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は し が き

背景

受精現象の本質は，精子と 卵子の細胞融合とそれに続く 核の融合であり，新しい個 体の形 成にある．

蒲 乳 類 を 含 め 脊 椎 動 物 の 未 受 精 卵 は，
第 二 減 数 分 裂 の 申 翔 （Ｍｅ‡ａｐｈａｓｅ ■

，
Ｍ Ｉ） に 停 止 し て お り，

受精 によって 細胞分裂を再 闘す る． これを卵活性化と いう． 卵活性化 は， 動物 種に普遍 的に受精時 に

お ζ る 卵 細 胞 内 カクレ シ ウ ム イ オ ン 濃 度 （［Ｃａ
２＋
］三
） の 劇 的 な 上 昇 に よ っ て 誘 発 さ れ る。 精 子 で は な く 人 為

的 に 卵 細 胞 の【Ｃ，
２＋］、を 上 昇 さ せ て も 卵 活 性 化 ポ 誘 発 さ れ る。 受 精 時 に 精 子 添 ど の よ う な 物 質 を 介 し て，

ど の よ う な 機 序 で 卵 細 胞 の［Ｃａ
２＋］、

を 上 昇 さ せ る か を 解 明 す る こ と は， 受 精 の メ カ ニ ズ ム の 本 質 的 な 中 心

課 題 で あ る． し か し そ の メ カ ニ ズ ム は 未 だ 解 明 さ れ る に 至 っ て い な い、

経緯

研 究 代 表 者 ら は ２０ 数 年 に 亘 っ て 哺 乳 動 物 卵 体 外 受 精 に お け る［Ｃａ
２＋］ｉの 上 昇 あ る い は Ｃａ

２＋増 加 の 動 態

と細 胞内情報 伝達機 序に関する先駆的な生理学的研究を行 なってきた。 細胞内電位記録法，Ｃａ２＋電極法

およびＣａ２＋画像解析法を用 いて， 陣２＋］、の上昇は精子 付着部 位直下の細胞質から発生し卵全体に伝播性

に 波 及 す る Ｃａ
２＋波 （Ｃ 壮 ｗａｖｅ） を 形 成 す る こ と

，
ま た 一 過 性 の Ｃａ

狙 増カ 阪 応カ 板 復 し て 発 生 し， い わ

ゆ る Ｃａ
２＋振 動 （Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ ン） を 形 成 し て 数 時 間 持 続 す る こ と を ハ ム ス タ ー 卵 で 初 め て 明 ら か に

し た （Ｎ、倣 ｅ，
１９８１；工 肋 ｙｓｉｏ１．１９８６； Ｄ 肌 Ｂｉｏｌ，１９８６）．

そ の 後 の 報 告 に よ り， Ｃａ
２＋波 ・ Ｃａ

２＋ オ シ レ ー シ ョ

ン は マ ウ ス
，

ウ サ ギ
，

ブ タ， ウ シ，
ヒ ト に 至 る ま で 哺 乳 動 物 卵 に 普 遍 的 な 現 象 で あ る こ と が 明 ら か に

な っ た． Ｃａ
２＋の 増 加 は

，
即 時 的 に は 卵 綱 胞 表 層 の 開 口 分 泌 を 誘 発 し，

分 泌 物 が 卵 周 囲 の 透 弱 帯 蛋 白 質 に

作周 して， 次の精子の侵入 を阻止する ことにより 「多精拒否機 樹 を成 立させる． より 本質的に は，

囎 乳 動 物 で は，
Ｍ ｎ か ら の 解 除 に よ り 減 数 分 裂 を 再 開 す る こ と で あ る． さ ら に 長 時 間 持 続 す る Ｃａ

２＋オ

シ レ ー シ ョ ン は，
前 核 形 成 お よ び 細 胞 周 期 に 関 与 す る・

解析

研 究 代 表 者 ら は， Ｃａ
２＋増 加 の メ カ ニ ズ ム に っ い て、 ハ ム ス タ 山 お よ び マ ウ ス 卵 の［Ｃａ

２＋】ｉ
上 昇カミイ ノ シ

ト ー ル １，４，
５一三 リ ン 酸 （ＩＰ、） 受 容 体／Ｃａ

２＋チ ャ ネ ル を 介 す る 小 胞 体 （紬 胞 内 Ｃａ
２＋貯 蔵 器 官） か ら の Ｃａ

２＋

遊 離 に よ る こ と を， 狸、
受 容 体 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 エ８Ａ１０ の 抑 制 作 用 を 利 禰 し て 実 証 し た （工 Ｃｅｕ

Ｂ云。１．１９８８；Ｓｃｉ、皿ｃｅ 王９９２）、 最 も 重 要 な テ ］ マ は， 精 子 の ど の よ う な 分 子 が ど の よ う な 機 構 で［Ｃａ
２＋］ｉ の 上

昇 を 誘 発 す る の か と い う こ と で あ る． 精 子 と 卵 子 の 細 胞 膜 上 の 蛋 自 質 が 結 合 し，
そ の シ グ ナ ル が ＩＰ３

を 産 生 さ せ る と い う ”精 子 受 容 体 説
” 邦 考 え 易 い か， こ れ を 示 唆 す る 実 験 結 果 が 得 ら れ て い な い． 他

方
， Ｓｗ…㎜ カミハ ム ス タ ー 精 子 抽 出 物 を 卵 内 に 注 入 す る と Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る こ と を 発 表 し

（１９９０；１９９１），
さ ら に Ｔｅｓ 雌 ら （１９９４） か ヒ ト の 精 子 １ 個 を 卵 細 胞 内 に 注 入 す る と （Ｉｎ舳ｃｙｔｏｐｌ＆ｓ㎡ｃ

ｓｐｅ㎜ 珂ｅｃｔｉｏ亙；ＩＣＳＩ） や は り Ｃａ
２＋オ シ レ 』 シ ョ ン が 起 る こ と を 示 し 危。 こ れ ら の 知 昆 か ら， 精 子 内 に

Ｃ註
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 物 質 （Ｃａ

狙
ｏｓｃ㎜ａｔｉ㎝・腕 伽ｃ 軸 ｐ㎜ｔｅ塒 ＣＯＩＰ） が 存 在 し， 受 精 時 の 精 子 一 卵 融



合に 際して卵細胞内に移 行 して小胞体からの Ｃａ
２＋遊離 を誘発 するという”精 子綱胞質因子説”が有力に

な つ た． ＣＯＩＰ は 即 ち 精 子 由 来 の 卵 活 性 化 蛋 自 質 （週ｇ９・ａｃ倣ａ倣 ｇＰｒｏｔ 出； 眺 Ｐ） で あ り
・

極 め て 重 要 で

ある． これにより 輸乳類精子ある 州ま精巣か ら ＣＯＩＰ を分離・精製する研究カミ世界の 幾つ かの研 究室

が 開 始 さ れ た． １Ｃ 年 あ ま り の 間 に い ろ い ろ な ＥＡＰ 侯 補 か 挙 げ ら れ た が， 未 だ 実 証 に 至 っ て い な い． 他

方
， ＣＯＩＰ は ＩＰ、 産 生 酵 素 で あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ （ＰＬＣ） で は な い か と 見 当 づ け て 実 証 を 試 み た 研 究

グ ル ー プ も い た 淡
，

既 知 の ＰＬＣ ア イ ソ ザ イ ム は い ず れ も 卵 に Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 起 こ さ な い か，

起

こ し て も 極 め て 高 濃 度 を 要 し た の で， こ の 考 完 ほ 否 定 的 で あ っ た．

新知見

し 牟 し２００２ 年， Ｓａｍｄｅｒｓ ら は， マ ウ ス 精 子 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 新 し い ＰＬＣ の サ ブ タ イ ブ
， ＰＬＣ

ゼ ー タ （肌 Ｃζ） を 慰 、だ し た。
彼 ら は、

ＰＬＣζ を コ ー ドす る ＲＮＡ を マ ウ ス 卵 に 注 入 す る と
、

非 常 に 低

い 発 現 量 で、 受 精 時 に 類 似 す る Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ンカミ起 こ る こ と

、
ＰＬＣζ の 抗 体 で 吸 着 処 理 し た 精 子 抽

出 物 は Ｃ，
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 能 を 喪 失 す る こ と を 示 し、ＰＬＣζ 淡 ＥＡＰ の 有 力 侯 補 で あ る と 発 表 し た

。

目 的 １ 方 法

本研究は 肌Ｃζの特性 と機能を詳細に検証し、ＰＬＣζが 臥Ｐ のであるか どうかを調べることを 目的と

し て 企 画 ・ 実 施 さ れ た
。

方 法 は
、

１） 合 成 ＰＬＣζ 蛋 自 質 を 作 成 し、 マ ウ ス 成 熟 未 受 精 卵 に 注 入 し て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起

能 を 調 べ る
、

２） 合 成 ＰＬＣζ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 肋 倣 ｏ で ア ッ セ イ し Ｃａ
２＋濃 度 依 存 性 を 調 べ る

、
３）

ＰＬＣζ と 蛍 光 蛋 自 ｙｅｎｕｓ と を 結 合 し た 蛋 白 質 を コ ー ド す る ＲＮＡ を 作 成 レ マ ウ ス 成 熟 未 受 精 卵 に 注 入

し て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 能 を 調 べ る、 ４） ＰＬＣζ と 蛍 光 蛋 白 Ｖｅｎｕｓ と を 結 合 し た 蛋 自 質 を コ 山 ドす

る ＲＮＡ をマウス成熟未受 精卵およ：び受精１細 胞期 胚に注入 し、 前核への移行・蓄積、 細胞質／核の間

の 往 復 （シ ャ ト ル） 運 動 を 調 べ る
、

５） ＰＩ二Ｃζ の ドメ イ ン を 削 除 し た 変 異 体、 ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 を 合

成 し、 マ ウ ス 卵 で の オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 龍
、

肋 漱ｏ 酵 素 活 性 お よ び そ の Ｃａ
２＋濃 度 依 存 性 を 調 べ る、 ６）

ＰＬＣζ の 個 々 の ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体、 ドメ イ ン 削 除 変 異 体 をニユー ド す る 浪ＮＡ を マ ウ ス 成 熟 未 受 精 卵 あ

る い は 受 精 １ 繍 胞 期 胚 に 注 入 し、 Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 能 お よ び 核 移 行 能 を 調 べ

、 分 子 の 構 造 と 機 能

の 関係 を解析する、 ７）茎Ｐ、の結合で蛍光強度が変化する指標 蛋白質 （プ肩一 ブ） を作成し、 受 精時お

よ び ＰＬＣζ只ＮＡ 漫 入 蒔 の オ シ レ ー シ ョ ン の 最 申 の 細 胞 内ＩＰ、濃 度 変 化 を 記 録 す る、 ８） ＰＬＣζ 遺 伝 子 欠

損 マ ウ ス を 作 成 し、 そ の 精 子 を 用 い て 受 精 を 行 っ だ と き に Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン が 起 こ る か 否 か、 卵 活

性化が起こるか否 かを調 べる。
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皿． 口 頭 ・ ポ ス タ ー 発 表
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（ホ ス フ ォ リ パ ー ゼ Ｃゼ ー タ の Ｃａ２÷オシ レー ショ ン誘 発 能 と核 移 行 能）
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研 究 成 果

１． 強 制 発 現 さ せ た 肌 Ｃζ に よる Ｃａ２＋オ シ レー シ 妻 ン 誘 起 能

ＰＬＣ ア イ ソ ザ イ ム の 共 通 の ドメ イ ン は
、

Ｎ 末 端 の ＰＨ ｄｏＩｎ 痂、
４ つ の Ｅ 軸 ａｎｄｄｏ嚇 ㎞ 嘩 王一 研 ４） 、

Ｘ と Ｙ の 触 媒 ドメ イ ン、 Ｃ 末 端 の Ｃ２ ｄｏ㎜ 出 で あ る。 ＰＬＣζ は 囲 ｄｏｍ老㎞ が 無 く
、

ＰＬＣ フ ァ ミ リ ー の

申 で 一 番 短 い（１）。 ＰＬＣζ を コ ー ド す る ＲＮＡ を マ ウ ス 未 受 精 卵 に 注 入 し て ＰＬＣζ を 強 制 発 現 さ せ て Ｃａ
２＋

オ シ ン ー シ ョ ン 誘 起 能 を 調 べ た（２）。 ＰＬＣζ に 蛍 光 蛋 白 質 ｙｅｎｕｓ （３） を 達 結 し た 蛋 自 の ｃＲＮＡ を 作 成 し、

さ ら に 卵 細 胞 で 蛋 自 質 を 強 糊 発 現 さ せ や す く す る た め に（４）、
約 ２００ 個 の ｐｏ１ｙ（Ａ）を 脳 Ａ の ３’イ則 こ連 結

し た
。 マ ウ ス 成 熟 卵 （第 二 減 数 分 裂 申 期、 Ｍ 亙） に 約 ５ｐｌ の ＲＮＡ を 注 入 し た。 注 入 ＲＮＡ の 濃 度 は １二２００

㎎ 仏１ で あ っ た。ＲＮＡ 注 入 後 ３０ 分 く ら い で ＰＬＣζ の 発 現 が Ｖｅｎｕｓ の 蛍 光 で 認 め ら れ
、
４０－５０ 分 後 に Ｃａ

２＋

オ シ レ ］ シ ョ ンカミ現 れ た。 こ の と き の ＰＬＣζ 発 現 量 は １０－４０ｘ１ぴ
三５

ｇ暁 ｇ で あ り、 １ 個 の マ ウ ス 精 子 に

含 ま れ る 推 定 量 の 範 囲 に あ っ た。ＰＬＣζ の Ｅ脱 一亘 蘭 を 欠 く ｓｈｏ賞ＰＬＣζ（ｓ－ＰＬＣζ） 淋 恐 ら くｓｐＸｃ塒 マ釦 耐

と し て マ ウ ス 精 巣 に 発 現 し て い る（１）。 ｓ－ＰＬＣζ ば 非 常 に 高 濃 度 の ＲＮＡ を 注 入 し二た 時 の み・ ２ 時 聞 以 上

の 遅 れ を も っ て Ｃａ
２＋オ シ レ ㎞ シ ョ ン を 誘 起 し た。 従 っ て 囲１－Ｅ 蘭 が 酵 素 活 性 に 重 要 粧 構 造 で あ る

。

ＰＬＣζ に 類 似 し た ＰＬＣδｉ は 高 濃 度 の 脳 Ａ 注 入 で も Ｃａ
ム オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 起 す る こ と が 出 来 な か っ た

。

ＰＬＣζ が 特 異 的 に し か も 精 子 １ 個 分 に 相 当 す る よ う な 低 い 発 現 量 で Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 起 す る と

い う Ｓａ㎜ｄｅｒｓ ら の 知 見（１）を 確 認 し た（２）。

２． 強制発現させた 肌 Ｃζ の前 核への 移行と蓄積

夏ＮＡ 注入に よって発 現したＰＬＣζは３時間く らいの間ほ ぼ直線的 に増加 し、 ５ 時聞く らいで一定値

に 達 し た（２）。 細 胞 内 の 特 別 な 分 布 を 示 す こ と な く
、

一 様 に 労 布 し て い た
。 ＰＬＣζ に よ っ て 誘 起 さ れ る

Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン に よ っ て マ ウ ス 卵 は 活 性 化 さ れ、 第 二 減 数 分 裂 を 再 開 し、 ＲＮＡ 注 入 後 ５ 時 間 く ら

いで （雌性） 前核を形成する。 この前核 は大きく、 徴分 干渉顕微鏡によっ てきれいに認め られる。 前

核 は 大 き な 核 小 体 を １ 個 祷 っ て い る。 非 常 に 面 白 い こ と に、 ＰＬＣζ は 前 核 に 移 行 し
、

持 続 的 に 蓄 積 す る

こ と が Ｖｅｎｕｓ の 蛍 光 か ら 明 ら か に な っ た
。

ＲＮＡ を 注 入 し た 直 後 に 媒 精 し て 受 精 し た 卵 で
、

雌 雄 両 前 核

に 移 行 ・ 蓄 積 す る こ と が 分 っ た。 前 核 に 移 行 し た ＰＬＣζ は 核 小 体 に は 移 行 し な か っ た
。 ｓ－ＰＬＣζ は 前 核

に 移 行 し な か っ た
。

従 っ て ＥＰ 卜 蘭 が 核 移 行 に も 重 要 な 構 造 で あ る こ と 淋 示 さ れ た。 ＰＬＣδ１ も 核 に

移行せ ず、 細胞膜直下の綱胞質に強く分布 していた。 このよう に ＰＬＣζ 特異的に核移行能 を有 してい

る こ と が 明 ら か に な っ た
。

以前 Ｋｏｎｏ らは（５）、 受精後５ 時問く らいで形 成される前核を摘出 して新 しい未 受精卵 と離合 させる

と、 未 受 精 卵 に Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン が 起 こ る こ と を 示 し た。 Ｏｇｏ亙 耐 ら も（６）、

前 核 を 未 受 精 卵 に 注 入

す る と 卵 活 性 化 が 起 こ るカミ
、 １ 細 胞 期 胚 の 細 胞 質 の 注 入 で は 起 こ ら な い こ と を 示 し て い る。 こ 扱 ら の

所 見 は、 オ シ ン ー シ ョ ン 誘 発 能 即 ち Ｃ星
２＋ｏｓｃ 搬 倉ｏｎ一 触 ｎｃ血ｇｐｒｏｔｅ虹（ＣＯＩＰ） 那 前 核 に 移 行 す る こ と を 示



唆 し て い る。 ＰＬＣζ が 前 核 に 移 行 で き る と い う こ と は ＣＯ正 即 ち Ｅｇｇ－ａｃ泣ｖａｔｈｇ ｐ正ｏｔｅ㎞ 陣 Ｐ） の 侯 補 と

しての特性 を備 完て いるこ と淋 示された。

受 精 時 の Ｃ，
２＋オ シ ン 』 シ ョ ン は、 前 核 が 形 成 さ れ る 頃 に 停 止 す る（７）。 精 子 由 来 の 徴 量 の ＣＯ 狸 が 前 核

に 移 行 し て し ま う こ と に よ っ て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 淋 停 止 す る と い う 仮 説 淋 提 示 さ れ た（５，

８）。 前 核 形

成 を 阻 舎 す る レ ク チ ン で 処 理 し た 卵 は、 受 精 後 の Ｃ乱
２斗オ シ レ ー シ ョ ン 秘 停 止 せ ず に １０ 時 間 以 上 も 持 続

す る こ とカ 添 さ れ た。 我 々 の ＲＮＡ 注 入 に よ っ て 発 現 し た ＰＬＣζ に よ る Ｃａ
２＋オ シ レ ＾ シ ョ ン は、 ＲＮＡ 濃

度カミ低い場合ほ前核形 成頃に停止する添、 濃度を上 げた場合は前核形成 前に停止 して しまっ た。 眈Ｃζ

の 作 用 あ る い は 互Ｐ、
レ セ プ タ ー に 対 し て、 ＰＬＣζ か ら ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル、

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ

⑫ＫＣ） を 介 す る ネ ガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ヅ ク が 働 い て い る こ と が 示 唆 さ れ る百
従 っ て Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ

ン の 停 止 は 必 ず し も ＣＯＩＰ の 前 核 移 行 に よ る だ け で は な い と 考 え ら れ る。
ま た ＰＬＣζ が 前 核 に お い て 睡

発生に何らかの作用を没 ぼすことも考慮 しておく必要があると結論された。

３． 合 成 肌 Ｃζ の Ｃａ２＋オ シ レー シ ョ ン 誘 起 能

河 内 淋 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス／Ｓｆ－９ 綱 胞 の 発 現 系 で
、

ＰＬＣζ、 ｓ守ＬＣζ、 ＰＬＣδ１ の 合 成 に 成 功 し だ（９）。 合

成 ＰＬＣζ を マ ウ ス 卵 に 注 入 す る と １ 個 の 繕 子 に 含 ま ね る ＰＬＣζ 推 定 量 の 数 倍 く ら い の 量 で Ｃａ
２＋オ シ レ ー

シ ョ ン を 誘 起 で き た（９）。 蛋 白 合 成 の 実 験 で は こ の く ら い の ロ ス は 免 れ な い の で、 肥ａｓ㎝ａｂ１ｏ な 結 果 と 考

完 ら れ る。
合 成 ｓ．ＰＬＣζ の 注 入 で は Ｃａ

狙 オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 起 で き な か っ た。 ＰＬＣδ１ は Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ

ョ ン を 誘 起 で き る 添
、 ＰＬＣζ の 約 ２０ 倍 の 濃 度 を 要 し た。 ｒ㏄ｏ 紬 ㎞ａｎｔ ＰＬＣζ 淋 特 異 的 に Ｃａ

狙 オ シ レ ー シ

ョ ン を 誘 起 す る こ と は ＰＬＣζカミＣＯＩＰ の 侯 補 で あ る こ と の 有 力 な 傍 証 と な っ た
。

４． 合 成 肌 Ｃζ の 肋 鮒ｏ 酵 素活 性 の Ｃａ
２＋依 存 性

肌 Ｃζ は ＰＨ ドメ イ ン を 持 っ て い な い の で
、

既 知 の ＰＬＣ ア イ ソ ザ イ ム と 異 な り、 そ の 活 性 化 機 構 が

不 明 で あ る。
ま た ＰＬＣζ と ＰＬＣδｉ の Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 能 の 差 は ど こ に あ る の か も 分 か ら 榔 、
。

ＰＬＣ の 酵 素 活 性 は 一 般 に Ｃａ
２＋濃 度（〔Ｃａ

２＋］）に 依 存 す る こ と が 知 ら れ て い る莇そ こ で 河 内 は 合 成 し た ＰＬＣζ

お よ び ＰＬＣδ１ の 酵 素 浄 陸 （ｐｈｏｓｐ施直ｄｙ腕ｏｓｉｔｏ１４与ｂｉｓｐｈｏｓｐ 脳 ｅ，
ＰＩＰ、の 加 水 分 解 活 性） を 榊 桁ｏ で［Ｃａ勺

を い ろ い ろ 変 え て 灘 定 し た。 ＰＬＣζ は［Ｃａ
２斗
］淋 王Ｏ 脳 と い う 低 い 濃 度 で 有 意 の 活 性 を 示 し、

静 止 時 の 細

胞 内 濃 度［Ｃａ
２・］、王００自Ｍ で ７０％ 最 大 活 性、１０００丘Ｍ（ ｝ Ｍ） で １００％ 活 性 を 示 す。ＥＣ５０は ５２攻Ｍ で あ っ た

一 方 ＰＬＣδ１ は［Ｃ＆
２＋］が １ －３０ 紗賊 で 活 性 を 示 し

、 ＥＣ５０
は ５ いＭ で あ っ た

。 こ の よ う に ＰＬＣζ は ＰＬＣδ１

に 比 べ 約 玉ＯＯ 倍 高 い 感 受 性 を も ち
、

静 止 時 で 既 に 活 性 を 有 し て い る こ と が 分 か っ た
。

精 子 因 子 Ｃ０皿

は 精 子 か ら 卵 に 導 入 さ れ て、 ［Ｃ＆
２＋】。

の 上 昇 に 依 存 す る こ と な く 最 初 の 螂 激 に な っ て 玉Ｐ。を 産 生 し て Ｃａ
２＋

遊 離 を 導 く も の と す る と
、 ＰＬＣζ は そ れ に 相 応 し い 特 性 を 持 っ て い る こ と に な り、 ＰＬＣζ が ＣＯ玉Ｐ の 有

力侯補であること を支持す る。 なお 旺Ｃζ は精子にある時は活性が抑完 られている必要かあると考完

ら れ る。
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５．ＰＬＣζの 酵 素 活 性 制御 に お け る 駅 ハ ン ド ドメ イ ン と Ｃ２ ドメ イ ンの 役 割

上 記 ４ と 同 様 の 手 法 で
、

Ｎ 末 端 側 の ４ つ の 囲 ハ ン ド ド メ イ ン （囲１一 唖 ４）・ Ｃ 末 端 側 の Ｃ２ ドメ イ

ンを削除 したＰＬＣζの変 異体を合成し１、 榊 炊ｏ での酵素活性を調べた（１０）。 肥三 削除変 異体（蛆Ｐ亘）の酵

素 活 性 は 正 常 ＰＬＣζ の ２２％ に 減 少 し、 ２ っ あ る い は ３ っ の 削 除 （畑 醐一２、△ 既１－３） は ３ ｝５％ に 減 珍 し、

４ つ 削 除 （畑 則．４） で は 活 性 が 全 く 失 わ れ た。 唖ｉ，ＥＦ２ か 酵 素 活 性 に 重 要 で あ る こ と が 分 が っ た
。

△ 囲１

を コ ー ド す る ＲＮＡ を マ ウ ス 卵 に 注 入 し て 強 制 発 現 さ せ て も
、

Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン は ３ 時 間 待 っ て も 起

こ ら な か っ 危
。

一 方
、

酵 素 活 性 の Ｃａ
２＋感 受 性 は、 ＥＣ、。〔Ｃａ

２＋］ が △ 囲 １－３ で １２ 倍 高 い 濃 度 に シ フ ト し た
。

即 ち 亘肥 か 失 わ れ る と Ｃａ
２＋感 受 性 淋 著 し く 低 下 す る こ と か ら

、
Ｅ蘭 が Ｃａ

２＋感 受 性 に 大 き く 関 与 し て い

る と 考 え ら れ た。 Ｃ２ の 削 除 変 異 体 （△Ｃ２） ほ 酵 素 活 性 を 示 さ ず、
ま た ＲＮＡ を 注 入 し た 際 に Ｃａ

２＋オ シ

レ ー シ ヨ ン 誘 起 能 を 失 っ て い た（１０）。Ｎ 端 と Ｃ 端 淋 会 合 し て い る よ う な 立 体 構 造 を 持 つ こ と が 必 要 で あ

る と 考 完 ら れ 危。

次に ＰＬＣζ が どの ようなメカニ ズムで膜のイノ シトールリ ン鰭質と結合するの かを明 らかにするた

め、 Ｃ２ カミ関 与 す る こ と を 想 定 し
、 Ｃ２ と ホ ス フ ォ イ ノ シ タ イ ド に 対 す る 結 合 性 を 蛋 自一脂 質 オ ー バ ー レ

イ ア ッ セ イ 法 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 調 べ た
。

Ｃ２ は ホ ス フ ァ テ ィ デ ィノレイ ノ シ ト ー ル（３）１ リ ン 酸 ＰＩ（３）Ｐ

に 対 し て 親 和 性 を 涛 ち
、

よ り 弱 い 程 度 で Ｐ玉（５）Ｐ と 結 合 し た
。

し か し な が ら ＰＬＣζ の 基 質 で あ る ホ ス フ

ァ テ ィ デ ィ ル イ ノ シ ト ー ル（４到 ２ リ ン 酸 Ｐ夏（４ラ５）Ｐ、
に は 親 和 性 を 持 た な か っ た。 ＰＩ（３）Ｒ ＰＩ（５）Ｐ ほ 眈 Ｃζ

の 肋 ｖ桁ｏ 酵 素 活 性 に 対 し て 抑 樹 作 用 を 示 し た（１０）。 Ｃ２ と＝Ｐ互（５）Ｐ 相 互 作 用 ほ ＰＬＣζ の 酵 素 活 性 に 対 し

て ネ ガ テ ィ ブ な 制 御 を し て い る こ と が 示 唆 さ れ た。

６、 肌 ｃζ の 細 胞 質／核 間 の シ ャ トル 運 動

ＰＬＣζ．ｙ．ｍｓ を コ ー ド す る ＲＮＡ を マ ウ ス 成 熟 卵 （第 二 減 数 分 裂 中 歎 Ｍ ｎ） に 注 入 す る と、 約 ５

時間後 に形戒 される 前核に集積 していく。 同一の卵を Ｍ２ 皿ｅ砒㎜ 中で蛍先画像 を追跡す ると、 酬Ａ

注 入 後 ９ 時 間 く ら い は 前 核 中 の 蛍 光 淋 増 加 し、
そ の あ と も 徐 々 に 上 淋 り 続 け た（１１）。

一 方
、

ＲＮＡ 注 入

卵 を Ｍ１６ 鵬砒㎜ 申で 培養 レ、 ９ 時間以降各 時間で培養 器から敢り出 して蛍光測定すると、 前核の 蛍

光 は 減 少 し て い く こ とカミ分 か っ た。 良 い 培 養 環 境 で は ＰＬＣζ は 分 解 さ れ て い く も の と 思 わ れ る。

受 結 ６ 時 閻 後 に 前 核 カミ出 来 て い る 亙 細 胞 期 睡 に 肌 Ｃζ一ｙｅ亙ｕｓ Ｒ 鮒 を 打 ち 込 ん で、 （受 精 後） 三２ 時 間

で観察すると ＰＬＣζ は前核に蓄積されており、１６ 時間で第一卵割 が起こ ったと きにＰＬＣζ は細胞質に

一 様 に 拡 散 し て い た（１１）。ｉ８ 時 間 後 の ２ 細 胞 期 に 入 っ て 形 成 さ れ た 核 に ＰＬＣζ が 再 び 蓄 積 す る こ と を 同

一 の 細 胞 で 観 察 し た。 Ｋ ㎝ｏ ら は 第 一 卵 割 に お い て Ｃ＆
２＋オ シ レ ー シ ョ ン が 再 び 起 こ る こ と を 示 し て い る

（豆２）。 同 様 の 動 き は 第 二 卵 割 で も 観 察 さ れ た凸 さ ら に ２ 綱 胞 胚 に 艮ＮＡ を 注 入 す る と
、

４ 細 胞 期、 ８ 細

胞期の胚の核に ＰＬＣζ の蓄積が認 められ、 ８綱胞期の胚に 注入する と、 のう胚期 の核 に蓄積が認めら

れた（１０）。 このような系顕胞質＿ 核簡の 柱復 （シ ャトル） 運動 は、 初期 睡において細胞周 期に 同期 する

Ｃａ
２＋オ シ レ 山 シ ョ ン の ｏｎ／ｏ服 に 関 わ る の か も 知 れ な い。

１１



７． 肌 Ｃζ の 核 移 行 能 と Ｃａ２キオ シ レー シ ョ ン誘 起 能 に お け る Ｘπ 接 続部 と 厄亙 ハ ン ド

ドメイ ンの役割

ＰＬＣζ分子の特 定領 域の１僧！個のアミノ酸を置換した変異体、 囲 ハン ドドメイ ン Ｃ２ ドメイ ンを

削 除 し た ＰＬＣζ 変 異 体 に そ れ ぞ れ 蛍 光 蛋 白 Ｖｅｎｕｓ を 結 合 し た 蛋 白 質 を コ ー ド す る ＲＮＡ を マ ウ ス 成 熟

卵 に 注 入 し て、 そ れ ぞ れ の 変 異 体 を 強 制 発 現 さ せ
、 核 移 行 能 と Ｃ盆

２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 能 を 調 べ た

（１３）。 Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 能 を 持 た な い 変 異 体 の 場 合 は、

受 精 さ せ て 前 核 が 形 成 さ れ た １ 細 胞 期

胚 に ＲＮＡ を 注 入 し て 核 移 行 能 を 観 察 し た
。

核 移 行 能 は、 綱 胞 質 と 前 核 に お け る Ｖｅｎｕｓ の 蛍 光 強 度 の

比 で 判 定 し た
。

Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 能 は ＲＮＡ 注 入 後 Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ ン 開 始 ま で の 時 間 を 指 標 に し

た
。 Ｘ と Ｙ の 触 媒 ド メ イ ン の 連 結 部 に 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 で あ る リ ジ ン（Ｌｙｓ

師
， Ｌｙｓ

３７９
，

Ｌｙｓ
３君玉

）、
ア ル ギ ニ

ン（Ａｒｇ
３７６

， Ａｒｇ
３７９

） が 豊 富 に 存 在 し
、 こ れ ら を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換 す る と、 Ｃａ

２＋ オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 能

は 有 す る 淡
、

核 移 行 能 淋 失 わ れ た団３７４－３８３ の 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 は、 培 養 綱 胞 ＣＯＳ－７ に 発 現 さ せ る と

核 に 移 行 し
、 こ こ に 核 移 行 シ グ ナ ル（㎜ｃ１ｅ虹１ｏｃ創ｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎ劃，

ＮＬＳ）が 存 在 す る こ と が 分 か っ た。 Ｘ ド

メイ ンのＣ 端側およびＥ刷 のＮ 末端部位にもポイ ン ト置換で核移行能が失われるアミノ 酸配列があ

る が
、

こ れ ら の み で は 積 極 的 な 核 移 行 を 示 さ な か っ た の で
、

本 来 の ＮＬＳ で は な く
、

二二次 釣 制 揮 部 分

と 考 え ら れ た。 Ｘ お よ び Ｅ則 の 点 置 換 変 異 体 ＰＬＣζ は Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ：■誘 起 能 も 失 わ れ た。

唖１｝ 唖 ４ の ど の ドメ イ ン を 削 除 し て も、 核 移 行 能 も Ｃａ
氷オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 能 も 共 に 失 わ れ た。

Ｃ２ ドメ イ ン の 削 除 変 異 体 も 同 様 で あ っ 危（工３）。
結 晶 構 造 解 析 に よ れ ば

、 ＰＬＣδ１ は Ｘ／Ｙ 連 結 部 で 折 れ

曲 が っ て、 Ｎ 末 端 と Ｃ 末 端 が 近 接 し た 立 体 構 造 を 構 成 し て い る（１４）日 ＰＬＣζ も 同 様 と 考 え る と、 Ｎ 末

端 の 囲 と Ｃ 末端の Ｃ２ が会合 している三次元構造が、 酵素活性のみならず核移行能にも必須である

と 結 論 さ れ た
、

８． マ ウ ス 卵 に お け る Ｃａ２＋オ シ レ ー シ 蔓 ン に 際 す る 細 胞 内 ＩＰ。の 測 定

Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン は、ＩＰ３レ セ プ タ ｒ Ｃａ

狙 チ ャ ネ ル を 介 す る 小 胞 体 か ら の 反 復 性 の Ｃａ
２＋遊 離 に よ る

が
、

こ の と き Ｃａ
２＋遊 離 を 誘 起 す るＩＰ３は 反 復 性 に 増 加 （オ シ レ ー シ ョ ン） し て い る の か、 あ る い は 持 続

的 に 増 加 し て い る の か は
、

興 味 深 い 問 題 で あ るむ こ の 実 験 で は、 ｃｙ皿 ｆ１ｕｏｒｅｓｃｅｎ 瞭 ｏｔｅｈ （Ｃ 配）と ｙｅ１１０ｗ

ｆｌｕｏｒｅｓ㏄ｎ言ｐｒｏｔｅ虹 （Ｙ 唖 ） 聞 の 灯ｕｏｒｅｓ㏄ｎｃｅ エｅｓ㎝ ㎜ｃｅ ｅｎｅｒｇｙ 施エ１ｓｆｅｆ 晒 丁） を 基 に し て 細 胞 棚 Ｐ３ 濃 度

（匹Ｐ３］δ を 測 定 し た（豆５）。 実 際 に は Ｃ旺 と Ｙ 肥 の 聞 に 夏Ｐ３ レ セ プ タ ー の ＩＰ３結 合 部 位 を 挿 入 し て 連 結 し 危

蛋 自 質 を プ ロ ー ブ と し た（１６）。 こ れ に 互Ｐ３
が 結 合 す る と ＣＦＰ か ら Ｙ 旺 へ の Ｆ 肥丁 淋 減 少 す る。

従 っ て

４５０ ㎜邑 の 波 長 光 で ＣＦＰ を 励 起 し た 場 合
、

Ｃ ㎜ 自 身 の ４８０ ㎜ の 蛍 光 ０ と
、 ＣＦＰ→Ｙ 砕 の 駅 唖 で 生 じ

た ５３５王ｍ の 蛍 先 ｒ の 比 αγ を 記 録 す る と
、

ＩＰ。 濃 度 上 昇 に 際 し て α 肋 ミ増 加 す る
。

ＩＰ３ に 対 す る 親 和 性

が 高 い プ ロ ー ブ 脆 ㎞ｏ－２ と、コ ン ト ロ ー ル と し て 低 い プ ロ ー ブ ｆｒｅ㎞ｏ－３ を 作 成 し た
。マ ウ ス 卵 に、ｆ肥 愉ｏ

を コ ー ドす る ＲＮＡ を 注 入 し て 発 現 さ せ、 ＩＰ３の 注 入 で αγ の 増 加 を 確 認 し た。 受 精 時 の Ｃ註
２＋オ シ レ ー

シ ョ ン の 最 中 に ｆｒｅ碗ｏ－２ も 舵 飾ｏ－３ も αＸ が 持 続 的 に 減 少 し て ア ー チ フ ァ ク ト で あ っ た 淡
、

１ 回 胃 の

増 加 を 詳 細 に 比 較 す る と ｆｒｅ㎞ｏ－２ で α 肋ミ僅 か に 増 加 す る の が 分 か っ た。受 精 で は な く、ＰＬＣζ の ＲＮＡ
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注 入 で 強 制 発 現 さ れ た ＰＬＣζ に よ っ て お こ る Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン の 最 申 で も ア ー チ フ ァ ク ト 淡 起 こ っ

た が
、 ２ 時 聞 以 上 経 つ と 個 々 の Ｃａ

２＋増 加 に 引 き 続 い て αγ の 一 過 性 の 増 加 と
、

べ 一 ス ン ベ ル の αｒ の

増 加 が 認 め ら れ た
。 Ｃａ

２＋の 増 加 に よ っ て ＰＬＣζ の 活 性カミ上 が り ＩＰ、の 産 生 が 一 過 性 に 高 ま る も の と 思 わ

れ る。 未 受 精 卵 で Ｃ盆Ｃ１、を 注 入 し た 際 に、 口Ｐ、］、の 上 昇 が 認 め ら れ た。 ま た 受 精 卵 に ＣａＣｌ。を 注 入 し た 場

合
、 口Ｐ、］、の 上 昇 は 卵 に 入 っ た 精 子 数 に 依 存 し て 大 き く な っ た

。 こ れ ら の 結 果 か ら、 ＰＬＣζ がＩＰ。を 産 生

す る 経 路 を 刺 激 す る 精 子 フ ァ ク タ ー で お り
、［Ｃａ

２＋】ｉ上 昇 が ＰＬＣζ の 瀞 性 を 上 げ て口Ｐ３］ｉの 上 昇 を も た ら す

こ と が
、

Ｃａ
以 オ シ レ ー シ ョ ン の 維 持 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る。

９． 肌 Ｃζ ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 作 成

受 精 時 に ＰＬＣζ が 本 当 に ＣＯＩＰ と し て 機 能 し て い る か ど う か の 確 証 を 得 る た め に は、ＰＬＣζ の 遺 伝

子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 成 し、 そ の 精 子 を月彗い て 受 精 さ せ た と き に、 精 子 は 卵 内 に 入 っ て も、 Ｃａ
狙

オ シ レ ー シ ョ ン が 起 こ ら ず
、

卵 が 活 性 化 さ れ な い こ と を 確 認 す る こ と が 有 効 で あ る。 ＰＬＣζ一ｙｅｎｕｓ と

ｓ－ＰＬＣζ一ＨｃＲｅａ と を 融 合 し た 蛋 自 質 を 発 現 す る 倣ｇｅ㎞ｇ ｖｅｃｔｏｒ を 構 築 し
、

こ れ を ＥＳ 細 胞 染 色 体 上 の

ＰＬｃζ遺伝子の プロモータ 下流に組 み込 んだ。員的 とする組 み換 えが起きて いることをサザン解析篤よ

び ゲ ノ ミ ッ ク ＰＣＲ に て 確 認 し た。 こ の ＥＳ 細 胞 を 馴 、て キ メ ラ マ ウ ス を 作 出 し、
交 配 を 行 う こ と に よ

り置換遺伝子を持 つヘテ ロマウスを得たむ また、 ヘテロマ ウス 同士の交配により遺伝子置 換ホモマウ

ス の 作 出 に 成 功 し た
。

こ れ ら の マ ウ ス に お い て 蛍 光 蛋 自 質 を 慰 含 し た ＰＬＣζ が 発 現 し て い る こ と を

ＲＴ－ＰＣＲ に よ り 確 認 し た
。

上 記 の ＰＬＣζ 遺 伝 子 置 換 マ ウ ス の 組 み 換 え 領 域 に は Ｌｏ搬 配 列 が 挿 入 し て あ る
。

し た か っ て Ｃｒｅ リ コ

ンビナーゼを発現させることで、 組織 特異的な遺伝子欠損を誘導することができる。 現在、 陣Ｃ齢 プ

ロモータ誘導による 全身性 のＰＬＣζ 遺伝 子欠 損マウス と、ｐｒｏ 鮒 ｅ プロモータ誘導 による精巣特異的

な ＰＬＣζ 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 作 出 し た
。

今 後 こ れ ら の マ ウ ス を 用 い て
、 ＰＬＣζ の 精 巣 で の 発 現 時 期 お

よ び 部 位 な ど の 観 察 や、肌 Ｃζ 遺 伝 子 欠 損 精 子 の Ｃａ２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 龍 を 検 証 す る。 ま た、ＰＬＣζ 遺

伝 子 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 出 し、 ＰＬＣζ 遺 伝 子 欠 損 に よ る 表 現 型 が 回 復 す る こ と を 確 か め る。
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