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第 1章 緒 論

輔乳類の卵巣内で発育 した卵母細胞は,下垂体からの性腺刺激ホルモンの刺激によって

第 Ⅰ減数分裂前期で休止 していた減数分裂を再開し,第 1極体 を放出して第 ⅠⅠ減数分裂

中期へ と成熟 し,受精可能な状態となる｡ この過程は卵母細胞の成熟 と剰 ゴれ,ほとん ど

の輔乳類の卵母細胞は,第 ⅠⅠ減数分裂中期へ と成熟 し, ここで減数分裂をイ亭止する｡卵

母細胞に精子が侵入すると,成熟卵母細胞は減数分裂を再開して第 2極体 を放出し,雌性

前核を形成 して減数分裂を完了する｡その後,精子によって活性化された卵母細胞は腔 と

しての発生を開始する｡

精子侵入が起 こるまで卵母細胞が停止 Lている減数分裂のステージは種によって異なる.

例えば,二枚月やユムシでは第 Ⅰ減数分裂前期,ホヤでは第 Ⅰ減数分裂中期,大多数の脊

椎動物では第 ⅠⅠ減数分裂中期で卵母細胞は停止 し, また,ウニでは第-卵割の G1期で細

胞周期を停止する (Stricker,1999)｡ しかし,卵母細胞の活性化は,いずれの種においても

卵母細胞内の遊離カルシウムイオン濃度 ([Ca2+]i)の上昇によって起 こる｡活性化時の

[Ca21iの上昇は,種々の実験によって間接的に示唆されていたが,1977年,オワンクラ

ゲ由来の Ca2+感受性発光タンパク質のエクオ リンを注入 したメダカ (qy血 la砂es)およ

びウニ (Lg放血 lLLfPかbS)の卵母細胞において初めて実証 され (Rjdgwayetal.,1977:Steinhardt

etal.,1977),その後,研究されたすべての動物種の受精時に観察されている (Ja取 1985:

Stricker.1999)｡清子が侵入すると,多くの種において[Ca2']iの上昇は,精子侵入箇所から

単一あるいは複数の波 となって卵母細胞を伝播 し,卵母細胞の[Ca21 iレベルは 0.05から2

pM まで上昇する (Gilkeyetal.,1978;Ja恥 1985:Sricker,1999)o精子侵入時に起 こる[Ca2+]i

の上昇は,卵母細胞が減数分裂のいずれのステージで停止 Lているかによらず,卵母細胞

の細胞周期を再開させるのに十分であると考えられている｡ この結論は,卵母細胞内の

[Ca21 .を人為的に上昇させる実験や,[Ca21 iの上昇を人為的に阻害する実験から導き出さ

れている (ホヤ:SensuiandMorisawa,1996;Russoetal.I1996,脊椎動物:Steinhardtetal.,1974;

Kline,1988:KhneandKline,1992J:Yamamotoetal.,1999,棟皮動物:SteinhardtandEpe1.1974;



NomuraandNemoto,1998;Carrouetal.,1999,2000)0

輔乳類の卵母細胞の活性化は,卵母細胞への精子侵入のほか,浸透圧の変化 (マウス),

温度の変化 (マウス),エタノール (マウス),イオンス トレス (マウス),酵素 (マウス)

および麻酔剤 (マウス ･ラット) といった多くの物理学的あるいは化学的な要因によって

誘起 される (Whttingham,1980;Cuthbertson,1983;Kauhan,1983)｡ これらの人為的な刺

激を受けて活性化 した卵母細胞は,"単為発生 (par山enogenesis)"を開始する｡"単為発生"

という言葉は 1849年に Owenによって初めて用いられており,彼は,"単為発生"とは"雄

の影響を直接受けずに子を産み出すこと"と定義 している｡近年Kauh1an(1979)は,=単

為発生" とは,"最終的に成体へ と発生するか否かを問わず,雄の配偶子からの寄与を全

く受けずに雌の配偶子から腔が形成されること" と定義 している｡禾受精卵母細胞を人為

的に活性化 Lて得られた腔は,イギリスでは "parthenogenone"(Beatty,1957),アメリカ

合衆国では "parthenote"(Webster'sTlhrdNewlntemarionalDictionary,1961)と剰 ゴれてい

る｡

輔乳類の卵母細胞 を用いた単為発生を導 く人為的活性化の研究は,1930年代,pincus

らのグループによって始められている (nncus,1936)01983年,Cuthbertsonは,排卵さ

れたマウスの卵母細胞を希釈 Lたエタノールで 5-10分間処理すると,卵母細胞が容易に

活性化され,活性化された卵由来の腔は体節期まで発生することを報告 した｡その級,早

為発生に関する研究は,ゲノミック ･インプリンティング機構の解明へ と展開されること

になる (BartonetaL1984)｡一方,卵母細胞の活性化処理は,無精子症やglobozoosper血a

といった男性不妊の治療に利用される卵母細胞の細胞質中への精子の顕微注入 (ICSI:

Intra-cytoplasmicsperm injection)(VanSteirteghemetal.,1993;Kilanietal.,1998),あるいは

核移植によるクローン動物の作出扱術 (Wllmutetal.,1997;WAkayam aetれ 1998)へと応

用されてきている｡ICSIあるいは体細胞核の移植後の卵母細胞の活性化は十分ではない

ため, これらの卵母細胞には人為的な活性化刺激が必要と考えられている (Machatyand

fhtherJ998)0

ブタの卵母細胞を人為的に活性化するには電気刺激が用いられる場合が多い (Onodera

andTstulOda.1989;Sunetal..1992:Kure-bayashietal.,1996)｡一方,マウスの卵母細胞を効
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率よく活性化するには,二価陽イオンのス トロンチウム (Sr2+) が広 く用いられている

(whttingham andSiracusa,1978:Fraser,1987;BosIMikichetalJ995)｡本研究では,体外成

熟培養によって得られた第 ⅠⅠ減数分裂中期のブタ卵母細胞の活性化における,ブタ精子

抽出物および二価陽イオン (Sr2+,Baヨ+,Ca2+) の有効性を検討 した｡培養液中への二価

陽イオン添加による活性化処理では,マウスとブタの卵母細胞でその反応性が大きく異な

ったことから,二価陽イオンによる活性化処理についてさらに検討を進めた｡ また, これ

らの活性化処理によって,受精時と同様な一連の卵母細胞の反応が誘起されるか否かを検

討 した｡
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第2章 sr2+およびブタ清子抽出物によるブタ成熟卵母細胞の活性化

第 1節 緒 言

輔乳類の成熟卵母細胞の減数分裂の再開は,精子の侵人以外に,低温あるいは高温処理

による温度刺激,低張液あるいは高張液による浸透圧刺激 (KauhlZLn ,1983),電気刺激な

どの物理的刺激 (FuckordsandWhte,1992;Sunetal.,1992;Collasetal.,1993),エタノール

(Cuthbertson,1983), タンパク質合成阻害剤 (Bos-Mikichetal.,1995) やか レシウムイオ

ノフォア (Steinhardtetal.,1974) などの化学的処理によっても誘起 されることが知 られ

ている.エタノール処理および電気刺激は,マウス (CuthbertsonandCobbold,1985;角田

と杉江,1987;OnoderaandTsunoda,,1989),ウサギ (OnoderaandTsumoda,1989;Ozil,1990)

およびブタ (Sunetal.,1992;Kure-bayashietal.,1995;Kure-bayashietal.,1996;Chaetal.,1997;

Joniffandlhther,1997)の卵母細胞 を高率に活性化する. これらの人為的活性化法の多く

は,卵母細胞に単一の細胞内鞄雛か レシウムイオン濃度 ([Ca2']i)の上昇を誘起する(Swann

andI_ai,1997)｡一方,Sr2+ (Fraser,1987;K山leandKlme,1992;Bos-Mikichetal.,1995)早,

清子から抽出した水溶性 タンパク質因子 (精子抽出物あるいはspermfactor:Daleetal.,1985;

Swam,1990)は,受精時にみ られるの ど類似 した反復的な[Ca2']iの上昇 (Ca2+オシレー

ション) を起 こす ことが知 られている｡ また,Sr2+処理あるいは精子抽出物の顕微注入に

よってマウスの体内成熟卵母細胞は高率に活性化される (Konoeta1.,1995)｡ しかし,マ

ウス以外の輔乳類の卵母細胞に及ぼす Sr2+処理の影響は,ほとん ど調べ られていない｡ ブ

タでは,卵母細胞 を人為的に活性化するために電気刺激がよく用いられている｡電気刺激

は, ブタの成熟卵母細胞に単一の一週的な[Ca2'].上昇を引き起 こL,卵母細胞 を高率に活

性化する (Sunetal.,1992;Kure-bayashietal.,1994)0

輔乳類の卵母細胞 を人為的に効率よく活性化させるには,成熟直後の卵母細胞ではなく,

成熟後一定の時間を経た卵母細胞 を用いる必要があると考えられている(マウス:Kauhlan,

1983;Collasetal.,1989,ブタ:Nagai,1987;Hagenetal.,1991,ウシ:Kingetal.,1988:Wareetal.,
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1989)0-育,活性化された卵母細胞のその後の生存性や発生能を考慮すると,加齢 (aging)

が進んでいない,成熟後の経過時間の少ない卵母細胞を用いる必要があると考えられる｡

本章では,ブタ体外成熟卵母細胞を用いて,Sr2+およびブタ射出精子から抽出した精子

抽出物がブタ卵母細胞の活性化に及ぼす影響について検討 L,ブタにおいて一般的に用い

られている電気刺激による活性化 と比較 した｡ また,卵母細胞の活性化率に影響を及ぼす

要因の 1つ と考えられる体外での成熟培養時間と活性化率 との関係について,ブタ卵母細

胞を電気刺激あるいは清子抽出物を顕微注入することによって検討 した｡

5



第2節 sr2+およびブタ清子抽出物によるマウスおよびブタ卵母細胞の活性化

マウスの成熟卵母細胞は,Sr2十を含む培養液中で容易に活性化される (Whttingham and

Siracu姐.1978;Fraser,1987;KheandKline,1992:Bo§-MikichetaL1995).最近,ラットの卵

母 細胞 も Sr2十に よ って活性 化 され る こ とが報 告 され て い る (Rob eta1.,2003:

Kdvokharchenkoetal.,2003). LかL,マウスおよびラット以外の動物種で,Sr2十が卵母細

胞を活性化するとの報告はない0-才,精子抽出物の顕微注入は,輔乳類の卵母細胞を高

率に活性化するだけでなく,精子が卵母細胞に侵入 したときと同様な Ca2+オシレーショ

ンを誘起することが知られている (マウス:Swarm,1990,ハムスター:Swann,1992,ヒト:

Palermoetal.,1997,ウシ:Wuetal.,1997,ブタ:Machatyetal..2000)0

本節では,ブタの体外成熟卵母細胞が Sr2+を含む培養液によって,マウスの成熟卵母細

胞 と同様に活性化されるか否かを調べた｡ また,ブタ射出精子から抽出した精子抽出物を

ブタの体外成熟卵母細胞に顕微注入 し,その後の卵母細胞の活性化を電気刺激によって活

性化 した場合 と比較 した｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞の準備

①マウス

E]本 SIL]あるいは日本 クレアより購入 Lた ICR系雌マウスを,14L:10D,20±2℃の条

件下で自家繁殖 した｡13-17週齢の雌マウスにウマ繊毛性性腺刺激ホルモン (eCG:セロ

トロピン,帝国臓器)51tTを腹腔内投与 し,48時間後にヒト繊毛性性腺刺激ホルモン(llcc:

プベローゲン,三共)5IU を腹腔内投与 して過剰排卵を誘起 した｡hCG投与 15-16時間

後に頚椎を脱臼してと殺 した後,流動パラフィン (アミノ酸分析用,ナカライテスク)中

で卵管膨大部を針で裂 き,卵母細胞一卵丘細胞複合体 (OCC:oocyte-cumulus-Complexes)を
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採取 した.流動パラフィン下に小滴状に作製 した 100叫 の 0.1% (W/V) ヒアルロニダー

ゼ (290NFunits/mg,SigmaChemiCalCo,,StlDuis,MO)を含む Ca2+および Mg2+不含

Dulbecco'sphosphatebufferedsaline(PBS)中に OCC を移 L,ガラスピペットを用いて卵

丘細胞 を除去 した.卵母細胞 を M2液 (Whttingham ,1971)で 3回,次いで M16液

(1Ⅵ血ingham ,1971)で 3回洗浄 し,第 1極体 を放出している第 ⅠⅠ減数分裂中期の卵母

細胞を活性化処理に用いた (図 Ia).

②ブタ

と音場で禾経産雌ブタから採取 した卵巣を,20-25℃に保温 して 2時間以内に実験室に

持ち帰ったco.20/.(W/V)cetylmethylamm onium bromide(和光純薬)溶液中に浸 して卵

巣を殺菌洗浄 した後,0.10/o(W/V)ポ リビニルアルコール (PVA,Sigma) を含む PBS

(PBS-PVA)で 3回洗浄 したoその後,少量の PBSIPVA を入れたガラスシャー レ内に卵

巣を移 し,直径 4-6mm の卵胞をメスで切 り出した (図 2aフb)｡卵胞周囲に付着 した結

合組織を実体顕微鏡下でピンセットを用いて剥離 し (図 2C),壁頼粒膜細胞層の剥離およ

び卵母細胞の卵丘からの脱落が認められない卵胞を選出した (MoorandTrounson,1977).

0.10/.PVAを含むTCM1199 (Ear1'ssalts,El水製薬)に 10mM NaHC03と25mM N-2(-

hydroxyethyl)Piperazine-N'-2-ethanesulfonicacid (HEPES,同仁化学) を添加 L,lN NaOH

でpH7.4に調整 したHEPES1199培養液を入れたプラスティックシャー レ(35×10mm,No.

1008;BectonDickinsonI_abware,FranklinIJakes,NJUSA)中に卵胞を移 した (図 2d)｡実体

顕微鏡下で卵胞壁を2本のピンセットでつまんで破 り,壁額粒膜細胞の一部が付着 Lた状

態 の 卵母 細胞一卵 丘 細 胞-壁 頼 粒 腺 細 胞 複 合 体 (OCGC:oocyte-cumulus-granulosa-

Complexes)を採取 Lた (図 2e,f)oocGC をHEPES-199で 2回洗浄 した後,卵丘細胞が

緊密に付着 し,かつ細胞質が均質な卵母細胞を有する OCGCを選出して成熟培養に供 し

た｡

26.2mM のNaHC03を添加 したTCM-199に,0.91mM ピルビン酸ナ トリウム (ナカラ

イテスク),0.08mg/mlカナマイシン (Sigma)および 100/o(V/V)不活化ウシ胎児血清

(FBS,大El本製薬)を添加 Lた修正 TCM-199を基本培養液 としたO修正TCM-199に0.I
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図1マウス体内成熟卵母細胞 (a)およびブタ体外成熟卵母細胞 O))

(a)13-17週齢のICR系雌マウスにeCGおよびhCGを投与 Lて過剰排卵を誘超

し,hCG投与15-16時間後に卵管膨大部から卵母細腰 を回収 した｡(b)ブタ卵
巣から卵母細胞 を採取 し,体外で48時間成熟培養 した｡図中の矢印は第1極体

を示す｡
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図2 ブタ卵母細胞の採取および成熟培養

ブタ卵巣から直径4-6mmの卵服 を切 り出 L(a,b),卵胞に付着 Lた結合組織

を剥離 した (C,d)aHEPES-199中で,採取 Lた卵腔の壁 を破 り, さらに反転

して卵惟内壁に付着 した卵母細胞 (e)を壁頼粒膜紬牌 とともに取 り出 した (∫:

卵母紬牌一卵丘紬舵-壁頗粒膜細施複合体)0
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IU/mi ヒト閉経期性腺刺激ホルモン (hMG;パーゴナル,帝国臓器)を添加 し,成熟培養

液 としたO プラスティックシャー レ (35×10mm,No.1008;BectonDickinsonLabware)内

に入れた 2mlの成熟培養液中に 30-50個の OCGC を移 し,さらに 2個の卵胞敗を加え

て,50/.炭酸ガス-950/.空気,38.5℃,湿潤状態の炭酸ガス培養器内の振達装置上で48

時間成熟培養 した｡卵胞級は,前述の方法によって採取 した卵胞をピンセットで引き裂い

て反転 し,内壁に付着 した卵母細胞 と壁額粒膜紬牌 を除去 して作製 した｡卵胞級を

HEPfS-199で2回,次いで成熟培養液で 1回洗浄 して卵胞液を除去 した後に使用 Lた(Ding

andFoxcroR,1992;Kanoetal.,1993)0

成熟培養後,OCGC を含むプラスティックシャーレに 0.1% (W/V) ヒアルロニダーゼ

を最終濃度が 0.01%となるように添加 して,膨潤化 した卵丘細胞層を伴 うブタ卵母細胞を

1-2分間処理 した｡OCGC を HEPES-199で 3回洗浄 した後,ガラスピペットによって

卵母細胞の吸引,排出を繰 り返 し,卵母細胞に付着 した卵丘細胞を完全に除去 した｡次い

で,第 1極体を放出しており,細胞質の萎縮や希薄化,変性の認められない卵母細胞を成

熟卵母細胞 として選別 し,活性化処理に用いた (図 1b)0

2)ブタ精子抽出物の調製

Swam (1990)の方法に従ってブタ清子抽出物を調製 した｡成熟 した雄梅山豚から,手

掌圧迫法により射出精液を採取 し,タイロー ドT6液 (Qiuiru'etal.,1982)で精子を3回遠

心洗浄 (2,500g,15分間)Lた.次いでpH7.5に調整した抽出液 (ICM:intracellularmedium,

表 1)で精子を3回遠心洗浄 (2,500g,15分間) L,最終濃度を5-10×1CPsperm/mlに

調製 した｡lCM 中で精子を 3回凍結 ･融解を繰 り返すことにより細胞膜を破砕 し,その

級,4℃,1時間,100,000gで超遠心 (分離用超遠心機 70P172,アングルロータRp-65,

日立製作所)し,可溶性細胞分画として上清を回収 LたoCentriplus-100(Amiconlnc.,Beverly,

MA USA)限外淀過膜で高分子量分画 (MW≧100,000)を調製 した (タンパク質濃度:3.5

-7mg/ml)o調製 した抽出物をエッペン ドルフチューブに分注 し,一80℃で凍結保存Lた｡

実験前に融解 し,滝過滅菌 (ボアサイズ,0.20岬-) Lた後,顕徴注入実験に用いたo
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泉1清子抽 出液 (ICM;Swan°,1990)の組成

成分 mM mg/100ml

KCI

HEPES

EGTA

Na-glycerophosphate

p-APMSFI

DTT(dithiothreilol)

120.0 894.8

20.0 476.6

0.1 3.8

10.0 216.0

0.2 5.0

1.0 15.4

1)p-amidinophenylmethylsulfonylnuoride

pH7.5

図3ブタ卵母細胞への顕微注入

第1極体がホールディングピペ ッ ト側 (図中左側)に位置す る

よ うにブタ卵母細腰 を保持 L,注入操作 を行 ったQ 図中の
矢印は第1極体 を示す｡
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3)インジェクションピペットおよびホールディングピペットの作製

インジェクション用のガラス管 (GC-1,ナ リシゲ)およびホールディング用のガラス

管 (0.80×100mm,Microcaps100pl;DrunmondScientificCo.,Broomal1,IA,USA)をプラ-

(p-97/IVF,SutterlnstrumentCo.,Nowato,CA ,USA)で引き延ばした後,エタノールで洗浄

した.外径が 2岬1以下のものをインジェクションピペットとして使用 した｡外径が90-

120pm のホ-ルデイングピペットの先端をマイクロフォージ (MF190,ナリシゲ)によっ

て加工 した｡

4)活性化処理

(∋sr2+処理

Ca2+および Mg2+を除去 し,1,2.5,5あるいは 10mM の塩化ス トロンチウム (ナカラ

イテスク)を含む M16液 の小滴を流動パラフィン下に作製 し,そこへ採取 した卵母細胞

を入れて炭酸ガス培養器内でマウス卵母細胞については 37℃ で,ブタ卵母細胞について

は 38.5℃で 2時間培養 した｡培養後,M16液で卵母細胞を 3回洗浄 し,マウス卵母細胞

については M16液中,37℃で,ブタ卵母細胞については修正 TCM-199中,38.5℃で,ち

らに 4時間培養 した｡Sr2+を含まない通常の M16液中で同様に培養 した卵母細胞を対照

とした｡

② ブタ精子抽出物の顕微注入

プラスティックシャー レ (60×15mm,No.1007;BectonDickinsonLdjware)の蓋に流動

パラフィンで覆った50plのHEPES-199の小滴を作製 し,裸化 したブタの成熟卵母細胞を

移 Lたoマイクロマニピュレーター (MMOl202,ナ リシゲ)に装着 したホールディング

ピペットで卵母細胞 を保持 し,インジェクションピペ ットでブタ精子抽出物を顕微注入 し

た (図 3)｡注入操作は,顕微鍍用加温装置 (MicrowarmerPlate,北里サプライ) を装着

した倒立型位相差顕微鏡 (ⅠⅩ-70,オリンパス)下で行った｡ブタ卵母細胞の直径は約 120

pnであることから,卵母細胞の容積 を900plヒ見積もり,その容積の 2.5-50,0(23-45pl)

のブタ精子抽出物を注入 した (Konoeta1.,1995)｡注入には電動式のマイクロインジェク
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タ- (IM-300,ナ リシゲ) を使用 した｡注人前に清子抽出物を流動パラフィン中に排出

し,形成された球の直径から容積 を算出することによって 1回の操作での注入容量を調節

した｡注入後,卵母細胞を修正 TCM-199で 3回洗浄 し,38.5℃の炭酸ガス培養器内で 6

-12時間培養 した｡ICM を同量注入 した卵母細胞を対照 とした｡

③電気刺激

Kur e-bayashiら (1995)の方法によってブタ成熟卵母細胞を電気刺激 した｡0.05mM Ca2+

および0.10mM Mg2+を含む0.3M マンニ トール溶液 (ZimmermaLnnandVlemken,1982)

を用いた｡10-20個の裸化 したブタ成熟卵母細胞をマンニ トール溶液で3回洗浄 Lた後,

環状並行電極 (電極間距離 2mm,FTC-03;島津製作所)間に入れた 100叫 のマンニ トー

ル溶液中に浮遊させ,細胞融合装置 (ECF12001,理工学研究所)で,パルス幅 100 HSeCの

単矩形波,電圧 1,500V/cm DCの電気刺激 を 1回与えた｡ なお,洗浄から印荷までの作

業を2分以内に行った｡電気刺激後,直ちに卵母細胞を修正 TCM-199中で 5回洗浄 し,

修正TCM-199中で,38.5℃の炭酸ガス培養器内で6-12時間培養 した｡

5)活性化の判定

培養後,ワセリンを滴下 したスライ ドガラス上に少量の培養液 とともに卵母細胞を置き,

カバーガラスを乗せてホールマウン ト標本 を作製 した｡ マウスでは,2.50/oグルタルアル

デヒドで卵母細胞をリンスし,直ちに 3%パラホルムアルデヒドに浸漬 して 1昼夜固定し,

0.250/oアセ トラクモイドで染色した｡ブタでは,酢酸エタノール (3:I) に 1-3昼夜浸

漬 して卵母細胞を固定 ･脱脂 し,1%アセ トオルセインで染色した｡染色後,アセ トグリ

セロ-ルで染色液を置換 した後,カバーガラスの周囲をマニキュアで封入 した.ホ-ルマ

ウント標本をノマルスキー微分干渉顕微鏡下で観察 し,雌性前核の形成が認められる卵母

細胞を活性化卵母細胞 と判定 した｡

6)統計処理

実験を3回以上繰 り返 した｡x2検定によって実験結果の統計的有意性 を検定 した｡
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結 果

培養液中のSr2+によるマウスおよびブタ成熟卵母細胞の活性化を泉2に示す｡マウス成

熟卵母細胞では,lmM のSr2+濃度において60%が活性化され,5mM で82%,10mM で

90% と Sr2+濃度の上昇 とともに卵母細胞の活性化率が上昇 した｡対照区のマウス卵母細胞

は活性化されなかった｡また,活性化された卵母細胞の核相は,2極体 1前核のものが23%

(1mM),480/.(5mM)および68% (10mM)で,1極体 1前核のものが380/o(1mM),

340/.(5mM)および220/.(10mM) とSr2+濃度の上昇とともに第 2極体を放出Lた卵母

細胞数が増加 した (図 4)｡一方,ブタ卵母細胞では,いずれの Sr2+濃度でも活性化はま

ったく認められなかった｡

ブタ清子抽出物の顕微注入によるブタ成熟卵母細胞の活性化を表 3に示す｡ポジティブ

コントロールとした電気刺激では,83%の卵母細胞が活性化された｡ ブタ精子抽出物を注

入 した卵母細胞は,85%と高い活性化率を示 した｡いずれの処理においても,2極体 1前

核型の卵母細胞が,活性化された卵母細胞の 90%前後を占めていた (図 5)0ICM を同量

注入 した対照 区の卵母細胞の活性化率 は実験 区 と比較 して有意に低 い値であった

(p<0.01)0

考 察

マウスの卵母細胞は,Sr2+存在下での2時間の培養によって,高い割合で活性化 した｡

この結果は,これまでの報告 と同様であった (Fraser,1987;Bos-Mikichetal.,1995;Konoeta1..

1995)｡一方,ブタ卵母細胞を同様に処理 した場合,1-10mMいずれのSr2+濃度におい

ても卵母細胞はまった く活性化 しなかった｡ この結果は,ブタ卵母細胞 とマウス卵母細胞

では細胞膜のSr2+の透過性,あるいはSr2+に対する反応性が異なることを示唆 している｡

ハムスター (Swam l.1990),マウス (Konoetal.,1995;Wuetal.,1998),ウサギ (sticeand

Robl.1990),ウシ (Fissoreetal.,1998)およびブタの卵母細胞は (Machatyeta1.,2000)精
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図4 Sr2'を含む培養液によって舛理 Lたマウス卵母細胞の核相

マウスの成熟卵母細胞 を10mMのSr2+を含む培養液で2時間処理 し,M16液

中でさらに4時間培養 Lた｡培養後,卵母紬牌 を固定 ･染色 Lて核相 を観察

Lた｡図中の矢印は極体,矢尻は紡錘体 あるいは雌性前核 を示す｡(a)第II減

数分裂中期の卵母紬腔｡(b)2極体l雌性前核 を有する活性化 した卵母細惟D
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図5ブタ精子抽 出物 を顕微注入 したブタ卵母細胞の核相の変化

48時間成熟培養 したブタ卵母細胞に23-45plの精子抽出物 を顕微注入 し,6

時間培養 した｡培養後,卵母紬胆 を固定 ･染色 して核相 を観察 Lた. 国中

の矢印は極体,矢尻は紡錘体 あるいは雌性前核 を示す｡ (a)第ⅠⅠ減数分裂中

期の卵母細胞｡(b)2極体1雌性前核を有する活性化 した卵母細腰｡
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子抽出物の顕微注入によって活性化される｡本節の実験においても,精子抽出物の顕微注

入により高い割合でブタ卵母細胞は活性化した｡卵母細胞内に侵入 した精子は,卵母細胞

の[Ca2']iの上昇を誘起 Lて,卵母細胞を活性化すると考えられている (Swain,1990)｡ こ

の[Ca2+]lの上昇は,小胞体からの Ca2'の放出によると考えられている (Miyazakietal.,

1993).ca2十の放出には,主にイノシトール 1,4,5三 リン酸 (IP3)受容体 を介する Ca2'放

出と, リアノジン受容体を介する Ca2'放出機構がある (Swarm andParrington,1999)｡精

子が誘起する[Ca2']iの上昇機構 として 2つの仮説 (Homaetal.,1993),精子受容体説

(receptor-mediatedhypotheses.･JaffC,1990;Miyazaki,1988)と清子細胞質因子説 (sperm-factor

hypotheses‥Swam ,1990)が提唱 されているC前者では,精子 と卵母細胞の細胞表面に存

在する分子の結合が下流のシグナル伝達系を経由して,ホスホリパーゼ C の活性化を介

Lて IP3を生成 し,IP3が Ca2+放出を誘起すると考えられている｡後者では,清子一卵母細

胞の膜融合後,精子の細胞質中の因子が卵母細胞質中に移行 し, これが[Ca21iの上昇を誘

起すると考えられている (WhtakerandSwann.1993).本節の実験結泉は,後者の経路が,

ブタの卵母細胞にも存在することを示 している｡

精子抽出物の顕微注入によって活性化されたブタ卵母細胞の割合は,電気刺激 と比較 し

ても差はなかった｡ ブタ卵母細胞では,電気刺激直後に卵母細胞は減数分裂を再開し,4

時間後には,雌性前核が形成される (Kure-bayashietal.,1996)｡本節の実験において,棉

子抽出物の注入 6時間後には雌性前核が形成されていたことから,電気刺激 と同様に,棉

子抽出物注入直後にブタ卵母細胞は減数分裂を再開していると考えられる｡
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第3節 ブタ卵母細胞の活性化に及ぼす成熟培養時間の影響

成熟直後あるいは排卵直後の卵母細胞を活性化 してもその活性化率は低いが,排卵後時

間が経過 した,あるいは体外での成熟培養時間を延長 した卵母細胞では活性化率は上昇す

る (Siracusaetal.,1978;FultonandWhttingham ,1978;Kauhan,1983;Kubiak,1989;Marcus,

1990;VlnCentetal.,1992;Swam andOzil,1994).本節では,卵母細胞の活性化率に影響を

及ぼす要因の 1つとして知られている成熟培養時間と活性化率の関係について検討 した｡

本節の実験では,前節で高い活性化率が得られた精子抽出物の顕微注入および電気刺激に

よってブタ体外成熟卵母細胞を活性化処理 した｡

材料および方法

l)ブタ卵母細胞の採取および成熟培養

前節と同様の方法によってブタ卵母細胞を成熟培養 した｡卵母細胞の成熟過程を検討す

るために,培養開始,0,6,12,18,24,30,33,36,42および 48時間後に卵母細胞を

回収 し,固定 ･染色して卵母細胞の核相を調べた｡

2)ブタ精子抽出物の調製

抽出物中のタンパク質濃度をさらに高めるために前節の方法を修正 した｡ ブタ射出精液

を採取 し,HEPES緩衝タイロー ドT6液で 2回遠心洗浄 (2,800g,10分間) Lた.次い

で,ICM で 1回遠心洗浄 (2,800g,10分間) し,最終濃度が 5×108spe,m/mlの精子懸

濁液を調製 Lた.以下の操作は 2-4℃で行った.清子懸濁液に超音波プローブを挿入 し

て精子 を超音波破砕 した (超音波破砕装置:VCl501,プロ-ブ:直径 13mm;Sonicand

MaterialInc.,CTUSA).超音波破砕は,3分間破砕-10分間冷却を1サイクルとLて合計

5サイクルの処理を行った.破砕液を 10,00Ogで 15分間冷却速心 して上清を採取 し,ち
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らに上清を10,000gで15分間冷却遠心後,再び上清を採取 Lた｡次いで,この上清を100,000

gで45分間超遠心 してその上清を採取 し,Centriplusl30(Anicon)限外漉週膜で分子量(MW

≧30,000)以上の分画を濃縮回収 した｡限外清適処理中に ICM を単純な組成の KCl溶液

(75mM KCl,20mM HEPES,pH 7.2)に置換 した｡限外漉過後,濃縮液のタンパク質

濃度を 25mg/mi に調製 した｡調製 Lた溶液をエッペンドルフチュ-ブに分注 して-80℃

で凍結保存し,実験前に融解 して使用 した｡

3)活性化処理

ブタ精子抽出物の顕微注入および電気刺激 ともに前節 と同様の方法で行った｡成熟培養

実験の結果に従って,第 ⅠⅠ減数分裂中期への成熟がほぼ完了する培養 36時間後から6時

間ごとに 48時間後までの卵母細胞を活性化処理 した｡第 1極体を有 Lている卵母細胞を

第 ⅠⅠ減数分裂中期と判定し,実験に用いた｡予備実験において卵母細胞あたり 23-45pl

の精子抽出物を顕微注入 した卵母細胞では,注入 12時間後の卵母細胞の退行率は 7?′｡で

あった｡ しかし,培養時間を 24時間まで延長すると,52% (ll/21)の卵母細胞が退行 し

たため,本節では卵母細胞への清子抽出物の注入量を9-15plに変更したO この場合の活

性化率 (81%,13/16)は,23-45plの精子抽出物を注入 した卵母細胞の活性化率 (85%)

と同等であり,24時間後の卵母細胞の退行率は 24%へ と低下 した｡対照 としては,48時

間成熟培養 した卵母細胞に,実験区と同量の KCl溶液を注入 した｡処理後 6時間卵母細

胞を培養し,前節と同様の方法で卵母細胞の活性化を判定 した｡

4)統計処理

実験を3回以上繰 り返 した.x2検定によって実験結果の統計的有意性を検定Lた｡
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結 果

成熟培養前および培養 18時間後までのブタ卵母細胞は卵核胞期にあった (泉4)C培養

24時間後には,卵母細胞は第 Ⅰ減数分裂中期に遺 した｡培養 33時間後には約半数の卵母

細胞が第 ⅠⅠ減数分裂中期に達 し,成熟培養 42時間以降には培養されたすべての卵母細胞

は第ⅠⅠ減数分裂中期に達 していた｡

精子抽出物の注入および電気刺激のいずれよっても,成熟培養時間が36時間から42時

間へ と長 くなると卵母細胞の活性化率は上昇 した (表 5)｡第 ⅠⅠ減数分裂中期への移行直

後と考えられる培養 36時間後では,精子抽出物を注入 した 67%,電気刺激を与えた 38%

の卵母細胞がそれぞれ雌性前核を形成 し,精子抽出物を注入 した区が有意に高い活性化率

を示 した (P<0.05)0 42あるいは 48時間成熟培養 した卵母紬腔では,精子抽出物を注入

した卵母細胞すべてが,電気刺激 を与えた卵母細胞の 950/.および 890/.が活性化 したC こ

れ らの活性化率は 36時間成熟培養 した卵母細胞 と比較すると有意に高い値であった

(p<0.05)｡成熟培養 48時間後に KCl溶液を顕徽注入 した対照区の卵母細胞はほとんど

活性化 Lなかった｡

活性化 した卵母細胞の核相は,2個の極体 と1個の雌性前核を有する 1倍体 と推測され

るものがどちらの処理区においても最も多く観察されたが,36時間成熟培養 した卵母細

胞を電気刺激 した場合には,2個の極体 と1個の紡錘体を有する核相 (MIII)が 38%と有

意に高い割合で観察された｡

考 察

排卵直後のマウス卵母細胞では,人為的な活性化処理による活性化率は低 く,排卵後の

経過時間が長 くなるとともに卵母細胞の活性化率は上昇する (Siracusaeta1.,1978:Fulton

andWhittingham ,1978;Kauhlan,1983;Kubiak,1989;Marcus,1990;VlnCentetaL1992;Swann

andOzil,1994)O体外成熟卵母細胞の活性化率が培養時間の延長 とともに上昇することは,
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表4ブタ卵母細胞の成熟培養時間 と核相の変化

培養 供試卵母 各成熟段階にある卵母細胞数1(㌔)

時間 細胞数 GV MI AトTI MII

0 16 16(100)

6 23 23(100)

12 13 13(100)

18 22 22(100)

24 16

30 29

33 22

36 11

42 16

48 31

16(100)

29(100)

3(14) 7(32)a 12(55)a

l(9)b 10(91)b

16(loo)

31(100)

lJGV:卵核胞期,MI:第Ⅰ減数分裂中期,AI:第Ⅰ減数分裂後期,

TI:第Ⅰ減数分裂終期,MII:第ⅠⅠ減数分裂中期｡

a,b)同 じ列内の異なる肩文字 を持つ数値間の差は有意 (P<0,05)O
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ウシ (Nagai ,1987;Kingetal..1988;Wareetal.,1989),ブタ (Hag恥 1991)およびマウス

(BosIMikidletal..1995)において報告されている｡本節の実験においても,清子抽出物

の顕微注入および電気刺激による活性化率は,成熟培養 36時間後ではそれぞれ 67%およ

び 38%であったが,成熟培養 42時間後にはいずれの処理区においても 89-100%へ と急

激に上昇 した｡

第 II減数分裂中期へと成熟 Lた後の卵母細胞は加齢 (aging)する.卵母細胞の活性化

を誘起する[Ca2']iには,闇値があると考えられており (RickordsaLndVm te,1992),加齢が

進むにつれてこの間値が低下すると考えられている｡成熟直後の卵母細胞では,[Ca21iの

上昇が起 こるにもかかわらず活性化率が低いのは,[Ca2'];が闇値に連 しないことによると

思われる (Ⅵncenteta1.,1992)｡ このことは,hCG投与 12時間後に採取された排卵直後

のマウス卵母細胞を sr2+で処理すると,Ca2+オシレーションが起 こるにもかかわらず,加

齢が進んだ卵母細胞 と比べて活性化率が低いことからも推察 される (BosIMikichetal.,

1995)0

排卵あるいは成熟直後の卵母細胞を人為的に活性化することが容易でない理由としては,

Cdc2キナーゼの関与が考えられる｡排卵された第II減数分裂中期の卵母細胞は,高いMPF

活性をもっているO単一の[Ca2']iの上昇 しか起 こさない人為的活性化法では,一旦,Cdc2

キナーゼの活性が低下 し,卵母細胞は減数分裂を再開して第 2極体を放出するものの,請

発なタンパク質おそらくサイクリンBの合成によって,再びcdc2キナ-ゼ活性が高まり,

分裂中期の紡錘体を再形成する (MIII) ことが,マウス (Kubiak,1989;ⅥncentetaL1992)

およびウシ (SuskoIParrishetal.,1994;Liuetal.11998)で報告されている0本節の実験にお

いても,成熟培養 36時間後に清子抽出物を注入 した卵母細胞の 18%が,また,電気刺激

した卵母細胞の380/.がそれぞれMIIIの核相を示 したこともこの理由によると考えられる｡

成熟培養 36時間後の卵母細胞に精子抽出物を注入 した場合,電気刺激 と比較 して有意に

高い割合で卵母細胞は活性化 し,また,MIIIの卵母細胞の割合も低かったoCo11asら(1993)

は,成熟直後のウシの卵母細胞を単一の[Ca21 iの上昇 しか起 こさない Ca2+イオノフォア

によって処理すると,処理後 2-4時間には Cdc2キナ-ゼ活性が再び上昇することを報

告 している｡しかし,Ca2+イオノフォア処理を反復する (CollasetaL1993),もしくはCa2+
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イオノフォア処理 とタンパク質合成阻害剤のシクロヘキシミドとの同時処理 (什esicceand

Yang,1994;Liuetal.,1998;Wuetal.,1998)によって,Cdc2キナーゼの再活性化を阻止する

ど,卵母細胞は活性化する｡精子抽出物を注入 された卵母細胞は Ca2+オシレーションを

起 こす ことが知 られており, この Ca2+オシレーションが成熟直後のブタ卵母細胞におい

ても誘起 された結果,単一の[Ca2+]iの上昇 しか起 こさない電気刺激よりも効果的に卵母細

胞を活性化 した可能性がある｡
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第3章 二価陽イオンを含む培養液によるブタ成熟卵母細胞の活性化

第1節 緒 言

マウスの体内成熟卵母細胞 を Sr2十を含む培養液に浸漬すると,卵母細胞は容易に活性化

する (Whttingham andSiracusa,1978)｡ ラッ トの体内成熟卵母細胞 も同様に Sr2+を含む培

養液によって効率 よ く活性化することが最近報告 された (Rohetal.,2003:Krivokharchenko

etal.,2003)｡一方, ブタの体外成熟卵母細胞は Sr2十を含む培養液に浸漬 してもまった く活

性化 されない｡ マウスでは Sr2+のほかに,培養液に添加 した Ba2+が卵母細胞 を活性化す

ることが知 られている (W 血inghamandSiracusa,1978).

体細胞 では,様 々 な刺激 に よって細胞 内で上昇 した[Ca21iは,細胞膜 に 存在す る

Na+/Ca2+交換系や Ca2+ATPaseな どの Ca2十の輸送系 を介 して細胞外に排出されるか, あ

るいは小胞体の膜に存在す るCa2+ATPaseを介 して細胞内 Ca2+ス トアに取 り込 まれ, もと

の レベルに戻 る｡Na+/Ca2+交換系は種々の細胞に存在 してお り,3個の Na+を細胞内へ取

り込む と同時に l個の Ca2+を細胞外へ と排出する (Ren7eSandHale,1984)｡生理的な条件

下では,Na+/Ca2+交換系は Ca2十を細胞外へ排出す ることに機能するが,細胞内 Na+濃度

の増加 あるいは細胞外 Na+濃度の低下な ど細胞内外の Na+濃度が逆転す ると,Na+/Ca2+

交換系の輸送機構は逆転する｡ すなわち,細胞内への Ca2+の流人 と細胞外への Na+の排

出が起 こる (BlausteinandIJederer,1999)O細胞膜の Ca2+ATPaseは, これ まで調べ られた

すべての真核細胞に存在 している (SdlatZmann,1989).細胞膜の Ca2+ATPaseは Ca2十に対

して高い親和性 をもってお り,[Ca21.の休止 レベルを調節 している｡ また,[Ca21 iが上昇

すると,細胞膜の Ca2'ATPaseは Na+/Ca2+交換系 と協力 Lて細胞外へ と Ca2'を排出する

(Monteithetal..1998)O

輔乳類の卵母細胞では,ハムスタ-において初めて Na'/Ca2'交換系の存在が示唆 され

た (ⅠgusaandMiyazaki,1983)｡ その後,マウス (Peppereuetal.,1999;Carron,2000)および

ブタ卵母細胞 (Machatyetal.,2002)において,Na'を含 まない培養液 を用いて Na'/Caヲ+
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交換系の機能を逆転 させ る実験や, ア ミロライ ドやべプリジルな どの阻害薬を用いて

Na+/Ca2+交換系を阻害する実験から,Na+/Ca2+交換系が卵母細胞膜に存在することが明

らかにされた0-才,輔乳類の卵母細胞において,細胞膜にあるCa2+ATPaseの存在を示

唆する報告は,現在のところない｡

本章では,卵母細胞の活性化における Sr2+および sr2+以外の二価陽イオンとして Ba2+お

よび ca2十の有効性 をマウスの卵母細胞を用いて確認するとともに,ブタにおいても Ba2+

および ca2'が卵母細胞 を活性化するか否かを検討 した｡ また,細胞内からの Ca2'の排出

に機能すると考えられる Na+/Ca2+交換系および細胞膜の Ca2+ATPaseを阻害することに

よって,ブタ卵母細胞が活性化されるか否かを検討 した｡
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第 2節 Sr2+,Ba2十あるいは Ca2十を含む培養液によるマウスおよびブタ卵母細胞の活性化

マウスの卵母細胞は,Sr2+以外にも培養液中の Ba2+によっても活性化す る (Whttingham

andSiracusa,1978)o卵丘細胞が付着 したマウスの成熟卵母細胞は,Mg2+を含 まない培養

液中で培養 されると活性化する (SuraniandKauh a n ..1977). また, まった く二価陽イオ

ンを含 まない培養液 に よって もマウスの卵母細胞 は活性化す ることが報告 されている

(SuraniandKauh 肌 1977;WhittinghamandSiracusa,1978)｡本節では,Sr2+以外の二価陽

イオンの Ba2+および ca2+のマウス卵母細胞の活性化に及ぼす影響 を確認するとともに,

これ らの二価陽イオンがブタ卵母細胞 を活性化す るか否か調べた｡ また,二価陽イオンを

含まない培養液がブタの卵母細胞 を活性化す る可能性についてもあわせて検討 した｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞の準備

前章第 2節 と同様な方法で,9-11週齢の ICR 系雌マウスから体内成熟卵母細胞 を準

備 し, また,前章第 2節 と同様の方法でブタの体外成熟卵母細胞 を準備 した｡準備 した成

熟卵母細胞 を裸化 した後,第 1極体の放出が認められた卵母細胞 を実験に用いた｡卵母細

胞 を, ピルビン酸ナ トリウムおよびウシ血清 アルブ ミン (BSA)を除 き,0.10/.ポ リビニー

ルアルコール (PVA)を添加 したHEPES緩衝 TAIJP液 (HEPES-TL;Bavisteretal.,1983)

で3回洗浄 した後,活性化処理 した｡

2)活性化処理

活性化処理のための基本培養液 としては,Ca2+,Mg2+,NaHCO3および NaH2PO4･H20

を除いたHEPESITL波 (修正 HEPESITL)を用いた｡この うち,NaHCO3およびNaH2PO4･

H20 は,二価陽イオンの沈殿 を防 ぐために除いた｡ マウスおよびブタの体外成熟卵母紬
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胞を修正 HEPES-TL液で 3回洗浄 した後,0,1,5あるいは 10mM の塩化ス トロンチウ

ム (Sr2+),塩化バ リウム (Ba2+) または塩化カルシウム (Ca2+)を含む修正 HEPES-TL

液中で 2時間培養 した｡すべての処理は,マウスでは 37℃,ブタでは 38.5℃で行った｡

活性化処理後,BSA (SerologiCalsCo.,GA,USA)を添加 し, ピルビン酸ナ トリウムを除い

たNaHCO3緩衝 TAIP液 (TIlBSA)中で卵母細胞を培養 した.培養後,HEPES-TL液で

5回,TLBSA液で 3回卵母細胞を洗浄 した｡次いで,TLBSA液中で卵母細胞をさらに6

時間培養 した｡HEPES-TL液中で同様に卵母細胞を 2時間処理 し,その後同様に培養 し

たものを対照 とした｡培養後,卵母細胞 を固定 ･染色し,核相から卵母細胞の活性化を判

定 した｡ マウス卵母細胞を二価陽イオンで処理 した場合,第 ⅠⅠ減数分裂後期あるいは終

期でイ亭止 したと考えられる卵母細胞が多数出現 したが, これらの卵母細胞は,活性化卵母

細胞に分類 した｡x2検定によって実験結果の統計的有意性を検定 した｡

結 果

Sr2+,Ba2あるいは Ca2十を含む培養液によるマウス卵母細胞の活性化の結果を表 6に示

す｡対照区の HEPES-TL液中で培養 した卵母細胞は, まった く活性化 しなかった｡二価

陽イオンを含 まない修正 HEPES-TL液 で培養 した卵母細胞の 54%が活性化 し,25%

(7/28)の卵母細胞が雌性前核を形成 した｡1,5あるいは 10mM の Sr2+を含む培養液に

よって処理 した卵母細胞は,88%,95%および 98% といずれの濃度においても他の実験区

と比較 して有意に高い活性化率を示 した (P<0.05)｡ また,活性化 したほとん どのマウス

卵母細胞は2極体 1前核の核相を示 した｡

1mMのBa2十を含む培養液によって処理 したマウス卵母細胞の76%が活性化 したが,Ba2+

濃度の上昇 とともに活性化率は低下 した｡活性化 した卵母細胞の多くは前核形成に至らず,

第 ⅠⅠ減数分裂後期あるいは終期で停止 していた｡ また,5あるいは 10mM の Ba2十を含む

培養液で処理 した場合,それぞれ 26%および31%の卵母細胞では第 2極体は放出されず,

卵母細胞の染色体は凝縮 した形態を示 した.10mM の Ba2+を含む培養液で培養 した卵母
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細胞の31%は退行 した (P<0.05)0

1mM の Ca2+を含む培養液で処理 した卵母細胞の 37%が活性化され,320/Oが雌性前核

を形成 したが,5あるいは 10mM の Ca2+を含む培養液で培養 した卵母細胞の活性化率は

低 く,Ca2+濃度の上昇とともに活性化率は低下 した｡

ブタ体外成熟卵母細胞の活性化に及ぼす Sr2+,Ba2+あるいは Ca2+を含む培養液の影響を

表 7に示す｡マウスと同様の条件で活性化を試みたが,いずれの実験区においてもブタの

卵母細胞はまったく活性化されなかった｡

考 察

マウスの排卵された卵母細胞は,Sr2+,Ba2+,Ca2+などの二価陽イオンを含む培養液,

あるいは二価陽イオンをまった く含 まない培養液,いずれによっても活性化 される

(whittinghamandSiracusa,1978)｡ 1Ⅵ山tingham とSiracusa(1978)は,2mM のSr2+,Ba2+,

Mn2+あるいは 1.71mM の Ca2+を含む培養液によってマウスの卵母細胞を処理すると,高

率に卵母細胞が活性化することを報告 Lている (Sr2+:約 900/.,Ba2':約 750/.,Mn2+:約

600/.,Ca2+:約 500/.)O この結果は,Ca2+以外の二価陽イオンが,Ca2+に代わって卵母細

胞を活性化する引き金になりうることを示唆 している｡本節の実験においても,Sr2+ (1

-10mM)あるいは Ba2+ (1mM)を含む培養液によって,マウス卵母細胞は高率に活性

化されたo LかL,Ca2'を含む培養液で処理 Lた場合の卵母細胞の活性化率は,37% (I

mM) と低かった.培養液中の二価陽イオンの濃度あるいは二価陽イオンを含む培養液に

よる処理時間がこれまでの報告 との差の原因となっている可能性がある (Whttngham aJld

siracusa:1時間処理,本節の実験:2時間処理)0

アフリかノメガエルの卵母細胞において,Ba2+および sr2+は,細胞内 Ca2十ス トア上に存

在するCa2+感受性の Ca2+チャネルに対 して Ca2+と同様に作用 し,ス トアからの Ca2+の放

出を引き起 こす (Ya°aLndParker,1992).本節の実験においても,培養液中の Sr2十や Ba2+

はマウス卵母細胞の減数分裂の再開を誘起 したが, これは卵母細胞内に入ったSr2+や Ba2+
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泉7Sr2十,Ba2+ぁるいはCa2+を含む培養液によるブタ成熟卵母細胞の活性化

活性化処理 濃度 (mM) 供試卵母細胞数 活性化卵母細胞数

HEPES-TL

修正HEPES_TLI

sr2+

Ba2+

ca2+

1

5

10

1

5

10

1

5

10

35

29

29

29

28

21

21

22

24

20

22

0
0

0

0

0

0

0
0

0

0

1)NaHCO3,NaH2PO4･H20,Ca2十およびMg2+を含 まないHEPES-TL液｡
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が細胞内 Ca2+ス トアに存在する Ca2+チャネルに作用 し,Ca2十の放出を引き起 こして卵母

細胞 を活性化 したと考えられる｡ しかし,Ba2+で処理 した卵母細胞の多くは,前核形成に

至らず,第 ⅠⅠ減数分裂後期あるいは終期で減数分裂をイ亭止 した｡ また,培養液中の Ba2+

濃度が 10mM の場合には,有意に高い割合で卵母細胞が退行 した｡ これらの結果から,

Ba2十は,Sr2十やCa2十と比べて卵母細胞に対する毒性が強いと推測される｡

培養液中の Ca2+はマウス卵母細胞を活性化 したものの,Ca2+濃度の上昇 とともに活性

化率は低下 した｡Ca2+は,様々な細胞において細胞の機能や増殖に重要な機能を果たLて

いる0-才で,Ca2'はアポ トーシスといった細胞死を起 こすためのメッセンジャーとLて

も働 く (Berridgeetal.I1998). このため,細胞は[Ca2']iを厳密に制御 している｡細胞は過

剰な Ca2+の流人を感知すると,それ以上の Ca2+の流人を阻止するために Ca2+チャネルな

どca2+流人経路を遮断する (Taylor,2002)｡ このため,細胞外の Ca2+濃度の上昇とともに

マウス卵母細胞はCa2十の流人を抑制 し,その結果,活性化率が低下 したと推測される｡

本節の実験において,二価陽イオンを含まない培養液によって処理されたマウス卵母細

胞の約 50%が活性化 した｡同様な結果は, これまでいくつか報舎されている (55-66%:

S､∬ani肌dKauhan,1977;約 530/.‥Whittingham andSiracusa,1978).二価陽イオンを含ま

ない培養液がマウスの卵母細胞を活性化する機構はよくわかっていないが,理由の 1つと

して Na+/Ca2+交換系の関与が考 えられるC二価陽イオンを含 まない培養液中でカエル

(Rana座あLf)の卵母細胞を 1時間培養すると,細胞膜の脱分極が起 こって Na'が細胞内

に蓄積されることが報告されている (MorrilletaL 1964)｡ また,通常,Na+/Ca2+交換系

は Ca2+を細胞外へ排出することに機能しているが,細胞内 Na+濃度の上昇あるいは紬聴

外 Na+濃度の低下など細胞内外の Na+濃度が逆転すると,Na+/Ca2+交換系の機能は逆転

する (̀reversemode';BlausteinandI_ederer,1999).二価陽イオンを含まない培養液中で培

養されたマウス卵母細胞は Na+を細胞内に蓄積 し,卵母細胞内の Na+濃度が細胞外より高

くなり,Na+/Ca2+交換系は r̀eversemode'になる｡ この状態で,卵母細胞が Ca2+を含む

通常の培養液中に戻されると,Na+/Ca2+交換系を介 して,細胞内へ急速な Ca2+の流人が

起 こり,卵母細胞が活性化すると考えられる｡

ブタの成熟卵母細胞は,Sr2+処理 と同様に,Ba2+や Ca2+によって活性化 しなかった｡ こ
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の原因としては,マウスとブタの卵母細胞において Ca2十を含めた二価陽イオンの輸送機

構の連いが推測される｡卵母細胞が活性化されるには,[Ca21iが一定以上の値 (闇値) ま

で上昇する必要があると考えられている (mckordsandWhite,1992)｡マウスでは,培養液

中の二価陽イオンが卵母細胞に流入することによって,卵母細胞の[Ca21iが活性化を起 こ

すために必要な闇値に達 し,活性化が誘起されたと考えられる｡一方,ブタでは,二価陽

イオンを含む培養液による処理によって,[Ca211が活性化に必要な闇値に達 しなかったた

め卵母細胞が活性化されなかったのであろう｡マウスとブタでは細胞膜の二価陽イオンに

対する透過性が異なる可能性が考えられる｡マウスの卵母細胞 と同様に,ブタの卵母細胞

においても二価陽イオンの流人が起こるが,[Ca2']iが卵母細胞の活性化を引き起 こす開値

に違する前に,二価陽イオンが,Na'/Ca2+交換系やCa2+ATPaseなどの輸送機構によって

細胞内 Ca2+ス トアにすばや く取 り込まれるか,あるいは細胞外へ排出される可能性も考

えられる｡
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第3節 sr2+あるいはCa2十を含む培養液によるブタ卵母細胞の活性化に及ぼす

Ca2+輸送系阻害の影響

マウスの成熟卵母細胞は Sr2+あるいは Ca2+を含む培養液によって活性化 したが,ブタ

の成熟卵母細胞は活性化 しなかったことから,マウスとブタでは,二価陽イオンの流人お

よび排出に関わる機構に差があると推察 される｡ この違いとしては,1)ブタ卵母細胞の

細胞膜の二価陽イオンに対する透過性がマウスより低い,2)二価陽イオンは卵母細胞内

に流人するが,卵母細胞を活性化させるために必要な[Ca21iの闇値に連する前に,卵母細

胞質内からすばや く除去される2つの可能性が考えられる｡ ブタの卵母細胞において二価

陽イオンの流人が起 こっているにもかかわらず,急速に細胞外へ と排出され,卵母細胞の

活性化が起 こらないのであれば, これらの輸送機構を阻害することによって,[Ca21 iを上

昇させれば,卵母細胞は活性化するかもしれない (図6)0

細胞の Ca2+排出機構には,細胞膜のNa'/Ca2+交換系 とCa2+ATPaseがある (DiPoJoand

Beauge.1979;DiPolo,1989)｡マウス (Peppereuetal.,1999;Carrou,2000)およびブタの卵母

細胞 (Machatyetal.,2002)には,細胞膜にNa'/Ca2+交換系が存在することが報告されて

いる｡ しかし,輔乳類の卵母細胞の細胞膜 Ca2+ATPaseの存在を示す報告はない0

本節では,Na'/Ca2+交換系およびca2'ATPaseの機能を阻害Lた条件下で Sr2+あるいは

Ca2+を含む培養液にブタの成熟卵母細胞 を浸漬 し, ブタ卵母細胞の活性化 を試みた｡

Na+/Ca2+交換 系の機能を逆転 させ るためには,Na+を含 まない培養液 を用いた｡Ca2+

ATPaseの阻害には,細胞膜の Ca2+ATPaseを特異的に阻害することが報告されているカ

ルボキシエオシンを用いた (GattoandMilanick.1993:Gattoeta1.,1995)｡ また,Na'/Ca2+

交換系あるいは Ca2'ATPaseの単独阻害,およびNa'/Ca2+交換系とCa2+ATPaseの両方を

阻害 した場合の[Ca21iの変化についても調べた｡

36



培養液中のNa+除去

(Na+/Caヮ+交換系の逆転)
カルボキシエオシン

(細胞膜Ca2+ATPase阻害)

JNa･/Ca2･交換糸 目 ca2+ATP ase +ca2･チャネル ● Na･ oca2･

図6卵母細胞膜上のNa+/Ca2+交換系およびca2+ATPase阻害によって

予測 され る[Ca2+]iの変化

生理的な条件下 (a)では,卵母細催涙に存在するNa+/Ca2+交換系およびca2+ATPaseは

lCa2'Lを低 くするように機能 している｡培養液中のNa'を取 り除 くと O,),Na'/Ca2+交
換系の桟能は逆転 し, 細牌 内にCa2十が流入す る｡一方, カルボキ シエオシンによっ

てCa2+ATPaseを阻害すると,Ca2+の細胞外への排出は阻害されると考 えられ る｡ こ

の結果,卵母紬牌内の【Ca21iは上昇 し,卵母細胞は活性化すると推測 される｡
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材料および方法

1)成熟卵母細胞の活性化処理

第 2章第 2節 と同様の方法でブタの体外成熟卵母細胞を準備 した｡卵母細胞の活性化処

理には,3種の培養液,1)Na+を含まない修正 HEPES-TL (Na+-斤ee-TL)液,2)カルボ

キシエオシン (CE)を含む修正 HEPES-TL液,3)cE を含む Na'-free-TL液を用いたo

Na'-free-TL液 としては,塩化ナ トリウムを114mM塩化コリン(ICNBiomedicalslnc.,Aurora,

OH,USA)に置換 し,培養液の pH を水酸化か ノウム溶液で調整した修正 HEPES-TL液

を用いた｡細胞膜のCa2'ATPaseの阻害にはCE(51(and16)-Carboxyeosindiacetate,succinimi41

ester'mixedisomers';MolecularProbesInc.Eugene,OR,USA)を用いた｡10mM のCEのス

トック溶液を dimethylsulfoxide(DMSO,同仁化学)で調製 し,一20℃で保存したoGE の

最終濃度が 20rlM となるように培養液に添加 した｡10mM Sr2+あるいは Ca2'を添加 した

上記 3種の培養液中でブタの成熟卵母細胞を38.5℃で 1時間処理 した｡前節の実験でBa2十

はマウスの卵母細胞に対 して毒性を示 したことから,本実験では用いていない｡処理後,

卵母細胞をTLBSA液で5回洗浄 した後,TLBSA液中で,38.5℃の炭酸ガス培養器内で,

さらに 7時間培養 した｡ブタ成熟卵母細胞を実験区と同量の DMSO のみを添加 した修正

HEPES-TL液で 1時間処理 し,その後,同様に 7時間培養 したものを対照 とした｡培養 7

時間後,第 2章第 2節と同様の方法で卵母細胞の活性化を判定した｡x2検定によって実

験結果の統計的有意性を検定した｡

2)[Ca21iの測定

Ca2+蛍光指示薬にはnu0-4dextran (Molecular什obesInc.)を用いた｡1mMflu0-4dextran

のス トック溶液を 10mM HEPES緩衝液 (pH 7.4)で調製 し,-20℃で凍結保存した｡使

用前に融解 して,卵母細胞内のfluol4dextr肌 の最終濃度が5-10卜M になるようにス トッ

ク溶液を卵母細胞に顕微注入 LたoIplのHEPES-TL液のノ｣､滴をpoly-d-1ysine-coatedglass-

bottomedPetridish (Ma土tekCo.,Ashland,MA,USA)上に作製 し,流動パラフィンで覆った

のち､この小滴中にnu0-4dextranを注入 した卵母細胞を移 したOディッシュを共焦点レ-

38



ザー顕微鏡のステージに備えたヒー トチャンバー (38.5℃)上に設置し,lplのHEPES-TL

液にさらに 99plの各実験区の培養液を添加 した後,ただちに共焦点 レーザー顕微鏡で

lCa2']iの測定を開始 した.測定は,約 30分間行った.LSMILU-100 レーザーユニット,

DM 488励起フィルターおよび BP535吸収フィルターを備えた共焦点 レーザー顕微鏡

(LSM-GB200,オリンパス)で[Ca2+]iの測定を行ったC

結 果

修正 HEPES-TL液中で処理 した対照区の卵母細胞は,まったく活性化 しなかった(図 7a,

泉8)｡Sr2+あるいはCa2'を含むNa'-free-TL液中で処理 した卵母細胞では,それぞれ,11%

および 14%が活性化 し,雌性前核 を形成 した｡Sr2+あるいは Ca2'を含む CE添加修正

HEPESITL液中で処理 Lた卵母細胞では,それぞれ,140/.および 90/.が活性化 し,雌性前

核を形成 LたcCE添加修正 HEPES-TL液による処理区では,第 2極体を放出せず,1個

の凝集Lた染色体をもつ卵母細胞が高率に出現 した (図 7b,P<0.05).sr2+あるいは Ca2'

を含む CE添加 Na'-free-TL液では,それぞれ 24%および 21%と,やや高い割合で卵母細

胞が活性化 L,雌性前核を形成 した (図 7C)0

各培養液で処理 した後の成熟卵母細胞の[Ca2']iの変化を図 8に示す｡修正 HEPES-TL

液 (対照区,図 8a,0/12),および sr2+(図 8b,0/7)あるいは Ca2'(図 8C,0/7)を含む

Na'-free-TL液で処理 Lた卵母細胞では,[Ca2+]iの上昇はみられなかった｡CEを含む培養

液で処理されたすべての卵母細胞において,CE の蓄積によると考えられる緩やかな蛍光

の上昇がみられた (図8d～g)0 Sr2+(図8d,0/9)あるいはCa2+(図8e,0/9) を含むCE

添加修正 HEPES-TL液で処理 した卵母細胞では,CE による蛍光の上昇がみられたが,

[Ca2+]iの上昇を示す変化は認められなかった0-才,Sr2+(図8f,2/10)あるいはCa2+(図

8g,0/6) を含む CE添加 Na'-free-rIL 液で処理 した卵母細胞では,Sr2+で処理 した卵母細

胞においてのみ,CE によると考えられる緩やかな蛍光の上昇に比べて立ち上がりの速い

急激な蛍光の上昇が観察された｡
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図8Na+を含まない培養液およびか レポキシエオシン(CE)処理後のブタ体外

成熟卵母細胞の[Ca2+]iの変化

48時間成熟培養 Lたブタ卵母細胞にCa2+蛍光指示薬のflu0-4dextranを注入 Lた.fluo_4を注入 し

た卵母細胞 を修正HEPESITL液 (a,対照区),10mMのSr2+p')あるいはCa2+(cJを含むNa+-free-TL

液,10mMのSr2+(dJあるいはCa2+(e)を含む20pM CE添加修正HEPES/IIJ液,あるいは10mM

のSr2+(flあるいはCa2+(g)を含む20LLMCE添加Na'-free-TL液中で約30分間処理 Lた｡ この処理

の間,共焦点 レーザー顕微鏡によって卵母紬牌の[Ca2+]1の変化を記録 した｡線1本が卵母細胞1
個の[Ca2+]】の変化を示す凸図中の矢印で示 Lた線はバ ックグラン ドを示すO
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考 察

Na+を含まない培養液によって,Na+/Ca2+交換系の機能の逆転を試みたが,活性化 した

ブタ成熟卵母細胞の割合は 140/.に とビまった｡Machatyら (2002)は,Na'を含まない培

養液あるいは Na+/Ca2+交換系の阻害剤であるアミロライ ドおよびべプリジルを用いるこ

とによって,ブタの成熟卵母細胞の細胞膜に Na+/Ca2+交換系が存在 し,Ca2+の排出に機

能していることを示 している｡本節の実験条件では[Ca21iの上昇は確認されなかったが,

Machatyら (2002)は,逆転させた Na'/Ca2+交換系が細胞外からの Ca2'の流人を誘起 し

て[Ca21iを上昇させることを示 している｡ しか し, この Ca2十の流人によって卵母細胞は

減数分裂を再開LていないoCa2+ATPaseを特異的に阻害する CEを含む培養液でブタの

成熟卵母細胞を処理 したが,二価陽イオン存在下においても卵母細胞の活性化率は 140/.

(Sr2+)および 9% (Ca2+)と低 く,[ca211も有意な変化を示さなかった｡ これらの結果

は,Na+を含まない培養液あるいは CE単独で処理された卵母細胞では,十分な[Ca21,の

上昇が起 こらず,卵母細胞の活性化が起 こらないことを示唆 している｡Na+を含まない培

養液 とCEで同時に処理することによって,Sr2+あるいは Ca2+による卵母細胞の活性化率

は上昇 した｡ また,Sr2+で処理 された卵母細胞では,CEによる緩やかな蛍光の上昇 とは

異なる顕著な蛍光の上昇が観察された｡ この結果は,Na+を含まない培養液 とCEの同時

処理によって,卵母細胞の[Ca2']iが上昇 し,卵母細胞は活性化することを示 Lている0-

才,Ca2+で処理された卵母細胞では,[Ca21 1の上昇 と思われる蛍光の上昇は観察されなかっ

た｡ この理由については不明であるが,[Ca21iの上昇が CEによる蛍光の上昇 と同時に起

こったか,あるいは遅れて起 こったために[Ca21iの変化が検出されなかった可能性が考え

られる｡

本節で用いた培養方法によって成熟させたブタ卵母細胞は,前章の実験からも明らかな

ように電気刺激によってはほぼすべてが活性化する｡電気刺激 (ブタ:Sunetal.,1992)あ

るいはCa2+を注入 (ハムスター‥IgusaandMiyazaki,1983) した直後の卵母細胞では,急激

な一過性の[Ca21iの上昇が起 こることが知 られている｡本節の実験において,Sr2十を含む

CE添加 Na'-free-TL液で処理 された卵母細胞は[Ca2']iの上昇を起 こしたが,[Ca2+]iの上
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昇は緩やかであった｡卵母細胞の活性化を効率よく引き起 こすには,一過性のより大きな

[Ca21iの上昇が必要と思われる｡

CE添加修正 HEPES-TL液で処理された卵母細胞の約半数では第2極体が放出されず,

紡錘体は崩壊 して 1個の凝集 した染色体の塊が形成された｡CE添加 Na+_斤ee_TL液中で

処理 された卵母細胞では凝集 した染色体を有する卵母細胞の割合は減少 した｡ この原因は

まったく不明であるが,HEPESITL液 とNa'-free-TL液に CEを添加することによって起

こる卵母細胞の[Ca2+].ヒPa']iの変化は異なると考えられることから,この両イオンの濃

度バランスとCEの何らかの作用によって染色体の凝集が引き起 こされたと思われる｡
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第4章 二価陽イオンおよび清子抽出物の顕徽注入がブタ成熟卵母紬他に及ぼす影響

第 1節 緒 言

輔乳類の成熟卵母細胞は,精子の侵入あるいは活性化刺激 を受けるまで,第 ⅠⅠ減数分

裂中期で停止 している｡卵母細胞が活性化される際に,表層粒の崩壊,第 2極体の放出,

前核の形成などの-連の細胞反応が起 こる (図 9)｡卵母細胞の減数分裂の再開は,成熟

促進因子 (MPF:MasuiandMarkert,1971)の活性の低下によって誘起される｡

卵母細胞が活性化される際にみられる一連の細胞反応は,細胞内カルシウムイオン濃度

([Ca2+]i)の上昇によって誘起されると考えられている (CuthbertsonandCobbold,1985;

Collasetal..1993;Swam andOzi1,1994).電気刺激 (ブタ)およびsr2+処理 (マウス)は,

卵母細胞の[Ca2']iの上昇を引き起こし (Sunetal.,1992:KhneandKhne,1992),ブタ (電気

刺激‥Kure-bayashieta1.,1996)やマウスの卵母細胞 (Sr2+処理:KhneandKhe,1992)を活

性化する｡

第 2章および前章の結果より,二価陽イオンの存在下においてマウス卵母細胞は活性化

Lたが,ブタ卵母細胞は活性化 LなかったoCa2+輸送系を阻害することによってブタ卵母

細胞は活性化したが,その割合は低かった｡マウスでは,二価陽イオンの注入によっても

卵母細胞が活性化することが報告されていることから (FultonandWhttingham ,1978),本

章では二価陽イオンをブタ卵母細胞に注入 して活性化誘起 を試みた｡ また, これらの処理

によって,[Ca2+]iの上昇,泉層粒の崩壊,cdc2キナーゼの不活性化といった卵母細胞の

活性化時にみられる-連の細胞反応について検討 L,その後の腔発生についても調べた.

これらの結果を電気刺激および精子抽出物を顕微注入 した卵母細胞 と比較 した｡
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第2節 Sr2+あるいはBa2+の顕微注入によるブタ卵母細胞の活性化

マウスの成熟卵母細胞に Sr2+,Ba2+あるいは Ca2+を注入すると,卵母細胞は活性化する

(FultonandWhttingham,1978)O ブタの成熟卵母細胞に Ca2'を顕微注入すると,卵母細

胞は減数分裂を再開し,前核を形成することが報告されている (MachAtyetal.,1996)｡本

静では,Ca2'に加え,Sr2+あるいはBa2'をブタ成熟卵母細胞に顕徴注入することによって,

卵母細胞の活性化誘起 を試みた｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞への二価陽イオンの顕微注入

第 2章第 2節と同様の方法によって体外で 48時間成熟培養 したブタ卵母細胞を準備 し

た｡卵母細胞の容積の 1-1.7%にあたる9-15plの0.1MSr2+あるいはBa2十を含む20mM

HEPES緩衝液 (pH 7.4) を成熟卵母細胞に顕微注入 Lた｡ポジティブコン トロールとし

て,Ca2+を含む HEPES緩衝液を同様に卵母細胞に注入 Lたoネガティブコン トロールと

しては,二価陽イオンを含まないHEPES緩衝液を注入 した｡注入後,卵母細胞をTLBSA

液中で6時間培養 した｡顕微注入の操作は,第2章第 2節 と同様の方法で行った｡活性化

の判定は,第 2章第 2節と同様の方法で行い,x2検定によって実験結果の統計的有意性

を検定した｡

結 果

二価陽イオンを顕微注入 したブタ卵母細胞の活性化率 を表 9に示す0Sr2+,Ba2十あるい

はCa2十の注入6時間後に,注入 した卵母細胞のそれぞれ 550/0,670/.および840,.が活性化
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し,雌性前核を形成 した｡雌性前核を形成 した卵母細胞の多くは,2個の極体 と 1個の雌

性前核を有 していた｡Sr2+を注入 した卵母細胞において,他の実験区よりやや高い割合で

2個の極体 と 1個の分裂中期の紡錘体 (MIII) をもつ卵母細胞が現れた｡二価陽イオンを

含まないHEPES緩衝液のみを注入 した卵母細胞は,ほとん ど活性化 しなかった｡

考 察

本節の実験結果は,二価陽イオンが卵母細胞内に注入 されれば,ブタ卵母細胞は活性化

することを示 している. ブタ卵母細胞への Ca2十の顕微注入よって,Machatyら (1996)

の結果 と同様に,高い活性化率が得 られた｡マウスでは Sr2+あるいは Ba2十を卵母細胞に

注入すると活性化する (Sr2+‥500,I.,Ba2+:390/o;FultonandWhttngham ,1978)｡Sr2+あるい

はBa2十の顕微注入によってブタ卵母細胞も活性化されることが明らかとなった (Sr2+:53㌧′｡,

Ba2+:67%)｡ アフリかノメガエルでは,卵母細胞内に注入された Sr2+や Ba2+は,Caヲ+の代

わ りに,細胞内 Ca2+ス トアに存在する Ca2+感受性 Ca2+チャネルに作用 して,ス トアから

の Ca2十の放出を誘起する (Ya°andParker,1992). ブタの卵母細胞を用いた本節の実験に

おいても,注入された Sr2十や Ba2+は,細胞内 Ca2+ス トアに存在する Ca2+感受性 Ca2+チャ

ネルに同様に作用 し,細胞内 Ca2+ス トアからの Ca2十の放出を起 こし,卵母細胞が活性化

したと考えられる｡一方,sr2+あるいは Ba2十が,Ca2+ス トアから放出される Ca2十に代わっ

て卵母細胞を直接活性化 した可能性も否定できない｡

Ca2+を注入 したブタ卵母細胞の活性化率が,Sr2+や Ba2+を注入 した卵母細胞の活性化率

と比べて有意に高い値を示 した.Sr2+や Ba2十も細胞内 ca2+ス トアに存在する Ca2+感受性

Ca2+チャネルに結合すると考えられるが, この Ca2+チャネルに対する Sr2+や Ba2+の親和

性は Ca2+に比べて低 く,Ca2+ス トアからの Ca2+の放出が不十分であり,活性化率に影響

を及ぼした可能性が考えられる｡
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第3節 活性化処理後の細胞内遊離カルシウムイオン濃度の変化

卵母細胞に侵入 した精子は[Ca21iの上昇を起 こす｡ この Ca2+の源は,小胞体 と考えら

れており (TerasakiandSardet,1991),小胞体の膜上に存在するイノシト-ル 1,4,5三リン

級 (IP3)受容体やリアノジン受容体 といったCa2+チャネルにIP3(Rosseta1.,1989;Furuichi

etal.,1989),Ca2'(I_aietal.,1988;Finchetal.,1991)あるいはサイクリックADPリボース

(Galioneetal.,1991;Ayabeetal.,1995)が結合するとチャネルが開いて,小胞体中のCa2+

が放出されると考えられている｡[Ca21 iが上昇すると,卵母細胞は減数分裂を再開し,そ

の後,前核が形成される頃まで[Ca21 i上昇が反復 して起 こるが, これは精子侵入直後に起

こる最初の[Ca2+]i上昇 とは分けて,Ca2'オシレーションと剰 ゴれている (Cuthbertsonand

Cobbold,1985;Miyazakietal.,1993;SwaLrnandOzil,1994)0

[Ca21iの上昇は,精子以外の人為的活性化によっても誘起 されるが,電気刺激や Ca2+

イオノフォアによる活性化処理では,単一の[Ca2']iの上昇 しか起 こらない.一方,Sr2+処

理や精子抽出物の注入によって,マウスの卵母細胞は一過性の[Ca21iの上昇に続いてCa2+

オシレーションを起 こすことが知られている (KhneandKhne,1992;Pa汀ington,2001)｡本

節では,電気刺激あるいは精子抽出物を注入 したブタ卵母細胞をポジティブコントロール

として[Ca21iの上昇が起 こることを確認するとともに,前節においてブタ卵母細胞を活性

化させることが明 らかとなった Sr2+,Ba2+あるいは Ca2+の顕微注入がブタ卵母細胞の

[Ca21iを上昇させるか否かを調べた｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞の活性化処理

第2章第2節と同様の方法によって体外で48時間成熟培養 したブタ卵母細胞を準備 し,

二価陽イオンあるいは精子抽出物の顕微注入および電気刺激によって卵母細胞を活性化処
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理 した｡前節と同様の方法によって卵母細胞に二価陽イオンを顕微注入 した｡ また,精子

抽出物を第2章第3節と同様の方法によって調製 し,第 2章第 2節と同様の方法によって

卵母細胞に顕微注入 した｡電気刺激には,第 2章第2節と同様の方法を用いた｡

2)[Ca2']iの測定

卵母細胞に注入された Sr2+,Ba2+および ca2+が直嶺 Ca2'蛍光指示薬の nu0-4dextram を

発光させる可能性があることから,二価陽イオンに対する nu0-4dextranの反応性を調べ

た｡I,10あるいは 100卜M のnu0-4dextranを含む修正HEPES-TL液の小滴を準備 Lた｡

共焦点レーザー顕微鏡下で,これらの小滴中に,卵母細胞に注入するのと同量の0.1M の

Sr2+,Ba2+あるいはCa2+を含むHEPES緩衝液をインジェクションピペットで添加 した後,

約 1分間蛍光の変化を記録 した｡ また,対照の HEPES緩衝液および清子抽出物について

も同様に検討 した｡

前章第 3節と同様の方法によって nu0-4dextran を注入 した卵母細胞 (卵母細胞中での

濃度:5-10pM)を,poly-d-1ysine-coatedglass-bottomedPetridish(MattekCo.)上に作製 し,

流動パラフィンで覆った50叫のHEPESITL液の小滴中に移 したO共焦点レーザー顕微鏡

によって卵母細胞の[Ca2']iの変化を記録 した｡測定開始の約 30秒後に前述の活性化処理

を行った｡実験の都合上,測定を2回に分けて行った｡1回目は,活性化処理直後の[Ca21i

の変化を記録するために,1個の卵母細胞について 5分間測定した｡2回目は,活性化処

理によって Ca2'オシレーションが起 こるか否か調べるために,活性化処理 10-30分後の

卵母細胞数個をまとめて,その後 1時間にわたって[Ca2']iの変化を記録 した.なお,Ba2+

を注入 した卵母細胞については,注入後に上昇 した[Ca21iのレベルがもとにもどるのに時

間を要したため,1回目の測定を 10分間とし,電気刺激後の測定については,流動パラ

フィンで覆っていないマンニ トール溶液中での卵母細胞の変性をなるべ く抑えるため l回

目の測定時間を3分間とした｡その後,流動パラフィンで覆った50ドlのHEPESITL液の

小滴中に移 L,2回目の測定を 1時間行った｡それぞれの活性化処理後の[Ca2+]1の上昇持

続時間については,J検定によって統計的有意性を検定した｡
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結 果

Sr2+,Ba2+および ca2+によるfluo14dextranの反応性を泉 10および図 10に示すo1LLM

の nu0-4dex廿anを含む修正 HEPES-TL液に各二価陽イオンの溶液を添加 してもmlO_4の

蛍光は認められなかった｡10卜M のflu0-4dextranでは,Ca2'を添加 した場合にのみflu0-4

による蛍光が観察された0100卜M の fluol4dextranでは,Sr2+あるいは Ba2十を添加 した場

令,比lo-4による弱い蛍光が,Ca2+の添加によって強い蛍光が観察された｡精子抽出物に

対 しては,いずれの濃度のflu0-4dextrZulもまったく反応 Lなかった.

卵母細胞中に注入されたnuol4dextranの最終濃度は5-10pM と見積もられることから,

注入されたSr2+,Ba2'あるいは精子抽出物が直凄nu0-4dextranに結合 Lて発光させる可能

性は低い｡ この条件下で二価陽イオン,および精子抽出物の顕微注入あるいは電気刺激を

行い,[Ca21iの変化を調べたところ,すべてのブタ卵母細胞において[Ca21 iの上昇が確認

された (Sr2+:8/8,Ba2+:8/8,Ca2+:10/10,精子抽出物:6/6,電気刺激:5/5)｡各実験区に

おける代泉的な[Ca2+]iの上昇パターンを図 11-15に示すQいずれの処理によっても,処

理直後に[Ca21iの急激な上昇がみられた｡Sr2+,Ca2+あるいは精子抽出物を顕微注入 した

卵母細胞では,注入直後に[Ca2']iは急激に上昇 し (図 11,13.14),約 1分間この上昇が持

続 した後,もとの[Ca21iレベルにもどった (泉 11)0 Ba2十を注入 した卵母細胞では,上昇

Lた[Ca2+]iがもとのレベルにもどるには約 7分間かかった (図 12,泉 Il,P<0.05)｡電気

刺激 した卵母細胞では,他の実験区と同様に刺激直後に[Ca21iが急激に上昇 したが (図 15),

1回目の測定の 3分間の間に Ca2+レベルがもとにもどることはなかった｡2回目の約 60

分間の測定では,二価陽イオンを注入 した卵母細胞および電気刺激 した卵母細胞では,測

定車に再び[ca21iの上昇が観察されることはなかったが,精子抽出物を注入 した一部の卵

母細胞 (2/6)において,測定期間中におよそ等間隔で6回あるいは9回 (図 16)の[Ca2']i

の上昇 (Ca2+オシレーション)が観察された.二価陽イオンあるいは精子抽出物の注入 と

同様の方法で,HEPES緩衝液を注入 した対照区の卵母細胞では,[Ca21】の有意な変化は

観察されなかった (図 11,赤線)0
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表10二価陽イオンによるnu0-4dextranの反応性

nuol4dextran濃度2(pM)

検査溶液 1 1 10 100

対照

sr2+

Ba2+

ca2+

清子抽出物

+

+

+ ++

I)各濃度のnu0-4dextran溶液に,卵母細胞に注入

するのと同量の各溶液 を添加 した｡対照には

HEPES緩衝液 を用いた｡

2)- :反応なし,+:反応あり,++:強い反応あり｡

a:10卜M b:100トIM

図10二価陽イオンによるflu0-4dextranの蛍光

10LIM (a)あるいは100rLM(b)のflu0-4dextranを含む溶液に,卵母紬牌に注入す る

のと同量のHEPES緩衝液 (対照),0.1MのSr2+,Ba2十あるいはCa2+を含むHEPES
緩衝液 ,あるいは精子抽出物 を注入 し,nu0-4dextranの反応性 を調べた｡ 図中

の矢印は各溶液の添加時点を示す｡
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叫

1
-

蛍
光
強
度

図11Sr2+顕微注入後のブタ卵母細胞の[Ca2+]iの変化

48時間成熟培養 Lたブタ卵母紬牌にCa2+蛍光指示薬nu0-4dextranを注入 し,次いで,

共焦点 レーザー顕微鏡下で, Sr2+を注入 Lてその後の[Ca2+].の変化 を約5分間記録 L
たO上段のグラフは,下段の蛍光イメー ジ像 をグラフ化 したものである. グラフ中の
赤線は対照 を示す (HEPES緩衝液 を注入)O図中の蛍光イメージ像が一部消失 してい

るのは, レーザー光を遮断 して卵母細胞へSr2+を注入 しているためである｡ また,蛍

光イメー ジ像は擬似色で衷 されており,青色から赤色に変化するほど蛍光が強 くなる

ことを示 している｡ 図中の矢印は注入時点を示す｡

54



l

蛍
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強
度

図12Ba2+顕微注入後のブタ卵母細胞の[Ca2+]iの変化

48時間成熟培養 したブタ卵母細胞にCa2+蛍光指示薬nu0-4dextranを注入 し,次いで,共

焦点 レーザー顕微鏡下で, Ba2+を注入 してその後の[Ca2+]iの変化 を約5分間記録 したD
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図13Ca2+顕微注入後のブタ卵母細胞の[Ca2+]iの変化

48時間成熟培養 したブタ卵母細牌にCa2+蛍光指示薬nu0-4dexけZulを注入 し,次いで,共

焦点 レーザ-顕微鏡下で, Ca2+を注入 Lてその後の[Ca2+】iの変化 を約5分間記録 したo
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度

図14清子抽出物顕微注入後のブタ卵母細胞の[Ca2+]iの変化

48時間成熟培養 したブタ卵母細牌にCa2+蛍光指示薬仙10-4dextranを注入 し,次 いで,共焦

点 レーザー顕微鏡下で,精子抽出物 を注入 Lてその後の[Ca2+]iの変化を約5分間記録 した｡
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図15電気刺激後のブタ卵母細胞の[Ca2+]iの変化

48時間成熟培養 したブタ卵母紬胆にCa2+蛍光指示薬nu0-4dextranを注入 し,次いで,共焦

点 レ-サー顕微鏡下で,電気刺激 してその後の[Ca2+】lの変化 を約3分間記録 したO図中の矢

印は電気刺激 した時点を示 し,矢尻は[Ca2+]lの変化をグラフ化 した卵母細胞 を示 している｡
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表11活性化処理後のブタ卵母細胞の[Ca21】の上昇特続時間

測定 した [Ca211の上昇

活性化処理 卵母細胞数 特続時間 (秒)

sr2+

Ba2+

ca2十

精子抽出物

電気刺激

8 52.2±21.3a

8 446.2±69.5b

lO 65.6±30.8a

5 75.7±19.9a

6 ND】

a･b)同 じ列内の異なる肩文字 を持つ数値 間の差は有意

(P<0.05)｡
I)ND:測 定不能
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▲ー

蛍
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強
度

図16精子抽 出物の注入によって誘起 されたブタ卵母細胞における

反復的な[Ca2+]iの上昇 (Ca2+オシレーション)

48時間成熟培養 Lたブタ卵母細胞にCa2+蛍光指示薬flu0-4dextranを注入 し,次 いで,

共焦点 レーザー顕微鏡下で,精子抽 出物 を注入 してその後の[Ca2+]1の変化 を約60分
間記録 した｡
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考 察

二価陽イオンに対する flu0-4dextran の反応性について検討 した結果から,本節の実験

でみられた二価陽イオン注入後の蛍光の上昇は,細胞内 Ca2+ス トアから放出された Ca2+

に起因する可能性が高い｡すなわち実験結果は,ブタの成熟卵母細胞に二価陽イオンが注

入されると[Ca21 iが上昇することを示唆 している｡ また, これまでの報告 と同様に,精子

抽出物の注入あるいは電気刺激によってブタ成熟卵母細胞の[Ca21iが上昇することが確認

された (清子抽出物:Machatyetal.,2000,電気刺激‥Sunetal.,1992)｡

卵母細胞における[Ca2']iの上昇は,精子抽出物 (Sperm factor:Daleetal.,1985;Swa耶

1990)のほか,細胞外に Ca2+が存在す る条件下において,Ca2+イオノフォア A23187

(steinhardtetal.,1974)や電気刺激 (RickordsandWhte,1992;SunetaLl992;Collasetal.,

1993)によって誘起 される. また,ハムスターの卵母細胞では Ca2'を顕微注入すること

によって[Ca2+]iの上昇が誘起されることが報舎されている (IgusaandMiyazaki.1983)｡本

節においても,二価陽イオンや清子抽出物の顕微注入,あるいは電気刺激 を受けたすべて

のブタ卵母細胞が[Ca21 iの上昇を示 し,二価陽イオンがブタ卵母細胞においても[Ca21iの

上昇を引き起 こすことが明らかになった｡

アフリかノメガエルの卵母細胞では,Ba2+および sr2+は,細胞内 Ca2+ス トア上に存在す

るCa2+感受性の Ca2+チャネルに対 して Ca2+ヒ同様に作用 し,Ca2十ス トアからCa2+の放出

を引き起 こす (YaoandParker,1992)｡二価陽イオンに対するfluo14の反応性を調べた結果,

Sr2+やBa2+によって誘起 された皿u0-4の蛍光はCa2十に比べると明らかに弱いことから,Sr2十

や Ba2十の顕微注入によってブタ卵母細胞で生 じた[Ca21iの上昇は,注入 された二価陽イ

オンが細胞内 Ca2+ス トアに存在する Ca2+感受性の Ca2+チャネルに作用 し,Ca2+ス トアか

らCa2十を放出した結果によると考えられる｡

Sr2+および ca2十を注入 した卵母細胞では,一過性の[Ca21.の上昇が観察されたが,Ba2+

を注入 した卵母細胞は,長時間にわたる[Ca21iの上昇を示 した｡ アフリかノメガエルの卵

母細胞では,Ba叫まCa2'チャネルに作用 し,開放状態を維持する (Weber,1999)o これ と

同様に Ba2十が Ca2+ス トアに存在する Ca2+チャネルに持続的に作用 して Ca2+を放出させ続
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けた結果,Ca2+ス トアからの Ca2+放出が連続的に起 こり,卵母細胞の[Ca21iが低下する

のに時間を要 した可能性が考えられる｡ また,Ba2+の何 らかの副次的な作用によって細胞

外への Ca2+の排出が妨害されたとも考えられる｡

本節の実験でポジティブコントロールとして用いた電気刺激は,ブタの卵母細胞におい

て単一で一過性の[Ca2+]iの上昇を引き起 こすことが報告されている (Sunetal.,1992). し

かし,本節で用いた電気刺激では,[Ca21iの上昇は長時間にわたって続 き,Ba2十を注入 し

た場合 と類似 していた｡Sunら (1992)の実験では,Petridishに ミネラルオイルで覆った

培養液の小滴を作製 して, この小滴中でブタ卵母細胞を2本の微小電極で直接挟むことに

よって電気刺激 を与えている.-方,本研究では,溶液の乾燥を防 ぐための流動パラフィ

ンは使用せず,2つの板状の電極が設置されたチャンバー型電極に 100叫のマンニ ト-ル

溶液 を入れた状態で卵母細胞に電気刺激 を与えた｡ この方法は,短い時間であれば問題な

いが,長時間にわたる測定では,培養液中の水分が蒸発 して培養液の浸透圧が変化 し,卵

母細胞にダメージを与える可能性がある.このため,本節の電気刺激後の[Ca2'].の変化は,

正常な卵母細胞での電気刺激後の[Ca21iの変化 とは異なる可能性は否定できない｡

いずれの二価陽イオンを注入 Lたブタ卵母細胞においても Ca2+オシレーションはみら

れなかったが,精子抽出物注入後のブタ卵母細胞では,これまでの報告(ハムスター:SwaJm,

1990,マウス:Swam,1994,ヒト:HomaandSwam,1994;Palermoetal.,1997,ウシ:Wuetal.,

1997,ブタ:Machatyetal.12000) と同様に,急激な一過性の[Ca2+]iの上昇の後にCa2+オシ

レ-ションが観察された｡現在のところ,清子先体に含まれる精子に特異的なホスホリパ

ーゼ C (Puコこ:Saundersetal.,2002)が,精子侵人後に Ca2+オシレーションを引き起こす

要因 と考えられており,Ca2+オシレーションを誘起するにはこのような生理的な活性物質

が必要なのかもしれない｡
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第4節 活性化処理後の泉層粒の崩壊

成熟 した卵母細胞が精子の侵入を受けると,卵母細胞膜の直下に分布する泉層粒の内容

物が,囲卵腔に放出される (Steinhardtetal.,1974).表層粒の成分が透明帯に作用 し,卵

母細胞への多清子受精を防御することに機能すると考えられている (Gulyas,1979/:Guraya,

1982;CramandCheng,1986)｡ ブタも含めて, これまで調べられた多くの輔乳類の成熟卵

母細胞において,精子侵入直後に表層粒が崩壊することが知られている｡表層粒の崩壊は

人為的活性化によっても引 き起 こす ことがで きる｡ ブタ卵母細胞 においては,Ca2+

(Machatyetal.,1996),精子抽出物の顕微注入 (Machatyetal.,2000),あるいは電気刺激

(Sunetal.,1992)によって泉層粒が崩壊することが報告されている｡

本節では,前節において[Ca21iの上昇を引き起 こすことが明らかとなった Sr2+あるいは

Ba2十の顕微注入後の泉層粒の状態を調べ,Ca2+および清子抽出物の顕微注入,あるいは電

気刺激 と比較 した｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞の活性化処理

第 2章第 2節と同様の方法によって,体外で 48時間成熟培養 したブタ卵母細胞を準備

した｡二価陽イオンあるいは精子抽出物の顕微注入および電気刺激によって卵母細胞を活

性化処理 した｡本章第2節と同様の方法によって卵母細胞に Sr2+,Ba2+あるいは Ca2+を注

入 した｡ また,精子抽出物を第 2章第 3節と同様の方法によって調製 し,第 2章第 2節と

同様の方法によって卵母細胞に顕微注入 したC電気刺激には,第 2章第 2節と同様の方法

を用いた｡

2)卵母細牌の表層粒の蛍光染色

Katayamaら (2002)の方法に従って泉層粒を蛍光染色した.活性化処理 したブタの戚
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熟卵母細胞を TLBSA 液中で 6時間培養 した｡培養後,30′′′｡パラホルムアルデヒドを含む

PBS-PVAで卵母細胞を30分間,室温で固定 LたO固定後,10mg/d BSA と100mM グ

リシンを添加 Lた PBS(PBSIBSA,ブロッキング液)で卵母細胞を 2回洗浄 し,一晩,卵

母細胞をpBSIBSAに浸漬 Lた｡次いで,卵母細胞を0.10/.TritonX-100を添加 LたPBSで

5分間処理 した後,PBSIBSAで2回洗浄 した｡洗浄後,20Llg/mlのfluoresceinisothiocyaJute

標識peaLnutagglutinin (FITC-PNA,Sigma)を添加 したPBS-PVAで表層粒を30分間蛍光染

色した.卵母細胞をPBS-BSAで洗浄後,400帽/mlのpropidium iodide(PI,Sigma)を添加

した PBSIPVAで DNA を20分間対比染色した｡PBS-BSAで洗浄後,卵母細胞を減光防止

刺 (Vectashieldmountingmedium;VectorIdboratories,B､∬lingame,CA,USA) とともにスラ

イ ドガラスにホールマウントし,マニキュアで封入 したo観察には,共焦点 レーザー顕微

鏡 (MRC-1024MP;BioRadIA oratories,Hercules,CA,USA)を用いた｡ アルゴンレーザー

とTl/T2フィルターを用いて励起波長 488/514nm のもとで,蛍光波長 520nmの FTTIC

と615nm の PIの蛍光を観察 した｡対照 としては,成熟培養直後の未処理の卵母細胞およ

び HEPES緩衝液を注入 した卵母細胞を同様に染色して観察 した｡x2検定によって,衷層

粒が崩壊 した卵母細胞数および雌性前核 を形成 した卵母細胞数の串間における差の統計的

有意性を検定 した｡

結 果

活性化処理前のブタ成熟卵母細胞では,表層粒の分布を示す FTTC の蛍光 (緑色)は卵

母細胞の細胞膜直下に強 く均一に認められた (図 17a,b)｡精子抽出物を注入 Lた卵母細

胞では,FITC の蛍光は細胞膜付近から先金に消失 Lており,透明帯泉層で FTTC の強い

蛍光が観察された (図 17C,d)｡電気刺激 した卵母細胞では,処理 6時間後において,一

部,細胞膜に FITC の蛍光が残ってはいたが,表層粒の崩壊が観察された (図 17e)｡卵

母細胞の泉層においては,凝集 したパッチ状のFITCの蛍光が観察された (図 17f)0

図 18に二価陽イオンの注入によって引き起 こされた表層粒の変化を示す｡HEPES緩衝

64



清
子

抽
出

物
電

気
刺

激

図
17

清
子

抽
出

物
の

注
入

お
よ

び
電

気
刺

激
に

よ
っ

て
誘

起
さ

れ
た

ブ
タ

成
熟

卵
母

細
胞

の

表
層

粒
の

崩
壊

パ
タ

ー
ン

未
処

理
の

ブ
タ

成
熟

卵
母

細
胞

(a
,b

‥
対

照
)お

よ
び

,
精

子
抽

出
物

を
注

入
(C
,d

)あ
る

い
は

電
気
刺

激
(e
,
i)
し
た

ブ
タ
卵

母
細

胞
を
,
rI
L
IB
SA

液
中

で
6
時

間
培

養
L
,

表
層

粒
を
F
IT

C
-P
N
A

(緑
色
)
で
,
D
N
A

を
P
I
(赤

色
)
で

染
色

し
た
｡

a
,
C
,
e
で

は
卵

母
細

胞
の

赤
連

面
を
,

b
,d

,r
で

は
卵

母
細

胞
の

表
層

を
観

察
し
た

｡



c
a
2
+

図
18

二
価

陽
イ

オ
ン
の

注
入

に
よ

っ
て

誘
起

さ
れ

た
ブ

タ
成

熟
卵

母
細

胞
の

表
層

粒
の

崩
壊

パ
タ

ー
ン

H
E
P
E
S
緩

衝
液

(a
,
b
:
対

照
),

S
r2
'
(C
,
d
),

B
a
2
'

(e
,f
)
あ

る
い

は
C

a
2
'
(g
,h

)
を
顕

徽
注

入
し
た

ブ
タ

卵
母

細
胞

を
,

T
L

B
SA

液
中

で
6
時

間
培

養
し
,

泉
層

粒
を
m

C
-P
N
A

(緑
色
)
で
,

D
N
A

を
P
I
(赤

色
)
で

染
色

し
た
｡

a,
C,
e,

g
で

は
卵

母
細

胞

の
赤

連
面

を
,

b
,
d
,∫
,h

で
は

卵
母

細
胞

の
泉

層
を
観

察
し
た
｡



液を注入 した対照の卵母細胞では,活性化処理 Lていない卵母細胞の蛍光パターンと同様

に,細胞膜直下にFITCの強 くて均-な,粒状の蛍光がみられたOまた,第 1極体にもFITC

の強い蛍光が認められた (図 18a,b)csr2+,Ba2+あるいはCa2'を注入 した卵母細胞では,

細胞膜付近の蛍光は不連続となり (図 18C,e､g)｡卵母細胞の泉層では,凝集 したパッチ状

の蛍光がみられた (図 18d,f,h)｡二価陽イオンの注入によって引き起 こされた表層粒の崩

壊パターンは電気刺激 Lた卵母細胞でみられたものと類似 Lていた.

それぞれの活性化処理によって表層粒が崩壊 した卵母細胞の割合および卵母細胞の雌性

前核形成率を泉 12に示す｡活性化処理によって泉層粒が崩壊 した卵母細胞の割合は,二

価陽イオンの注入では91-95%,清子抽出物では 100%,電気刺激では75% と,対照区 (未

典理:70/0,対照:27%)より,有意に高い値を示 した (P<0,05)｡ また,各活性化処理 した

卵母細胞の,63-90%が雌性前核を形成 していた｡

考 察

卵母細胞への清子侵入直後に起 こる[Ca21iの上昇は,多精子受精を化学的にブロックす

る卵母細胞の細胞膜直下の表層粒崩壊を誘起する (ZuckerandSteinhardt,1978;Khne,1988;

KhneandKline,1992)C衷層粒の崩壊は,清子侵人以外の人為的な活性化刺激によっても

引き起こされる｡ブタでは電気刺激 (Sunetal.,1992),Ca2+ (MachAtyetal.,1996)あるい

は精子抽出物 (Machatyetal.,2000)の顕微注入によって,ハムスターでは Ca2+イオノフ

ォア処理 (Steinhardtetal,1974)によって,また,マウスではSr2十を含む培養液中での処

理 (KhneandKhne,1992)によって泉層粒が崩壊することが報告されている｡ これらの処

理では,いずれも卵母細胞の[Ca21iの上昇が起 こることが知られている｡本節の実験にお

いて用いたすべての活性化法は[Ca2']iの上昇を起 こすことから,泉層粒の崩壊パターンに

処理間で速いはみられるが,おそらくそれぞれの活性化処理によって引き起 こされた

[Ca2+]1の上昇が,ブタ成熟卵母細胞の泉層粒の崩壊を導いたと考えられる｡

清子抽出物の注入 とそれ以外の活性化処理では,表層粒の崩壊パターンに差がみられた.
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表12活性化処理後のブタ卵母細胞における表層粒の崩壊および雌性前核形成率

供試卵母 泉層粒の崩壊2(%) 雌性前核 を形成 した

活性化処理1 細胞数 + 卵母細胞数(㌔)

未処理 29 2( 7)a 27(93)a 0(0)

対照 22 6(27)& 16(73)a 1(5)a

sr2+ 46 42(91)b 4(9)b 29(63)b

Ba2+ 44 42(95)b 2(5)b 36(82)bc

ca2+ 41 39(95)b 2(5)b 37(90)C

精子抽出物 7 7(100) 0(0) 5(71)bc

電気刺激 8 6(75)b 2(25)b 5(63)b

I)未処理:活性化処理 していない成熟培養後の卵母細胞｡対照:HEPES緩衝液 を注

入 した卵母細胞｡

2)+:泉層粒が崩壊 した卵母細胞数｡卵母細胞の表層にパ ッチ状の表層粒の蛍光が

認められた卵母細胞 も含む｡一:衷層粒が崩壊 していない卵母細胞数｡

ale)同じ列内の異なる肩文字を持つ数値間の差は有意 (p<0.05).
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清子抽出物を注入 した卵母細胞では,泉層粒は完全に細胞膜から消失していた.一方,二

価陽イオンの注入あるいは電気刺激 した卵母細胞では泉層粒は崩壊 しているが,すべての

泉層粒は崩壊せず,卵母細胞表層にパッチ状に凝集 して残っている表層粒が観察された｡

この理由としては,活性化処理の違いによる[Ca2+]iの上昇パターンの違いが考えられる｡

前節の実験によって示されたように,清子抽出物を注入 した卵母細胞は Ca2+オシレーシ

ョンを起 こす.一方,二価陽イオンの注入あるいは電気刺激では,一過性の[Ca2+]iの上昇

しか起こらない｡Ca2+オシレーションを誘起できる Sr2+を含む培養液によって処理された

マウス卵母細胞では,ほぼすべての泉層粒が崩壊するが,Ca2+括抗剤の BAPTIA (0,(ブーbis

(2-am inophenyl)ethyleneglycol-NNNN -tetraaceticacid,tetrapotassiumsalt,hydrate)で処理する

ことによって Ca2+オシレーションの頻度を低下させると泉層粒が崩壊する卵母細胞の割

合が低下する (KhneandKhe,1992)O また,ブタ卵母細胞の体外受精では,媒清5時間

後には検査されたすべての卵母細胞で泉層粒が崩壊することが示されている(YoshidaetaL

1993)｡ これらのことより,表層粒を完全に崩壊させるには,反復的な[Ca21 iの上昇,す

なわちCa2+オシレーションが必要であると考えられる｡
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第5節 活性化処理後のCdc2キナーゼの不活性化

排卵された輔乳類の卵母細胞は,第 ⅠⅠ減数分裂中期でイ亭止 L,高い Cdc2キナーゼ活性

をもっているoCdc2キナーゼは,触媒サブユニットの CdC2と制御サブユニットのサイ

グリン Bから成 り,成熟促進因子 (maturationpromotingfactor:MPF)として予言された

因子の実体であり,減数分裂も含めて細胞分裂の重要な制御因子であることが知られてい

る (Nurse,1990).セリン/スレオニンキナーゼであるmitogenactivatedprotein (MAP)キ

ナーゼは,Cdc2キナーゼ とともに卵母細胞の成熟過程における重要な細胞周期制御因子

と考えられている0滴乳類の卵母細胞では,成熟過程で Cdc2キナーゼおよび MAPキナ

ーゼの活性はともに上昇 し,第 II減数分裂中期では両キナーゼ活性はともに高 く維持さ

れているが,その後,精子が卵母細胞に侵入すると,Cdc2キナーゼおよび MAPキナー

ゼの活性が低下することが知られている (Kikuchietal.,1995a)｡

第 ⅠⅠ減数分裂中期の卵母細胞では,清子侵人以外の人為的活性化刺激によっても Cdc2

キナーゼおよびMAPキナーゼの活性は低下する｡電気刺激 (Kikuchietal.,1995b)あるい

は Ca2+を注入 (Machatyetal.,1996)したブタの成熟卵母細胞において Cdc2キナーゼ活

性が低下することが報告されている｡ しかし,人為的な活性化刺激を与えたブタ卵母細胞

の MAPキナーゼ活性の変化については知られていない0本節では,電気刺激あるいは清

子抽出物,ca2+,Sr2+あるいは Ba2+を顕微注入 したブタ成熟卵母細胞の Cdc2キナーゼお

よびMAPキナーゼ活性の変化を調べた｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞の活性化処理

第 2章第 2節と同様の方法によって,体外で 48時間成熟培養 したブタ卵母細胞を準備

した｡二価陽イオンあるいは精子抽出物の顕微注入,および電気刺激によってブタ卯母紬
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胞を活性化処理 した｡Sr2+,Ba2+あるいは Ca2十を本章第 2節と同様の方法によってブタ卵

母細胞に顕微注入 した｡精子抽出物を第 2章第 3節と同様の方法によって調製 し,第 2章

第 2節と同様の方法によってブタ卵母細胞に顕微注入 した｡電気刺激には,第 2章第 2節

と同様の方法を用いた｡

2)cdc2キナーゼおよびMAPキナ-ゼ活性の測定

各活性化処理後,卵母細胞を0.5,1あるいは6時間TLBSA液中で培養 した｡培養後,

卵母細胞を PBS-PVA で 3回洗浄 した後,卵母細胞を 2個ずっェッペンドルフチューブに

1ulのPBS-PVA とともに移 Lた｡その後,4山の氷冷 した抽出バッファーを加え,活性測

定まで一80℃で保存した｡抽出バッファー としては,80mML3-glycerophosphate,10mMEGTA,

15mMMgC12,1mMDrITr,1mMpIAPMSF,0.1mMNa3VO4,1帽/mlaprotinin (Sigma)

および 1帽/mlleupeptin(Sigma)を添加 した25mMHEPES(pH7.2)バッファー (Nebreda

eta1.,1995)を用いた｡

サンプルを融解後,13,00Ogで2分間,遠心分離 し,卵母細胞のタンパク質を抽出した.

5plの氷冷 したキナーゼバッファーおよび 5ド1の基質溶液を加え,37℃で 10分間インキ

ュべ- トした｡キナーゼバッファーとしては,75mMJ31glycerophosphate,0.lmMEGTA,

75mM MgC12,6mM DrITr,10mM ATP,15トLM cAMp-dependentproteinkinaseinhibitor

peptide(sequence:TTYADFIASGRTGRRNAIHD,Sigma)および0.3pCi/～lyl32qATP(250

卜Ci/25pl,Am ershamBiosciencesCorp.,nsmtaway,NJ,USA)を添加 した 75mMHEPES(pH

7.2)バッファー (Nebredaetal.,1995)を用いた｡Cdc2キナーゼおよびMAPキナーゼの

基質としては,それぞれ4.25plのhistonHl(5mg/nd,fromcalfthymus,Boehringer,To吋O ,

Japan)および0.75plのmyehnbasicprotein (5mg/mi,frombovinebrain,Sigma)を用いた0

5plの 4×SDSサンプルバッファー (I_aemmli,1970)を加え,5分間煮沸することによっ

て反応を停止 し,直ちに,サンプルを 13% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳

動 した｡泳動後,ゲルを 70/.酢酸-300/もエタノ-ル溶液中で 15分間固定した後に,ゲル ド

ライヤーによって乾燥させ,オー トラジオグラフィーによってそれぞれの基質のリン酸化

を検出したOキナーゼ活性の測定は,3回行った.対照 としては,成熟培養前の卵核胞期
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の卵母細胞,48時間成熟培養 した第 ⅠⅠ減数分裂中期の卵母細胞および HEPES緩衝液を

注入 した成熟卵母細胞を用いた｡

結 果

卵核胞期の卵母細胞では,Cdc2キナーゼおよび MAP キナーゼの活性はほとんど認め

られなかったが,第 II減数分裂中期の卵母細胞では両キナーゼによる histoneHlおよび

myelinbasicprotein (MBP)の強いリン酸化がみられた (図 19a,b).電気刺激ならびに精

子抽出物を注入 Lた卵母細胞における,Cdc2キナーゼによる histoneHlのリン酸化レベ

ルは,電気刺激 1時間後にやや低下 し,6時間後にはさらに低下 した (図 19a)0Ca2+を注

入 した卵母細胞では,第 ⅠⅠ減数分裂中期の卵母細胞 と比較 して注入 1時間後には Cdc2辛

ナーゼ活性はかなり低下 Lた (図 19b)osr2+あるいは Ba2+を注入 した卵母細胞において

は,いずれも,注入 l時間後に Cdc2キナーゼ活性がやや低下 し,6時間後には卵核胞期

の卵母細胞 と同等のレベルにまで低下 Lた (図 19b)｡ネガティブコントロールの HEPES

緩衝液を注入 Lた卵母細胞では,注入 6時間後には Cdc2キナーゼ活性の低下がみられた

が,各実験区の6時間の活性 と比較すると依然高いレベルにあった (図 19a,b)｡

第 II減数分裂中期の卵母細胞では,高い MAPキナーゼ活性が認められたが,電気刺激

6時間後,精子抽出物,Sr2+あるいは Ba2十の注入 6時間後の卵母細胞の MAPキナーゼ活

性はやや低下 した (図 19a,b)o

考 察

第 ⅠⅠ減数分裂中期での減数分裂の停止には少なくとも 2種の因子,MPFとCSF (細胞

分裂抑制因子:cytostaticfactor)が関わっていると考えられている (MasuiandMaqkert,1971)O

現在ではそのうちのひとつはCdc2キナーゼ (Malleretal.,1989;IjWin,1990)であり,も
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rJー MBP
GV MII0.5 1 6 MⅢ 0.5 1 6 MII0.5 1 6 h

対照 電気刺激 清子抽出物

醗 酵静 静 * r 細 筆 新 帝 藤野LJ･ thswneHl

■ll,恥-

GV Mm 0.516 MⅡ 0.5 1 6 MH 0.5 1 6 MII0.5 1 6 h

対照 Ca2+ sr2+ Ba2+

図19電気刺激 あるいは精子抽 出物の顕微注入 (a),二価陽イオンの

顕微注入 (坤 こよって活性化処理 したブタ卵母細胞における
Cdc2キナーゼおよびMAPキナーゼ活性の変化

histoneHlおよびMBPの リン酸化によって,卵母紬牌2個 あた りのCdc2キナーゼお

よびMAPキナーゼ活性の変化を同時に調べた｡各活性化欠理0.5,1および6時間後

に卵母細牌 を回収 してサンプルとL,オ- トラジオグラフィーによってhistoneHl

およびMBPのリン酸化を検出したoGV:卵核牌期 (ネガティブコントロール),MII:

第II減数分裂中期(ポジティブコントロール),対照‥48時間成熟培養 Lたブタ卵母細
胞にHEPES緩衝液 を注入 した｡ なお,cdc2キナーゼの変化が最も典型的であった

ので 仲)の図を示 LたがBa2+注入0.5時間後の卵母細牌においてみられるMAPキナー
ゼ活性の著 しい低下は,他の2回の実験ではみられなかった｡
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うひとつはC-mos原癌遺伝子の産物であるMos(Sagataetal.,1989)であることが明らかと

なっている.Cdc2キナーゼは体外で histoneHlを強 くリン酸化するO輔乳類の卵母細胞

の成熟過程において Cdc2キナーゼ活性は卵核胞崩壊が起 こる頃に上昇 し,Cdc2キナー

ゼの高い活性が第 ⅠⅠ減数分裂中期の間維持され,受清あるいは人為的活性化後に急激に

低下することが報告されている (マウス:Choietal.,1991;Wuetal.,1998,ウシ:Collasetal.,

1993,ブタ:Kikuchietal .,1995a,b;Miyanoetal.,2000).cdc2キナーゼ活性の低下は,清子

侵人後に起 こる[Ca21iの上昇によって,ユ ビキチン依存性のタンパク質分解系を介 し

(Glotzereta1.,1991),制御サブユニットのサイグリンBが崩壊する結果,誘起されると

考えられている｡

本節の実験では,いずれの活性化処理においても活性化処理 6時間後には Cdc2キナー

ゼ活性は低下 した｡本章第 3節の結果において示されたように,今回用いたすべての活性

化処理によって,卵母細胞の[Ca2+]iは上昇するo このことから,Cdc2キナーゼ活性の低

下はいずれも,活性化処理によって誘起 された[Ca21iの上昇がサイグリン B の崩壊を引

き起 こしたことに起因すると考えられる｡ また,精子抽出物のみが Ca2+オシレーション

を引き起 こすが,他の実験区と比較 Lて,Cdc2キナーゼの不活性化に大きな速いは認め

られなかった｡

卵母細胞のMAPキナーゼ活性は成熟過程で上昇することがマウス (Sobajimaetal.,1993;

verlhacetal.,1993;Choietal.,1996),ブタ (Inoueetal.,1995),ヤギ (Dedieuetal.,1996),

ウシ (Fissoreetal.,1996)およびラット(Zemicka-Goetzetal.,1997)で報告されている.Cdc2

キナーゼと同様に,MAPキナーゼも卵核胞が崩壊する頃にその活性が上昇 し,受精 (Moos

etal.,1995)あるいは人為的活性化刺激 (verlhacetal.,1994;Wuetal.,1998)によって不活

性化される｡MAP キナ-ゼの不活性化がどのような機構で起 こるのかは明らかではない

が,Cdc2キナーゼが不活性化された後,前核が形成される時期に不活性化することがマ

ウスでは報告されている (Verlhacetal.,1994;Moosetal.,1995).本節の結果からも,Cdc2

キナーゼの不活性化は活性化処理 l時間後から徐々にみられたが,MAPキナーゼの明ら

かな不活性化は活性化処理 6時間後でわずかに認められたにすぎなかった｡本節で用いた

活性化処理によって活性化された卵母細胞は,処理 6時間後には雌性前核を形成 している
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ことから,卵母細胞の活性化には完全な MAP キナーゼの不活性化は必要ないと考えられ

る｡
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第6節 活性化処理 した卵母細胞の体外発生

精子抽出物あるいは二価陽イオンを顕徽注入することによって活性化 したブタ卵母細胞

の体外での発生能カを調べた｡精子抽出物を注入 Lたマウス (Fissoreetal.,1998),ウシ

(Fissoreetal.,1998)およびブタ卵母細胞 (MachAtyetal,,2000)は,腔盤胞へと発生する

ことが報告されている. また,Ca2十を注入 Lたマウス (FultonandWhittingham ,1978)あ

るいはブタの卵母細胞 (Machatyetal.,1996)も旋盤胞へ と発生する｡一方,培養液中のSr2+

はマウス卵母細胞を活性化 し,発生を開始させるが,他の動物種においてSr2+あるいはBa2十

によって処理 した卵母細胞の発生能は調べられていない｡電気刺激後,サイ トカラシン B

処理によって第 2極体の放出を阻害することによって作出した2倍体のブタ卵母細胞は,

第 2極体を放出した 1倍体の卵母細胞より発生能カが高いことが報告されている (Kure-

bayashietal.,1996;VanThuanetal.I2002a)｡

本節の実験では,清子抽出物あるいは二価陽イオンを顕微注入 したブタ卵母細胞をサイ

トカラシン B処理によって倍数化 した後,体外発生させ,電気刺激 した卵母細胞の発生

能カ と比較 した｡

材料および方法

1)成熟卵母細胞の活性化処理

第2章第2節と同様の方法によって体外で48時間成熟培養 したブタ卵母細胞を準備 し,

第 1極体の救出が認められた卵母細胞を実験に用いたoSr2+,Ba2+,Ca2+あるいは精子抽

出物の顕微注入,および電気刺激によってブタ卵母細胞を活性化処理 した｡二価陽イオン

を本章第 2節と同様の方法によってブタ卵母細胞に顕微注入 した｡精子抽出物を第 2章第

3節と同様の方法によって調製 し,第 2章第 2節と同様の方法によってブタ卵母細胞に顕

微注入 した｡電気刺激には,第2章第2節と同様の方法を用いた｡
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2)体外発生培養

第 2極体の放 出を抑制するために,活性化処理 した卵母細胞 を 5帽/mlサイ トカラシ

ン B(Sigma)を添加 した修正 TCM-199の小滴中に移 L,4時間,38.5℃で培養 したO発

生用培養液には,4mg/rnl のBSAを添加 したNCSU23(Petters,1992)を用いたoサイ ト

カラシンBで処理 した卵母細胞 を修正 TCM-199中で5回洗浄 した後,卵母細胞 1個あた

りIplになるように作製 した流動パラフィンで覆ったNCSU23の小滴中に移 L,50/.炭酸

ガスー95%空気,38.5℃ で 168時間培養 した｡対照 としては,同量の HEPES緩衝液 を注入

した成熟卵母細胞 を同様に培養 した｡

活性化処理から合計 168時間の培養期間中,24時間ごとに倒立顕微鏡下で発生状況を

観察 した｡本節の実験において ｢腔盤胞｣ とは,腔盤胞腔の形成が始 まった旋盤胞および

拡張歴盤胞を指す｡培養中に細胞質の断片化や変性が認められた腔 を退行 と判定 した｡ コ

ンパクションを起 こしておらず 5個以上の割 球を有する腔 を ｢>4細胞期腔｣, コンパクシ

ョンを起 こした腔を ｢桑実期｣ とした｡ また,培養 48時間後に ｢2細胞期｣,72時間後に

｢3-4細胞期｣,96時間後に ｢>4細胞期｣,120時間後に ｢桑実期｣に連 していない腔 を

発生遅延 として退行に分類 した｡

3)細胞数の計測

培養後,得 られた旋盤胞の細胞数を Kure-bayashiら (1995)の方法に従って計測 したo

腔盤胞をpBSIPVAで3回洗浄 した後,30//oパラホルムアルデヒド溶液で60分間固定 した｡

歴盤胞をPBS-PVAで3回洗浄 した後,2帽/ndのhoechst33342(PolysciencesInc.,Warrington,

fA,USA)を含む PBS-PVA中に移 し,腔盤胞の DNAを20分間染色した｡PBS-PVAで 3

回洗浄後,蛍光染色 Lた旋盤胞 をスライ ドガラス上にホールマウン トし,その後,落射式

蛍光顕微鏡 (Optiphotl2､ニコン)で核数 を計測 し, これ を腔盤胞の細胞数 とLた｡分裂

期の核が観察された場合は,2個 として数えた｡

4)統計処理

実験 を 3回以上繰 り返 した｡発生率の差をx2検定によって,腔盤胞の細胞数の統計的
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有意性を f検定によって検定した｡なお,本節では,電気刺激あるいは精子抽出物を注入

した 2区と二価陽イオンを注入 した各区は,同時に実験 していないので統計的な比較はし

ていない｡

結 果

電気刺激および精子抽出物を顕微注入 したブタ卵母細胞の体外発生の結果を泉 13に示

す｡培養 24時間後の 2細胞期あるいは 3-4細胞期への発生率は,電気刺激 した卵母細胞

で 42%,精子抽出物を注入 した卵母細胞で 18%であり (P<0.05),精子抽出物を注入 した

卵母細胞において第 1卵割の遅れがみられた｡培養 72時間後には電気刺激 した卵母細胞

の 54%が,精子抽出物を注入 した卵母細胞の 48%が 3-4細胞期あるいは 4細胞期以降へ

と発生 した｡培養 168時間後には電気刺激 した卵母細胞の 44%が,精子抽出物を注入 し

た卵母細胞の 28%が旋盤胞期へ と発生 した｡対照の HEPES緩衝液を注入 した卵母細胞の

90/.が培養 72時間後に 3-4細胞期に達 したが, これ以降の発生ステージに進んだ腔はなか

った｡培養期間中の退行率は,電気刺激あるいは精子抽出物を注入 した処理区間で有意な

差は認められなかった｡

二価陽イオンを顕微注入 したブタ卵母細胞の体外発生の結果を表 14に示す｡培養 24時

間後の 2細胞期あるいは 3-4細胞期への発生率は,Sr2+を注入 した卵母細胞で 33%,Ba2+

を注入 した卵母細胞で 350/.,Ca2+を注入 した卵母細胞で 400/.であったo培養 120時間後

では Sr2十を注入 した卵母細胞の 30%が,Ba2+を注入 した卵母細胞の 33%,Ca2十を注入 し

た卵母細胞の 56%が桑実期あるいは旋盤胞期へ と発生 した (図 20a;Sr2',Ba2+vs.Ca2+,

p<0.05)｡培養 168時間後には Sr2+を注入 した卵母細胞の 29%が,Ba2+を注入 した卵母細

胞の 29%,Ca2+を注入 した卵母細胞の 52%が旋盤胞期へと発生 した (Sr2+,Ba2+vs.Ca2+,

p<0.05).対照の HEPES緩衝液を注入 した卵母細胞の 20/.が培養 72時間後に 3-4細胞期

に連 Lたが, これ以降のステージには進まなかったo培養期間中の退行率は,培養 48時

間以降,Sr2+あるいはBa2十を注入 した処理区がCa2+を注入 した処理区より有意に高い値を
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表13 電気刺激 およびブタ精子抽出物を顕徴注入 したブタ卵母細胞の体外発生

培養 供斌卵母 各ステージの腔数 (%)

活性化処理 時間 細胞数 1細胞期 2細胞期 3-4細胞期 >4細胞期 桑実期 旋盤胞期 退行 (帆)

@%*'懐 1 24 43 14(33)a 14(33) 4(g)

精子抽出物2 40 28(70)b 6(15) I(3)

対照S

電気刺激 48

精子抽出物

対照

電気刺激 72

精子抽出物

対照

電気刺激 96

精子抽出物

対照

電気刺激 120

精子抽出物

対照

電気刺激 144

精子抽出物

対照

電気刺激 168

精子抽出物

対照

23 8(35)a 0(0) 0(0)

15(35) ll(26)a

13(33) 17(43)a

3(13) 1(4)b

20(47)a

19(48)a

2(9)b

3(7)

0(0)

0(0)

5(12) 16(37)

9(23) 9(23)

0(0) 0(0)

11(26)

5(13)

5(22)

17(40)a

lO(25)a

19(83)b

20(47)a

21(53)a

21(91)b

1(23) 21(49)

0(0) 22(55)

0(0) 23(100)

15(35) 5(12) 23(53)

14(35) 2(5) 24(60)

0(0) 0(0) 23(100)

6(14) 14(33) 23(53)

7(18) 8(20) 25(63)

0(0) 0(0) 23(100)

19(44) 24(56)

12(28) 28(70)

0( 0) 23(loo)

lJ48時間成熟培養 したブタ卵母細胞に精子抽出物を注入 L,NCSU 23中で168時間培養 した｡

2)48時間成熟培養 したブタ卵母細胞 を電気刺激 し,NCSU 23中で168時間培養 した｡

3)48時間成熟培養 したブタ卵母紬牌にHEPES緩衝液 を注入 し,NCSU 23中で168時間培養 した｡

a･b)各培養時間における同じ列内の異なる肩文字を持つ数値間の差は有意 (p<0.05)0
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表14二価陽イオンを顕徽注入 したブタ卵母細胞の体外発生

二価 培養 供試卵母 各ステージの腔数 (%)

陽イオン1 時間 細胞数 1細胞期 2細胞期 3-4細胞期 >4細胞期 桑実期 腔盤胞期 退行 (%)

sr2+ 24 51 25(49)a 8(16)ab

51 25(49)a 14(27la

50 25(50)a 15(30)a

42 38(90)b 1(2)b
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対照

8(16)8 19(37)

9(18)ab 20(39)

18(36)b 22(44)

4(10)a 0(0)

0

2

0

0

0

1

0

0

ll(22)a 10(20) 3(6)

17(33)ab 7(14) 0(0)

25(50)b 6(12) 5(10)

1(2)c 0(0) 0(0)

7(14) 13(25)

5(10〕 15(29)

11(22) 20(40)

0 ( 0) 0(0)

11(22)a

16(31)ab

22(44)b

O(0)

4(8)

3(6)

7(14)

0 ( 0)

9(18)

8(16)

5(10)

3( 7)

24(47)a

21(41)a

lO(20lb

38(90)C

26(51)a

27(53)a

12(24)b

41(98)c

0( 0) 31(61)a

0(0) 31(61Ja

1(2) 18｢36Jb

0( 0〕 42(100)

4(8) 36(71)a

1(2) 34(67)a

6(12) 22(′44)b

0(0) 42(loo)

13(25) 34(671a

H (27) 34(67)a

21(42) 22(44)b

0 ( 0) 42(100)

15(29)a 36(71)a

15(29)a 36(71)a

26(52)b 24(48)b

0 ( 0) 42(loo)

1)48時間成熟培養 Lたブタ卵母細胞にSr2十,Ba2+あるいはCa2十を顕徴注入 L,NCSU23中で 168時間培養 Lた｡

2)48時間成熟培養 したブタ卵母細胞にHEPES緩衝液 を注入 し,NCSU23中で168時間培養 Lた｡

a-C)各培養時間における同 じ列内の異なる肩文字を持つ数値間の差は有意 (p<0.05)a
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図20活性化処理後,168時間培養 して得 られたブタ旋盤胞 (a)

およびhoechst33342で蛍光染色 Lた旋盤胞 O))

ブタ成熟卵母細腰にSr2+を顕微注入後,NCSU23中で168時間培養 LたO

培養後,得 られた旋盤牌 をhoechst33342で蛍光染色 Lて紬席数を計測 したo
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示 した (P<0.05)0

清子抽出物の注入によって発生 した腔盤胞の平均細胞数は,仝処理区のなかで最も少な

く,最大細胞数も最も少なかった (図 20b,泉 15)｡腔盤胞の平均細胞数が最も多かった

のは,Sr2+あるいは Ca2+を注入 した区であった｡Ba2+を注入 して得 られた腔盤胞の平均細

胞数は,Sr2+あるいはCa2十に比べると少なかった｡

考 察

本節の実験結果は,Sr2+あるいは Ba2十を注入 した卵母細胞も,電気刺激,精子抽出物あ

るいはCa2+を注入 した卵母細胞 と同様に,腔盤胞へ発生することを示 している｡

電気刺激 したブタ卵母細胞の旋盤胞への発生率は,VanThuan ら (2002b)の報告 と同

等の値であったOMachAtyら (2000)は,精子抽出物を注入 Lたブタ卵母細胞をNCSU23

中で 168時間培養すると,約 2%が腔盤胞へ と発生すると報告 している｡本節の実験では,

Machatyらと同様に NCSU 23を用いたが,精子抽出物を注入 Lた卵母細胞の 28%が腔盤

胞へ と発生 した｡ この違いは活性化処理後のサイ トカラシン B による卵母細胞の倍数化

処理の有無によると考えられる｡すなわち,第 ⅠⅠ減数分裂中期で停止 している卵母紬砲

を人為的に活性化すると,卵母細胞は減数分裂を再開して第 2極体を放出し,減数分裂を

完了する.その結果,卵母細胞の DNA量は半減 して 1倍体 となる｡エタノ-ル処理 Lた

マウス (HeneryandKauh an ,1992),およびウシ卵母細胞 (hesicceandYang,1994),電

気刺激 Lたブタ卵母細胞 (Kure-bayashietal.,1996;VanThuanetal.,2002a)では,1倍体よ

り2倍体の卵母細胞が腔盤胞への発生率が高いことが示されている｡

精子抽出物を注入 した卵母細胞の腔盤胞への発生率は電気刺激 した卵母細胞より低かっ

た｡精子抽出物中には,卵母細胞を活性化する因子以外にアグロシンやヒアルロニダーゼ

など,本来は精子が卵母細胞へ侵入する過程で放出され消失する物質が含まれている可能

性があることから, これらの物質が卵母細胞の発生を阻害したと考えられる｡
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表15種々の活性化処理に よって得 られたブタ旋盤胞の

細胞数1

旋盤胞の細胞数

活性 化処理 平均2 最小 最大

電気 刺激 28±ll.8 15

精子 抽 出物 21± 8.1 13

sr2+ 35±16.8 15

Ba2+ 27±14.9 12

ca2+ 35±14.9 12

53

33

63

64

68

1)培養168時間後に得 られた旋盤胞の核 をhoechst33342

で染色 して核数 を計測 し, これ を細胞数 とした｡

2)平均値±標準偏差｡ 電気刺激 および清子抽 出物の注入

と,二価陽イオンの注入は同時に実験 していない｡
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Ca2+を注入 した卵母細胞は,電気刺激によって活性化された卵母細胞 と同等の割合で旋

盤胞へ発生 した｡Machatyら (1996)は,Ca2'を注入 したブタ卵母細胞を 2細胞期まで

体外で培養 し,その後, レシピエン トの卵管に移植 して体内で 7日間培養 し,移植 した腔

の 16%が旋盤他へ と発生 したと報告 している｡本節の実験では,Ca2十の注入によって52%

の卵母細胞が旋盤胞へ と発生 したが, この逢いは,精子抽出物注入の場合 と同様に,サイ

トカラシンによる卵母細胞の倍数化処理の有無が主な原因と考えられる｡

マウスの卵母細胞を Sr2+を含む培養液で処理 した後,サイ トカラシンによって倍数化す

ると,旋盤胞へ高率 (73-870/.)に発生することが報告されている (Bos-Mikichetal.,1997)｡

本節の実験では,Sr2+あるいはBa2+を注入することによってブタ卵母細胞を活性化 したが,

旋盤胞への発生率は,ポジティブコン トロ-ルである Ca2'を注入 Lた区より有意に低か

った (P<0.05)0 Sr2+を注入 したブタ卵母細胞では,注入後に起 こる[Ca21iの上昇が卵母

細胞を活性化するのに十分でなかった可能性がある｡本章第 2節のブタ卵母細胞への Sr2+

注入実験では,Ba2+あるいはCa2十に比べてMIIIの核相を示す卵母細胞の割合が高かった｡

本節の実験でも,MIIIへ と移行 した卵母細胞が含まれていると推測される｡一方,Ba2十

を注入 した卵母細胞の腔盤胞への発生率も Ca2十より低かったが,Ba2+による毒性が考え

られる｡本章第 3節において Ba2+顕微注入後のブタ卵母細胞の[Ca21iの上昇は長時間継

続 した｡特続的な[Ca21 iの上昇は細胞死につながるため (Berridgeeta1.,1998),このこと

が活性化処理後のブタ卵母細胞の発生に悪影響を及ぼしたのかもしれない｡

精子抽出物を注入 して得 られた旋盤胞の細胞数は他の処理区より少なかった｡精子抽出

物を注入 した卵母細胞では,注入 24時間後に 2細胞期以降に発生 した腔は 18%と,電気

刺激 した卵母細胞 (42%)と比べると有意に少なかった (P<0.05)｡ しかし,注入 48時間

後では,77%の腔が 2細胞期以降に発生 したことから,精子抽出物を注入 した卵母細胞で

は第 1卵割が遅れた可能性がある｡この原因としても前述 と同様,精子抽出物中に含まれ,

本来は精子が卵母細胞へ侵入する過程で消失する物質が卵母細胞の発生に悪影響を及ぼし

ている可能性が考えられる｡
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第5章 総 括

本研究では,第 ⅠⅠ減数分裂中期のブタ卵母細胞の活性化における,ブタ精子抽出物お

よび二価陽イオン (Sr2+,Ba2+,Ca2+) の有効性を検討 した｡培養液中への二価陽イオン

添加による活性化法では,マウスとブタの卵母細胞でその反応性が大きく異なったことか

ら,二価陽イオンによる活性化法について検討を進めた｡ また, これらの活性化法によっ

て,受精時にみられると同様な一連の卵母細胞の反応が誘起されるか否かを検討 Lたo

1)マウスおよびラットの卵母細胞は,Sr2+を含む培養液中で容易に活性化されるが, こ

れら以外の動物種で,Sr2十が卵母細胞を活性化するとの報告はない｡一方,清子抽出物の

顕微注入は,哨乳類の卵母細胞を活性化するだけでなく,sr2+ヒ同様に Ca2'オシレーショ

ンを誘起する｡ このことから,ブタ卵母細胞が Sr2+を含む培養液によって活性化されるか

否かを調べた｡ また,ブタ精子抽出物をブタ卵母細胞に顕微注入 し,その活性化率を電気

刺激による活性化率 と比較 した｡

過剰排卵誘起 した雌マウスの卵管から第ⅠⅠ減数分裂中期の卵母細胞を採取 した｡また,

ブタ卵巣内の卵胞から卵母細胞一卵丘細胞一壁預粒膜細胞複合体 を採取 して,48時間成熟

培養 し,第 ⅠⅠ減数分裂中期のブタ卵母細胞を準備 した｡Sr2十を含む培養液中で処理 したマ

ウス卵母細胞は高率に活性化 したが (60-90%),ブタ卵母細胞はまった く活性化 しなか

った0-才,清子抽出物を顕微注入 したブタ卵母細胞は,電気刺激の場合 (830/.) と同様

に高率に活性化 した (85%)0

次に,第 ⅠⅠ減数分裂中期への成熟後の経過時間がブタ卵母細胞の活性化に及ぼす影響

を調べた｡成熟培養 36,42および 48時間後の第 ⅠⅠ減数分裂中期の卵母細胞に精子抽出

物を注入,あるいは電気刺激 し,それぞれの活性化率を調べた｡36時間成熟培養 した卵

母細胞では,精子抽出物注入による活性化率 (670/.)は電気刺激 (380/.)より有意に高い

値を示 した｡42あるいは 48時間成熟培養 した卵母細胞では,両活性化処理区において高

い活性化率 (89-100%)を示 した｡
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2)マウスの卵母細胞は,Sr2+以外にも培養液中に添加 した Ba2+あるいは Ca2十によっても

活性化する｡ このことから,培養液中に含まれる Sr2+,Ba2+および ca2十のマウス卵母紬牌

への活性化に及ぼす影響を確認するとともに,同様の処理がブタ卵母細胞を活性化するか

否かを調べた｡ また,二価陽イオンをまったく含まない培養液によってもマウス卵母細胞

は活性化されることから,この処理によってブタ卵母細胞が活性化されるか否かを調べた｡

マウス卵母細胞を,二価陽イオンを含まない,あるいは Sr2+,Ba2十あるいは Ca2+を含む

培養液中で処理 した｡二価陽イオンを含まない培養液中で処理 したマウス卵母細胞の54%

が活性化 した｡Sr2+ (1-10mM)を含む培養液で処理 した卵母細胞の 88-98%が活性化

した｡一方,1mM Ba2+を含む培養液によって処理 した卵母細胞の28-76%は活性化 した

が,Ba2+濃度の上昇 とともに活性化率は 28%へ と低下 した｡Ca2+(1-10mM)を含む培

養液で処理 した卵母細胞の活性化率は 10-37% と低かった｡同様の条件でブタ卵母細胞

の活性化誘起 を試みたが,いずれの処理においてもブタ卵母細胞はまったく活性化 しなか

った｡

3)マウスとブタの卵母細胞では,二価陽イオンの流人および排出に関わる機構に差があ

ると推察されたことから,細胞膜に存在すると考えられる Ca2十輸送系の Na+/Ca2+交換系

とCa2+ATPaseを阻害することによって,ブタ卵母紬舵の活性化誘起を試みた.

Na+を含まない培養液 (Na+一丘ee-TL液)を用いてブタ卵母細胞の Na+/Ca2+交換系の機

能を逆転させ,また,カルボキシエオシン (CE)によって Ca2+ATPaseの機能を阻害し

た条件で,Sr2+あるいは Ca2'を含む培養液でブタ卵母細胞を処理 した.Sr2+あるいは Ca2+

を含む Na+-free-TL液あるいは CE添加培養液中で処理 した場合,卵母細胞の 9-140/.が

活性化されたにすぎなかった｡Sr2+あるいは Ca2+を含む CE添加 Na'-free-TL液処理され

た卵母細胞は,それぞれ,22%および 21%とやや高い割合で活性化された｡ この条件に

おいては,急激な細胞内か レシウムイオン濃度 ([Ca21i)の上昇が観察された (Sr2+‥2/10)0

4)sr2+,Baヨ+あるいは Ca2+をブタ卵母細胞に顕微注入することによって卵母細胞の活性

化誘起を試みた｡その結果,53% (Sr2+),67% (Ba2+)および 84% (Ca2+)の卵母細胞が
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活性化された｡ これらの二価陽イオン注入直後,いずれも卵母細胞の[Ca21iの急激な上昇

が起 こった｡Sr2+あるいはCa2+を注入 した卵母細胞では約 1分間[Ca21iが上昇 したが,Ba2十

を注入 した卵母細胞では,[Ca21iの上昇は約 7分間特続 した｡ また,清子抽出物を注入 し

た卵母細胞では約 1分間の[Ca2+]iの上昇の後,Ca2+オシレ-ションが起こったが, これは

二価陽イオンの注入では認められなかった｡

5)卵母細胞に精子が侵入すると,表層粒の崩壊,Cdc2キナーゼの不活性化,腔発生の開

始などの一連の細胞反応が起 こるが, これらの反応は,精子が引き起 こす[Ca21iの上昇が

引き金になっていると考えられている｡二価陽イオンを注入 したブタ卵母細胞において,

これらの細胞反応が起 こるか否かを検討 した｡二価陽イオンあるいは精子抽出物の注入 6

時間後に卵母細胞の表層粒を FITC標識 peanutagglutininで染色したo注人前および対照

区の卵母細胞では,表層粒は紬髄膜付近に均一に分布 していた｡Sr2+,Ba2+あるいは Ca2'

を顕微注入 した卵母細胞では,細胞膜付近の泉層粒の蛍光は不連続 となり,泉層では凝集

したパッチ状の蛍光として観察 された｡ この変化は卵母細胞を電気刺激 した場合 と類似 し

ていたが,衷層粒が完全に崩壊 し,その内容物が透明帯の泉層へ と移行する精子抽出物の

注入によって起 こる反応 とは異なっていた｡

各活性化処理後の Cdc2キナーゼ活性の変化を調べた｡卵核胞期の卵母細胞では Cdc2

キナーゼ活性はほとん ど認められなかったが,第II減数分裂中期では活性は高かった.Ca2'

を注入 Lた卵母細胞では,注入 1時間後に Cdc2キナ-ゼ活性は著 しく低下 LたoSr2+,Ba2+

あるいは精子抽出物を注入 した卵母細胞の Cdc2キナーゼ活性は,注入 1時間後にやや低

下 し,6時間後にさらに低下 した.対照の卵母細胞では,注入 6時間後に Cdc2キナーゼ

活性は低下 したが,各二価陽イオン注入の 6時間後での活性 と比較すると依然高いレベル

にあった｡

活性化処理 したブタ卵母細胞の体外発生能について調べた｡活性化処理後,卵母細胞を

サイ トカラシン Bで処理 して,2倍体腔 を作出し,NCSU 23液中で 168時間培養 した｡

培養 24時間後の 2細胞期あるいは 3-4細胞期への発生率は,それぞれ 42% (電気刺激),

18γ｡(精子抽出物),SS㍑ (Sr2+),35γ｡(Ba2+) および 40% (Ca2+) であり,精子抽出物
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を注入した卵母細胞において第 1卵割の遅れがみられた｡培養 168時間後には,それぞれ

44% (電気刺激),280/.(精子抽出物),29% (Sr2+),29% (Ba2+) および 520/.(Ca2+) の

卵母細胞が旋盤胞期へと発生 した.対照の HEPES緩衝液を注入 した卵母細胞では,3-1

細胞期へと発生した卵母細胞もみられたが,これ以降のステージに発生した腔はなかった.

また,精子抽出物の注入によって得られた旋盤胞の平均細胞数は,仝処理区のなかで最も

少なく,Sr2+あるいはCa2+を注入 した区で最も多かった｡

以上の結果より,ブタ成熟卵母細胞は,培養液中の Sr2+,Ba2+,Ca2+によっては活性化

しないが,これらの二価陽イオンを卵母細胞中に顕微注入すると,卵母細胞は活性化され

ること,また,Ca2'輸送系を阻害した条件下で,培養液中の二価陽イオンによって-部の

卵母細胞が活性化することが示された｡ これらの結果は,卵母細胞内に二価陽イオンが急

激に流人するか,あるいは培養液中の二価陽イオンが卵母細胞に流入 して短時間に蓄積す

れば,ブタ卵母細胞の[Ca21iの上昇が誘起されて卵母細胞が活性化することを示している｡

また,精子抽出物は,電気刺激 と同様に卵母細胞を効果的に活性化した｡

Sr2+,Ba2+,Ca2'あるいは清子抽出物を注入 した卵母細胞および電気刺激 Lた卵母細胞

は,[Ca2']1の上昇,表層粒の崩壊,Cdc2キナーゼの不活性化,Ca2+オシレーション (棉

子抽出物のみ),および雌性前核の形成 といった卵母細胞への精子侵入時にみられると同

様な一連の反応を起 こL,その後,腔盤胞へと発生することが明らかとなったO
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