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緒　言

　動物の卵母細胞では、細胞周期は減数第一分裂の前期に停止している。こうした未成熟卵の細胞周期停止は、通常、
卵成熟誘起ホルモンが解除する。それにより減数分裂が再開始し、その下流でいわゆる卵成熟が起こり、卵細胞の分化
が完成するとともに、その後に受精した場合は胚発生を開始する。卵成熟誘起ホルモンの受容体は、卵表に存在すると
想定されて久しいが、未だいかなる動物種においても決定的な同定には至っていない。これまでにカエル卵と魚類卵に
おいて一時は同定に成功したかのようであったが１）、振り出しに戻っている。それに対し、卵成熟誘起ホルモンによる
減数分裂再開始は、体細胞周期における G2/M 期移行に相当する。直接の帰結は、Ｍ期統御分子である cyclin B-Cdc2/
Cdk1 の卵細胞内における活性化であり、それに至る分子経路の解析は進んでいる２）。そのため、卵成熟誘起ホルモン
受容体の分子実体は、cyclin B-Cdc2 の活性化に至るシグナル伝達経路において、最大かつ長年の missing link となっ
ている。
　本研究では、ヒトデ卵を用いて、卵成熟誘起ホルモン受容体の分子実体の解明を目指した。ヒトデの卵成熟誘起ホル
モンは 1-methyladenine（1-MeAde）であり、これは全動物卵を通じて最初に同定された卵成熟誘起ホルモンである３）。
1-MeAde の卵表受容体は GPCR（G protein-coupled receptor）とされており、ホルモン刺激のもとで卵内に解離した
Gβγ が cyclin B-Cdc2 活性化に至るシグナル伝達の引金をひく２,４）。しかし、この GPCR の本体については、ほとんど
手掛かりはない。そこで本研究では、1-MeAde 結合タンパク質を同定することから解析を進めた。

方法および結果

１．1-MeAde 結合タンパク質 p97、p92、p42 の同定
　まず、1-MeAde 誘導体（卵成熟誘起活性を持つ）を化学合成し、それを Ferrite-GMA（FG）ナノビーズ５）に共有
結合させて、1-MeAde 固定化 FG ビーズを作製した。次に、ヒトデ未成熟卵から卵表層（cortex）を単離し、それを
Triton X-100 処理して可溶化画分を得た（図 1 ａ）。そうして、この画分から 1-MeAde 固定化 FG ビーズを用いてアフ
ィニティー精製を行い、97 kDa、92 kDa、42 kDa（p97、p92、p42）の３種の 1-MeAde 結合タンパク質を得た（図 1
ｂ）。
　他方、可溶化画分を吸着させた 1-MeAde 固定化 FG ビーズを 1-MeAde 処理すると、上清に p97、p92、p42 が遊離
してきた。しかも、この上清をゲル濾過したところ、溶出液中での 1-MeAde の存在の有無にかかわらず、p97、p92、
p42 は個別には溶出されず、挙動をともにして 500-600 kDa にピークが見られた（図 1 ｃ）。
　従って、1-MeAde 結合タンパク質は、p97、p92、p42 からなるタンパク質複合体であるとみなされる。しかも、1-
MeAde の存在に依存せずに、このヘテロ三量体がさらに二量体化している可能性が考えられる。しかし、そう結論す
るには、今後、複合体中での p97、p92、p42 の正確なモル比を検討する必要がある。
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図 1． 1-MeAde 結合タンパク質は p97・p92・p42 複合体である
（a）ヒトデ卵から単離した卵表層と、Triton X 可溶化処理後の単離卵表層。（b）1-MeAde 固定化 FG ビーズへ
の結合タンパク質（CBB 染色）。（c）1-MeAde 固定化 FG ビーズへの結合タンパク質はゲル濾過すると、挙動を
ともにする。

２．1-MeAde 結合タンパク質 p97、p92、p42 は Rendezvin 断片である
　p97、p92、p42 それぞれの cDNA を得る目的で、それらの部分アミノ酸配列を 15 種決定した。それらをもとに cDNA
のクローン化を試みたところ、最終的には、終止コドンを１つ含む全長約 5.4 kb の cDNA が１種得られた。その中に
は p97、p92、p42 の全ての部分アミノ酸配列がコードされており、全長をコードするタンパク質は、Rendezvin（Rdz）
のヒトデホモログと判明した。Rdz は、ウニ未受精卵表層顆粒中にあって、受精膜を構成するタンパクとして見出され
たものである６）。
　次に、Rdz の mRNA から、どのようにして p97、p92、p42 が得られるのかを検討した。ヒトデ卵 cDNA ライブラ
リー中には全長 Rdz の cDNA しか検出できなかったことは、Rdz の mRNA は全長のままでタンパク質に翻訳され、
そのあとにプロセシングを受けることを示している。得られた Rdz の cDNA は 1,787 残基のアミノ酸をコードしてお
り、CUB ドメインと呼ばれる構造が 10 個存在した。しかも、Ｎ末端側から３番目と５番目の CUB ドメイン中には、
プロテアーゼ Furin の切断モチーフ R-X-K/R-R ７）が１つずつ存在した（図 2）。翻訳後のヒトデ Rdz がこれらのモチ
ーフでプロセシングを受けると仮定すると、それよって産生される３つのペプチドの分子量は、ほぼ p97、p92、p42
に相当した。しかも、得られている 15 個のペプチド断片の配列は、１つを除いて全て対応がついた。

図 2． 1-MeAde 結合タンパク質 p97、p92、p42 の生成についての作業仮説
ヒトデ Rendezvin は 1,787 残基のアミノ酸をコードしており、10 個の CUB ドメイン（四角形）と２カ所の Furin
切断モチーフ（矢頭）をもつ。この Furin による切断で、p97、p92、p42 が生じると予想される。

　そこで、reticulocyte lysates 中で全長 Rdz を in vitro 合成し、それをヒト Furin で処理したところ、p97、p92、p42
に相当するタンパク質が検出された（図 3 ａ）。これらの事実は、1-MeAde 結合タンパク質は、Rdz タンパク質が Furin
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によって２カ所切断されて得られる３つの断片から構成されることを支持している。ヒトデ卵内において実際にそれ
が起こっていることを確証するのは、今後の課題である。
　さらに、Rdz の Furin 切断モチーフを境として３つの組換えタンパク質を作製し、in vitro 解析をした。その結果、
組換え p97、p92、p42 は互いに複合体を形成したが、1-MeAde 固定化 FG ビーズに結合するのは p97 と p92 で、p42
は結合しなかった。

図 3． ヒトデ Rendezvin 断片の in vitro 生成
（a）[35S]ラベルしたヒトデ Rendezvin 全長を reticulocyte lysates 中で発現させ、そのあとヒト Furin で処理す
ると、p97、p92、p42 相当のペプチドが産生された（autoradiography）。（b）p97、p92、p42 のそれぞれは、組
換えタンパク質と卵内在性タンパク質との間で、SDS-PAGE 上の移動度は必ずしも一致しない（western blot）。

３．ヒトデ Rendezvin のさらなるプロセシング
　Rdz の Furin 切断モチーフを境として作製した３つの組換えタンパク質（rec）と卵内在性（endo）p97、p92、p42
との対応関係を western blots で検討したところ、p92 については、rec と endo の移動度が一致した。それに対し、
p42 については rec の方が endo よりも分子量が大きくなり、p97 については rec の方が endo よりも分子量が小さく、
かつ p92 との上下位置関係（SDS-PAGE 移動度の多寡）が逆転した（図 3 ｂ）。これらの事実は、p42 と p97 に相当す
る Rdz 配列では更なるプロセシングが起こっていることを示唆している。
　そこで、あらためて Rdz 全長の配列について検討したところ、p42 のＮ末端（つまり Rdz 全長のＮ末端）の 29 アミ
ノ酸残基はシグナルペプチドとして切断されることが予測された８）。実際、Flag-p42 を reticulocyte lysates と
HEK293T 細胞のそれぞれで発現させたところ、後者の方では、この切断に相当する分子量の減少が検出された。　一
方、p97 については、Ｎ結合型糖鎖修飾が予測される配列（NXS/T）が３カ所見出された９）。そこで、endo-p97 を
peptide-N-glycosidase F 処理したところ、SDS-PAGE 移動度が rec-p97 近くまで減少した。
　これらの事実は、Rdz 上の p42 相当部分ではシグナルペプチドの切断が、p97 相当部分ではＮ結合型糖鎖修飾が起こ
っていることを支持している。

考　察

　1-MeAde 結合タンパク質の分子実体およびその生成過程について、本研究で得られた成果から、以下のような作業
仮説が考えられる（図 4）。（1）1-MeAde 結合タンパク質は p97、p92、p42 で構成されるタンパク質複合体であり、そ
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れぞれは Rdz タンパク質を Furin が切断した断片である。（2）この複合体のうちで、1-MeAde が実際に結合するのは
p97 と p92 であると考えられる。（3）この複合体の生成にあたっては、まず Rdz の全長が翻訳される；次に小胞体中
で、p42 相当部分のＮ末端でシグナルペプチドが切断されるとともに、p97 相当部分で糖鎖修飾が起こる；そのあと、
ゴルジ体上で Furin により２カ所が切断される；そうして最終的に、細胞膜上で p97･p92･p42 複合体として存在する
ようになる。
　しかし、p97･p92･p42 複合体の配列上には細胞膜貫通ドメインは見出されず、さらには、GPCR に保存された配列も
存在しない。この複合体が細胞膜上のＧ－タンパク質と連動することが期待されるが、その証明は今後の課題である。

図 4． 1-MeAde 結合タンパク質 p97・p92・p42 複合体の、Rendezvin mRNA からの生成過程についての作業仮説
p97、p92、p42 は、Rendezvin 全長をコードする mRNA から翻訳され、その後にプロセシングを受ける。詳細
は本文参照。
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