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研究成果の概要（和文）：真骨魚類の孵化酵素遺伝子は、遺伝子の重複・多様化進化過程で、重複遺伝子の一方が新規
機能を獲得して、効率の良い卵膜の分解系が生じたことが分かっている。メダカの機能維持遺伝子（HCE）に変異を入
れた変異リコンビナントタンパク質を大腸菌の系を用いて作成し、新規機能活性を持つ酵素（LCE）の作成を試みた。H
CEのアミノ酸のうち5残基をLCE様に変化させた孵化酵素を作成したところ、LCEの特異的な切断点のペプチドを分解す
る活性が得られることができた。本研究は、進化過程でのどのようなアミノ酸変異が、新規機能獲得遺伝子を生じるか
を解明する手がかりとなる。

研究成果の概要（英文）：In teleosts, hatching enzyme gene diversification has occurred in the common 
ancestor of Otocephala and Euteleostei, such that members of these subdivisions possess two types of 
hatching enzyme genes, belonging to clade I and clade II. Our previous study suggested that the clade I 
enzyme maintained the ancestral function, while the clade II enzyme gained new function 
(neofunctionalization). Ｍedaka Oryzias latipes ,belonging to Euteleostei, hatch by cooperative action of 
clade I and II enzymes, and the substrate specificities of them are completely different. To elucidate 
the amino acid substitutions important for change of substrate specificity, the recombinant clade I 
enzyme which was substituted nine of the two hundreds amino acids to clade II enzyme type (clade I mut9) 
was generated by E. coli expression system. The clade I mut9 changed the substrate specificity to be 
similar to that of clade II enzyme, and cleaved the peptides designed from clade II enzyme specific 
cleavage sites.
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１．研究開始当初の背景 

(1) 孵化酵素は孵化時に卵膜を分解する

酵素である。進化過程において、真骨魚

類の孵化遺伝子は、遺伝子重複・多様化

によって１種から２種へ増えたことが知

られている。そのため、進化的に初期に

誕生したカライワシ類は単一種の孵化酵

素遺伝子をもち、後期に分岐したニシ

ン・骨票類や正真骨類は、分子系統解析

においてclade I, clade IIという別々の

クレードに分類される２つの孵化酵素遺

伝子をもつ。 

(2) いくつかの魚種の卵膜分解作用から、

２種の酵素による分解系は、clade I酵素

が単一種の酵素と同様に卵膜を膨潤させ

る機能を持つ祖先型酵素であり、cladeII

酵素が卵膜を可溶化する新規機能酵素で

あることが明らかとなった。祖先型酵素

と新規機能酵素の間の配列は５５％程度

の相同性があり、それぞれの結晶構造解

析の結果、非常によく似た骨格構造をし

ていることが明らかになっている。 
 
２．研究の目的 

clade Iとclade II酵素の２つの孵化酵素

による卵膜分解では、各酵素の基質特異

性が異なるため卵膜タンパク質の別々の

部位を切断する。遺伝子重複後のどのよ

うなアミノ酸変異により祖先型酵素から

新規機能の特異性に変化したのかを明ら

かとし、進化過程における新規機能獲得

過程を実験室で再現することを目指した。 
 
３．研究の方法 
メダカの cladeI酵素 (MHCE) の様々な領

域にアミノ酸変異が入るように作成した変

異入りリコンビナント MHCE を大腸菌を

用いた発現系で作成した。卵膜及びペプチ

ド基質を用いて、clade II酵素 (MLCE)様

の特異性に変化する変異サイトの特定を目

指した。 

 

４．研究成果 

(1) ニシン・骨鰾類に属するニシン目ニシ

ンおよびカタクチイワシの ZP 遺伝子をク

ローニングし、系統解析を行った。ニシン

目の魚種は卵巣で発現する ZP 遺伝子と肝

臓で発現する ZP 遺伝子を持つことが明ら

かとなった。 

 

(2) ニシン・骨鰾類、ネズミギス目に属す

るミルクフィッシュの卵膜分解メカニズム

を解明し、ニシン・骨鰾類に属する魚種の

２種類の孵化酵素(clade I, clade II)による

卵膜分解メカニズムが始めて明らかとなっ

た。 

 

(3) 正真骨類メダカの clade I酵素、MHCE

のアミノ酸のうち９残基を clade II様に変

化させた変異入りリコンビナント MHCE

を作成し、基質特異性を比較したところ、

wild MHCE とは異なるペプチド分解特異

性を示し、メダカ clade II酵素、MLCEの

特異的な切断点のペプチドを分解する活性

が得られることがわかった。 
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