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ウニの性決定に関するRNaseの役割
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Abstract：　It　is　generally　impossible　to　sort　male　and　female　sea　urchins　before　they　reach　maturity，　i．e．，

while　they　are　still　in　the　immature　stage．　The　ribonuclease（RNase）activity　of　the　gonads　of　immature　stage

sea　urchins　consistently　shows　a　constant　activity　level．　Comparison　of　the　RNase　activity　of　the　gonads　of

mature　male　and　female　H81η’c6η〃。∫‘‘5μ‘1c舵rr’ηπ‘5　andんπ乃oc∫4αr’5　crα∬雄ρ’ηαspecies　at　pH　5．O　showed

that　while　its　mean　specific　activity　in　the　immature　stage　of　female　H，1フ‘‘1c1τθrr’ηπ‘∫increased　rapidly　from

7．35units／mg　to　62．79　units／mg，　its　activity　in　male　H．ρ配1c乃θrr’〃π‘5　decreased　from　7．35　units／mg　to

1．90units／mg．　The　same　phenomenon　was　observed　in　A．　crα∬’3μηα，　Base　on　its　optimal　pH，　substrate

specificity，　and　heat　stability　the　RNase　that　exhibited　these　changes　was　dete㎜ined　to　be　an　enzyme　of　the

RNase　T2　type．　This　enzyme　is　also　thought　to　exert　an　in且uence　on　sex　dete㎜ination　in　sea　urchins．

目　的

　我々は下等動物のリボヌクレアーゼ（RNase）を

調査している過程で，P∫ωπεc〃伽‘∫η2’磁rf∫というウ

ニからRNaseの存在がFernlundとJosefssonにより報

告されているDことを知った。そこで，ウニの生育

過程におけるRNaseの働きについて検討していた。

なぜなら，ウニは成熟期と未成熟期という2つの大

きな時期に分類できる。未成熟期においてはオスと

メスの区別ができず，成熟期になり初めてオスとメ

スの区別がつくようになる。また，オスが次の時期

にもオスとなるかははっきりせず，メスについても

同じである2ト4）。未成熟期から成熟期になる時に

RNase活性が変化するならウニの性とこの酵素が何

らかの関係があることが示唆されることになる。そ

こで，我々はバフンウニとムラサキウニの成熟期と

未成熟期のRNase活性について測定し，この酵素の

性質も併せて検討した。

方　法

ウニの採集時期

　実験に使用したウニについてはバフンウニは成熟

期が3月であり，ムラサキウニの成熟期は7月であ

る。それで，1月，3月，5月，7月，9月，そして

11月にそれぞれのウニを採集した。そしてオス，メ

ス，また未成熟をそれぞれ精巣をホモジネートし，

RNase活性を測定した。

タンパク質濃度の測定

　ウニ精巣を0．1M酢酸溶液でホモジネートし，4℃

で10，000rpmで20分間，遠心分離した上清のタンパ

ク質濃度を測定した。タンパク質濃度の測定はBio－

Rad社のProtein　Assay　Kitを使用した。スタンダード

としては牛血清アルブミン．を用いて検量線を作成し
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てその検量線よりタンパク質濃度を求めた。

RNase活性測定法

　ウニ精巣のホモジネート上清のRNase活性測定は

酵母RNAを基質とし，未反応のRNAを過塩素酸と

硝酸ランタンを用いて沈殿させるRedii5）の方法に従

って行った。次のようにして測定した。0．1M酢酸

i暖衝液（pH　5．0）にRNA（2．5　mg／m1）を溶かした液

を基質溶液とする。そこに少量の酵素液を加え，

37℃で適当な時間反応させる。そして，20mM硝酸

ランタン含有12％過塩素酸05ml加えて反応を停止

させる。その後，3，000rpmで15分4℃で遠心して未

反応のRNAを分離する。そして，上清0．4　mlを2ml

の蒸留水で希釈し260nmにて吸光度を測定する。こ

の条件で吸光度を1．0増加させる時の酵素量を1単位

とする6）。

ウニからのRNaseの部分精製

　バフンウニとムラサキウニのRNaseの性質を見る

ために部分精製を試みた。それぞれのウニの精巣を

ホモジネートしIQ，ooO　Ipmで遠心分離した後に。．lM

酢酸ナトリウム（pH　4．7）で平衡化してある

Sephadex　G－100（3×120　cm）のカラムでゲルろ過す

る。この過程で，低分子化合物を分離することがで

きる。（Fig．1）

　このようにして部分精製した酵素は分子量，至適

pH，熱安定性，そして基質特異性といった性質を見

るのに使用した。

結果と考察

　ウニの検体数は各個体35検体で行った。Fig，2に

示す通り，バフンウニにおいては未成熟期と成熟期

のRNase活性は大きく変化している。未成熟期はど

の時期を見ても平均的に比活性は7．35units／mg

（SDI．44）であったのに対して，成熟期になるとオス

は1．90units／mg（SDO．64）と減少してくる。それに

対してメスは，62．79units／mg（SDI8．05）と大幅に増

加することがわかった。オスはメスに比べ約10％以

下の活性になる。この変化は成熟期になるとともに

起きるようである。

　ムラサキウニにおいては未成熟期は平均して

5．95units／mg（SD1．03）であるのに対し，オスは

1．98units／mg（SD1．15）と減少し，メスは15．62　units／mg

（SD2．10）と増加する。変化の程度はバフンウニとは

少し違うが，オスは減少していき，メスは増加する

という現象では一致していた。さらにFig．3に示す

ように，こういつた変化は成熟期に入る1か月前ぐ

らいから表れだし，成熟期が終了するとみられなく

なる現象である。これはバフンウニとムラサキウニ

の両方でみられた現象である。

　この現象が起きる理由についてははっきりしない

が，ウニにおいては未成熟期には性が決定していな

い2）～4）ことがこの時期のRNase活性が一定値を示

していることと関係があり，成熟期に性が決定する

ときにRNase活性に変化が起きると考えられる。こ

の酵素とウニの性の決定とには何らかの関係がある

と考えられる。

　また，この変化を起こすRNaseの性質について調

べてみた。至適pHはバフンウニとムラサキウニは

ともにpH　5．0でP」η∫1’αr∫∫1）と同様であった。そして

60℃での熱安定性を見たところ，バフンウニは

P．’η’〃α廊と同じく不安定であって，5分で失活して

しまった。しかしムラサキウニは不安定であるが，

10分たっても40％程度の残存活性をもっていた。ム

ラサキウニには熱に安定性を促進する何らかの物質

が存在しているらしい。

　成熟期における部分精製したRNaseのゲルろ過

（Fig．1aand　b）から分子量を測定したところ，バフ

ンウニのRNaseの分子量はおおよそ40　kDaと推定で

きた。ムラサキウニについては若干大きめのようで

ある。

　さらに，両ウニからのRNaseの塩基特異1生を見た

ものをTable　lに示した。

　両ウニからのRNaseは部分精製のものではあるが，

塩基非特異的であることがわかった。ここにデータ

は示していないが，この酵素はEDTAでは失活しな

いことが分かっている。ここまでの実験結果から，

バフンウニおよびムラサキウニにおいて，成熟期の

メスとオスで大きく変化するRNaseはRNase　T2タイ

プの酵素であることがわかった。

　バフンウニのRNaseについてのSDS－PAGE7）を行

った。その結果，活性染色8）のデータから推定の分

子量は38kDaであることがわかった。この値はゲル

ろ過のデータとも一致する。この分子量は一般的な
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Measurement　of　RNase　activity　as　described　Material　and　Methods．　The　RNase　activity　of　the　sexes　ln　the　immature

stage　and　mature　stage　could　not　be　directly　compared　because　of　lack　of㎞owledge　on　the　genders　of　the　samples．

：’：：．：Female　gonad，匪匪目：Male　gonad，懸：Immature　gonad
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Table　l　Base　specificity　Qf　the　HEM　and　ANTO　sea　urchin　RNases

Ratio　of　the　rate　of　homopolynucleoIide

hydrolysis　to　the　rate　of　RNA　hydrolysis

HEM ANTO

female male female male RNase　A

polyCIRNA

polyUIRNA

polyA／RNA

polyIIRNA

0．083

1．322

0．707

0．286

弓
j
Q
／
8
8

1
0
6
0
／
O
j

O
Q
ノ
〆
0
（
乙

0
0
0
0

0．097

0．804

0．352

0．833

0．409

0．365

0．563

1．009

1．16

0．06

0

0

The　rate　of　homopolynucleotide　hydrolysis　was　measured　in　the　same　way　as　the　rate

of　RNA　hydrolysis．　The　rates　were　measured　as　increases　in　absorbancy　per　min　at　pH

5．O　under　the　experirnental　condi口ons　described　in　the　texL

RNase　T2タイプ9）の酵素（RNase　Rh）の分子量

24kDaと比べるとかなり大きい。また，ムラサキウ

ニについてはSephadex　G－100のゲルろ過においては

分子量が40kDa以上になると予想される。（Fig．　lb）

しかしながら，SDS－PAGEにおいては確認できてい

ない。それはムコポリサッカライドやポリサッカラ

イドが結合して分子量が大きくなるのではないかと

予想される。そしてこのことが熱安定性がバフンウ

ニやP．1ηf1’or’51）のRNaseよりもよい結果になってい

ると考えられる。

　このようにバフンウニとムラサキウニの精巣には

RNase　T2タイプの酵素が存在し，この酵素は成熟期

に大きくメスとオスで変化が起こることがわかった。

　バフンウニとムラサキウニのRNase　T2タイフ。類似

の酵素のアミノ酸配列は決定していないが，この結

果を支持するデータとして，バフンウニとムラサキ

ウニに近縁のキタムラサキウニの登録されている

mRNA配列lo）から推定すると，　RNase　T2タイプの

酵素の活性中心を構成するアミノ酸がある程度の相

同性を持って配列されていることが示されている。

このことより，バフンウニとムラサキウニの成熟期

にオスとメスで大きく変化するRNaseはRNase　T2類

似のものであると推定できる。これについてもさら

に検討を加え，一次構造を決定していく。

　バフンウニとムラサキウニのゲルろ過の図（Fig．　l

aandb）を見ると今まで見つかっていなかった，分

子量の小さいRNaseの存在も確認できた。この

RNaseの分子量はSephadex　G－100やSDS－PAGEの結

果から10kDa程度と予想される。そして含量は非常

に少ない。それで，この酵素の性質についてははっ

きりとはわかっていないが，至適pHは7．5付近にあ

ることはわかっている。この酵素についてはさらに

検討を加えていき，ウニ全体のRNaseの役割をしら

べていきたい。

結　論

（i）我々はバフンウニとムラサキウニの2種から成

熟期において，酸性に至適pHを持ち，塩基非特異

的なRNaseが未成熟期の活性に比べメスは活性が急

激に上昇し，オスは活性が低下することを見出した。

（ii）この2種のウニのRNaseの性質はRNase　T2類

似の酵素であり，P」η’1’αr’∫1）からのRNaseとよく似

ていた。そしてこの酵素はウニの性の決定に関係し

ているように考えられた。

（iii）バフンウニからのこの酵素の分子量はSDS－

PAGEで測定したところ38　kDaでRNase　T29）とよく

似ていた。ムラサキウニのRNaseの分子量はゲルろ

過では40kDa以上であることはわかるが，　SDS－

PAGEではうまく測定できていない。なぜなら，こ

の酵素にポリサッカライドやムコポリサッカライド

が影響し，測定できないようである。しかし性質な

どから，この酵素もRNase　T2類似であると考えるこ

とができる。

（iv）バフンウニとムラサキウニのRNaseとウニの性

の関係には明らかに重要な関連があると考えられる。

ウニの成熟期には常に，未成熟期の活性に比べメス

は急激に上昇し，オスは減少していく傾向がある。

そして，未成熟期に戻って行くとまた両者とも活性

は同じレベルになり，性は不明になる。我々は未成

熟期から成熟期になり性が決定するまでのRNaseの
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活性の変化を追跡し，このRNaseがウニの性にどの

ようにかかわっているかについてさらに調べていき

たい。

要約

　一般にウニは成熟期に入る前，つまり未成熟期で

はオスとメスの区別ができない。その時期の精巣の

RNase活性を測っても常に一定の活性値を示してい

る。そこで，バフンウニおよびムラサキウニの一年

間においてオスとメスおよび未成熟の精巣のRNase

活性をpH　5．0で比較したところ，バフンウニでは未

成熟期の平均比活性が7．35units／mgであったものが

メスでは62．79units／mgと急激に上昇し，オスでは

1．90units／mgと減少した。この現象はムラサキウニ

においても観察された。そしてこの変化は成熟期に

入る1ヵ月前ぐらいから起こり，また未成熟期へと

変化していく。この変化するRNaseは至適pHや基質

特異性や温度安定性などからRNase　T2タイプの酵素

であることがわかった。そして，この酵素がウニの

性の決定に何らかの影響を及ぼすものと考えられる。
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