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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

線虫 C. elegans の受精、初期発生を制御する

分子メカニズムを解明するために、これらの野

生株、不妊変異株、ユビキチン化欠損株等から

卵母細胞及び精子を単離し、新規制御因子を探

索する。また、これらの機能解析を行う。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

受精は有性生物にとって発生の出発点であ

る。しかしながら、この現象の最初のステップ

である卵母細胞と精子の細胞膜融合の分子メ

カニズムについて依然として不明である。また

生殖細胞形成の分子メカニズムも依然として

謎が多い。昨年度は、生殖細胞特異的に働き、

受精後に分解される母性膜タンパク質を探索

するために、リソソーム酸性化に働く V-ATPase

のサブユニットを欠損する卵と野生株卵を採

取し、小迫教授との共同研究により質量分析計

を用いたプロテオミクス解析を実施した。その

結果、全部で 7103 種類のタンパク質の定量解

析を行い、受精後にリソソームで分解される母

性膜タンパク質の同定に成功した。今年度は、

V-ATPase 欠損卵において増加している膜タン

パク質について、順次、RNAiによる遺伝子ノッ

クダウン、遺伝子破壊株を作製し、表現型解析

を進めた。その結果、生殖細胞の形態形成に関

与すると思われる新規因子 ROOM-1 を発見し

た。そこで、この因子と相互作用する因子を同

定するために、生殖腺において GFP融合タンパ

ク質を発現する遺伝子組換え線虫を作製した。

続いて、その抽出液に対してケミカルクロスリン

クを実施し、GFP-Trap 法による免疫沈降後、質

量分析を行った。その結果、3116 種の候補関連因

子の同定に成功した。現在、これらのうち、生殖

腺に発現する上位候補について遺伝子ノックダ

ウンによる機能解析、局在性について解析を進

めている。一方、申請者らは、線虫の卵母細胞が

精子と受精する際に、２つ目の精子が受精しない

ようにする早期多精拒否の現象を発見し、この過

程に働く因子としてRING-CHドメインを持つ膜

結合型ユビキチンリガーゼ MARC-3 を同定して

いる（文献 1）。そこで、GFP-MARC-3 を発現す

る遺伝組換え線虫から抽出液を調製し、ケミカル

クロスリンク後にGFP-Trap法による免疫沈降を

行った。その後、沈降物を酵素消化後、質量分析

によりMARC-3と相互作用する 2930種の候補因

子を同定した。現在、上位の母性膜タンパク質に

ついて RNAi を実施し、marc-3 欠損株の多精の

表現型に対する効果を解析している。その結果、

RNAi による発現抑制により marc-3 欠損株の多

精の表現型を抑制できる候補因子の同定に成功

している。 



 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 C. elegans の生殖細胞は合胞体という多核

細胞から形成され細胞質を共有しながら形成

される。しかしながら、どのようにして合胞体

から生殖細胞がただ１つの核を含んだ状態で

出芽し、分裂せずに維持されているのかについ

てはほとんどわかっていない。小迫教授との共

同研究によるプロテオミクス解析により、この

過程に関与すると思われる複数の新規因子の

同定に成功し、またその相互作用因子を探索す

ることにより、その分子メカニズムの一端が明

らかとなりつつある。一方、早期多精拒否に関

与する MARC-3 と相互作用する因子を探索する

ことにより、多精拒否もしくは受精そのものに

関与しうる候補因子の同定に成功した。現在、

解析を進めているが、marc-3 欠損株の多精の表

現型を抑制できる候補因子については、精子を誘

引する仕組みや精子膜と卵膜融合に関連する因

子である可能性がある。 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 

本共同研究により、まず C. elegans におけ

る生殖細胞形成に関連する候補因子の同定に

成功した。生殖細胞は様々な種において合胞体

から形成されることが知られており、本研究成

果は多生物における生殖細胞形成メカニズム

の理解にもつながるものと期待される。一方、

MARC-3 は哺乳類にも保存されており、この相互

作用因子の同定及び機能解析は、哺乳類におけ

る早期多精拒否機構の解明にもつながると思

われる。本共同研究により、受精前後において

働く膜タンパク質が同定されたことにより、生

殖細胞がどのようにして生まれ、そして子孫へ

と引き継がれていくのか、その全容解明に一歩

前進できたと思われる。 
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【4】今後の課題等 

今後、ROOM-1、MARC-3 と相互作用する候

補因子について、順次、RNAi による遺伝子ノ

ックダウン、遺伝子破壊株の作製、解析及び発

現組織、細胞内局在性の解析を進め、生殖細胞

形成および多精拒否、受精関連候補因子の絞り

込みを進める予定である。 


