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は し が き

受 精 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． こ の 際
に 必 須 の 現 象 は，

減 数 分 裂 の

ある 時 期 （動 物 種 によ っ て 異 な る） に 停止 して いた 卵子 が受 精に よっ

て 細 胞 分 裂 を 再 開 す る こ と で あ り，
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 こ る 卵 細 胞 内カ ル シ ウ ムイ オ ン

濃 度 （［Ｃａ
２＋］ｉ）の 劇 的 荏 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［Ｃａ
２ヰ１
三
を 上 昇 さ せ て も 卵 活 性 化 が 誘 発 さ れ る． 受 精

時 に 精 子 が 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＋コ
、
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 重 要 課 題 で あ る が，
し か し 未 だ 解 明 さ れ て い な い．

研 究 代 表 者 ら は ２０ 年 に 亘 っ て 哺 乳 動 物 卵 体 外 受 精 に お け る［Ｃａ
２＋コ
、

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， Ｃａ
２＋電 極 法

お よ び Ｃａ
２＋画 像 解 析 法 を 用 い て、

卵 細 胞 内 Ｃａ
２ヰの 増 加 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 （Ｃａ

２＋

ｗａｖｅ） を 形 成 す る こ と， ま た
一 過 性 のＣａ

２＋増 加 反 応 が 反 復 し て 発 生

し
， い わ ゆ る 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 （Ｎａ 耐 ｅ，１９８王；Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏ１． １９８６；

Ｄｅｖ． Ｂｉｏ１１ 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 が に な っ だ． Ｃａ
２＋の 増 加 は

，
即 時 的 に

は 卵 細 胞 表 層 の 開 口 分 泌 を 誘 発 し簑 分 泌 物 が卵 周 囲 の 透 明 帯 蛋白 質

に 作 用 し て， 次 の 精 子 の 侵 入 を 阻 止 す る こ と に よ り 「多 精 拒 否 機 構」
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を 成 立 さ せ る． よ り本 質 的に は， 哺 乳 動 物 未 受 精 卵 は 第 二 減 数 分 裂

の 中 期 に 停 止 し て お り， 受 精 時 の Ｃａ
２＋増 加 反 応 に よ っ て 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， 細 胞 周 期 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る．

研 究 代 表 者 ら は
， Ｃａ
２＋増 加 の メ カ ニ ズ ム に つ い て ハ ム ス タ ー 卵 の

Ｃａ
２＋ 波 と Ｃａ

２＋ オ シ レ ー シ ョ ン カミイ ノ シ ト ー ル １，４，５一三 リ ン
酸 （ｌＰ３）

受 容 体 ／Ｃａ
２＋チ ャ ネ ル を 介 す る 小 胞 体 （細 胞 内 Ｃａ

２＋ 貯 蔵 器 官） か ら

の Ｃ．
２＋ 遊 離 に よ る こ と を， 亙Ｐ３ 受 容 体 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 の

抑 制 作 用 を 利 用 し て 実 証 し た （Ｊ． Ｃｅ１１ Ｂｉｏ１． １９８８；Ｓｃ
１ｅむｃｅ １９９２） ．

ま た
，
細 胞 外 か ら 細 胞 内 へ の Ｃａ

２＋ 流 入 も お こ り， 小 胞 体 に Ｃａ
２＋を 補

給 し て 反 復 性 の Ｃａ
２＋遊 離 を 可 能 に す る こ と を 見 い だ し て お り （Ｃｅ１１

Ｃａ１ｃｉｕｍ，１
９８９） ， ＩＰ４ に よ っ て 活 性 化 さ れ る Ｃａ

２＋流 入 経 路 の 存 在 を

示 唆 す る 結 果 を 得 て い る （Ｃｅ１１Ｃａ１ｃｉｕｍ， １９９５） ． ま た， 小 胞 体 の 分

布 お よ び 亙Ｐ３ 誘 発 性 Ｃａ
２斗 遊 離 機 構 が 卵 成 熟 の 過 程 で 発 達 し て 正 常

な 受 精 を 可 能 に す る こ と を 明 ら か に し た （Ｄｅｖ， Ｂｉｏ１．１９９３；１９９５） ．

細 胞 内 情 報 伝 達 機 構 に 関 し て は， ＧＴＰ結 合 蛋 白質 一 ホス ホリ パ ー

ゼ Ｃ（ＰＬＣ）の 活 性 化 一ＩＰ３の 産 生 経 路 を 示 唆 す る 結 果 を 得 た 淋 （Ｊ．

Ｃｅ１ｌ Ｂｉｏ１． １
９８８）

，
確 証 に は 至 っ て い な い ．

上 述 の と お り， 現 在 最 も 重 要 な テ ー マ は， 精 子 ど の よ う な 分 子 が

ど の よ う な 機 構 で 卵 内 Ｃａ
２＋増 加 を 誘 発 す る の か と い う こ と で あ る．

仮 説 と し て は 第 一 に， 精 子 と 卵 子 の 細 胞 膜 上 の 蛋 白 質 が 結 合 し， そ

の シ グ ナ ル が 卵 細 胞 内 に 伝 達 さ れ る と い う ”精 子 受 容 体 説” が あ る．

我 々 も 数 年 に 亘 っ て こ の 分 子 を追 及 した が， 未 だ証 拠 が得 ら れて い

な い１ 他 方， Ｓｗａ ｍ が ハ ム ス タ ー 精 子 抽 出 物 を 卵 内 に 注 入 す る と

Ｃ＆
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る こ と を 発 表 し （１９９０；１９９ヱ） ， さ ら
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不 妊 治 療 へ の 応 用 と ）々う 重 要 な 側 面 を も つ． 現 在 ＩＣＳＩ は 男 性 不
妊

の 治 療 と し て 盛 ん に 行 わ れ て い る、 さ ら に 未 熟 精 子 の 注 入 も 試 み
ら

れ て い る． ＥＡＰ は こ れ ら の 手 法 に 応 用 で き る 可 能
性 那 あ る．

本 研 究 は， ハ ム ス タ
ー 精 子 あ る い は ブ タ 精 巣 の 抽 出 物 か ら ＣＯＩＰ

即 ち ＥＡＰを 分 離 し， 卵 内 に 注 入 し て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 活 性 を

画 像 解 析 を 用 い て 検 定 し つ つ 精 製 し， ＣＯＩＰ
の ｃＤＮＡ を ク ロ ー ニ ン

グ す る こ と を 目 的 と し た． 同 時 に， 精 子 形 成 の 段
階 で ＥＡＰ カミど の

時 期 に 発 現 す る か， 受 精
し た の ち ＥＡＰ は ど の よ う な 経 過 を た ど る

か を 調 べ た． さ ら に 卵 表 面 蛋 自 質 ＣＤ９ の 精 子 一 卵 の 融 合 へ の 関 与，

精 子 の 卵 内 へ の 敢 込 み に 関 与 す る 卵 表 層 細 胞 質 のア ク チ ンフィ ラ メ

ン ト を 制 御 す る 小 分 子ＧＴＰ結 合 蛋 白 質 につ い て の実 験 を行 い， 結

果 を 論 文 に 発 表 し た． 実 際 に は ＥＡＰ の 精 製 は 極 め て 難 し く，
ま だ

ど の 研 究 室 で も 成 功 し て い な い． 他 方， Ｃａ
２＋ 増 加 はＩＰ。

受 容 体 を 介

す る 小 胞 体 か ら の Ｃａ
２＋遊 離 で あ る か ら， ＩＰ。

を 産 生 す る 酵 素 で あ る

ＰＬＣ が ＥＡＰ の 侯 補 で あ る と 予 測 し て の 実 験 が 進 め ら れ て い た．

２００２ 年 ， Ｓａｕｎｄｅｒｓ
ら は 新 し い ＰＬＣ の サ ブ タ イ プ ，

ＰＬＣ ゼ ー タ

（ＰＬＣζ） カミＣ ＯＩＰ の 有 力 候 補 で あ る と い う 論 文 を 発 表 し， 研 究 の

局 面 は ＰＬＣζ が 受 精 時 の 本 当 の ＥＡＰ か を 確 認 す る 方 向 に 展 開 し た．

我 々 の 研 究 グ ル ー プ も 対 象 を ＰＬＣζ に 移 し， ＰＬＣζ
が ＥＡＰ の 有

力 候 補 で あ る こ と を 支 持 す る 結 果 を 得， 論 文 に 発 表
し た．

以 上 の 研 究 結 果 の 要 約 は 以 下 の と お り で あ る．

１） 精 子 又 は 精 巣 の 抽 出 物 を 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 順 次 分 離 し，

各 画 分 を マ ウ ス 卵 に 注 入 し て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 起 活 性 を

記 録 し な が らＥＡＰ の 精 製 を 進 め た． 精 製 の 段 階 カ
ミ 進 に つ れ

ＥＡＰ 活 性 は 喪 失 し， 相 補 性 の ２ 成 分 の 存 在
が 示 唆 さ れ た１
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２） 卵 表 面 蛋 白 ＣＤ９ 欠 損 卵 で は 精 子 一 卵 融 合 が 起 ら ず Ｃａ
２＋ オ シ レ ー

シ ョ ン が 起 ら な い． ＣＤ９ を 強 制 発 現 す る と こ れ ら の 機 能
が 回

復 す る こ と を 示 し， ＣＤ９
が 精 子 一 卵 融 合 に 必 須 で あ る 乙 と を

確 認 し た．

３） マ ウ ス 精 子 を 卵 内 に 注 入 し て も 卵 活 性 化 が 起 るカミ， 未 だ べ ん 毛

が 形成 さ れ て い な い 円形 精 子 細 胞 で は起 ら ず、 ＥＡＰが 円 形 精

子 細 胞 か ら 精 子 に 分 化 す る 際 に ＥＡＰ が 発 現 す る こ と を 示 し た．

ま た 受 精 卵 で ＥＡＰ は ど こ に 分 布 す る か を，
受 精 卵 の 細 胞 質 あ

る い は 前 核 を ピ ペ ッ ト に 吸 い 込 み、 こ れ を 未 受 精 卵
に 注 入 し て

卵 活 性 化 が 起 る か 否 か を 調 べ た． 精 子 由 来 のＥＡＰ活 性 は 受 精

卵 の 細 胞 質 か ら 前 核 に 集 積 す る こ と を 示 し た．

４） 精 子 ］ 卵 融 合 か ら 精 子 の 取 込 み には ア ク チ ン フィ タ メ ン トが 関

与 し， そ の 制 御 に は 小 分 子 Ｇ 蛋 自 質 の 中 の Ｒｈｏ が 関 与 し て い

る こ と を Ｃｌｏｓ 胴 ｄ加 伽 ｄ 雌立ｄｌｅ 毒 素 Ｂ を 用 い て 証 明 し た．

５） ＰＬＣζと 蛍 光 蛋 自 質 を 結 合 したＲＮＡを マ ウス 卵 に 注 入 し て 発

現 さ せ る とＣ包
２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る こ と， 前 核 に 集 積 す

る こ と を 見 い だ し た．

６） バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ／Ｓｆ９ 細 胞 系 で ＰＬＣζを 合 成 し， マ ウ ス 卵
に

注 入 し て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 で き た． ＰＬＣζ の 酵 素 活 性

は 非 常 に 低 い Ｃａ
ｚ＋濃 度 で 活 性 が あ る こ と を 明 ら か に し た．

研 究 は 東 京 女 子 医 科 大 学 医 学 部 第 二 生 理 学 教室 に於 て 行わ れ， 一

部 は 理 化 学 研 究 所 ・ 順 天 堂 大 学 ・ 東 京 工 業 大学 ・ 東京 大 学 医科 学研

究 所 と 共 同 実 験 の 形 態 を と っ た． こ れ に よ り 後 述 の 成 果 が 得 ら れ た．

本 研 究 は 今 後 の 研 究 の 発 展 に 繋 がる 有 用 な 実験 デー タ を提 供 した こ

と で，
成 果 を あ げ た と 考 え る．
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研 究 発 表
１ 発 表 論 文

１ 学 会 誌等

１） Ｏｇｏｎｕｋ１ Ｎヨ
Ｓａｎｋａ１ Ｔ，

Ｙａｇａ㎜１ Ｋ，
Ｓｈ１ｋａ狙ｏラ

Ｔ
，
Ｏｄａ Ｓ， 幽 ａｎｄ

Ｏ ｇｕｒａ Ａ：

Ａｃむ ｙ れｙ ｏｆ ａ ｓｐｅｒ㎜ 一ｂｏ ｍ ｅ ｏｏｃｙｔｅ－ａｃ
ｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｓｐｅｒ㎜ ａｔｏｚｏａ ａｌｎ

ｄ

ｓｐｅｒ狐 ａｔｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏ 狐 ｃｙｎｏ ｍ ｏ ㎏ ｕｓ ｍ ｏｎｃ
ｋｅｙｓ 現ｎｄ ｉｔｓ １ｏｃａ１ｉｚ 舳 ｏｎ ａれ ｅｒ

… ｙｔ・盈・ｔ１・・ｔ１㎝ 鋤 盲６５３５１－３５７．２００１

２） Ｋａ］１Ｋ， ＯｄａＳ， 幽 ａｎｄ Ｋｕｄｏ Ａ

Ｉｎｆｅｒ 棚 ｉｔｙ ｏｆ Ｃ Ｄ ９－ｄｅｆｉｃｉｅ 鮒 狐 ｏｕｓｅ ｅｇｇｓ ｉｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｂｙ ｍ ｏじｓ
ｅ Ｃ Ｄ ９，

ｈｕ ｍ ａｎ

ＣＤ９
， ｏｒ ｍｏｕｓｅ

ＣＤ８１； ｐｏ１ｙ 狛 ｅｎｙ胞 施ｄ ㎜ＲＮ Ａ ｉｎｊｅｃｔ五〇ｎ
ｄｅｖｅ１ｏｐｅｄ ｆｏｒ

狐ｏ１ｅｃｕ１ａｒａｎａ１ｙｓ１ｓ ｏｆｓｐｅｒ醐一ｅｇｇｆｕｓ亘ｏｎ 魁 ，２４７

３２７＿３３４
．
２００２．

３）Ｋｕ狐ａｋｍ Ｊ， ０ｄａＳ， Ｋｍｏｓ
ｈ丑ｔａ Ｋ ａｎｄ 幽

Ｉｎｖｏ－ｖｅ ㎜ ｅ 耐 ｏｆ Ｒ ｈｏ ｆａ ㎜ｉ丑ｙ Ｇ ｐｒｏｔｅ
ｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅ１ｌ ｓｉｇｎａｈｎｇ ｆｏｒ ｓｐｅｒ竈α

ｉｎ… ｐ・ 伽ｉ㎝ ｄ・向 ㎎ ｆ・・舳 ｚ・ｔｉ… ｆ ㎜・・… ｇ９・：ｉ・ｈｉｂｉｔｉ・・ ｂｙ α・ 伽 肋 舳

棚獅・肋ｔ・ｘｍＢ 理 ，２６０５２２－５３５．２００３

４） Ｙｏｄａ Ａヨ
Ｏｄａ Ｓ，

Ｓｈ１ｋａｎｏ Ｔ，
Ｋｏｕｃｈ亘 Ｚ， 麺 エェ，

Ｓｈ至ｒａｋａｗａ Ｈ，
Ｋ ｍｏｓｈ 伽 Ｋ

ａｎｄ 幽 ：
Ｃａ
２＋
ｏｓｃｉ１１ａｔｉｏｎ－ｉｎｄじｃｉ公ｇ ｐｈｏｓｐｈｏ１ｉｐａｓｅ

Ｃ ｚｅｔａ二 ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ 狐 ｏ篶ｓｅ ｅｇｇｓ
ｉｓ

・㏄ｕ㎜・賊・ｄ ｔ・ 晩 ｐ・・醐・１・巫・ 伽ｒｍｇ ・ｇ９ 詠・む・・ｔｌｏ・ 幽

幽 三ｎｐτｅｓｓ，２００４．

５） Ｋ ｏｕｃｈ１ Ｚ，
Ｐ ｕｋａｍ１ Ｋ ，

Ｓ ｈ１ｋａｎｏ Ｔラ
Ｏ ｄａ Ｓ，

Ｎ ａｋａ㎜ リ 閉 Ｙ，
Ｔａｋｅｎａ ｗ ａ Ｔ ａｎｄ

幽 工旦：
Ｒｅｃｏｎユｂｉｎａｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏ１ｉｐａｓｅ Ｃ－ｚｅｔａ ｈａｓ ｈｉｇｈ Ｃ ａ

２＋
ｓｅむｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｉｎ ｄ巫ｃｅｓ

Ｃａ２＋ｏｓｃ－１１ａｔｌｏｎｓｍ互ｎｏｕｓｅｅｇｇｓ 幽 ，ｍｐｒｅｓｓ，

２００４、
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ｌｌ． 口 頭 ・ ポ ス タ ー 発 表

１ 国 内 学 会 発 表

１） Ｋｏｕｃｈ１Ｚ，
Ｈ ｍｓｅ Ｋ，

Ｓｈ狐ａぬｗａＨ，
亘ｍｏ Ｍ 醐ｄ 幽

Ｓｐａｔ
ｉｏ 施互ｎｐｏｒａ１ ｄｙｎａ正ｎｉｃｓ ｏｆ ｉαｏｓｉｔｏ玉 王，

尊
，
５一汰三ｓｐｋｏｓｐｈａｔｅ ａむｄ ｐｈｏｓｐｈａ重ｉｄｙｌ

ｉｎｏｓｉｔｏ１ ４，
５－ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ 亘ｎ ㎜ ｏｕｓｅ ｅｇｇｓ 亙ｓ五むｇ Ｇ Ｐ Ｐ－Ｐ Ｈ Ｄ ｐｒｏｂｅ．

逃 ５２，Ｓ皿ｐｐ王６狐ｅｎｔＳ５０．２００２
（ＧＦＰ融 合ＰＨ ド メ イ ン に よ る マ ウ ス 卵 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 動 態 の 解 析）

第７９回 日 本 生 理 学 会 大 会 広 島 市， 広 島
大
，
２００２，３月

２） 会 田 拓 也， 武 内 裕 之， 宮 蜻 俊 三， 木 下 勝 之 ：

マ ウス 未 成 熟 卵 に お ける 蛍 光 蛋白質を利用 した 蛋白発現法の検 討

且 杢産鐙人科学会１雑誌 ｐ ５４６．２００２ 第５４回日本産婦 人科学会 東京，

日 本 医 大，２００２，４
月

３） 梶 圭 介， 尾 田 正 二，
宮 崎 俊 一， 工 藤 明

ｐｏ蚊 （Ａ） 伽ＲＮＡｉｎｊ㏄ｔｉ㎝ に よ るＣＤ９欠 損 卵 の 受 精 能 回 復

且杢発生生物学会箆韮宜大会発表婁旨集ｐ１岬 横浜， ２００２，５月

４）Ｋｕ獅ａｋ１ｒ１Ｊ，Ｏぬ Ｓａｎｄ 幽

Ｉなｙｏ１ｖｅ 獅ｅ 耐 ｏｆ 浸 ｈ◎ ｓ ㎜ ａ１１ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ㎜ ｏｕｓｅ ｆｅｒｔｉｌ
ｉｚ＆ｔ沁 亙．

Ｚｏｏｌｏｌ０ １ｃ〃 ∫ｃκηｃω，
１９ １４４２

．
２００２

マ ウ ス 受 精 に お け る Ｒｈｏ フ ァ ミ リ ー 低 分 子 量 Ｇ タ ン パ ク 質 の 関 与

日 本 動 物 学 会 第７３回 大 会 金 沢 市， 金 沢 大， ２００２， ９月

５） Ｋ皿㎜ａｋ１ｒ１Ｊ， Ｏｄａ Ｓ，
Ｓｈ１ｋａｎｏ Ｔ， Ｋ１ｎｏｓ血三ｔａ Ｋ ａ

紬 幽

αｏ 蜥 〃 肋柳 ” 炊 肋 ｔｏｘｉｎ Ｂ ｉｎｈｉ砒ｓ ㎜ｏｕｓｅ ｅｇｇ ｆｅｒｔｉ１ｉｚ・ｔｉ㎝： ｅｖｉｄ㎝ ㏄ ｆｏｒ

ｔｈｅ ｐａｒｔ
ｉｃｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒ ｈｏ £ａ－ｍｉｌｙ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｐｅｒ㎜ ｉｎｃｏｒｐｏτａ－ｔ

ｉｏｎ．

迦 ５３，ＳｕｐｐＩｅｒｎｅむｔＳ１３８．２００３
（０１ｏ 鮒 〃肋朋 冴 榊 ｃ肋 ｔｏｘｉｎ Ｂ は マ ウス の 受 精 を 阻 害 す る ：Ｒｈｏ フ ァ ミ リ ー

低分 子 量 Ｇ 蛋 白質 が 精 子 取 込 みに関与する証拠）

第８０回 日 本 生 理 学 会 大 会 福 岡 市
，
福 岡 大
， ２００３， ３月

６）熊 切 順， 尾 田 正 二， 会 田 拓 也，
武 内 裕 之， 木 下 勝 之， 宮 崎 俊

一

マ ウ ス 卵 へ の 精 子 取 り 込 み 過 程 に 対 す る Ｒｈｏフ ァ ミ リ ー 低 分 子 量 Ｇ蛋 白 質

／ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト 系 の 関 与 日 本 産 婦 人 科 学 会 誌５５ ｓ－１８１． ２００３

第５５回 日 本 産 婦 人 科 学 会， 福 岡 市 九 州 大， ２００３，
４ 月
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７） 熊 切 順， 尾 田 正 二，
会 田 拓 也，

武 内 裕 之
，
木 下 勝 之

，
宮 崎 俊 一

マ ウ ス 卵 の 精 子一卵 相 互 作 用 に お け る Ｒｈ○フ ァ ミ リ ー 低 分 子 量 ＧＴＰ結 合

蛋 自 質／ア ク チ ン フィ ラメ ン ト系の関与 第２０回日本受精着床学会学術

講 演 会
，
講 演 抄 録 集 ｐ． １７６， 東 京， 東 邦 大，２００３， １０月

８） 尾 田 正 二， 依 田 綾 子葦 淡 路 健 雄， 河 内 全， 鹿 野 朝 秀， 宮 崎 俊
一

哺乳類卵における外来遺伝子発現および発現の定量化の試み

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａ－ｎ
ｄ ｑｕａむｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉＯｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅむ０ｕｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ 亘ｎｏｕｓｅ

ｅｇｇｓ． 第２６回 日 本 分 子 生 物 学 会 講 演 要 旨 集 ｐ，１５５，
神 戸
，
２００３
，
１２月

９） 依 田 綾 子
，
武 内 裕 之

， 木 下 勝 之， 宮 崎 俊
一 ：

卵 活 性 化 精 子 因 子 の 有 カ 侯 補 ＰＬＣ－ｚｅｔａ： マ ウ ス 卵 で の 発 現 実 験 に よ

る 解 析 且二杢 産 姪 人 挫 学 会 誼５６ Ｓ－４９７．２００４
第５６回 日 本 産 掃 人 科 学

会
，
東 京
， 慶
膳 義 塾 大， ２００４， ４ 月 発 表 予 定

１０） 依 田 綾 子， 尾 田 正 二，
鹿 野 朝 秀， 鉦 内二全， 淡 監 健灘二 白 川 英 樹，

木 下 勝 之， 宮 衛 俊 土 ：

ホ ス フ ォ リ パ ー ゼ Ｃ ゼ ー タ のＣａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 能 と 核 移 行 能

第８１回 日 本 生 理 学 会， 札 幌， ２００４， ６ 月 発 表 予 定

１五） 江 内」金， 深 見 希 代 子， 鹿
野 朝 秀， 尾 田 正 二， 申 村 義 和，

竹 縄 忠 臣，

宮逓俊土：

ＰＬＣ－ｚｅｔａ は 高 い Ｃａ
２＋感 受 性 と 哺 乳 動 物 卵 に お け る Ｃａ

２÷ オ シ レ ー

シ ョ ン 誘 導 能 を 保 持 し て い る．

第８１回 日 本 生 理 学 会， 札 幌， ２００４，
６ 月 発 表 予 定

２ 国 際 学 会 発 表

１）０ｄａＳ．ＡＩｄａＴラ 幽 エコニａ狐ｄ 幽

Ｂｆｆｉ・ｉ・・ｔ ・・ｐ・… ｉ… ｆ ・・ … ｇ・・ ㎝ ・ 研 Ｐ … ｉ・耐 ｉ・ ｍ・・… ㏄ ｙｔ・・．

Ｇ ｏｒｄ ｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃ ｏｎｆｅｒｅｒｅれｃｅ ｏｎ π α 伽 た αガｏ〃 α犯α Ａ ｃ”ｖ α” ｏ〃 ｏゾ

Ｄε ｗ １ｏρ ㎜ ６ 耐、 凹 ｙ ㎜ ｏｕｔ
ｈ
，
Ｎ ｅ ｗ Ｈ ａ 狐 ｐｓｈｉｒｅ，

Ｕ Ｓ Ａ
，
２００１

，
７ 月

２） Ｏ ｄａ Ｓ，
Ｋ ｕ ｍ ａｋｉｒｉ Ｊ，

Ｓ ｈｉｋａｎｏ Ｔ，
Ｋｉｎｏｓｈれ ａ Ｋ ａｎｄ Ｍｉｙａｚａ蛤 Ｓ：

Ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ ｏｆ ｉｎｖｏ１ｖｅ ㎜ ｅｎｔ ｏｆ Ｒ ｈｏ ｆａ㎜ｉＩｙ ｓ ｍ ａ１１ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｐｅｒｍ－ｅｇｇ

ｉｎ 施ｒａｃｔｉｏｎ ｉむ Ｉｎｏｕｓｅ ｆｅｒｔｉｈ ｚａｔｉｏｎ： ０１０８ 脈 胴オ〃 伽 ∂汐ア 比 〃ε ｔｏｘｉｎ Ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｓ

・ｐ・ ｍ ｉ・… ｐ… ｔｉ・・ ｉ・ｔ・ ㎜ ・… ｅｇ９．

Ｇ・・ｄ㎝ Ｒ・・・… ｈ Ｃ・・ｆ・… ㎝・・ ㎝ 肋 舳 棚 ㎝ 棚 舳 加α 伽 ・∫

Ｄ 〃 〃ｏρ㎜ε航、 Ｐ－ｙ㎜ｏ航ｈ，
Ｎｅｗ Ｈａｍｐｓｈｉｒｅ，

ＵＳＡ
，
２００３
，
７月
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３ シンポジウム発表

１） 幽 ：
ＰｈｙｓｉｏＩｏｇｉｃａ１ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔ

ｉｏｎ ｏｆ ｍ ａ ｍ ｍ ａ１ｉａη ｓｐｅｒ ㎜ ｆａｃｔｏｒ．

Ｇ ｏｒｄｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ
”亙ε 棚 肱 刎ゴｏ〃 α刀汐 Ａ ｏサ” αカｏ刀 ０ゾ １）ε ｗ １０ρ一

㎜ 刎 τＩｌ． Ｐｒｏｇｒａ ｍ ｐ．
２
，
Ｐ１ｙ ｍ ｏｕｔ

ｈ
，
Ｎ ｅｗ Ｈ ａ ｍ ｐｓ ｈ 汰 ｅ，

Ｕ Ｓ Ａ
享
２ ０ ０ １

，
７ 月

２） 宮 螢 俊 三 ：

卵 活 性 化 の メ カ ニ ズ ム． Ｒｅｐｒｏｄ ㏄ｔｉｖｅ Ｂｉｏ１ｏｇｙ Ｔｏｋｙｏ Ｓｙ狐ｐｏｓ三ｕ竈α，

要 旨 集 ｐ．２４－２５， 東 京， ２００３， ７ 月

３） ＯｄａＳ，Ｋｏｕｃｈ１Ｚ，ａｎｄ 鯉

Ｍ ａ ｍ ｍ ａ１ｉａむ ｅｇ９－ａｃｔｉｖａｔ
ｉｎｇ ｓｐｅｒ㎜ ｆ乳ｃｔｏｒ．

ＩｎｔｅｒｎａｔｉＯｎａｌ Ｓ ｙＩｎｐｏｓｉｕｉｎ Ｏｎ
“τ”６ β ま０１０ｇｙ ０グ ８ρεγ〃一 Ｃ６ ” 申 ゾ７０η一 わα８ｆｃ 乏０

ｃ１肋 虻 α１ 狐 μ ｃな
一 ”
． Ｐｒｏｇｒａｍ ｐ． ３ ７－３ ８，

Ｔ ｏｋｙｏ，
２００４

，
１ 月

１ｌｌ． 解 説 等

１） 尾 田 正 二， 宮 崎 俊
一 ：

卵 子 の 活 性 化 特 集 『卵 をめ ぐる 最近の話題』

産 科 と 婦 人 科
，
６９巻１０号， １３０３－１３１０．２００２

２） 宮 崎 俊 一 ：

受 精 卵 に お ける カ ル シウム増加 と卵活性化

生体の超微細構造の直 接観察法 と分子構造制御技術に関する基礎調査委 託

事業報告

農 林 水 産 技 術 情 報 協 会 ５８－６４．２００３．
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研 究 成 果

１． 卵 活 性 化 蛋 白 質 の 精 製

哺 乳 動 物 の 受 精 卵 は 細 胞 内 Ｃａ
２＋ 濃 度 の 一 過 性 の 上 昇 を 反 復 し て

お こ す． こ れ
は Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン と 呼 ば れ る． こ の Ｃａ

２＋ オ シ レ ー

シ ョ ン は 卵 活 性 化 の 引 き 金 に な る
１）
， 精 子 細 胞 質

に 存 在 す る と 考 え

ら れ る Ｃａ
２÷ オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 蛋 白 質

２’３） （Ｃａ
２＋
ｏｓｃｉ１胸 ㈹ ㎜一

ｉ㎜ 砒 ６ｉｍｇ 肘 ｏｔｅｉ㎜； ＣＯＩ浬 ） は す な わ ち 卵 活 性 化 因 子
（ Ｅｇｇ一

跳 飾 汕 ｍｇ Ｐｍｔｅ貫ｍ； ＥＡＰ） で あ り。
そ の 同 定 は 受 精 の メ カ ニ ズ ム

解 明 の た め の 本 質 的 な 研 究 課 題 であ る． 本 研 究 で は ハ ム ス タ ー 精 子

あ る い は ブ タ 精 巣 の 抽 出 物 か ら ＣＯＩＰ を 分 離 し，
種 々 の ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ ー で 得 ら れ 危 各 画 分 を マ ウ ス 卵 内 に 微 量 注 入 し て Ｃ釘
２＋ オ シ

，レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る か 否 か を 画 像 解 析 を 用 い て 記 録 し， Ｃａ
２＋ オ シ

レ ー シ ョ ン 誘 発 活 性 を 検 定 し つ つ ＣＯＩＰ を 精 製 し， 得 ら れ 危 ＣＯＩＰ

の ｃＤＮＡ を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 目 的 と し て 行 わ れ た．

１） 精 製 初 期 標 本

ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー の オ ス ８ 匹 ま た は １６ 匹 の 精 巣 上 体 か

ら 精 子 を 試 験 管 内 に 採 取 し，
Ｔｙｒｏｄｅ 類 似 液 に 加 え て 泳 ぎ 出 し

た 精 子 を 回 収 し た、 こ の 精 子 を フ レ ン チ
プ レ ス に よ っ て 破 砕 後、

超 遠 心 し て （９０，
０００ ｇ， ９０ 揃 ｎ）

上 清 を 回 収 し た． こ れ と は 別
に
，

ブ タ 精 巣 １ 匹 分 （５００ ｇ） を 用 い ダ ウ ン ス ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー

で 破 砕 後 超 遠 心 処 理 を 行 い， 上 清
を 回 収 し た ． こ れ ら を 精 製 の

開 始 サ ン プ ル と し た．
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２） ハ ムス タ ー 精 子 か ら の ＣＯ１Ｐ の 精 製

（１） 硫 安 分 画

Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 活 性 は ３０ ～６０％ の 硫 安 濃 度 の 条 件

下 で 沈 査 に 回 収 さ れ た．

（２） 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フィ ー

Ｃ ＯＩＦ 活 性 は ３００－４００ ｍ Ｍ ＫＣｌ で 溶 出 さ れ る 画 分 に あ り，
１５０

ｍＭ ＫＣ１ で 溶 出 さ れ る 画 分 に Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン で は な く 一

過 的 のＣａ
２＋ 濃 度 上 昇 を 誘 発 す る 強 レ）活 性 が あ っ た．

（３） 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

陰 イ オ ン 交 換 ク 日 マ ト グ ラ フ ィ ー で の １５０ ㎜ Ｍ ＫＣ１ 溶 出 画

分 を 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト で 分 離 す る と， 活 性 は 素 通 り画 分

（Ａ） と ２００－２５０ ㎜ Ｍ ＫＣ１ 溶 出 画 分 （Ｂ） と に 分 離 さ れ た．

両 画 分 は 夫 々 単 独 で は 活 性 を 示さ ず， 両 者 を混 合 して 注 入 し

た 場 合 に Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン が 誘 発 さ れ た． Ａ，

Ｂ は 陰 イ オ

ン 交 換 ク ロ マ ト で の３００－４００ ㎜ Ｍ ＫＣ１ 溶 出 画 分 を 陽 イ オ ン 交

換 ク 回 マ ト で 分 離 し た 場 合 の 画 分 Ａ，
Ｂ と 互 換 性 カミあ っ た．

（４） ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

上 記（３）の 吸 着 画 分 を ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （Ｓｅｐｈａｃｒｙ１Ｓ－２００） に か

け る と， 活 性 は 分 子 量 ７０ｋＤａ を 申 心 に 広 い 範 囲 に 回 収 さ れ

た
．

（５） 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

上 記（３）で の 吸 着 画 分 を Ｒｅｓｏｒ㏄ Ｐｈｅｎｙ１ カ ラ ム に か け る と ，

活 性 は ほ ぼ１００完 回 収 さ れ た．

ハ ム ス タ ー 精 子 か ら の ＣＯＩＦ の 精 製 に お い て， ス テ ッ
プ２ の 陰 イ

オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ス テ ッ プ ３ の 陽 イ オ ン 交 換 ク
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ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 結 果 か ら，
単 独 で は 活 性 を 示 さ な い 少 な く と

も ２ 種 類 の タ ン パ ク 質， Ｆａｃｔｏｒ Ａ，
Ｆａｃ 耐 Ｂ に よ り 構 成 さ れ て

い る こ と が 示 唆 さ れ た ． Ｆａｃｔｏτ Ａ は
一 過 性 の Ｃａ

２＋ 濃 度 上 昇 を 強

力 に 誘 発 し， Ｆａｃｔｏｒ Ｂ は 持 続
的 な Ｃａ

２斗 オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発

す る の に 必 要 と 推 測 さ れ， こ れ ら ２ つ
の Ｆａｃｔｏｒ の 相 乗 作 用 に

よ っ て 受 精 時 に 見 ら れ る よ う な 数 時 問 に 及 ぶ Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ

ン カミ引 き 起 こ さ れ て い る も の と 考 え ら れ る． そ れ
ら の 分 子 量 は と

も に ７０ ｋＤａ 前 後 と 推 測 さ れ， ｐｈｏｓｐｈｏ１ｉａｓｅ
Ｃ ｚｅｔａ

４） （ＰＬＣζ；

後 述） の 分 子 量 と よ く 一 致 す る が， Ｆａｃｔｏｒ Ａ，
Ｂ の ど ち ら が

ＰＬＣζで あ る か は 明 ら か に す る に 至 っ て い な い．

上 述 の と お り， ハ ム ス タ ー 副 睾 丸 か ら 得 ら れ る 精 子 量
が 少 な い

た め サ ン プ ル 量 郁 充 分 で 恋 く， 各 種 ク ロ
マ ト に カ、け て い く 段 階 で

喪 失 し て し ま う． 我 々 は 初 期 サ ン プ ル 量 を 圧 倒 的
に 多 く し て 大 ス

ケ ー ル で 精 製 す る た め，
ブ タ 精 巣 か ら 分 離 を 始 め た．

（１） 硫 安 分 画

（２） 疎 水 ク ロ マ ト ： Ｂｕｔｙ１－Ｔｏｙｏｐｅａｒ１ カ ラ ム を 用 い ，
五５－２０ 完 硫

安 濃 度 で 溶 出 さ れ る ＣＯＩＰ 活 性 カミあ る 画 分 を 回 収 し た．

（３） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト ： Ｒｅｄ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ カ ラ ム に 吸 着 さ せ

て１０ｍ Ｍ ＫＣｌ に よ る 素 通 り 画 分 に ＣＯ玉Ｐ 活 性 を 回 収 し た．

（４） ゲ ル 濾 過 ： Ｓｅｐｈａｃｒｙ１ Ｓ３００ カ ラ ム に か け，
分 子 量 ４０－６０ｋＤａ

の 溶 出 位 置 に 単 一 の ピ ー ク と し て ＣＯＩＦ 活 性 カミ認 め ら れ た．

（５） 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト ： Ｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｑ カ ラ ム に か け て

３５０－４００ｍ Ｍ ＫＣ１ で 溶 出 さ れ る ＣＯＩＰ 活 性 を も つ 単 一 ピ ー

ク 画 分 を 回 収 し た．
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ブ タ 精 巣 か ら の 精 製 で も 以 下 の 問 題 点 が あ っ た． 一 つ は Ｃａ
２＋ オ

シ レ ー シ ョ ン 誘 発 活 性 の み で ＣＯＩＰ 活 性 の 強 弱 を ア ッ セ イ し て

い る た め， 目 的 の 画 分 に よ る Ｃａ
２＋ 増 加 反 応 が 単 一 の ＣＯＩＰ に 由

来 す る か 否 か が 不 明 な 点 に あ る． （１）一（３）の 過 程 で 精 巣 中 に 存 在

す る 複 数 の ＣＯＩＰ 活 性 を も つ 蛋 白 を ほ ぼ 単 一 に す る こ と カミで き

る と 考 え ら れ， こ の 画 分 を さ ら に 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る．

し か し な が ら
，
第 二 の 問 題 は， ア ッ セ イ に か 恋 り の 蛋 白 質 濃 度

を 必 要 と す る こ と が あ る１ ５００ｇ 以 上 の 精 巣 を 用 ｝） て も， ５
ま

で の 精 製 過 程 で 最 終 的 に Ｃａ
２＋ 増 加 反 応 を 検 出 す る た め に は ２０

㎜ｉｃｒｏ１ｉ 晦 ほ ど に 濃 縮 し な け れ ば な ら ず， ５ の 手 順 を 経 て も バ

ン ド が 複 数 あ る こ と を 考 え る と， 量 的 な 樹 約 は か な り 大 き く，

精 製 を 次 の ス テ ッ プ に 進 め る こ と が で き な か っ た．

今 後 の 指 針 １

哺 乳 動 物 精 子 由 来 の ＣＯＩＰ あ る い は ＥＡＰ の 実 体 解 明 の た め に

は
，
ＰＬＣζ に 対 す る 抗 体 を 用 い た ウ ヱ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法

お よ び 免 疫 沈 降 法 に よ っ て ， Ｆａｃｔｏｒ Ａ， Ｂ の ど ち ら が ＰＬＣζ で

あ る か を 今 後 明 ら か す る 必 要 が あ る． ま たＰＬＣζ で は 恋 い 方 の

Ｆａｃｔｏｒ の 実 体 を 明 ら か に す る こ と も 必 須 で あ り
，
そ の た め に は

本 研 究 で 確 立 し た ハ ム ス タ ー ｓｐｅｒｍ ｆａｃｔｏｒ 精 製 プ ロ ト コ ー ル が 今

後 大 き く 役 立 つ も の と 考 え ら れ る．

さ ら に リ コ ン ビ ナ ン ト ＰＬＣζ を 用 い て， 浦 乳 類 ＥＡＰ と 両 生 類

イ モ リ、 原 索 動 物 ホ ヤ の ＥＡＰ と を 比 較 し， そ れ ら の 相 同 性 ・ 相

補 性 を 確 認 す る こ と に よ り， 受 精 の 分 子 メ カ ニ ズ ム の 理 解 を さ

ら に 進 め
，
ま た 生 物 に お け る 受 精 機 構 の 多 様 性 カミい か に し て 形

成 さ れ て き た の か を 明 ら か に す る こ と に つ な が る と 考 え ら れ る．
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ｌ１． 精 子 に お け る 卵 活 性 化 蛋 白 質 の 発 現 時 期
お ま び 受 精 卵

にお ける 同 蛋 白 質 の 局 在

哺 乳 動 物 の １ 個 を 卵 子 内 に 注 入 す る と （Ｉｎ 肋 ｃｙｔｏｐ１ａｓ醐１ｃ ｓｐｅｒ㎜

珂 ｅｃｔｉｏｎ；ＩＣＳＩ）， あ る 遅
れ の の ち Ｃａ

２＋ オ シ レ ー シ ョ ン が お こ り，
卵

活 性 化 が お こ り ， 受 精 す る
１１３）
． こ の こ１と は Ｃａ

２＋ オ シ レ ー シ ョ ン

誘 発 性 蛋 白 質 （Ｃａ
２＋ ｏｓｃｉ１１ａｔｉ㎝一ｉむ 砒ｃｉ㎎ ｐ 伽 ｅｉｎ； ＣＯＩＰ） す な わ ち 卵 活

性 化 蛋 白 質（亘ｇｇ－ｃｔｉｖ 酬 ㎎ Ｐｒｏｔぬ；亙ＡＰ）カ
ミ精 子 に 存 在 す る こ と を 強

く 示 唆 す る． 我 々 は ＥＡＰ が 精 子 形 成 の ど の 時 期 に 発 現 す る か を，

霊 長 類 の サ ル （マ カ ク サ ル ； 〃肌αｃαゾ伽ｃ伽 肋 痂）と マ ウ ス の 精 子 で 調

べ た． 具 体 的 に は い ろ い ろ な 精 子 形 成 段 階の 細 胞 をマ ウス 卵 内に 注

入 し， Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン の 誘 発 の 有 無 お よ び 卵 活 性 化 （第 二 極

体 の 形 成 お よ び 雌 雄 前 核 の 形 成） の 有 無 を調 べ 危．

マ ウス で は， 第 二 減数 分 裂 は 終 了 して い るカ
ミ未 だべ ん毛 淋 形 成 さ

れ て い な い 精 子 細 胞 （ 円 形 精 子 細 胞 ；ｒｏ㎜柵 Ｓｐ 帥㎜ａ ㈹ ） は す で に

Ｄ ＮＡ は 完 成 し て お り， 受 精 能
を 備 え て い る

４）
． し か し な が ら 円 形

精 子 細 胞 を 卵 子 に 淫 入 し た 場 合， Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン が お こ ら ず，

卵 活 性 化 も 起 ら な か っ た． 従 っ て ＥＡＰ は 円 形 精 子 細 胞 か ら 精 子 に

分 化 す る 途 申 で 発 現 す る と 考 え ら れ る． 一 方 サ ル に お い て は，
円 形

精 子 細 胞 も， 第 一 減 数 分 裂 に 入 る 前 の 一 次 精 母 細 胞 （町ｉ㎜舳ｙ

ｓｐｅｒ㎜ 飢 ㏄ ｙ脆；ＤＮＡ レ ベ ル で は 受 精 能 を 備 え て い る こ と が マ ウ ス で 調

べ ら れ て い る
５∋） の 卵 内 注 入 で も 約 ８０％ の 卵 で 卵 活 性 化 が 起 っ た．

一 次 精 母 細 胞 の 早 期 の 細 胞 を 注 入 す る と卵 活 性 化 率 は２４％に 減 少 し

危 の で， ＥＡＰ は こ の あ た り の 時 期 に 発 現 す と 考 え ら れ る． マ ウ ス
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に 艶 べ 早 い 時 期 に 発 現 し て い る と い え る．

卵 内 に 注 入 す る 精 子 は， 注 入 前 に
べ ん 毛 運 動 を 停 止 さ せ る た め

、
注

入 ピ ペ ッ ト で 押 さ え つ け る 操 作 を 行 う （不 動 化） ． こ の と き 精 子 細

胞 膜 の ］ 部 は 損 傷 さ れ る． 従 っ て 卵 内 に 注 入 さ
れ 危 精 子 か ら ＥＡＰ

が 漏 出 し て き て，
卵 細 胞 質 に あ る 小 胞 体 か ら Ｃａ

２＋ を 遊 離 さ せ る と

考 え ら れ る． マ ウ ス 受 精 卵 で 細 胞 質 あ る い は 前 核 を ピ ペ ッ ト に 吸 引

し， 新 た な 別 の 未 受 精 卵 に こ れ を 注 入す る と （細 胞 質 移 植 あ る い は

核 移 植） ， 前 核 を 移 植 し た 場 合 に Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る

こ と が 示 さ れ て い る
６）
． 受 精 卵 の Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ ン は 前 核 カミ形 成

さ れ る こ ろ に 消 失 す る こ と 淋 知 ら れ て お り
６’７）
，
ＥＡＰ カミ細 胞 質 か ら

前 核 に 移 行 す る た め に Ｃ 汐 オ シ レ ー シ ョ ン カミ停 止 す る の で あ ろ う

と 推 測 さ れ て い る
６’８^ ９）

． マ ウ ス あ る い は サ ル の 精 子 を 注 入 し た マ

ウ ス 卵 に お い て，
ＥＡＰ が ど こ に 局 在 し て い る か を，

同 様 の 移 植 実

験 で 調 べ た （図 １） ．

図１ ．ＣＳＩした卵 の 細 胞質 ・核 移植

化

マ

精

マ ウ ス 精 子 を 用 い た ＩＣＳＩ に よ っ て 活 性 化 さ れ た 卵 が 第 二 極 体 を

形 成 す る 直 前 こ ろ の 細 胞 質 を 別 の 未 受 精 卵 に 注 入 す る と， ８０％ の 卵

一 ｉ８ 一



で 卵 活 性 化 を 誘 発 し た （図 ２） ． つ ま り ＥＡＰ は 卵 細
胞 質 に あ る．

前 核 が 形 成 さ れ た 時 期 で は， 雌 雄 前 核 と も 移植
に よ り 卵 活 性 化 能 を

有 し て い た が， 細 胞 質 に は 既
に 卵 活 性 化 能 を も た な か っ た （図 ２） ．

図２ 精子由来の卵活性化蛋白質の前核への移行

前核形成後 ÷≒÷＞
１◎０％
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暴 墨 革 塑

碧 醤

マ ウス 精 子でｌＣＳｌ

甑 蟻 軽
醤 温 橿

黒 卑 寧
蟄 碧

サル精子で１ＣＳｉ

精 子 を 用 い ず に 人 為 的 に Ｃａ
２÷オ シ レ ー シ ョ ン を お こ し て 活 性 化 し 危

卵 の （雌 性） 前 核 は， 卵 活 性 化 能 を も た 意 か っ た． 従 っ て 精 子 由 来

の ＥＡＰ は， ＩＣＳＩ の の ち 卵 細 胞 質 に あ り。
そ の あ と 形 成 さ れ た 前 核

に 移 行 す る こ と が 確 認 さ れ た． サ ル の 精 子 を マ ウ ス 卵 にＩＣＳＩし た

場 合 は
，
雄 性 前 核 の 移 植 で６０％， 雌 性 前 核 の 移 植 で２０％ の 卵 活 性 が

起 っ た （図 ２） ． マ ウ ス 精 子 一 マ ウ ス 卵 に 比 ベ サ ル 精 子 一 マ ウ ス 卵

の 系 で はＥＡＰ の 核 移 行， 特 に 雌 （マ ウ ス） 前 核へ の移 行 が 低 下 し

て い る こ と が 分 っ た．

こ れ ら の 実 験 は 国 立 感 染 症 研 究 所 （当 時） の 小 倉 氏 ら と共 同 し て

行 い， こ れ ら の 所 見 を ま と め て 論 文 に 発 表 し た
王Ｃ）
．
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ｌｌｌ． 精 子 一 卵 融 合 に 関 わ る 分 子 機 構

マ ウ ス 精 子 一 卵 融 合 に 関 与 するＣＤ９ 分子

哺 乳 動 物 で は 精 子 が 卵 表面 の微 絨 毛に 結 合 し， 精 子 頭 部 の 赤 道 領

域 付 近 の 細 胞 膜 と 卵 細 胞 膜 が最 初 に融 合 す る． 融 合 し た 細 胞 膜 が 崩

壊 して 精 子 一 卵 細 胞 質 の 交 流 が で き， 精 子 核 お よ び細 胞 質 は 卵 内 に

取 り 込 ま れ る． 精子 一 卵 融合 に 関 わ る 表 面 蛋 白 質 と し て， 精 子細 胞

膜 上 に 存 在 す る フ ァ ー テ ィ リ ン
１）
， 卵 細 胞

膜 上 の 細 胞 接 着 蛋 白 質 イ

ン テ グ リ ン α６β１
２）
な ど が 知 ら れ て い る． 東 京 工 業 大 学 生 命 科 学 の

工 藤 明 教 授 の 研 究 室 で は， 触ｎｓ㎜ｅ鮎ｒａｎｅ４ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に

属 す る 表 面 分 子 ＣＤ９ の 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 成 し た．

ＣＤ９ は イ ン テ グ リ ン な ど の 膜 蛋 自 と 相 互 作 用 す る 分 子 で あ り， 細

胞 運 動 や 細 胞 接 着 に 関 与 す る と 考 え ら れ てい る３刊． 工 藤 教 授 ら は

ＣＤ９ 欠 損 マ ウ ス 淋 不 妊 で あ る こ と に 気 づ き
， そ の 原 因

を 探 る た め

我 々 と の 共 同 実 験 を 行 っ た． そ れ に よ り ＣＤ９ 欠 損 卵 で は 精 子 一 卵

の 融 合 が 起 ら なレ に と を 明 ら か に し， 論 文 に 発 表 し た
６）
．

本 研 究 で は
，
ＣＤ９ 欠 損 マ ウ ス 卵 に ＣＤ９ あ る い は 類 似 蛋 白 質 を

強 制 発 現 さ 娃 て， 受 精 能 が 回 復 す る か 否 か を 観 察 し た、 未 受 精 卵 で

は 減 数 分 裂 に 必 要 な蛋 白 質 以 外 は ＲＮＡ か ら の 翻 訳 が 抑 糊 さ れ て お

り， 体 細 胞 の よ う に は 強 制 発 現 で き な い． そ こ で マ ウ ス 卵 で 任 意 の

蛋 白 質 を 発 現 さ せ る 方 法 と し て， 我 々 は す で に そ の 蛋 白 質 を コ ー ド

す る ＲＮＡ に 長 い ｐｏ１ｙ（Ａ） を 連 結 し （２００ ～２５０ 個） ，
こ れ を マ

ウ ス 卵 に 注 入 す る 方 法 を 確 立 し た７）． こ の 方 法 を 用 い て ＣＤ９ 欠 損

マ ウ ス 卵 に マ ウ ス Ｃ Ｄ９ と 蛍 光 蛋 白 質 駅ｅｅ㎜ ｍ㎜ｏｒｅｓ ㏄ 耐 町０ｔｅ㎞

（ＧＦＰ） の 変 異 体 ＥＧＰＰ を 連 結 し た ＲＮＡ を 注 入 し， ＣＤ９ を 強 樹 発
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αｏｓ 胴 ｄ地 ㎜ ｂｏ施１加ｕ伽 Ｃ３ 毒 素 に よ っ て ＡＤＰ リ ボ シ ル 化 さ れ る

蛋 白 が マ ウ ス 卵 に 存 在 す る こ と， こ の毒 素 によ
ら て 受 精 後 の 第 二 極

体 の 分 裂 と ２ 細 胞 期 へ の 分 裂 が 抑 糊 さ れ る こ と を 示 し て い る
７）
．

本 研 究 で は， Ｒｈｏ が 精 子 の 卵 内 へ の 取 込 み に 関 与 す る こ と を，

Ｒｈｏ の 阻 害 剤 で あ る αｏ£炉 肋 肋 ㎜ 〃 猟 此 肋 毒 素 Ｂ
８）に よ る 阻 害 で

調 べ た．

透 明 帯 を 除 去 し た マ ウ ス 卵 に Ｃａ
２＋結 合 性 蛍 光 色 素 ｆ皿ｒａ－２ を 取 り

込 ま せ
，
毒 素 Ｂ を 注 入 し て か ら 媒 精 し ， Ｃａ

２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 記

録 し た． Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン の 発 生 に よ っ て 精 子 一 卵 融 合 が お こ っ

た 時 点 を 知 る こ と が で き る． 媒 精１００ 分 後 に ＤＮＡ 染 色 色 素 を 卵 に

注 入 し
，
そ れ カミ精 子 に 移 行 し て 精 子 核 を 染 め る か ど う か で，

精 子 カミ

卵 に 融 合 し て い る こ と を 確 認 し た． ま た 卵 内 に 取 り 込 ま れ た 精 子 は，

染 ま っ た 染 色 体 が 脱 凝 縮（ｄｅｃｏｎｄｅＲｓａｔ三〇η） を お こ し て い る こ と

で 判 定 し た、

αｏｓ亡ｒゴｄ池 伽 ｄ 倣立ωｅ 毒 素 Ｂ を 注 入 し 危 卵 はＣａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン

を お こ す 例 が 有 意 に 減 少 し た． 特 に 精 子 が卵 内 に 取 り 込 ま れ た 例 が

著 明 に 減 少 し た． 精 子 が 融 合 し た 卵 で も， 卵 １ 個 あ た り の 融 合 精 子

数 は 毒 素 Ｂ の 用 量 依 存 性 に 減 少 し， 取 り 込 ま れ た 精 子 数 は 著 明 に 減

少 し た１ こ れ を 詳 細 に 観 察 す る と， 卵 と 融 合 し た 精 子 が そ の ま ま 卵

表 面 に 留 ま っ て い て 卵 内 に 取 り 込 ま れ な い 状 態 に あ る こ と が わ か っ

た． ま た 一 度 卵 と 融 合 し て 細 胞 質 間 交 流 が で き た 精 子 が， 融 合 か ら

は ず れ
，
細 胞 質 間 交 流 を 失 う こ と が 示 さ れ た．

精 子 が 融 合 の 状 態 で 停 止 し て し ま っ た 卵 で は， 多 く の 場 合， 小 さ

な 一 過 性 の Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン し か 起 こ さ な か っ た． 他 方 ， 精 子

の 卵 内 注 入 や 精 子 抽 出 物 の 注 入 に よ っ て 誘 発 さ れ る Ｃま
２＋オ シ レ ー
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Ｖ． ＰＬＣζ の ＲＮＡ 注 入 に よ る マ ウ ス 卵 で の 発 現 ：

Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 と 前 核 へ の 移 行

Ｓａじｎｄｅｒｓ ら
１） は ２００２ 年 に 新 し く 発 見 し た 帥 ｏｓ 帥 ｏ 岬 ａｓｅ Ｃ ｚｅ倣

（ 肌 Ｃζ） が ＣＯＩＰ の 有 力 侯 補 で あ る こ と を 示 す 論 文 を 発 表 し た ・

ＰＬＣ は 膜 の イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 ＰＩＰ２
を 分 解 し て イ ノ シ ト ー ル ３

リ ン 酸 （ＩＰ
。
） と ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ＤＡＧ） を 産 生 す る 酵 素 で

あ る． マ ウ ス 卵 内 にＩＰ。
を 持 続 的 に 与 え る と， ＩＰ。

受 容 体 を 介 し て

小 胞 体 か ら 反 復 し てＣａ
２＋ 遊 離 を 起 こ す こ とカミ示 さ れ て い る

２）
． 従 っ

てＰＬＣ が 持 続 的 に 少 量 の を 産 生 す る と， Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 起 こ

す こ と が で き る と 考 え ら れ る． ＰＬＣζ 淋 ＣＯＩＰ の 有 力 侯 補 で あ る こ

と の 根 拠 と な る 所 見 は
，
１） ＰＬＣζ は マ ウ ス 精 子 に 特 異 的 に 発 現 し て

レ）る， ２） ＰＬＣζ を コ ー ド し て い る ＲＮＡ を マ ウ ス 卵
に 注 入 し て 強 制

発 現 さ せ る と， 受 精 時 に 起 る Ｃａ
２÷ オ シ レ ー シ ョ ン に よ く 類 似 し た

Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 し， 卵

を 活 性 化 し
，
ｂ１ａｓｔ㏄ｙｓｔ ま で の 発

生 を 導 く
，
３） Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る ＰＬＣζ の 卵 内 発 現 量

（４－ ７５ ｆｇ） は， 抗 ＰＬＣζ 抗 体 を 用 い た イ ム ノ
ブ ロ ッ ト の バ ン 俸

か ら 推 算 し だ 精 子 五 個 に 含 ま れ る ＰＬＣζ 量 （２０－５０ ｆｇ） と 同 じ 範

囲 に あ る， ４） 精 子 抽 出 物 を 抗 ＰＬＣζ 抗 体 で 吸 収 さ せ て 淋 ら マ ウ ス

卵 に 注 入 す る と
， Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 活 性 を 喪 失 し て レ） る， と

い う 所 見 で あ る ． こ れ に よ り ＣＯＩＰ の 同 定 は， ＰＬＣζ
が 生 理 的 条 件

下 で 本 当 に ｓｐｅｒｍ ｆａｃｔｏｒ と し て 機 能 し て い る か を 証 明 す る 方 向 に 向

か う こ と に な っ た１

本 研 究 で は ＰＬＣζ と 蛍 光 蛋 白 質 （ｇｒｅ㎝ ｆ１ｕｏｒｅｓ㏄ ㏄ｔｐｒｏｔｅｉｎ； ＧＦＰ） と

を 連 結 し 危 ＤＮＡ を 作 成 し
，
こ れ を ＲＮＡ に 変 換 し て マ ウ ス 卵 に 注
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ＲＮＡ 注 入量 が多 け れ ば短 く な り く図 ４Ｂ） ， 最 短 ２５ 分 位 に ま で

短 縮 し た． ＰＬＣζ の 発 現 が 極 め て 速 い こ と が 明 ら か に な っ た。
ま た

ＲＮ Ａ 量 が 多 い ほ ど Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン の 個 々 の Ｃａ

２＋ 増 加 反 応 の 頻

度 が 増 加 し， 振 幅 に は 影 響 が な か っ た （図 ４） ．

図４ ＰＬＣζのマウス卵 内 ＲＮＡ 注 入によっ て誘発

さ れ る Ｃａ
２＋ オ シ レー ショ ン

ＰＬＣ ζＶｅｎｕｓ ＲＮＡ １ ｎｇ仙１

嚢 Ａ
」

○
寸
的
仏

Ｃ ３Ｃ ６Ｃ ９０ １２０ １５０ １８０

２０ ㎎仙１

○

的
」

寸

」

０ ３０ ６０ ９０ １２Ｃ

ＲＮＡ 注入からの時聞 （分）

１５０ １８０

Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン が 開 始 す る と き の 卵 内 濃 度 は， Ｆ の 値 か ら 推

算 す る と １０－４０ ｆｇ で ， Ｓａ㎜ ｄｅｒｓ
互） ら の 結 果 と 一 致 し た． ３ つ の

ＥＦ ハ ン ド ド メ イ ン を 欠 く ｓＰＬＣζ一 Ｖｅ ｍ ｓ の ＲＮＡ を 注 入 し た と

き は， ＰＬＣζ に 比 べ 約 １００ 倍 の 濃 度 で Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン 淋 起 っ た．

従 っ て Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 能 に 対 し て ＥＦハ ン ド ド メ イ ン が 重

要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る ． ＥＦハ ン ド はＣａ
２＋ の 結 合 部

位 と さ れ て い る の で， Ｃａ
２＋ がＰＬＣζ の 活 性 化 の 重 要 因 子 で あ ろ う と

推 測 さ れ る． 同 じ く ４ 個 の ＥＦハ ン ド を 持 ち， さ ら にＰＬＣζ に は な い
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ＰＬＣζ は 特 異 的 に 核 移 行 能 を 備 え て い る と 考 え ら れ る． 前 記 ＩＩ に

記 し た と お り， マ ウ ス 受 精 卵 に お け る卵 活 性 化 蛋 白 質 は前 核
に集 積

す る こ と か ら
４’５）
， ＰＬＣζ

が 精 子 由 来 の 卵 活 性 化 蛋 白 質 の 侯 補 で あ る

こ と を 支 持 す る 重 要 な 結 果 で あ る．

ＰＬＣζ の 核 移 行 と Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン

ｆｕｒａ－２ あ る い は ｆ 蛆 ａ－ｄｅｘｔｒａｎ を 用 い た Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン の

記 録 とＰＬＣζ一Ｖｅｎｕｓ の 蛍 光 と を 同 時 記 録 し た． 多 く の 卵 で は ＰＬＣζ

が 前 核 に 移 行 す る 以 前 に Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン が 停 止 し た こ と か ら，

ＰＬＣζ の 核 移 行 は Ｃａ
２＋増 加 を 必 要 と し な い こ と カミ わ か っ た． ま 危 予

め ＩＰ
３
を 注 入 し て 一 過 性 の Ｃａ

２＋オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 し て 活 性 化 し

前 核 を 形 成 さ せ た 卵 に， ＰＬＣζ の ＲＮ Ａ
と 抗 ＩＰ。 受 容 体

抗 体 １８Ａ１０

を 注 入 し て 完 全 に ブ ロ ッ ク し た 場 合 で も， ＰＬＣζ は 前 核 に 移 行
し た．

受 精 卵 で Ｃａ
２＋オ シ レ ー シ ョ ン が 前 核 形 成 の 時 期 に 消 失 す る の は，

ＣＯＩＰ が 細 胞 質 カ、ら 前 核 に 取 り 込 ま れ て し ま う こ と に よ る の で は な

い か と い う 考 え が あ る６）． 今 回 の 発 現 実 験 で は ＰＬＣζ は 持 続 的 に 発

現 さ れ，
一 部 前 核 に 移 行 し て も 大 部 分 は 細 胞 質 に 残 っ て い る の で，

受 精 の 条 件 と は 異 な り， こ の 実 験 に 合 わ な レ）． ま た 実 際 に は 多 く の

卵 で ＰＬＣζ の 核 移 行 の 前 に Ｃ＆
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン カミ停 止 し て し ま っ

危． ＰＬＣζ 活 性 で 産 生 さ れ た ＤＡＧ に よ っ て 活 性 化 さ れ た プ ロ テ イ

ン キ ナ ー ゼ Ｃ （ＰＫＣ） が 玉Ｐ
。
の 産 生 を 抑 制 あ る い は ＩＰ

。
受 容 体 を

抑 糊 し て Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 停 止 さ せ て し ま う の か も 知 れ な い．

い づ れ に せ よ， ＲＮＡ の 注 入 に よ っ て マ ウ ス 卵 に 強 制 発 現 さ せ た

ＰＬＣζ は 低 濃 度 で Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン を 誘 発 す る 能 力 を も ち，

ま た

特 異 的 に 前 核 に 移 行 す る こ二と が で き る こ と が 明 ら か に さ れ，
精 子 由

来 の ＣＯＩＰ で あ る 可 能 性 を 支 持 し た． こ れ ら を 論 文 に ま と め た
７）
．
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と 阯 部 〔
３
Ｈ〕ＰＩＰ

２
を 含 む ミ セ ル 溶 液 中 で ｒｅｃｏｍｂｉｎａ耐 ＰＬＣ を ３７ ℃

で ５ 分 間 反 応 さ せ， 産 生 さ れ た［
３ＨｌＩＰ３

を カ ウ ン ト し た．

Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン 誘 発 能

ｒｅｃｏ竈αｂｉｎａｎｔ ＰＬ Ｃζ を マ ウ ス 卵 に 注 入 す る と ，
Ｃａ
２＋
オ シ レ ー シ ョ

ン を 誘 発 し た （図 ６ Ａ） ． そ の パ タ ー ン は 精 子 抽 出 物 を 注 入 し た 際

の Ｃａ
２＋ オ シ レ ー シ ョ ン の そ れ に 類 似 し て い た． Ｃａ

２手 オ シ レ ー シ ョ

ン を 誘 発 す る 最 小 濃 度 は６０ μｇ／ｍ１で あ り， 卵 内 濃 度 （計 算 値） は

１．５ 砕ｇ／ ｍ１ で あ っ た． 卵 あ た り の 総 量 は 約 ３００ ｆｇ で あ っ た．

図 ６ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰＬＣζ の マ ウ ス 卵 内 注 入 に

よ っ て 誘 発 さ れ るＣａ２＋ 増 加 反 応

Ａ
サ

叱ｃζ６０ 鮒Ｉ

４

§ ３
巷
毒
叱 ２

０ １０

Ｂ

、
中

８
湿 ３

暮
唾
２

２０ ３０ （分）

ＰＬＣζ ３０ 四 ｍｌ

０ １０ ２０ ３０
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濃 度 依 存 性 を 調 べ た． ＰＬＣδ１ の 活 性 は １ 脾Ｍ で 認 め ら れ， １ ～ ３０

叫Ｍ で 急 峻 に 増 強 し， ３０ μＭ で
一 定 値 に 達 し た． 最 大 値 の ５０％ の

活 性 を 与 え る Ｃａ
２＋ 濃 度 （ＥＣ．ｏ） を Ｈｉ

１１ の 式 に 合 わ せ て 計 算 す る と

５．７ 叫 Ｍ （Ｈｉ１１ 係 数， 五．７） で あ っ た． こ れ に 対 し て ＰＬＣζ の 活 性

は １０ ｎＭ と い う 低 い Ｃａ
２＋ 濃 度 で 認 め ら れ， １ 脾Ｍ で 最 大 に 達 し

く図 ７ ）
，
１ μＭ 以 上 で は 減 少 し た． ＥＣ。。

は ５２ ｎ Ｍ （Ｈｉ１１ 係 数 ，

０．９ ） で あ り， ＰＬＣδ１ に 比 べ て １００ 倍 も 低 サ）． 通 常 の 静
止 時 の 細

胞 内 Ｃａ
２＋濃 度 は 約 １００ ｎ Ｍ （１０

Ｌ８ Ｍ） で あ る が４’５）， こ の 濃 度 で

ＰＬＣζ の 活 性 は 最 大 値 の ７０％ も あ っ だ． 即 ち ＰＬＣζ は 静 止 時 の 細 胞

で も 活 性 化 状 態 に あ り う る と い う こ と を 意 味 す る．

図 ７ ＰＬＣζの酵素活性のＣａ２＋濃度依存性
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こ の よ う な ＰＬＣζ の 特 性 は ＣＯＩＰ の 備 え る べ き 特 性 に 適 合 す る と

考 え ら れ る． ＣＯＩＰ は 精 子 か ら 精 子 一 卵 融 合 に よ っ て 卵 細 胞 質 に 導

入 さ れ， 最 初 に（未 だ 刺 激 を 受 け て い な レ）卵 の） 小 胞 体 か ら の Ｃａ
２＋
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