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直三1
魚類の艦発生におけるオートファジーが関与する卵黄吸収機構

今村伸太朗*・薮 健史文・山下倫明*

Autophagy-Mediated Y olk Absorption during Fish Embryogenesis 

Shintaro IMAMURA¥Takeshi YABU*， and Michiaki YAMASHITA* 

Abstract Proteolytic degradation of yolk proteins is essential process for embryogenesis， 

homeostasis in fish. Since two different major pathways， i. e. ubiquitin-proteasome system and 

autophagy， have been well known in the animal cells， their roles for the yolk protein proteolysis 

during embryogenesis were characterized in the embryos of zebrafish and other fish species. 

Ubiquitin-proteasome system regulates ATP-dependent protein degradation specific to ubiquitinated 

proteins by proteasome， while autophagy regulates a process of bulky protein degradation via 

lysosomal/vacuolar system. The proteolytic processing of yolk protein in fish embryogenesis has 

been identified to be undertaken by lysosomal proteases. In order to characterize the molecular 

mechanisms on the proteolytic degradation of yolk protein， we examined roles of autophagy during 

embryogenesis. We established transgenic zebrafish lines， which are expressed a maker protein 

of autophagosome， microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAPILC3) fused to green 

f1uorescent protein (CFP) ， to visualize autophagosome formed by autophagy. The transgenic 

embryos were very useful to observe autophagic cells in embryos， and we detected the induction 

of autophagosome during early embryogenesis. The treatment of embryos with protease inhibitors， 

such as E-64 (inhibitor of cathepsins B and L) and proteasome inhibitor， effectively repressed yolk 

protein degradation and embryogenesis， suggesting that both autophagy and proteasome pathways 

are essential for degradation of yolk proteins. 

Key words : Yolk absorption， proteolysis， autophagy， ubiquitin-proteasome pathway， zebrafish， 

microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAPILC3) 

29 

魚類の卵黄タンパク質の利用

魚類の受精卵・仔魚揺は，生活史のなかで死亡率が

最も高い時期であり (Houde，1987)，好適な栄養源を

利用できるかが，その後の生残および成長に強く影響

する。魚類は卵に蓄積された卵黄成分を分解し，エネ

ルギー源および栄養源として利用している (Davis♂t

aJ.， 2007; Matsubara et aJ.， 1999; Ohkubo et aJ.， 2006)。

卵母:細胞成熟期に界黄タンパク質が蓄積されるが，発

生における卵黄吸収過程で卵黄タンパク質が特異的

に分解されて，ペプチドおよび遊離アミノ酸が生成

される (Matsubaraet aJ.， 1999)。マミチヨグやゼブラ

フィッシュの卵を研究材料として，成熟誘導ステロ

イドホルモン 07α，20 s -dihydroxy-4-pregnen-3-
one， DHP)を卵母:細胞の器官培養系に投与することに

よって成熟を人為的に誘導し，卵黄タンパク質の分解

2008年 4fJ 23臼受JJll (Received on i¥pril 23， 2008) 

を観察することができる (LaFleuret aJ.， 2005)。

この培養系に各種ブ。ロテアーゼ甑害剤を添加すること

によって卵黄タンパク質の分解過程に関与するブロテ

アーゼが同定された。その結果，マミチヨグの卵成熟

過程における卵黄タンパク質の分解にはカテプシン

Bが，ゼブラフィッシュの場合には，カテプシン Bお

*中央水産研究所 236-8648 横浜市金沢区箔浦 2-12-4('¥ational Research lnstitute of Fishel"ies Science， Fukuura， Kanazawa， Yokohama， 236-8648， 
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よびしが関与することが明らかにされた (Carnevaliet 

d人， 2006; Raldua et aJ.， 2006) 0 また，サクラマス，イ

トウおよびヘダイでは，精製された卵黄前駆タンパク

質ビテロゲニンに対して，プロテアーゼ源として卵母

細目包の水溶性画分を反芯させることによって，各種プ

ロテアーゼ阻害剤を用いて卵黄タンパク質の分解の

原因となる酵素として，カテプシン Dが必須であっ

た (Carnevaliet aJ.， 1999; I-liramatsu et aJ.， 2002) 0 ij~ 

発生における卵黄タンパク質の分解には，酸性への

pl-l調節が重要であると考えられている (Choet aJ.， 

1999; Fagotto et aJ.， 1990; Fagotto et aJ.， 1994a， b; 

Nordin et al.， 1991; Selman et aJ.， 2001; Yamahama et 

al.， 2003)。すなわち，酸性条件下において，カテプ

シン B前駆体がリソソーム内において活性化するこ

とによって， リソゾームプロテアーゼ群のプロセッシ

ング酵素として作用し， vむの酵素を限定的に切断する
ことによって，活性化させると考えられる。エンド型

ベプチダーゼ活性を有するカテプシンしジベプチジ

ルベプチダーゼ活性を有するカテプシンB，アミノベ

プチダーゼ活性を有するカテプシン1-1，カルボキシベ

プチ夕、、ーゼ活性を有するカテプシンAなどのリソゾー

ム酵素が卵黄タンパク質を分解し，アミノ酸を生成す

ると考えられる。リソゾーム頼粒では，液胞型の1-1+-

ATPase (V-ATPase)によって pげが調節されるが，

黄でも V-ATPaseが酸性穎粒の形成に重要な役割を

果たしている (Fagottoet aJ.， 1994a， b; Raldua et al.， 

2006) 0 V-ATPaseの阻害剤であるパフィロマイシン

A1を卵に作用させることによって， pHの酸性化およ

び卵黄タンパク質の分解が阻害されることが報告さ

れている (Ralduaet al.， 2006)。 また，卵黄にはカテ

プシン 8およびLに対するタンパク性プロテアーゼ

インヒビターが含まれていることから (Yamashitaand 

Konagaya， 1991; Yamashita and Konagaya， 1996)，こ

れらプロテアーゼインヒビターが，卵成熟および卵黄

吸収における卵黄タンパク質の分解過程を調節する可

能性が考えられる。

マミチヨグ，ニジマス，マツカワ，ニホンウナギ，

ゼブラフィッシュなどの;魚種から少なくとも 2種類

のビテロジェニンをコードする遺伝子が見いださ

jも(日iramatsuet aJ.， 2002a， b; LaFleur et al.， 1995; 

LaFleur et al.， 2005; Wang et al.， 2000)，魚類におい

ても多型のどテロジェニンを持つことが明らかになっ

た(Matsubaraet aJ.， 2003). Matsubara et al. (2006)は，

マツカワ，ニホンウナギなどの海産魚の浮遊性卵を研

究材料として，卵母細胞の最終成熟過程において，卵

黄タンパク質の分解が誘導され，遊離アミノ酸が生成

された結果，卵の浸透圧が上昇し，卵への吸水が生じ

ることを明らかにした。マツカワの場合は， 2つのど

テロジェニン (VgA，VgB) をそれぞれ目的に応じて

使い分けている (Matsubaraet aJ.， 1999) 0 吸水のため

の浸透圧上昇因子として VgAが利用され，日五発生の

過程ではVgBが分解される (Matsubaraet al， 1999)。

このように，卵黄タンパク質の分解は，アミノ酸を栄

養源として利用するだけでなく，浸透圧調節および浮

遊適応に関与する重要な役割を果たしている。一般に

海産魚の浮遊性卵は日周運動として垂直分布が変化す

ることが知られており(Itoet al.， 1961; Tanaka et aJ. ， 

1989; Watabe et aJ.， 1970)，浮遊適応は，生存適臨戦

略に関わる重要な生理機能であると考えられる。

卵黄吸収で働くタンパク質分解機構

タンパク質の分解経路はユビキチンープロテアソー

ム系とオートファジーに分けられる。ユピキチンー

プロテアソーム系は，分解されるべき個々のタンパ

ク質に， 8.6 kDaからなるユピキチン分子が複数結合

することでプロテアソームにより選択的に分解され

る (Ciechanoveret al.， 1981， Ci巴chanoveret aん 1982;

Hershko and Ciechanover， 1992)。プロテアソームはタ

ンパク質の分解を行う巨大な酵素複合体でありユどキ

チンリガーゼ、によってユビキチンが標識されたタンパ

ク質を選択的に分解している。主に，細胞周期制御，

免疫応答，シグ、ナル伝達といった細胞中の様々な働き

に関わっている (Rechsteineret al.， 1993)。一方，オー

トファジーはりソソームを介した非特異的な分解経路

である (Levineand Klionsky， 2004)。アミノ酸飢餓状

態や異常タンパク質の蓄積が生じると，細胞質中で異

常タンパク質を蓄積した細胞内頼粒オートファゴソー

ムが形成される (Babaet aJ.， 1994)。オートファーゴ

ソームは脂質二重膜を有しており，さらにこの頼粒形

成が成長していくことで、細胞質成分やオルガネラなど

を二重のりン脂質の膜で取り阻んだ小胞が形成され

る。次にオートファゴソームと細胞内のリソソームが

膜融合を起こし， リソソームに由来するさまざまな加

水分解酵素によって内容物が消化されて，標的となる

異常タンパク質はペプチドおよびアミノ酸に分解され

る。この分解経路は個体発生や神経疾患の防御など

に働いていることが報告されている (Quet aJ.， 2007; 

Rubinsztein， 2006)。マツカワ (Matsubaraet aJ.， 2006) 

およびマミチヨグ (Ralduaet aん 2006)で観察された

卵黄吸収における卵黄タンパク質の分解には， リソ

ソーム酵素が働いていること，パフイロマイシンA1

で阻害されることなどから，卵母細胞の最終成熟過程

における卵黄タンパク質の分解および卵の吸水現象
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は，オートファジーの経路によって誘導されることが

推定された。最終成熟のシグナルが引き金となって卵

黄内でオートファジーが誘導される分子機構が推定さ

れる。

卵黄吸収における二つの分解経路の重要性

Amsterdam et aJ. (2004) は，ゼブラフィッシュの

網羅的変異体スクリーニングにおいて，プロテアソー

ムおよびユビキチンに関する変異体は距発生致死であ

ることを報告した。この変異体は灰色をした卵黄を持

つことが記載されており，卵黄吸収過謹の失調が疑わ

れる。さらに，オートファジ一関連因子である ATG

欠損体マウスは，ほとんど正常Pに生まれるが，一日

以内に死に至ることが報告されている (Kumaet aJ.， 

2004)。そこで，魚類粧の卵黄タンパク質の分解経路

および発生への影響を調べるには，各酵素に対する特

異的な阻害剤を魚類卵に投与することが最適であると

考え，プロテアソームおよびオートファジーに関連す

る阻害剤(10mM E-64， 10 mMロイベプチン， 200 11M 

Z-VAD-FMK， 100 11Mノ〈フイロマイシン A1，10 mM 

MG-132)をゼブラフィッシュ睦に注入 (1nl/embryo) 

した。その結果，カテプシン BおよびLに対する阻

害剤 E-64およびロイベプチンを加えると卵黄タンパ

ク質の分解が停止され，体節期以前で発生が停止した。

さらにプロテアソームに対する阻害剤 MG-132および

V-ATPaseの阻害剤パフィロマイシン A1は卵黄タン

パク質の分解を部分的に阻害し発生が遅延した。これ

らの結果は，プロテアソームやオートファジーを介し

たタンパク質分解によるアミノ酸生成がエネノレギー恒

常性を維持し，初期日圧における飢餓状態を補償するた

めに重要であることを示している。このようなオート

ファジーの誘導経路として，マツカワ (Matsubaraet 

aJ.， 2006)およびマミチヨグ (Ralduaet a1.， 2006)で

観察された卵黄球の酸性化と卵黄タンパク質の分解

と同様に， DHPによる最終成熟のシグ、ナノレによって，

受精前の排卵時に卵黄球におけるオートファジーが誘

導されることが考えられる。上記の阻害剤を利用した

分子の同定が重要な研究手段として他の魚種でも利用

できる。

オートファジーおよびユピ、キチンープロテアソーム系の魚

類旺での可視化

ゼブラフィッシュでは，遺伝子導入技術が確立さ

れていることから，研究対象となる目的のタンパク

質と緑色蛍光タンパク質 (GFP) とを連結したキメ

ラ分子の遺伝子発現系を設計し，その遺伝子を導入

したトランスジェニック魚類系統を作製すること

ができれば，生体内での目的の蛍光タンパク質の挙

動を蛍光顕微鏡下で可視化して追跡することができ

る。オートファジーの誘導を生体内で可視化するた

めに， Microtubule-associated protein 1 light chain 3 

(MAP1LC3) に対して蛍光タンパク質を連結したキ

メラ分子を発現する培養細胞株やトランスジェニツ

クマウスが作出されている (Kabeyaet aJ.， 2000)0 

MAP1LC3は，オートファゴソームを構成する分子で

あり， リン脂質が集積して脂質二重膜を形成し，締抱

質成分やオルガネラなどを二重のりン脂質の膜で取り

囲んだ膜頼粒が形成される。 MAP1LC3と緑色蛍光タ

ンパク質との融合タンパク質 (GFP-MAP1LC3)を発

現するトランスジェニックフイツシュを作出し，生

体内でのオートファジー活性化を観察した。初期脹

のMAP1LC3の発現を，抗 MAP1LC3抗体を用いたウ

エスタンブロット法によって，受精直後から体節期に

活性化が検出された。 トランスジェニックフイツ、ンュ

における GFP発現は生体内でリアルタイムに観察す

ることができなかった。しかし，抗 GFP抗体を用い

た免疫組織学的観察によって， 24時間脹では卵黄嚢

の表面で陽性細胞を観察することができた。また，カ

テプシン Lも免疫組織学的に卵黄嚢に局在していた。

マミチヨグの卵母細胞では，カテプシン L，Bおよ

びFは卵黄の外縁部と卵黄小球で観察された (Raldua

et aん 2006)。また，マミチヨグおよびゼブラフイツ

シュ脹では，カテプシン Lのメッセンジャー RNAは

卵黄嚢の表面で発現していた (Tingaud-Sequeiraand 

Cerda， 2007)。卵黄動脈と周辺静脈/賜下静脈は脊椎

動物の経で卵黄吸収血管として位置づけられている

が，ゼブラフイツ、ンュ仔魚は両血管を欠いていること

が報告されている (Fujitaet al.， 2006) ことから，卵

黄で分解されたアミノ酸は心臓周辺の血管を通して血

流に取り込まれていると推定している。さらに，ユビ

キチンープロテアソーム系で分解される蛍光タンパク

質 (Ub-Y-YFP，YFP-CLl) (Menendez-Benito et aJ.， 

2005)を過剰に発現するトランスジェニックフイツ

シュも作製されている(Imamuraet aJ.，投稿準備中)。

これらの蛍光タンパク賞はユビキチン化部位が導入さ

れており，プロテアソームによって特異的に分解され

るため，蛍光タンパク質の消失する部位を観察するこ

とによって，分解系の分布を調べることができる。卵

黄吸収過程におけるオートファジーおよびユピキチン

ープロテアソーム系の重要性を調べることが可能にな

ると考えられる。

卵母細胞におけるオートファジーおよびユビキチン
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ープロテアソーム系の開始機構は成熟過程によって決

定されるものと考えられる。オートファジーは栄養

飢餓状態で活性化し，インスリン様増殖因子(IGF)， 

Target of rapamycin (TOR) /PI3キナーゼ経路を介し

た内分泌系によって制御されていると考えられてい

る (Nodaet aJ.， 1998; Scott et aJ.， 2004;薮ら，2008)。

一方，卵黄吸収におけるオートファジーの誘導は，成

体における栄養飢餓状態とは異なり ，細胞増殖および

細胞分化を伴うことから，卵黄吸収特有のオートファ

ジー経路が存在すると考えられる。本研究で開発され

た GFP-MAP1LC3トランス ジェニックフィッシュの

成熟過程を観察することができる。

卵黄吸収に関わる課題

種苗生産技術における課題として，卵質の向上を図

る必要がある。卵質を決定する要因のーっとして，受

精卵 ・仔魚の栄養物質である卵黄タンパク質や脂質，

ミネラノレの組成と分解 ・利用を担うオートファジーの

細胞内機構が重要な役割を果たすことが明らかとなっ

てきた。海産魚に見られる浮遊性卵の場合と淡水魚の

沈性卵とでは，卵黄タンパク質の分解およびオート

ファジーの誘導時期が大きく異なることから，各種酵

素阻害剤を利用して卵黄吸収のメカニズ、ムの共通，t主を

魚種間で比較解析する必要がある。また，卵黄吸収過

程にある匹では，オー トファジーによるタンパク分解

系が卵黄嚢および匹全体の細胞で生じているが，摂餌

開始によって外部からの栄養源に切り替わる時期に代

謝系の大きな転換が生じることから(佐々木， 1989)， 

このような代謝系の変化を生化学的に捉える研究が今

後の課題である。環境水温の差違や運動の有無，摂餌

開始のステージなども卵黄吸収と成長に影響すること

から (Cavalliet aJ.， 1997;西国 ・小林， 1971 ;佐々木，

1989)，これらの環境条件や生理条件によってオート

ファジーが調節されるものと推定される。
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lot of cells of yolk sac. A embryo (24 hours after fertilization) was stained by anti-GFP 

antibody and visualized by anti-rabbit IgG labeling Alexa Fluor 594. 
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