結果、SAAF の活性は受精卵海水によって減少

した。さらに、受精卵海水をプロテアーゼ処理し、SAAF と混合したところ、SAAF 活性は変化

しなかった。このことから、卵は受精後に SAAF活性を失わせるタンパク質性因子を放出し、卵

の精子誘引活性を積極的に消失させていると考えられる。 
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図 1 卵成熟過程および受精前後における精子誘引活性の変化 

(A) 卵巣の凍結切片像 (B) 精子誘引活性の測定 *t-test (p<0.01) 



2. 精子誘引物質の卵内の輸送経路に関わる分子の解析 

これまでに精子誘引物質を卵内から放出する機構については全く知見がなかったため、

SAAF を卵外に放出する分子及び卵内の輸送に関わる分子の解明を行った。まず、卵内の

SAAF の合成や輸送に関わる候補分子の探索をプロテオミクスの手法を用いて行った。卵細

胞膜タンパク質画分に対してビオチン及び光親和性プローブで標識した SAAF を UV によっ

て架橋し、二次元電気泳動法で分離した後に標識タンパク質をアビジン-HRP で検出すること

により、SAAF と相互作用する卵細胞膜タンパク質を探索した。さらに検出したタンパク質を

MALDI-TOF/MS によるペプチドマスフィンガープリント法によって同定を行った。その結果、

SAAF と特異的に結合するいくつかのタンパク質が同定され、そのうち分子シャペロンである

VCP/p97 が最も顕著なタンパク質として検出された。VCP/p97 は AAA （ATPases associated 

with various cellular activities）ファミリータンパク質で、膜融合、アポトーシス、小胞体関連分

解や物質の輸送に関わるなど、多様な機能を持つことが知られている。このことから、カタユウ

レイボヤの卵内においても VCP/p97 が SAAF の輸送に関わる可能性があると考え、実際に

SAAF と相互作用するかどうかを調べた。ビオチン化 SAAF をアビジンレジンに固相化し、これ

を用いてプルダウン法によって解析したところ、確かにSAAFとVCP/p97とは結合することが示

された（図２）。 

 

 

 

 

 

 

さらに、VCP/p97 の卵内での局在を解析したところ、VCP/p97 は未受精卵および受精卵内

では細胞質中の小胞体周辺および卵膜直下に局在していた。加えて、未成熟な卵では卵核

胞および細胞質中にほぼ均一に VCP/p97 が見られるのに対し、卵核胞崩壊後には細胞質中

の小胞体周辺および卵膜直下に局在が見られるようになり、卵成熟過程において VCP/p97 の

局在が変化することが明らかとなった（図３）。VCP/p97 の局在が細胞質中および卵膜直下へ

変化する時期は、卵成熟に伴うSAAFの放出開始する時期と同時期であることから、二つの物

図 2 VCP/p97 のプルダウンアッセイ 



質の関連が予想される。次に、SAAF を放出する膜タンパク質として、ステロイドを放出する機

構として知られている多剤耐性トランスポーターが関わる可能性があると考え、多剤耐性トラン

スポーターの阻害剤である Verapamil および MK571 で未受精卵を処理したところ、精子誘引

活性が消失した(図 4)。このことから、このトランスポーターが卵膜からの SAAF 放出に関与す

ることが考えられる。 

図 3 卵成熟過程における VCP/p97 の局在 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Verapamil 処理卵の精子誘引活性 

 

 

 

 

 

 

まとめ 

本研究で卵による卵成熟過程から受精後までの一連の SAAF の放出パターンを明らかとし、

受精可能時期のみ精子誘引物質が放出されているという、より効率的な精子誘引機構の仕組

みが示された。また、受精後に卵から放出される酵素によってSAAFが分解されるという現象も、

多精防止に大きく貢献していることが示唆される。さらに、本研究で卵内に VCP/p97 が存在す

ることが初めて示され、SAAF と結合していることが明らかとなった。VCP/p97 は卵成熟過程で

細胞質中から小胞体周辺および卵膜直下に局在が変化し、この時期は SAAF 放出開始時期

と同時期であることから、VCP が SAAF 放出のモジュレータとして働いていると考えられる。 


