


ハムスター卵成熟過程におけるイノシ トール三 リン酸誘起性

Ca(2+)遊離機構の発達に関する研究
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Ⅰ.緒言

娃加入ICF不射症診療において､体外受梢 ･旺移植法が治桁手技として採用され､従来

は難治作であった不妊症症例に対しても有川な方法となった.しかしながら､その成都は

いまだ 卜分なものであるとはいえない,特に受柵陣r吉の存在する症例では､対応に苫成し

治療成続も不良である 卵はその成熟過椎において受精能力を凍得していくが､この卵成

熟度が不十分であることが安和障害の上刑月として考えられる｡従って受棉能ノ)の評価法を

確立し､これにより卵の成熟度をf巴掘することができれば､体外受柵 ･肱移植法の成細向

上に欝b-･することができると･考えられる｡

神々の動物卵において､その成熟過程のr日日こ起こる変化が知られている 例えばヒトデ

卵では､正常な安和能力を獲得することにより､ワ｣p川矢花位変化による多相1-受柿阻止が

起こり (MlyaZaklandEILralCLa),1979),受納膜を形成し (H】ra】etal.1981)､星

状体の形成と取 り込まれた柚子核の膨化 (JllraletaL1981)が起こる この間にカルシ

ウム遊稚横僻が発達する (ChlbaeLal.1990) これら全ての不象が､成熟誘起ホルモン

である1･TDethyladenlneの投与後30分以内に起こる 輔孔動物卵では､減数分裂はeycllc

AMP依存性にDl･OPhasclで停)tしているが､lnv】voでは性腺刺激ホルモンの投5-に引続

き､InVltrOでは卵胞からの卵の遊離後に､それぞれ減数分裂の再開が起こる (Satoand

Ko】de,1987,Yassa一･']an,1988)｡ハムスター8fIやマウス卵ではp-･ophaseIからmetaphase

Ⅲに至るまで約14時間を要するが､そのr托=こ起こる成熟変化が主として形態学的観丘から

研究されてきている この中には､弟l神体放出に対応 した徴総毛低密度領域の分化

(Ebcnspc-gcran(1E3alTOS,1981)や､凶卵胞の拡大 (okadaetaL,1986)､表層願粒数

の減少および配列の変化 (okadaet,lE.1986,I)uclbeLlaet,ll.1988a,1990b)､表層反

応の反応性の発達 (DuclbeHaetaL1988b,1990a).さらに柚子核の膨化能の獲得

(usulandYanag'Jnaehl,1976)という77輔 が含まれる｡その一方で､受粕冠位やカルシ

ウム遊離機構といった生理学nEJ側両の変化に槻する研究はほとんどなされていない｡

ところで､急激かつ一過性の細胞内カルシウム (Can)濃度 ([cal'].)の上昇が､僅々

の動物卵の受精過程において起こり､しかもそれは精子付怒部位から始まる ｢Ca7◆波｣の
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形をとることが触られている (I(lrre,1985,1991)｡この一過性caZ+増加は､多柄子安粕を

JnLl･_する衣同期粒分泌を引き起こすきっかけとなる (El)Cl,1978,Y.ln,1g】rmChl,L9帥)ど

けでなく､細胞周PJを進行させる引金にもなっている (Yh】Lakel･andl'atel,1990) 成

熟ハムスター卵 (MLyaZakLetal,1986)およびマウス卵 (Kllnear.dKl】ne,1986)で

も､受柏崎に反核する一過性ca2'増加反応 (以下 Ll受柚ca之収応叶と呼称)が認められる

ハムスター卵では､Ca--増加がcaヱ●依ij:性K-電流を誘起することにより,反復性の過分極反

応 (Hyperpo】arll,]'lgResl)OnSeS･ltRs) か らな る受柿'Li位 を形成す る (】gusaand

M'yazakL,1986) いくつかの知見からみて､ハムスタ-卵における稲子一卵の反応は､

おそ ら くはGTP-b'nd=1g I)rOLeln(G蛋 白)の活性化 を介 して､ loos)Lot1,4,5-

tl･lSphosphaLe(InsP})が産生され､細目地内ス トアからのInsP～.弟超性ca-'遊耗 (】nsp'

LndllCedca】clumleleascHCR)が起こるという､poLyphospholnOS】tlde(PI)turnoveI

が関与していると考えられる (Ⅵ■yazakl,1988,1990) ただし柵子から卵への最初のシグ

ナルに関しては末だ定見をみておらず､輔 f-細胞質巾の物質(cytosoHcfactol)が受精時

に粧棲卵細胞内へ移行し,これがLrJ:接の刺激となってhtL胞内ス トアからのCaz4遊鮭が引き

起こされるという増えも拙唱されているrSwann.1990) Jr)sP,受容体に対する機能遮断性

モノクロ-ナル抗体 (mAb)を用いた億近の研究によると､相 F.付眉部位における[ca呈●】

上界の開始はtICRに上るものであり､またCa●妓およびca一振動はCat感受性IICRによるも

のであることが直接示された (Mly;lZakletal,1992b)

さらにヒ トデ卵では､IICR機械が卵成熟過程で発達することが示された (Chlb.1et

.lL,1990) マウス末成熟卵では､透FJl･指Hこよる多格子受梢阻止が不 卜分である

(IwamatsuandChallg,1972)ことや､卵に取り込まれた相1-の前核形成がハムスター未

成熟卵では起こらない (UsulandYanammaCh).1976)ことから､本研究では､ハムスタ

ー束成熟卵における受柄奄位およびca24増加反応を成熟卵と比較した｡さらにInVIVOおよ

びInV】trOの2つの成熟過程におけるIICRの発達を､】nsp,の細胞内徴菜注入およびfura2

を用いたCal'画像解p-rにより観察した HCRの発達は､細胞賀レベルでの機能的成熟の指

標として､布用であると考えられた
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Ⅱ.材料と方法

I.卵の詞准

成熟雌ゴールデンハムスタ-を川い､発情婚Jにpregnantma一eSerumgOnadot101)Ln

(PMSG)30)uを腹腔内投与した｡A聯(‖lVIVOmaLuratlOnf!rOuP)ではpMSC投与48時間後

にhllm{lnCho†■OIltCgOnadotropln (hCG)30luを腹腔内投与▲し､その2～16時聞後に卵娘

または卵管から卵を採取し実験に用いた B群(lnVltrOmatulaLIOn又rout))ではpNSG投

与48時rlLJ後に卵兆を摘排.して､培兼液rPで27C針を用いて成熟卵胞を穿刺して呆成熟卵を

採収した 採りPした卵は増弟器内(37℃.51CO)で､卵h-A_細胞を作った状態で頼艮16時Iuほ

で増塵を行い､実験に用いた [図1] 本論文では､卵の成典段階を次のように表示して

いる すなわち 群̂ではhCC投与後の経i即時rTtl(単位 時間)で示し､B群においては､卵

胞から卵を取 り出してからの経過峠Ftq(単位 時JM)で示 している｡また卵胞から採取後

30分以内の卵核胞(GV)糊にある卵を未成熟卯､A群およびB群において16-1印判哨経過した

卵を成熟卵､両者の中途段階にある卵を成熟途上卵と定義した

採取 した卵はまず､BW液 (Blgge'S,WhlLtCnandWhlLLlngham,1971)にh)･aluron)dase

(p･LBIOChelnCaLs.Mllwaukee.YI)を0.051の濃度に溶解した溶液中で､ガラス毛細管を

アルコールランプ中で加熱 牽引して作製したヒヘットを用いてヒペッティングを数回行

って､卵丘細胞を除よした 次いで卯を0.071いyl)SIR(GTBCO.C-and]sland,NY)溶液中に

約ユ分Fttlおき､透明帯を離解 ･除去 した｡なお成熟度の低い卵においては､本処理によっ

ても,透明帯が完全に除去できないこともあった

2 相子の調嵯および媒梢

成熟雄ゴールデンハムスク-の珊典上体尾部を摘出後､これを針で穿刺して精液を採取

した｡これを37℃で4-5時間培養し､eapaeltat10nおよびacrosomet-eact■onを起こさせ

た｡媒梢実験に際しては､ガラスヒヘットをmいて､柏7-懸濁液2-3LJlを卵の入ったデ

ィッシュ中に媒柏した｡
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3.栴液

卵の培養および処理を行うには､原則として､BWW溶液を用いた｡本溶液の組成は､以

下の通 りである(いずれもmM):NaCl,94.6,KCl,4.8,CaC12,1.7,MgS0.,1.2,KH2P0.,1.2,

NalacLaLe,22.NapyruvaLe.0.5,glucose,5.6.NaIIC0,,25.1本浴液は､5%CO2下で気相

平衡させ､pI17.4として用いた｡また使用前に牛血桁アルブミンを4mg/mlの濃度になるよ

う添加した｡生理学的実験は､modified8WW溶液 (M2溶液)中で行った｡本溶液は､

19.4mM‖epesと 5.1rnMNaHCOsを含んでいる｡また一部の実験においては､serotonin(5-

hydroxyLryl)Lamlne,51HTHSi即a,SL.Louls.MO)溶液を卵の入った溶液に孫加した.

4.Cal'濃度の測定と画像処理

細り泡内caR1膿度の測定は､以下のごとく行った.まずca2◆結合性蛍光色素であるFura2の

acetoxylmcLhyl体であるFura2-AM溶液 を作 成 した.本溶液はFtlra2一AM(Molecular

probesTnc.,Eugene.OR)をBWW溶液に溶解して10iLMの濃度にしたものであり､界面活悼

剤であるpluronICFl127を0.04%含むo細胞内ca2.濃度の測定にあたっては､卵をFura2･

AM溶液中で7-20分間培養し､Fura2-AMを卵内に取り込ませた｡実験内容によっては､

Fura2をマイクロヒベットを用いて直倭卵内に微量法大した｡なお卵内のFul･aZ濃度は､

既知量のFura2を卵内に微塵注入した際の360nm紫外線に対する励起光の強度を元にして

計算すると､Fura2-̂Mで取り込ませたものでは5-10FLMであり､Fura2を微量注入したも

のでは14-20FLMであった｡｡次にこの卵を35mm径のフラスチックディッシュのハラフイン

オイル中に形成した0.4TnlのM2溶液の ドロップの中に移 した｡このフラスチックディッシ

ュの底は中心に5-10mmの孔を開け､ここにカバーガラスを貼 り付けてあり､紫外線 (uv)

の通過を可能としている｡またこのカバーガラスの表面はpoly-L･lyslne(50jLg/ml)で処

理してあり､卵が付着しやすくしてある｡フラスチックディッシュを倒立顕微鏡のステー

ジにセットし､温度を32-34℃に保った状態で実験を行った｡

実験にあたっては､キセノンランプより発 した光線を340±10nmのnarrowbandpass

HlLerを通し､得られた340nmの波長の紫外線を卵に照射した｡そして励起光を510±10nm
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のn.lrr｡､I).lndl)assrllterを適して由感艇カメラで捕捉 し7L･ なおWl級錠の姓.山王卵のJJJt

逝血に分わせた‥ilOnn紫外鰍 ま実験q'持絞的に,t朋 すされ､2秒l･rIJ剛LLに収納のO.:.抄捌U,

由L卓イメージ岬340)をイメ-ジプロセ ノサ L̂Rr'LS100slst叫 Ilaz)an,lLSllPhotunlL･S.

HalanatStl.)apan)で横井した 同鰍 こF340計淵の前綾に,360nⅡl紫外線に対する励起イメ

ージ<r3t)0)を計測した 実験,T'F360は直線的に減虞するものと仮定した 卜で,各測定ホイ

ントにおけるr340/!･3150の比をur解した t如 および.'iに文験JILiLのPt紫を'示した ｡r井プ

日 吉:丁::-rtal'::nrr:L"S:cL三LII::&L:L,;: ≡,REtL? :: 二･/1.I;['ctt.言3:Q/;;,6㌢ 三̀:三bL: 濃度の

L か ルスを朋 川｡にL,-.えること｡より､膜軌 のIg.Eの観鮒 ㈱ こ行.,た 矧 二川い

l

た卵のうち.採収後略FMが長く経過したものの小には反応が小良であるものが認められ

た また 一部に股肱抗が明らかに低JL:iを示す卵もみられたが､これはヒヘ ツティングなど

の嫌作に什う卵の坊化と考えられた これらの卵は棟.;tl対製からは除外 したl



Ⅲ.結果

1.成熟卵および束成熟卵における受精時細胞内ca2◆濃度変化

最初に､媒棉 して受精が成立したときに認められる細胞内ca2ナ渡度([caヱヰ].)変化､す

なわち受約時細胞内ca2◆濃度変化を観察した｡まず∧群成熟卵における受精時細目泡内ca2◆濃

度変化を図4̂および4Bに示す｡図4Aは膜電位変化をみたものであり､図4Bは[ca2◆],を直篠

計測したものである｡膜電位変化としては､一過性かつ反復性の過分庵反応 rIIR)が認めら

れるが､頼初のHRは､卵表面に付着した精子の鞭毛運動が静止した時点で出現している｡

この鞭毛連動の静止は､杓子と卵の融合を示していると考えられるO何故ならば卵と癒合

する能力のない先体反応未誘起精子(YanagiTnaChi,1978)は､卵表面に付着はしても鞍毛運

動が静止したりHRを起こすことはないからである(Miya7.akiand】gusa,1981)｡最初のHR

に引き続いて2-3のllRが短い間隔で生じている｡

図4Baは最初の3回の反応について､精子付着部位､卵中央､精子付着部位の村側の3ヶ

所における[caz+]-変化を示している｡ゆっくりとした小さな[Caヱ◆].の上昇が精子付着部位

に生じ､これに引き続いてより速く大きな[calt]J二昇が認められるOこれらの大きい反応

における[caと†]のヒ-ク値は500-550nM(n=10)に達し､卵内の3ヶ所ではほほ同様の値を

示した｡いずれの反応においても精子付着部位の対側では､[ca2']は約2秒の遅れをもっ

て相加した｡以上の反応を疑似カラーで表示したものが写真1Aである｡

億初の間隔の短い数回の反応の後には､ほぼ一定の間隔 (2-3分)で反応が続いている

(図4A)O図4Bbおよび4Bcにみられるように.各々の[Ca2+L変化はゆっくりとした小さな立

ち上がりの部分と､これに引き続く速く大きい変化(ca2◆スパイク)から構成されている｡

そしてこれら2つの要素の移行は､波度が]40-170nMに至ったところで起こっている｡

lcae.].増加は卵全体においてほぼ同期して起こり､ヒ-ク[caか1.は500nMに達している(n=

10)｡以上に示したように､卵は受精時に､ホルモンや神経伝達物質や成長因子に対して

種々の休耕J胞が反応するのと同様にCa2†振動を起こす｡

未成熟卵も煤精に際して､頻回なHは 示す(図4C)｡一定の電流ハルスを卵に与えること

により得られる膜抵抗の値は､末成熟卵においても成熟卵とほほ同等であるが､媒精時に
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みられるlIRの大きさは未成熟卯でははるかに小さい｡またllRは精子が卵の表面に付着した

直後から.Lli現しており､付崩した柚子の根毛運動が静止してから出現する成熟卵と比べる

と早い時)切に始まっている｡同じ卵におけるCa之̀イメージをみると､[ca2う]1は虐初の6～8

回は25-30秒の周Jglで､250-300nMのヒ-ク佃をとり､基線レベルまで戻ることなく振動

している｡そして空間的分布をみると､最初の3-4回の反応は精子がィ､j･話した部位の近傍

から始まっており､卵内の局所に留まることなく2秒以内に卵全体に拡がっている｡写兵

1Baに示すように､Ca2̀彼らしきものは認められるものの､さほど明瞭ではない｡4番目か

ら8番目の反応における[caB+]1増加は､卵内の特定の部位からでなく全体から一様に起こ

っている｡最初の数回のCa2'振動の後､rlRは振幅が小さく､間隔が長くなっている｡その

後は振幅は元に戻 り､約60秒周期の規則的なハターンが形成される｡この時点ではいずれ

の[ca2◆],増加も卵全体から同期 して起こっており､緩徐なcaZ+の微増加とそれに引き続く

Ca-'スパイクから成っている｡

lnsP,受容体のCalサ ヤネル部位の近傍のエヒト-フを認識するモノクローナル抗体

(m̂b)である]8̂10は､マウス小脳のミクロゾームにおけるHCRを抑制することが知られて

いる｡ このmAbは､成熟ハムスタ-卵においてlnsPS注入により誘起されるCa2+遊離と同

様､精子により誘起されるCa.波やCa之◆振動をも抑制することが報告されている｡図4Eで

は､記録中2つの柚子が卵と融合している (鞭毛運動の停止で判断)｡しかし､18AIOを事

前に細胞内注入 (最終濃度は115〃g/ml)することにより､細胞内caZ◆膿度変化は完全に抑

制された｡しかも､精子付着部位の近傍においてすら､局所的な[caZi]増加も認められて

いない (n=3)0 18AIOを注入せず､同量のFura2のみを注入した場合には､ca'◆反応には

影轡を及ぼさなかった｡従って成熟卵と同様未成熟卵においても､精子により誘起される

caB◆振動はllCRによるものであろうと考えられた｡

未成熟卵のうち約半数において､媒精以前から自発性のCa2◆変化がみられている (図

5̂).もっとも過分極反応は極めて小さく､[ca24].は200nM以下であったO[ca2◆]J曽加は卵

全体において一様に起こった (図5人)Cこれらの反応は18AIOにより抑制された｡精子に

より誘起される最初のCa2十反応は､柵子が付着してから開始している点､より周期が短い
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.Il､および反応が大きい L.■王においてFl発作C,1■†変化と区別される｡

2.serotonlzlに対するCaJ-変化

seroLonLn(51什)は､成熟ハムスタ18Pにおいて50nMの濃度で周JgJ的なCa2.濃度変化を起

こすことが知られている (MLyaZakleLal,1990) しかしながら5-HTに対する反応性の

生物学的意長は不明である これらの反応､は､5-HpI受容体のアンタゴニス トにより抑制

されるが､5-HT̀受容体はpH1.J'報伝達糸を清作化し､G銀白を介してIICRを意起 す る｡束成

熟卵のP]帖報 伝達系を検索するE=lgで5-HTを投51-した なお卯は卵丘細胞および透明帯を

完全に除去して用いた｡兼成熟卵では0.5nMの511TがCà◆濃度変化を引き起こすのに十分で

あった (rl=6) (凶5B) すなわち反応を起こすのに必喫な巌少5-HT濃度は成熟卵と比較

するとその1/100以 FIである 5-HTを投'iしてから反応が生じるまで約50秒の時Fli]の遅れ

があり､〔cai-].のヒーク他は150-200nMであった｡InMの5HTを投与一すると,より短い遅

れの後に､受精時と同様の周期的caZ̀漉度変化が生じた (図5C) これらの5-HT誘起性ca-●

増加反応は､18人10により完全に抑制された｡一方成熟卵においては､50-75nMの51HTを

投与しても反).t､は1回認められるのみであった (n=8) (図5I))｡ただし凶5Bの吻合とほほ

同等の時州的遅延をもちながら.[cal']は500nu以上に逮する反応がみられた

3 成熟卵および未成熟卵におけるInsP,誘起性caZ.遊耗模肺

受精cal̀反応は､SPにおいて産生されたInsP,によるHCRが関5-したものであると考えら

れているが､JnsP,を成熟ハムスター卵に細胞内柱人すると.ca2'進髄を起こすことができ

る(MlyaZakl.1988)｡そこでInsP,誘起性caZ◆増加反応を受精ca孟'反応のモデルとして､成熟

卵と呆成熟卵Jとにおける本反応の差炎について検討した｡図6はInsP,の注入電流泉 (ハル

スの電流.nAX時Fu].secで表示)および[ca王●].のヒ-ク他 (卵全体における平均値)の関

係を示しているD成熟卵および未放熱卵における[ca2.].の基荘イL!Eiはそれぞれ66j=21nM(n-

40)および62±17nM(∩-21)であった｡ ■n v】＼roで成熟した卵では､寄量-反応曲線は
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0.6n̂×lsecのパルスによる注人魚に対すろ80nMから12m̂×1secのハルスによる注入立に

対する500nMのFluで急激なじ卯を示した.より大きな】nsp.の托入i誌に対する反応の増加は

逆に蔽徐であった 20nA×2seeのハルスによる注入時においでも[cal.のヒータ伯は605

±50nM(n=5)であった｡従って､成熟卵におけるIICRは､自己再生的 (regeneratlYe)

な作賞をもつと思われた

一方未成熟卵においては､いずれの】nsP,投与InftにおいてもEICR反応は成熟卵よりかな

り′｣､さいものであった (図6)0 12n̂×1sccのパルスに対すると一ク【ca2+]は181±60州

(n=7)であり.成熟卵における351であった｡TnsP,の投L=j一畳を増加したときの反応ハタ

ーンは自己再生的ではなくgradedであった 20nAX2secのハルスに対するピーク[caと◆】は

J185±65nM(n=6)であり､ほほHCRの倍大レベルと･%えられる成熟卵の反応の約80㌔であ

った｡

4.lICRの時ru的 空間的解析

月Pの-側からInsP'を注入し,卵内における3ヶ所で[caZ◆】.の測定をすることにより､

JICRの時rFq的 ･空間的解析を行った 成熟卵では､0.9nA×ユsecのハルスに対して､InsP,

注入部位では200nMの､そして対側では100nMのCaz'ヒーク値を示した (図7Aa)｡詳細にみ

ると､TnsP'の注入部位において局所的にCa''遊椎が起こり､これにより生じたCaB̀が反対

側まで拡散していったものと考えられる (写真1Ca) これとは対照的に､1nAXIseeのハ

ルスに対しては約500nMのと-ク値に至るCaヱ̀増加が起こっている これら2つの注入鼠に

対する反応性は不連続的である｡しかもこのピーク値は卵内の3ヶ所においていずれも同

等の値を示した (図7Ab)｡写共lCbには､自己再生的なcaz◆増iruが卵内部におけるCal.動月

に対応しているのが示されている｡5n̂×1secのハルスに対する反応も同様のハタ-ンを

示している (tgJ7Ac)が､【caE◆】は卵内の3ヶ所でほとんど時間的な差がない状態で増加し

ている.これはおそらく住人された7】1SP,が広い範脚に拡散するためであると考えられ

る｡

一方兼成熟卵では､I.2nAXIsccのパルスおよび5n̂×lsecのパルスによるInsP3注入に
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対する反応は成熱卵における反応と比べてはるかに小さい.またInsP!の注入部位と反対

tLLIJとのF相に､[Cal◆].のと一ク佃の空fLf川()汲度勾配が存在する (凶7BaおよびLg17Bb)｡これ

らに対応する画像は写英1Ⅰ)aおよび写貞lI)l)であるが､もっとも高い[ca=◆].を示すのは､

InsP､牲人部位の近傍であり､5n̂×1sccのハルスによるTnsP,注入に対しても､cal十動月は

みられない｡10n̂×ZsecのパルスによるInsP,注入に対しては､[caヱ̀】は3ヶ所で同等の他

をとっており､､乙ち上がりの時lWJ()遅延はわずかである (図7Eic) ,対応する画像の写}'i

lDcには､CaZ+改様の〔Ca2']淵 加が汲められるが､このような大谷丑の注入量においては､
注入したInsP.の卵内での拡散によるものとの区別は齢難である

5 卵成熟過樫におけるIICR発達の時間的経過

InsP,法人に対する〔Ca2'].相川rl反応を､‖-V'vo(人件)およびlnV】t'･0(B群)の卵成熟

過程における様々な段階において検討した｡1nI,1VO卵成熟過程では､hCGの股与2-3時Il"

緩までは､第1減数分裂のeP償胞崩壊 (GVBD)が大部分の卵において認められた｡ハムス

ター卵の減数分裂における核の成熟段階に関する報告によると､GVBr)はhCG投514時間後に

全ての卵で完 /し､T3rOmetaDhaseTに移行する｡その後ほとんどの卵は9-10時間後には

Lelol)lmseTに進み､10-11時FEU後にはchL･Ornatlnm,lSSStageに､ll-12時間後には

proznetaphaseuに､12-14時Ftu後にnetaphaserJに移行する この時点で排卵が起こり.

受柵が成立するまで卵はmetaphasc口にとどまる｡tnvltrO卵成熟過糧では､早期の過程

は岩下速く進行する｡CVLir)は卵胞から遊稚後1.5-25時間後には認められる 後期の核成

熟段階は】nv】いo卵成熟過権では詳紺には検討されていないが､LllVLVO卵成熟過程とほ

ほ同等であるとされる(IwllmaLsu,1975)｡

[ca‡●】の基碇偶はA群においでは各測定時か こおいてほほ一定であり､B群と比戟 しても

同程度であった (図8および9) 2時rifjおよび3時FIU後の成熟途上卵では､自発性ca2-振動

が認められたが､それ以前の段階の卵に比べると出現嫉皮は低かった｡5時FE17後に[caZ◆]L

の微小な変動がみられた卵もあった｡10時州後以降の卵では自発性ca2◆振動は全く認めら

れなかった｡
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lnsr',の卵細胞内への注入にあたっては､3種類の花施パルスを用いた｡9,1に成熟卵で

Ej己再生的な反応を起こす閲伯よりわずかに大きな他である12nA×1scc(ハルス1)､

祭Zに閲僻より卜分に大きな1LrJIである5n̂×lscc(ハルス2)､第3に叔大レベルの反応を誘

起する20nAX2sec(ハルス3)である 卯全体での平均でみた各反応の[caヱ▲]のピーク値

を図8および凶9に示 した｡なお以後の記範において ｢＼｣と衣HdLである場合､同丑の

lnsP.ハルスに対する反応の比 [成熟途 ヒ卵の値/成熟卵の値]を示している

A群では成熟過程を通して､ハルス3に対する反応は80＼から100㌔へと増加した (図8)

より小さい注入苛 (パルス1およびパルス2)に対する反応におけるllCRの発達には､明瞭

に2つの柵が認められた｡最初の5時問までの第1桶 (p-)Ul用)と10時間以降の第2相 (後沖J

棉)である 第1相ではハルス2に対する反応が急激に801にまで増加 している｡反掛 ま次

の5時IrUでは変化はみられていない｡-･方,ハルスユに対する反応は初めの10峠朋では末成

熟卵と同レベル (35ヽ)のままでとどまっている｡節2相ではハルス2に対する反応は再び

増加している.,しかしハルス1に対する反応性の増加はより顕潜であり､12時間後の卵に

おけるヒ-ク[ca-1は､80Iに達している｡

B群におけるIICR発達は基本的にはA群のそれと同様であるが､以下の点において差異が

認められる｡第1にハルス2に対する反応は1時FirJと2時FZl】の閏にJm如し､5時Iu以内にほほ

100n=適している 軒2にハルス1に対する反応性の増強は､10時FuJ後には認められ､12時

糊後にはほほ100＼のレベルに連している 第3にB辞成熟卵 (16時間)では､パルス1に対

する反応が∧群成熟卵と比べ,軌加ま定かではないが岩下低値である 以上のように卵胞

から取り出した卵においてもHCRは発達をし､その時ru軽過はlllV】VO成熟過程よりも岩

下早い｡
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Ⅳ.考察

本研究では州乳動物のj=成熟卵における受精花位およびcaB.変化を初めて'T;した ハム

スターの束成熟卵と成熟卵とのI馴こ､細胞質内[cal'】動態における差界が認められた｡本

質的差掛 まtlCR横柄にあり､このため卵成熟過程におけるlTCR横補の発達を明らかにし

た

1 [ca21の鵜従イ1trと臼発作caB+振動

未成熟卵における[Ca2']の遊脚由の平均は65nMであり､成熟卵との問に差はなかった

1nsP,受苓体が関与するF]発作ca星'振動がCV期およびGVrm期にある卵の多くにおいてみられ

た 木現象はマウスで報告されているものと同様である (CarroH andSwan°,1992) 一

方で10時ru以降の成熟段階にある卵では､臼発性ca2歳動は全く認められなかったOハム

スター卯では､鮒胞外cait濃度をしげたりca2.,onophore 2̂3187を添加するとGVBDは促進

される (Racowsky,1986)ことから､自発性caZ.振動は卵胞から取り出した卵の減数分裂再

開に関与･している可能性がある しかしマウス卵での検討では.Caz.キレート剤である

llAPT̂で処理 してFl発性cal'振動 を抑制 してもGV8Dは妨げられない (CarroIEand

sw,inn,1992)｡自発性cal'振動の生物学的恵並の解明には,さらに検討が必質である｢

2 受梢caz̀反応

未成熟8剛二おいてもInsPf受容体の関与した受精cal一反応が認められた Caヱ◆の反応バ

ターンは成熟卵の受柵時と類似していた すなわち反応早期にみられるT:別明の短いCa2●振

動が柵Jlィ.J着部位より尉始し,その後に一定のfeaJgJで独立した反応が耗いた｡位初の反応

は､棉1-の付満あるいは融合が節操の引き金になり､その後の反応は受柵した未成熟卵あ

るいは成熟卵の内部で確立したcaz'動力削こ基づいているように思われた 一方で未成熟PP

と成熟卵とでは炎なる点も認められた

qJlに末成熟卵ではCa2-増加は棉子が卯Iにイ･J芯した-&後に開始 した.1つの可能性とし

て､柵子表面に存イEする何らかの物質がTICRに至る佃鰍伝達径路を刺激していると想定さ

れる｡ハムス ター卵では受納時にPIfrl報伝達系が関与すると考 えられている
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(Miyaz;Ikl,1988,Mly.17.akleLaL,1990,1992[))｡5･Hlはハムスター成熟卵において､受

容体 G頚凸 PILulnovel･を介して反従するlICRを誘起するが､未成熟卵でも5-HT投与によ

り[ca'◆].J蜘日が.iiJ.められたことから､)'R熟卵と同様人成熟卵でもpI情報伝達系が作動して

いることが示された,しかも成熟卵と比較すると未成熟卵はSlllTに対する感受性がかなり

高かった｡さらに5HTの投5･からcal.振動1井J姑までの時間的遅延は､兼成熟卵が成熟卵よ

りはるかに短く (凶5Cおよび5T))､両者の受棉ca2°:R応の場合と耕似Lていた｡.k成熟卯)

で相子北びに5･)lTに対するCa2◆反応のサイズが小さい理山はPl怖報伝達系が未発達なため

ではなく､tICRが何らかの修飾を受けていることに起閃している可能性が示唆されたO

節2に七成熟卵における受梢時[cai一】増加は成熟卵の約1/2であった｡未成熟卵には成熟

卵の約801の細胞内caJ.逝#_ス トアが備わっていることから､この主な庶E引まHCRにおける

lnsr',に肘する感受性の低さであると考えられる｡もっとも､ス トア-のCa21の再取込みが

未熟である可能性は否定はできない｡同様の現象は､ヒトデ卯Jにおいても報告されている

(ch■baeLal.1990)｡Cap●反応が′｣､さいにもかかわらず､〔cal.]増加は精子付着部位に

限局はせず､広範朋に広がっているQしかし ｢caE慨｣は明瞭には確認できなかった こ

れはおそらく未成熟卵におけるCai◆遜牡の性質が ト分に自己再生的でないことによると考

えられる｡

ca‡◆反応が小さいと､これに引絞き起こる表層朝原の放出が 卜分に起こらないことが想

定され,このために透明帯レベルでの多梢1-受棉抑制が不完全となっている可能性が考え

られる (ly.TaTnatSuandChang.1972) もっとも[caZ.】.増加は小さいものの､200nMを越

えるヒ-クをもち成熟卵より柳向日こ起こっているので,CaZ◆に対する表屑耕叔放出の感受

性が低いことが一因となっている可能性もある｡またマウス卵で単為発生に用いる反硬性

のCal'パルスの大きさとバターンが､Ii音核形成に影響をうーえるという報告があるが

(vltulloandOzLl,1992)､【Ca之'】増加が小さいことにより未成熟卵において前核が ト

分に形成されないl】J能件も考えられる (UsulandYanaglnlaChl.1976)｡

成熟卵と比較すると未成熟卵では､安和電位を形成する反核仙lRsは.個々の反応にお

いてはるかに小さくまた持掛 ま短かった IIRsにおけるこれらの益井は､[cal'1の実iAlj値
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lの差鼎よりも上り湖七であった このことからJt成熟卵では,Ca感受伽 チャネルが数

が少ないかまたは感受性が低い可能性がある InsP､受容体と同様ca感食性E-1ヤネル

も､卵成熟過程において発達あるいは修飾される可能性がある｡従って,t成熟卵あるいは

成熟卵において､IIRはCa7-退社の大きさや時fl'I]耗過の良い指標とはならないと考えられ

∫;I

3.lnsP.に付する感受性の発達

)nspl注入実験に上り､Jt成熟卵ではlnsp.に対する反応性が低いことが明らかとなっ

た ただしCaストアは約801は既に備わっていた また成熟卵で特徴的な自己再生的llCJZ

は未成熟卵では遡められなかった このことは受粕時あるいはInsP,注入時に､Cà●淡が明

軌 こIaめられないこととも呼応していろ これと極めてよく似たCatl反応が､IrtsP･感受性

を抑制するnAb18LuOrL注入しておいた成熟卵で止められる (M▲yaLakLetal.1992) 以

t･のIR験都'Rから､末成熟卵においでは､JnsP.に付する感受作が低いと考えられる た

だし､束成熟卵においてInsPlreeepLorの数あるいは密J度が成熟卵と比較 して小さい可能

性も否定はされない この...lJJこ関しては今後の研究に持たねばならないが､ShlratSh】et

aL(]995)に上ると､ハムスター卵の成熟過膿において細胞内caz◆フールと考えられる

endoplasEDICreLJCulumの分布が変化することが示されており､このことがHCRあるいは

受柵caZ一反応の卵成熟段附による差異の ･閃となっている叶能作もある,

中等馬のJnsPI(碓流ハルス立 5nAXIsec)を注入してHCRを誘起する場合､卵成熟過

程においてその反応性の発達は2相性であるのに対して､ほぼ食入レベルのCaエ退任を誘起

する20nt×Zsecのハルスに対する反応性は､卵成熟過程を通じてI,i:r一様に発達した 前

.者における発達の車1相は､GV期からt'roPetaphaselにいたる過程に対応 している 峨乳

1
1の卵細胞内における減少が煎 1減数分裂の再開を引き起こす (sehultzeLal.1983,

IRacovsky･1986･Sato and Ko)de･1987･Vass之lrTDan･1988) - J1-supattaponeetal

(1988)は､cycllCANP依存性prote)nklnaSeが脳のInsP,受容体をリン酸化することに
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より､lnsPlによるCa2◆遊離の感受性を低くすると報告したD従ってハムスター未成熟卵に

おいてlnsP'に対する反応性が低 く､これがCVBDの間に増強することは､cycHcAMPの作

用による可能性がある.)しかしながらdlbutyrylcyclicAMPを成熟卵に投与してもHCRは

抑制されなかった｡卵成熟過程におけるCa2t遊離に対するInsP3感受性の増強の分子レベル

でのメカニズムの解明には､さらなる検討が必要と思われる｡

自己再生的なHCRは第2相において発達を示した｡この相においては､例えばⅠ･yanodine

受容体/チャネル (TakeshinaeLal,1989)を介するCa21衣存性caか遊離のような､他の

C.12◆遊離機構の発達が関与しているとも考えられる.しかしInsP,の注入により誘起され

る､gradedなバターンのIJCRから自己再生的ilCRへの連続的移行は､様々な量のmAb

18̂10を用いてHCRを調節的に抑制することにより再現される (MlyaZakletal,

1992b)｡従って自己再生的HCRの発達は､InsP,に対する感受性の変化として堀もよく説

明しうる.さらに細胞質内ca壬◆がllCRの感受性を上げることが知られている (JlnO,1990,

BezprozvannyetaI.1991.FinchetaI.1991)｡ハムスター卵においては､自己再生的

caz.遊離がC<12.とHCRのpos'Livereedbackに起因する､すなわちllC別こより生 じたca2一が

llcRの感受性を上げることが示されている (MlyaZakietaL.1992a,1992b)｡従ってこ

のCa2'感受性のある日CRの礎得が第2相で起こっていると考えられる｡

J llCRの発達度は､卵の細胞質レベルでの成熟をみる有用な指標であると考えられる｡

llnsP3の反応性の増雌における2つの相は､それぞれ川 VIVO成熟の第1および第2減数分裂
l
におけるpI･OPhaseからmetaphaseにいたる核成熟段階に対応 していると思われる｡卵胞か

ら取 り出した卵もまた､lnVLtrOにおいて2段階のIICRの発達を示す｡しかしながらl∩

vivo成熟と比べると若干時間的経過が速い｡11CR機構を含む細胞質レベルでの発達は､あ

る程度は核レベルの成熟と並行して進み､受精段階でその完成をみることが示唆される｡

ヒトデ卵は晒乳動物卵に比べてかなり速い減数分裂を起こすが､InsP3の感受性は

meLaphaseIにいたる30分の間に発達する (Chit)aetal,1990).そしてこのステ-ジは

正常な受柿が起こるのに最も適 した時期である (日lralCLal,1981,MlyaZakland

Hil･al.1979)｡細胞質レベルでの成熟が核レベルでの成熟と同様の因子により制御されて
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いるかを明らかにすることは興味ある謙越である そのメカニズムがどうであれ､IECR機

構の発達がTE'ilb,'な受柵能獲梓のために必安不可欠な凶1-の1つであると考えられる｡
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図4受抽時に認められる過分棲反応 (A,C)と対応する卵細胞内cazl増加反応 (a,I))

蛇柵院l姉より記鉢を行い,相子の卵への付蔚 静止に際して起こる変化を示す

お̂よびB'成典卯.CおよびD 未成熟卵

lBおよびt)では､挿入図に示すように相子付諮部位近傍.卵中央,相子付着部位の

反対側の3ヶ所における【cal●],濃度変化を表す]

E 抗 】nspき受容体m̂b18AIO(卵内濃度115pg/Tnt)によるJk成熟卵の受梢C.18十反応の

完全抑制.
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B 5･H'l(0.5nM)に付する束成熟卵の[cai●1増加反応

C 5-HT(In川)に対する未成熟卵の[cai'】.増加反応

▲は18̂10(卵内濃度150Fjg/ml)添加による反応の抑札

D-5･tlT(75nM)に対する成熟卵の[caヱ寸]一増加反応.
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各々異なる3種類のパルスを用い,挿入凶に'示すようにlnsP･沌入部位近傍,

卵中央.】nsp,注入部位の反対側の3ヶ所における【Ca!◆】を表示した.
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写真lCaJ'増加反応増加相の疑似カラー戎示

A:成熟卵において楳楕時に最初に認められた食指cal●反応

ti.,k成熟BrIにおける受禰cal'反応.a,bは各々図4I)の破線矢印の反応に相当
C'成熟卵におけるlnsP】注入時のCaエ'増加反応.ao9nAXIsec.b-1.ZnA×lsec

i)-よ成れ卵におけるInsP,注入時のCa-増加反応.aI.2nA×lsee.b･5nA×1sec.
clOnAx2sec

各々の画像は.2秒間隔毎に最初の0.5秒 (A,8)または1秒 (C,D)のFi..作kを深井した
もの.
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