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<略語> 

 

MⅡ期；減数第二分裂中期 

MPF；M-phase promoting factor 

CSF；cytostatic factor 

Cdk1；cyclin dependent kinase 1 

PP1；protein phosphatase 1 

PP2A；protein phosphatase 2A 

Mastl；microtubule-associated serine/threonine kinase-like 

Ensa；α-endosulphine 

Arpp19；cyclic AMP-regulated phosphoprotein 19 

INM；核膜の内膜（inner nuclear membrane） 

ONM；核膜の外膜（outer nuclear membrane） 

ER；小胞体（endoplasmic reticulum） 

NPC；核膜孔複合体（nuclear pore complex） 

NEBD；核膜崩壊（nuclear envelope breakdown） 

APC/C；分裂後期促進複合体（anaphase-promoting complex/cyclosome ） 

RSK；90 kDa ribosomal S6 kinase（p90RSK） 

MⅡ卵；MⅡ期で停止している卵細胞 

BAF；barrier to autointegration factor 

U-Act；U0126存在下での卵の活性化 

B-Act；BI-D1870存在下での卵の活性化 

GST；グルタチオン Sトランスフェレース 
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<Abstract> 

 

	
 マウス卵において減数第二分裂中期（MⅡ期）で停止していた雌性染色体は

受精に伴い後期へと進行し、これに引き続き第二極体が放出され、次いで前核

が形成される。この際、減数第二分裂後期開始から前核形成開始までは２時間

弱の時間を要する。体細胞分裂では後期開始から核膜再形成までは十数分であ

ることから、卵特異的な制御があることが伺える。本研究ではこの前核形成の

時間制御の分子機構とその生理的意義を解析した。 

	
 卵細胞における主要な細胞周期制御因子はM-phase promoting factor（MPF）

と cytostatic factor（CSF）である。CSFはMOS-MEK-ERKから成り、卵特

異的なMⅡ期停止を担う経路である。MPFは Cdk1-Cyclin B1を本体とし、さ

らに脱リン酸化酵素 PP2A の活性を調整することで制御する Cdk1-Mastl- 

Ensa-PP2A経路を構成因子として含む、体細胞分裂期にも重要な働きを持つ経

路である。これらの因子の働きについて解析した。ERK やその下流の RSK の

阻害により前核形成が早まった一方で、前核形成は ERK不活性化前に開始して

いたことから、ERK-RSK は、前核形成開始に直接的に働く経路を抑制し前核

形成を遅らせることが示唆された。次にMastl、Ensa脱リン酸化は前核形成の

直前に起こり、PP2A 阻害、Mastl 過剰発現は前核形成を遅らせたことから、

Mastl経路が前核形成開始を直接制御することが示唆された。さらに RSK阻害

によりMastl、Ensaの脱リン酸化が早まったことから、ERK-RSKのMastl経

路への交流が示唆され、前核形成時間制御の分子機構の概形が明らかとなった。 

	
 次に前核形成に長時間を要することの意義について調べた。人為的に前核形

成を早めた受精卵では雄性前核の形成に異常が見られ、続く第一卵割での染色

体分離異常が引き起こされた。雌性染色体のみで発生させた単為発生胚ではこ

のような前核や分裂の異常は見られなかった。したがってマウス卵細胞では精

子核から雄性前角への雄性染色体の正常な変化の為の時間を、細胞周期を調整

することで確保していることが示唆された。 
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<Abstract> 

 

 Mammalian maturated oocytes are arrested at metaphase Ⅱ. After the 

fusion with sperm, oocytes resume meiosis, leading to female chromosome 

segregation, polar body emission and pronuclear formation. During this 

process, it takes more than one hour for female chromosomes to be enveloped 

after chromosome segregation ends. This is in contrast to somatic cells in 

which nuclear envelope reassembly begins just after chromosome 

segregation has completed. Here, I investigated the regulatory mechanisms 

and the physiological significance of this nuclear formation delay during 

mouse pronuclear formation. 

 Two factors play key roles in the regulation of cell cycle in oocytes: CSF, 

which is composed of MOS-MEK-ERK, and MPF, which is composed of Cdk1- 

Cyclin B1. MPF also contains Cdk1- Mastl- Ensa- PP2A B55 pathway to 

suppress the phosphatase which opposes Cdk1. I first show that inhibition of 

MEK or p90RSK, which is a downstream kinase for MOS-ERK pathway in 

oocytes, accelerates pronuclear formation. However my results also 

demonstrated that pronuclear formation preceded the inactivation of 

ERK-p90RSK pathway, indicating that the other factors than p90RSK 

determines the timing of pronuclear formation. I speculated that the factors 

that counteract MOS-ERK-p90RSK pathway are the potent candidates for 

pronuclear formation accelerators and thus focused on mitotic phosphatases. 

Pronuclear formation timing is delayed by okadaic acid, which is an inhibitor 

for PP1 and PP2A in a dose dependent manner, suggesting that pronuclear 

formation timing is determined by the degree of these phosphatase activities. 

To address the question of how phosphatase activity delay is achieved, I 

investigated the Mastl pathway. I found that phospho-Ensa was maintained 
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for more than one hour after the onset of anaphase Ⅱ, but decreased just 

before pronuclear formation. These results suggest that PP2A regulated by 

Mastl-Ensa determines pronuclear formation timing. Moreover I found that 

inhibition of p90RSK accelerated the decrease of phospho-Mastl and 

phospho-Ensa as well as pronuclear formation, suggesting that p90RSK is 

involved in upstream of Mastl pathway to delay PP2A activation. 

 I next investigated the physiological importance of delayed pronuclear 

formation by accelerating the pronuclear formation timing. I found that 

acceleration of pronuclear formation in zygotes caused small paternal 

pronuclear formation and further caused severe chromosome bridge in first 

cleavage division stage while acceleration of pronuclear formation didn’t 

affect pronuclear size nor cause mitotic defect in first cleavage division in 

parthenogenetic embryos. Thus I propose that anaphase elongation during 

pronuclear formation is required for sperm chromatin to be reorganized into 

proper zygotic chromatin. 
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<1 章. 序論> 

 

受精卵での雌性染色体分裂の特徴 

	
 排卵された脊椎動物未受精卵は減数第二分裂中期（MⅡ期）に停止している。

受精に伴い雌性染色体は減数第二分裂を再開し分裂後期へと入り、分配された

染色体の一方は卵細胞から極体として排出され、もう一方は卵細胞内で前核（雌

性前核：半数対ゲノムを含んだ核）を形成する。この時、同時に卵細胞内では

侵入した精子核がクロマチンリモデリングを起こした後、雄性前核が形成され

る。この過程で精子核からはクロマチン高度凝集因子プロタミンが放出され、

卵内のヒストンが取り込まれる。このように雌性、雄性染色体はそれぞれ特徴

的な変化を起こし同時に前核形成を起こす（序論図１A）。 

	
 哺乳動物ではこの受精の過程で、分配された雌性染色体が前核を形成するま

で 2 時間弱の時間を要する。対して培養細胞の体細胞分裂では分裂後期開始か

ら核膜再形成は十分程度である（序論図 1B）。前核形成時の様子をより詳細に

記述すると染色体分配運動は約 30分で終了しており、その後、染色体が１時間

以上凝縮したままでいる。後期紡錘体中央部に局在した Aurora Bの働きにより

核膜再形成が阻害され、染色体分配運動が未完了であると核膜再形成を起こさ

ないようにする機構があることが知られているが（Afonso, et al., Science, 

2014）、上述のように染色体分配運動終了後も前核形成までは長時間かかること

は、この機構では説明できない。また雌性減数第二分裂では細胞サイズ、紡錘

体サイズが大きいが、それらがほとんど同じサイズの第一卵割での分裂後期開

始—核膜再形成時間は約30分でこれは染色体分配運動の時間とほぼ同じである。

したがって前核形成に長時間がかかることは、その形態的な特徴（細胞サイズ

が大きいこと）により副次的に起こされるものではなく、そのための卵細胞特

異的な機構があることがうかがえる。また、前核形成時間は受精卵でも単為発

生卵（受精の代わりに擬似受精刺激：卵の活性化刺激、を与え細胞周期を進行

させた卵）でも同じであることから、精子より持ち込まれた因子や精子クロマ
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チンからのシグナルによる制御ではなく卵内に存在する因子による制御である

ことが伺える。この前核形成の特徴的な時間制御メカニズムおよびその生理的

意義は未解明である。 

 

細胞周期制御の観点から 

	
 Cdk1-Cyclin B1 は細胞分裂期の開始と終了に主要な役割を果たす kinase- 

cofactor であり、細胞を分裂期へと移行させる M-phase promoting factor 

（MPF）の本体である。MPFは機能の面から初め発生工学的手法を用いてカエ

ル卵よりmaturation promoting factorとして発見された（Masui and Markert, 

J. Exp. Zool., 1971）。その後 Cyclinが生化学的手法によりウニ初期胚から発見

され（Evans, et al., Cell, 1983）、それ以前に遺伝学的手法により出芽酵母から

発見されていた Cdc2/Cdk１の機能が同定され（Hartwell, et al., Proc. Natl. 

Acad. Sci., 1970; Simanis, et al., Cell, 1986）、これらがMPFの本体であるこ

と、卵細胞周期のみならず体細胞周期も制御することが明らかにされた（Lohka, 

et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1988, Gautier, et al., Cell, 1988, Labbe, et al., 

EMBO J., 1989）。分裂期開始時に Cdk1-Cyclin Bは様々な分子をリン酸化し、

染色体の凝縮、核膜の崩壊、紡錘体の形成などを促す。姉妹染色体の紡錘体微

小管への双方向性結合が確立すると分裂後期促進複合体APC/Cが活性化し直ち

に Cyclin B1 が分解へと導かれ Cdk1 は不活性化し、分裂期を終了する。マウ

ス卵減数第二分裂においても Cyclin Bの分解、Cdk1の不活性化は分裂後期開

始から直ちに（30分以内に）起こることが分かっている。 

	
 分裂期終了には Cdk1によりリン酸化された基質の脱リン酸化が必要である。

出芽酵母においては Cdc14 がこれを担うことが知られている。他の種でも

Cdc14 のホモログは確認されているが、この分裂期終了における働きは保存さ

れていないと考えられている（Berdougo et al., Cell Cycle, 2008; Mocciaro and 

Schiebel, J. Cell Sci., 2010）。他の種においては、分裂期終了を担う

phosphatase およびその制御機構について完全には理解されていないが、
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protein phosphatase 1（PP1）、protein phosphatase 2A（PP2A）が有力な候

補とみられている（Che et al., FEBS letter, 1998）。PP1の制御機構としては

Cdk1 によるリン酸化によって不活性化—自己脱リン酸化による活性化といっ

た機構や（Wu, et al., Nat. Cell Biol., 2009）、膨大な種類の活性制御因子（主に

は抑制因子）による制御などが知られている。PP2Aは足場サブユニット（Aサ

ブユニット）、制御サブユニット（B サブユニット）、触媒サブユニット（C サ

ブユニット）から成る。Bサブユニットには B55、B56、B’’、B’’’の 4つのファ

ミリーが存在し、この内 B55ファミリーは Cdkリン酸化コンセンサスに高い特

異性を持つことが in vitro での解析から示されている（Ferrigno, et al., Mol. 

Biol. Cell, 1993）。PP2A（B55 複合体）には後述するように Cdk1- 

Microtubule-associated serine/threonine kinase-like （ Mastl ）  - 

α-endosulphine（Ensa）- PP2A（Mastl経路）からなる制御機構が存在する。

PP1、PP2A ともに分裂期終了時に働くことを示す実験が様々行われているが、

Cdk1基質と PP2Aは共精製されるが PP1はされないことから、PP1より PP2A

のほうが Cdk1 基質の脱リン酸化を担う直接の因子のより有力な候補と考えら

れている（Ferrigno et al., Mol. Biol. Cell, 1993; Che et al., FEBS letter, 1998）。 

	
 Mastl/Greatwall kinaseは変異により分裂期進行が妨げられる遺伝子として

ショウジョウバエより発見された kinaseである（Yu et al., J. Cell Biol., 2004）。

その後アフリカツメガエル卵抽出液の実験系よりGreatwall/Mastl-Ensa-PP2A

経路は Cdk1 活性化から PP2A 不活性化を結ぶことにより分裂期開始と分裂期

状態の維持を制御する経路であることが明らかとなり、ヒト培養細胞、マウス

卵でも重要な働きを持つことがわかっている（Adhikari, et al., J. Cell Biol., 

2014）。Mastl経路では、まずCdk1によるリン酸化によりMastlが活性化され、

次に活性化した Mastl により Ensa または類似の cyclic AMP-regulated 

phosphoprotein19（Arpp19）がリン酸化され、リン酸化 Ensa または Arpp19

が PP2A-B55に結合することにより PP2A複合体が不活性化されるという機構

からなる（Mochida et al., Science, 2010; Gharbi-Ayachi et al., Science, 2010）。
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Mastl 経路は分裂期開始時の働きに加えて分裂期終了時にも役割を持つことが

知られている。正確な染色体分配のためには染色体分配終了後に細胞質分裂と

いう順序は守られなくてはならないが、どちらも APC/Cによる基質（それぞれ

cohesin、Cyclin B1）の分解を引き金としている。ここで、Cyclin B1分解とそ

れに伴う Cdk1不活性化から PP2A活性化までの時間にMastl経路の働きによ

り猶予を持たせることで細胞質分裂を引き止め、分裂期終了時のイベントの順

序を制御することが報告されており、Mastl 経路が分裂期終了のタイマーとし

て働くことが提唱されている（Cundel, et al., Mol. Cell, 2013）。Mastl経路の

不活性化においては PP2AからのMastl、Ensaにフィードバックループが働く

ことが知られるが、この他にも PP1がMastl経路不活性化に働くとの報告もあ

る（Heim, et al., EMBO Rep., 2015）。 

	
 Cdk1 活性と PP2A 活性による基質のリン酸化—脱リン酸化と分裂期開始—

終了制御の概略を序論図２に示した。 

 

核膜形成の観点から 

	
 核膜は脂質二重膜より構成され、内側（INM）と外側（ONM）で異なる構成

のタンパク質が局在する。ONMは小胞体（ER）に連続し、INMはそこに局在

するタンパク質を介して核ラミナ及び、クロマチンと連結する。核膜には輸送

のために INMと ONMが連結された穴（核膜孔）があり、そこに核膜孔複合体

（NPC）という 30種程の nucleopolin（Nups）等のタンパク質からなる巨大複

合体が挿入されている(Hetzer et al., Annu. Rev. Cell Dev. Biol., 2005)。 

	
 高等生物は細胞質に紡錘体を形成するため、核内で凝縮した染色体が紡錘体

微小管と結合することを可能にする機構として分裂期に核膜の崩壊（NEBD）

が起こる。NEBDはまず Nupsの解離から始まる。Nup98の NPCからの解離

が引き金となり NPCが崩壊する（Dultz, et al., J. Cell Biol., 2008）。これに続

き核ラミナの脱重合、INMタンパク質の核ラミナやクロマチンとの結合の解離

が起こり、核膜が崩壊する（Gerace and Blobel, Cell, 1980; Beaudouin, et al., 
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Cell, 2002）。これらの分子は単体あるいは部分的な複合体を形成したまま、一

部は細胞質に、一部は崩壊した核膜とともに分裂期 ER に局在する。NEBD に

おける核膜タンパク質同士やクロマチンとの相互作用の変化は、CDK1や PKC、

PLK１、Aurora Aなどの分裂期 kinaseによりこれらの核膜タンパク質が直接

リン酸化されることによる制御があることが知られる（Güttinger, et al., Nat. 

Rev. Mol. Cell Biol., 2009）。 

	
 分裂後期から終期にかけて核膜は再びクロマチン周辺に再形成するが、これ

は単純な NEBDの逆再生という訳ではない。核膜再形成の最初期には NPCの

再形成が開始することが知られる。Nup107-160 複合体からなる核膜孔前駆体

や、そのリクルーターの ELYS がクロマチン周辺に集合し、次いで分裂期 ER

がクロマチンに結合する（Walther, et al., Cell, 2003; Harel, et al., Mol. Cell, 

2003）。分裂期 ERからの核膜シートは INMタンパク質により DNA/クロマチ

ンと結合し、これによりクロマチンは膜で覆われる（Anderson and Hetzer, Nat. 

Cell Biol., 2007; Anderson and Hetzer, J. Cell Biol., 2008）。その後 NPCの再

構成が完了し、これを通り大部分の核ラミナが核内に運ばれる。 

	
 体細胞期における核膜形成開始の制御機構に関して、空間的な制御機構に関

してはクロマチン上に存在する RanGEFによる RanGTP産生が importinβを

介してNup107-160複合体を制御する機構が知られる（Clarke and Zhang, Nat. 

Rev. Mol. Cell Biol., 2008）。一方で核膜再形成の時間的制御に関する知見とし

ては Hela 細胞を用いた RNAi スクリーニングから制御因子として PP2A-B55

が同定されており、そのノックダウン細胞では核膜再形成までの時間が長くな

ることが報告されている（Schmitz et al., Nat. Cell Biol., 2010）。この報告では

PP2Aの別のサブユニットのノックダウンでも同様の効果が確認されたが、他の

脱リン酸化酵素は同定されなかった。したがって核膜の再形成のタイミング制

御機構に関して一つの鍵となるステップとして、核膜崩壊の際に CDK1をはじ

めとする様々な kinaseによりリン酸化された基質の（おそらく PP2A B55によ

る）脱リン酸化による制御が重要であると考えられる。しかしその脱リン酸化
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されるべきターゲットに関しては未知であり、またその他の核膜の再形成の開

始制御機構に関しても詳細は未だはっきりとわかっていない。 

	
  

卵細胞特異的な細胞周期制御の観点から 

	
 卵での細胞周期の調節には Cdk1-Cyclin B1 からなる MPF に加え、

MOS-MEK-ERK 経路により構成される cytostatic factor（CSF） が大きな役

割を果たしている（Sagata, et al., Nature, 1989; Haccard, et al., Science, 

1993）。CSF は MPF の発見と同時に、ヒョウガエルにおいて MⅡ卵内に存在

する二細胞期胚を分裂期に停止させる因子として発見された（Masui and 

Markert, J. Exp. Zool., 1971）。その後、CSFの実態はMOS-MEK-ERK経路で

あることがわかり、その種間での高い保存性も明らかとなった。 

	
 脊椎動物で共通した受精卵 MⅡ期停止分子機構を以下に示す。MⅡ期での停

止は MOS-ERK 経路を介し、後期促進複合体（APC/C）阻害因子 Emi2/Erp1

が安定化されることで APC/C が抑制され、MPF の活性が高いまま維持される

ことにより引き起こされる（Nishiyama et al., Nature, 2007; Schmidt, et al., 

Genes Dev., 2005）。マウス卵においても同様の機構が CSFとして機能するこ

とが知られる（Colledge et al., Nature, 1994; Hashimoto et al., Nature, 1994; 

Shoji et al., EMBO J., 2006; Miyagaki et al., Dev. Biol., 2011）。このようにし

て脊椎動物未受精卵は MⅡ期で維持され受精を待つ。受精に伴う細胞内カルシ

ウムイオン濃度の上昇は CaMKⅡを活性化する。その結果 Emi2はユビキチン−

プロテアソーム系での分解へと導かれ APC/C が活性化する（Lorca et al., 

Nature, 1993; Rauh et al., Nature, 2005）。APC/Cにより Cyclin B1が分解さ

れMPF活性は消失し、MⅡ期停止は解除され、減数第二分裂後期へと進行する。

この受精に伴う減数分裂の再開を卵の活性化と呼ぶ。この後、MOSは続く体細

胞周期の開始までに分解する（序論図３）。 

	
 脊椎動物において、卵の活性化には MOSの分解及び MOS-ERK経路の不活

性化は必要なく、また実際にMOS-ERK経路の不活性化はMⅡ期停止の後に起
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こる。ただし受精後のカルシウムイオン濃度の上昇は一過性であるので、MOS

が分解されない場合、再び細胞周期が停止してしまう。受精刺激からMOSの分

解までの時間はMOS-ERK経路により停止する動物種間でも異なり、アフリカ

ツメガエルにおいては約１時間、マウスにおいては６−８時間、イトマキヒトデ

等の棘皮動物、クラゲなどの刺胞動物では受精後直ちに起こる（棘皮動物、刺

胞動物は減数分裂の終わった G1期で停止しているが、MOSが分解されないと

細胞周期停止が解除されない）（Tachibana et al., EMBO J., 1997）。MOSの分

解時期の制御機構及び、脊椎動物におけるMOS経路の活性維持の意義について

は未だ明らかとされていない。またMOS-ERK経路下流で細胞周期停止を担う

因子についても種間の差が見られ、アフリカツメガエル、イトマキヒトデでは

ERKにより活性化された p90RSK（RSK；90 kDa ribosomal S6 kinase）が Emi2

の安定化（カエル）または Cdc45の抑制（ヒトデ）に必須の働きをもつことが

知られているが、マウスにおいて RSKはMⅡ期停止に必要ではないことが明ら

かとなっている（Dumont et al., J. Cell Biol., 2005）。 

	
 この ERK 経路が雌性前核形成開始制御に関与するという報告が数例存在す

る。MOS-ERK経路のMAPKKであるMEKの恒常活性型変異体をMⅡ卵（M

Ⅱ期で停止している卵細胞）に発現させた後、受精を行った場合、前核の形成

が見られないことが報告されている（Moos et al., Dev. Biol, 1996）。また、

MOS-ERK 経路の不活性化は受精後 6-8 時間後に起きることが知られるが、こ

の時期が前核形成の時期と重なるという報告もある（Moos et al., Biol. Reprod, 

1995）。このように減数分裂期においては MOS-ERK 経路が活性化している状

態では核膜の形成が起きないと考えられてきた。しかしこれらの研究において

前核の有無は明視野顕微鏡による観察像で判断されており、当研究室において

の蛍光顕微鏡による観察では明視野観察よりも早い時期に前核が形成している

様子が見られ、ERK活性との関係をより正確な解析による再考が必要であると

考えられた。 
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 本研究では、まず ERK 不活性化と前核形成の関係を正確に理解するために、

両者を同時に観測した。その結果、ERK脱リン酸化は前核形成の後に起こるこ

とがわかった。一方で ERK-RSK の阻害により前核形成が早まった。これらの

結果より、ERK-RSK は前核形成に抑制的に働くが、その不活性化は前核形成

開始には必要ないことが明らかとなった。次に体細胞において分裂期終了のタ

イマーとしての働きが知られる Mastl 経路について解析を行い、前核形成時の

活性の挙動、不活性化あるいは活性化の影響、RSKとの関係を調べた。その結

果、RSKにより活性の調整を受けたMastl経路が前核形成時間を制御するとい

う機構が示唆された。また、本研究ではさらに前核形成を早めることで、前核

形成時時間をかける意義に迫った。結果として前核形成を早めた場合、正常な

雄性前核形成ができないことがわかった。したがってはMastl経路と ER-RSK

経路の働きにより前核形成タイミングが制御され、その結果、雄性前核形成の

ための時間を確保していることが示された。 
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<2 章. 結果> 

 

2.1. リン酸化 ERK 抗体による ERK 活性の測定 

 

 個々のマウス卵での ERK 活性の測定にリン酸化 ERK 抗体を用いた蛍光免疫

染色を行った。ERK1/2はMEKにより T202/ Y204; ERK1, T185/Y187; ERK2

がリン酸化されることで活性型となるが、用いたリン酸化 ERK 抗体はこの

T202/ Y204、T185/Y187がリン酸化された活性型 ERK1/2を認識する。まずリ

ン酸化 ERK抗体によるMⅡ卵 5、10、15、20個でのWestern Blotを行った。

リン酸化 ERK抗体による Western Blotでは 42、44kDaの位置にのみバンド

が得られ、その特異性について確認できた（図 1A）。3回の独立した実験からシ

グナル強度と定量性のグラフを描き、適当な強度の得られるよう 15個の卵を次

の実験では用いた。次に卵の活性化から 0時間、1時間、2.5時間、３時間、５

時間、6時間でサンプリングを行い、リン酸化 ERK抗体を用いてWestern Blot

を行った。Western Blot による解析では卵の活性化後、リン酸化 ERK シグナ

ル強度は 3 時間で減弱を始め、５時間で大きな減弱が見られた（図 1B）。この

挙動は先行研究で卵細胞 lysateを用いた ERKの kinase活性測定から得られた

挙動と同様のものであった（Verlhac et al., Development, 1994）。これらの結

果からリン酸化 ERK抗体を用いたWestern Blotにより ERK活性が測定でき

ることを確認した。次に、Western Blotに用いたサンプルと同様のタイムスケ

ジュールで活性化卵を固定し、このリン酸化 ERK抗体を用いて蛍光免疫染色を

行った。リン酸化 ERKの局在は、卵細胞質全体に見られ、MⅡ期ではスピンド

ル極にも強い局在が見られた。卵の活性化からの時間経過に伴う卵全体のリン

酸化 ERKシグナル強度の変遷を蛍光免疫染色により測定した結果は、Western 

Blot の結果とほぼ合致した（図 1C）。以上より、リン酸化 ERK 抗体を用いた

蛍光免疫染色で個々の卵の ERKの活性を測定できることが確認できた。 
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2.2. 雌性前核膜形成は ERK 不活性化より先に起こる 

 

	
 ERK 活性の指標としてリン酸化 ERK 抗体による染色を、雌性前核形成の指

標として mAb414 抗体による染色を用いて ERK の不活性化と雌性前核形成の

関係を調べた。この実験は図１の実験と同時に行った。mAb414 抗体は FG リ

ピートという配列を持つ NPC の外側（孔側）を構成する種々のタンパク質

（FG-Nups）を認識する。FG-Nupsの Nup107、Nup153は核膜形成時の比較

的早期に後期染色体上に集合することが知られている（Burke and Ellenberg, 

Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 2002）。卵の活性化から 2.5時間からmAb414により

後期染色体周辺が染色される細胞、すなわち前核形成を開始している細胞が見

られ、これらの細胞でもリン酸化 ERK は検出された（図 2A、B）。次に ERK

不活性化と前核形成の関係を見た。図２Cの破線は ERK不活性化を示すために

図１で計測したリン酸化 ERK強度のグラフを上下反転したものである。前核形

成率と ERK 不活性化との関係を並べ比較すると、雌性前核の形成時期は ERK

不活性化より前であることが示唆された（図２C）。さらに個々の卵に注目し、

卵の活性化から 2.5時間でのリン酸化ERK強度を雌性前核の有無で比較すると、

リン酸化 ERKシグナルは同等に活性化状態であった（図 2D）。ここで重要なこ

ととして、ERKは活性化状態であるが雌性前核が形成している卵が見られたこ

とに注目したい。すなわちこの結果より、雌性前核形成に ERKの不活性化が必

要でないことが示された。卵の活性化から 3 時間では前核の有無によりリン酸

化 ERK強度に差が見られたが（図 2D）、前核形成している卵でも ERK活性が

70〜80%維持されており、ERKの不活性化が前核形成に必要ないことが示唆さ

れた。また卵の活性化から 3時間で ERK活性に前核の有無で差がある理由とし

て前核を形成したものからリン酸化 ERKが下がるということが考えられる。 

	
 次に先行研究の結果とは異なることが示されたことに関して検証した。明視

野観察を行うと、卵の活性化から 2.5 時間や 3 時間での早期の前核は観測でき
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ないものが多かったが、明視野で前核が判別できないものでも mAb414染色は

陽性であるものが見られた（図 3AB）。明視野観察での前核形成率を測定し比較

すると、mAb414染色により測定した前核形成率や、ERK不活性化よりも遅い

という結果となった（図 3C 左）。明視野観察ではある程度膨潤した前核や、図

3Aの 5時間のものに見られる様に核小体様構造物のあるものでなくては明確な

判別は困難であった。このため先行研究では前核形成時期を遅く判断し、ERK

不活性化との関係も見誤ったと考えられる。 

 

2.3. 阻害剤による ERK 不活性化または RSK 阻害は前核形成を早める 

 

 次に ERK を不活性化させ雌性前核形成に与える影響を調べた。MEK の阻害

剤である U0126を用いて ERKの不活性化を行った。U0126 （25 µM）を含む

卵の活性化培地（U0126/ActM）に MⅡ卵を移してから（U-Act）1 時間、1.5

時間、２時間、2.5時間で固定し、蛍光免疫染色後観察を行った。まず蛍光免疫

染色の結果よりこの条件での U0126処理により ERKを 1時間以内に不活性化

できることを確認した（図 4A - C）。観察の結果 U-Actから 1時間、1.5時間で

は ERKは不活性化状態であり、染色体分配も終わっているが雌性前核は形成し

ていないという結果が得られた（図 4B）。このことから分裂後期で ERKを不活

性化しても前核形成を直ちには誘導できないことがわかった。一方、阻害剤を

含まない卵の活性化培地（ActM）での卵の活性化から 2.5時間では前核形成率

は 1割強であるのに対し、U0126存在下での卵の活性化から 2.5時間ではほぼ

全ての卵が前核を形成しており、卵の活性化からの各時間での前核形成率を比

較すると ERK不活性化条件下では前核形成が約 1時間早まっていた（図 4D）。

これらより前核形成は ERK のオン／オフにより直ちに制御されるものではな

いが、ERK活性は前核形成に抑制的に働くことが示唆された。 

	
 次に前核形成の抑制に対するERKのターゲット候補として、卵細胞内でERK

により活性化されることが知られている p90RSK （RSK） に注目した。RSKは
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カエルやヒトデでは CSFを構成する因子としての働きがあるが、マウスにおい

て RSK は ERK によって活性化されるという機構は保存されているものの、

RSK１、２、３トリプルノックアウトマウスが正常に MⅡ停止できること、活

性化型RSKを発現してもMOSノックアウト卵をMⅡ期停止できないことから

マウスでは CSF としての機能はないことが分かっており（Dumont et al., J. 

Cell Biol., 2005）、マウス卵における RSKの機能は未知であった。RSKの阻害

剤である BI-D1870 （15 µM）を含む卵の活性化培地（BI-D1870/ActM）に卵

を移して（B-Act）から 1 時間、1.5 時間、２時間、2.5 時間で固定し、蛍光免

疫染色後観察を行った。前核形成タイミングは BI-D1870処理により U0126処

理と同等程度に早まることが観察された（図 4D）。また、ほとんどの卵で前核

形成が開始されるB-Actから 2時間後までにリン酸化ERKに影響が起きていな

いことを確認した（図 4C）。したがって前核形成制御において ERKは RSKを

ターゲットにしていることが示唆された。 

	
 図 4Eにこれらの結果をまとめて示した。黒の線が示す通り、単為発生の過程

では前核形成が起こり、ERK不活性化が続いて起こることが示された。一方で

赤線の示す通り、ERK を MEK 阻害剤 U0126 で不活性化した場合、前核形成

は早期化したが、ERKが不活性化し、分裂後期に入っても直ちには前核形成に

至らなかった。また、緑線の示す通り RSKの BI-D1870による阻害では U0126

処理と同程度に前核形成が早まった。このとき前核形成は ERK不活性化より早

かった。以上よりERKはRSKをターゲットとして前核形成に抑制的に働くが、

ERKの不活性化は前核形成に必要でも十分でもないことが示された。 

 

以上 1節から 3節までの内容は Soeda et al., 2013, Genes to Cells 18, 850-858

に発表しており、そちらから参照した。The definitive version is available at 

www.interscience.wiley.com  

 

2.4. リン酸化 Ensa は前核形成の直前に減少する 
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 ERK-RSK経路が前核形成に抑制的に働くことが示唆されたが、RSK阻害条

件下でも分裂後期開始から前核形成までは１時間程度を要しており、前核形成

時間制御に直接的に働く他の経路があることが考えられた。 

	
 そこで次に体細胞において分裂期終了の時間制御に働くことが知られている

CDK-Mastl-Ensa-PP2A経路に着目した。まず前核形成時におけるMastl、Ensa

のリン酸化状態の動態を解析した。Mastlは 98 kDのタンパク質であるが、M

Ⅱ卵での Western Blot では 150 kD 付近までシフトしたバンドが得られた。

CIAP処理を行うことでダウンシフトすることから、これがリン酸化によるもの

であることを確認し（図 5A）、以下の実験では Mastl リン酸化状態の検出を

Western Blotバンドシフトにより行った。MⅡ卵を卵の活性化から 30分おきに

3時間までと 4時間のものを回収し、抗Mastl抗体でWestern Blotした。バン

ドのダウンシフトは卵の活性化から 30分後から見られ、間期と同位置までダウ

ンシフトしたものは 1 時間後から見られた（図 5B）。この内最も下の位置（間

期の細胞のバンドと同位置）のバンドを定量しプロットした（図 5C）。Cdk1活

性は卵の活性化から 30分程度でなくなることが知られており、当研究室先行研

究の Cyclin B1のWestern Blotでも 30分で検出ができなくなっていた。した

がってこの結果から卵細胞において Mastlは Cdk1が不活性化してから 2時間

程度は完全に脱リン酸化されずにいることが示唆された。 

	
 次にEnsaリン酸化状態を抗リン酸化Ensa抗体を用いた蛍光免疫染色で調べ

た。用いたリン酸化 Ensa抗体は Mastlによるリン酸化サイト Ser67がリン酸

化された Ensa あるいは Ser62 がリン酸化された Arpp19 を認識する。このア

ッセイでは Ensaと Arpp19を識別できないが、簡単のため以下では両者をまと

めて Ensaと表記する。卵の活性化から 0, 1, 2, 2.5, 3, 4, 5時間後に固定しリン

酸化 Ensa抗体、mAb414抗体で染色し（図 6A）、リン酸化 Ensa強度と前核形

成率を測定した（図 6B 左）。リン酸化 Ensa は細胞質全体にシグナルが観察さ

れ、卵の活性化から細胞質全体でシグナルが減弱し、細胞内の特定の箇所に局

在したシグナルが残ることはなかった（図 6A）。リン酸化 Ensaの減少を示すた
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めに図 6B左のリン酸化 Ensa強度のグラフを逆さまにし、0時間での値が 0、5

時間での値が 1 となるように拡大したものを図 6B 右に赤線で示した。Mastl

と同様にリン酸化Ensaの減少も卵の活性化から２時間半から3時間を要するこ

とがわかった。Cyclin B1分解が卵の活性化から 30分以内であることを考える

と、Cdk1 不活性化から Ensa 脱リン酸化まで 2 時間程度かかると考えられる。

ここで前核形成との関係を見ると、リン酸化 Ensaの減少は前核形成の直前に起

きている様子が見られた（図 6B）。次に個々の卵に着目すると卵の活性化から

2.5時間、3時間で前核形成している卵は全てリン酸化 Ensaが低いことがわか

った（図 6C）。すなわちリン酸化 Ensa減少の後に前核形成が起こることが確認

できた。この結果は Ensa脱リン酸化すなわち PP2A B55活性化により前核形

成開始が引き起こされる可能性を示唆している。図 6D に Mastl 脱リン酸化、

Ensa減少、前核形成率をまとめて示した。前核形成時には卵の活性化の 1時間

後から約 2時間をかけてMastl、直後に Ensaが脱リン酸化し、Ensaの脱リン

酸化に引き続き前核形成が起きる様子が観察された。以上の結果より、Cdk1不

活性化から Mastl および Ensa 脱リン酸化が何らかの機構により遅れることで

PP2A B55 活性化が抑えられ前核形成が遅らせられているというモデルが考え

られる。 

	
 このモデルに関して次に、PP2A、Mastlの前核形成時間制御への必要性をそ

の阻害及び活性化を行い検証した。 

	
  

2.5. PP2A 活性は前核形成タイミングを制御する 

 

	
 PP2A 活性の前核形成への影響を調べるために PP2A 阻害剤であるオカダ酸

存在下での前核形成タイミングを調べた。オカダ酸は、PP2A とともに PP1 の

阻害剤であるが PP2A に対してより活性が高い。ライブイメージングでの前核

形成開始の判断材料として、Barrier to autointegration factor（BAF）の染色

体局在が極大となる時点を指標として用いた。BAFは Lamin Aや Emerinなど
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の核内膜タンパク質と複合体を形成する DNA結合タンパク質であり、核膜再形

成の最初期に染色体上に強い局在を一過的に示すことが知られる（Haraguchi 

et al., J. Cell Sci., 2008）。前核形成時も BAFの染色体局在が極大を示した直後

に H2Bシグナルの膨化（染色体脱凝縮）が観察されるため、前核形成の指標と

して適当と考えられる。EGFP-BAF、H2B-mRFPをmRNAマイクロインジェ

クションにより発現させた MⅡ卵を卵の活性化と同時にライブイメージングを

開始し、その２時間後に各濃度のオカダ酸を処理した。オカダ酸の処理に関し

て、MⅡ卵にオカダ酸処理を行うと紡錘体微小管の異常伸張と染色体の分散が

起きること知られており（Chang et al., J. Biol. Chem., 2011）、実際活性化と

同時にオカダ酸処理を行った場合や、分裂後期開始前にオカダ酸処理が行われ

た卵で同様の表現型が見られ、分裂後期移行の阻害や、後期に入ったものでも

後期染色体の分散が見られ前核形成への影響を測ることができなかった（図7A）。

そのため、活性化から 2 時間後、すなわち分裂後期移行後にオカダ酸添加を行

うことで上記の問題を回避し、前核形成への PP2A 阻害の影響を見た。分裂後

期開始から EGFP−BAFシグナルが最大となるまでの時間を計測した。300 nM

以上の濃度では 7 時間の観察中には前核形成に至らないものが多く観察された

（図 7A、B）。そこでこのように前核形成が完全には抑制されない条件の、オカ

ダ酸濃度 250 nM 以下で前核形成タイミングへの影響を比較した。結果として

オカダ酸処理濃度に応じて前核形成タイミングが遅くなる様子が観察された

（図 7C）。したがって前核形成タイミングは PP2A の抑制の程度に応じて遅く

なり、ある程度以上に抑制されると完全に前核形成が起こらなくなることから、

PP2A 活性は前核形成タイミングを制御することが示唆された。オカダ酸は

PP2Aと共に PP1の阻害剤でもあるが、オカダ酸濃度 500 nMにおいて PP2A

を 70%阻害するのに対して PP1の阻害は 20%であることが知られ、図 7Bの通

りオカダ酸濃度 300 nMにおいて PP1活性がある状況でも前核形成が完全に抑

えられたことを考えると、オカダ酸処理による前核形成のさらなる遅れは PP2A

阻害による効果が大きいであろうと考えられる。ただし、PP1、PP2A双方の阻
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害による効果という可能性も否定しきれない。また、これらの結果は、オカダ

酸処理により活性の変化した何らかの kinaseの影響である可能性もあり、前核

形成タイミングが PP2A 活性により決定されると結論づけるには不十分である

と考える。 

 

2.6. Mastl 発現量に応じて前核形成タイミングは変化する 

 

	
 次にMastlの前核形成への影響を調べるためにMastlのノックダウンと過剰

発現を行った。Mastl に対する siRNA と前核形成過程可視化のための

EGFP-BAF、H2B-mRFP mRNA を MⅡ卵にマイクロインジェクション後 12

時間培養し、卵の活性化と同時にライブイメージングを行った。Mastl ノック

ダウンを行った卵は有意に前核形成タイミングが早まった（図 8A、B）。Mastl

ノックダウンの前核形成を早める効果が約 10分と大きくなかったのは、siRNA

マイクロインジェクションによる Mastl タンパク質量の減少量が少なかったた

めと考えられる（図 8C）。排卵からの時間が長くなると、紡錘体構造に異常が

出るため siRNA インジェクションからの培養時間を延ばすことは難しい。

Mastlは減数第一分裂—第二分裂移行に必要であることが分かっており、MⅡ停

止以前からの siRNAインジェクションを行うことは適当ではないと考えられる。

したがってこれ以上 siRNAインジェクションにより減少量を上げることは技術

的制約により難しい。Mastl 阻害剤や中和抗体の開発がなされれば、より明確

な解析が可能であろう。 

	
 次に Mastl 発現量上昇による前核形成タイミングへの影響を調べた。

myc-Mastl、H2B-mRFP、EGFP-BAF をmRNAマイクロインジェクションに

より発現させ、卵の活性化と同時にタイムラプスイメージングを行った。分裂

後期開始からBAF蛍光極大までの時間を計り、前核形成タイミングを測定した。

Mastl発現量を高めると前核形成タイミングが遅くなった（図 8D、E）。 

	
 これらの結果はどちらも Mastl が前核形成に抑制的に働くことを強く示唆し
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ている。 

	
 ここまでの結果から、Mastl-PP2A経路が前核形成タイミングを直接的に制御

することが強く示唆された。そこで次にMastl-PP2A経路と RSKとの関係につ

いて調べた。 

 

2.7. RSK 阻害は Ensa 及び Mastl の脱リン酸化タイミングを早める 

 

	
 BI-D1870 処理による RSK阻害条件下でのリン酸化 Ensa減少、Mastl脱リ

ン酸化のタイミングを調べた。BI-D1870 （15 µM） 存在下で卵の活性化（B-Act）

を行い、各時間で固定あるいは SDSサンプル化し、抗リン酸化 Ensa抗体で蛍

光免疫染色または抗Mastl抗体でWestern Blotした。得られた画像に対して 4

節と同様の解析を行い、図 5、6での BI-D1870非存在条件下と比較したものが

図 9である。Mastl脱リン酸化は B-Act後１時間から 2時間までで起きており、

RSKを阻害しない場合に比べて 1時間程度早くなっていた（図 9A、B）。図 9B

のグラフからは B-Act から 2.5 時間、3 時間で脱リン酸化 Mastl が減少してい

る様子が見られるが、上にシフトしたバンドは全く見られないことから（図9A）、

リン酸化Mastlが再び上昇したのではなくMastlが分解したものと考えられる。

次にリン酸化 Ensa は B-Act でも細胞質全体のシグナルが特異的な場所に局在

したシグナルを残すことなく減弱する様子が見られた（図 9C）。B-Actでのリン

酸化 Ensa減少と前核形成率を比較すると、この条件でもリン酸化 Ensa減少タ

イミングは前核形成より早く（図 9D）、個々の卵を見ても前核形成している卵

は全てリン酸化 Ensaが低かった（図 9E）。この結果は４節で示唆された、Ensa

脱リン酸化が前核形成に必要であるという仮説を支持するものである。さらに、

B-Actからのリン酸化 Ensaの減少はタイミングの早期化に加えて、減少後の定

常状態でのリン酸化 Ensa シグナル量の低下が見られた（図 9F）。以上より、

RSK 阻害条件ではリン酸化 Ensa 減少タイミング、Mastl 脱リン酸化タイミン

グともに前核形成と同様に 30分から 1時間程度早まることがわかった（図 9G）。
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したがって、RSKはMastl、Ensaの脱リン酸化を遅らせる方向に働き前核形成

を遅らせている、すなわちRSKがMastl経路と交流していることが示唆された。 

 

2.8. 実験結果より予想されたシグナル経路の挙動の数理モデリング 

 

	
 ここで RSKのMastl-Ensa経路との交流の様式について考えたい。RSK阻害

によりMastl、Ensaの脱リン酸化タイミングが早まったことから、RSKはMastl

リン酸化を高める方向に働くように考えられる。ここで、RSKによるMastl活

性化によって PP2A 活性化タイミングを遅らせうるのか、既知の制御ネットワ

ーク経路に RSKを作用させた反応モデルを作成し、これを検証した。以下の 2

種類のモデルについて検証した。 

モデル 1；RSKがMastlを活性化（リン酸化）する 

モデル 2；RSKは Ensaを活性化（リン酸化）する 

	
 これらのモデルでは、Cdk1-Cyclin B −Mastl −Ensa のリン酸化リレーによ

りPP2A-pEnsa複合体形成が促進されてPP2Aが抑制され、またPP2AはMastl、

Ensaを脱リン酸化するフィードバックループを形成している。RSKはモデル 1

ではMastlを、モデル 2では Ensaをリン酸化し活性化すること、RSKにより

リン酸化された状態は、Mastlは Cdk1、EnsaはMastlによりリン酸化された

状態と同程度に活性化すること、PP2Aによる脱リン酸化は一度に全てのリン酸

基を外すことを仮定した。さらに 2節の結果より前核形成後に ERK活性が下が

ることから、前核形成までに RSK活性の減少の影響はないものと仮定し、RSK

濃度は反応を通じて一定とした。これらのモデルについて Cyclin B分解；Cdk1

不活性化からの挙動をシミュレートした（<材料、手法>の数リモデリング参照）。

まずモデルで 1は、RSKを加えないモデルと比較すると、Mastl、Ensaの脱リ

ン酸化に時間を要し、PP2A活性化タイミングが遅れる結果となった（図 10A、

B）。一方でモデル 2 では、定常状態で Ensa リン酸化が残り、このため PP2A

活性強度が下げられ、さらにPP2A活性化タイミングも遅れる結果となった。（図
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10A、C）。モデル１とモデル２を比較すると、モデル２では Mastl 脱リン酸化

から Ensa脱リン酸化までのラグが大きくなっていた。また、モデル 2では反応

後の定常状態での Ensaリン酸化が残る結果となったが、これは RSKを一定と

仮定したためと考えられ、RSKが PP2A活性化後に活性が下がるモデルの場合

では定常状態での Ensaリン酸化は残らないと考えられる。 

	
 上記のようにMastlの活性制御により PP2A活性化タイミングを変化させる

ことができることがわかった。ここで、モデル１では RSKによるMastlの（リ

ン酸化による）活性化を想定したのに対して、次にモデル 3として RSKが PP2A

による Mastl不活性化を阻害するモデルを検証した。PP2Aの Mastlに対する

反応速度定数の値を下げて計算することで、モデル 3 をシミュレートした。結

果としてモデル 3でもモデル 1と同様に PP2A活性化タイミングを遅らせるこ

とができた（図 10A、B、D）。 

	
 次に実験結果とこれらのモデルを比較した。各因子の挙動についてこれらの

モデルの結果とMastl、Ensaまたは前核形成タイミングを測定した実験結果と

を比較した。まず、Mastl 脱リン酸化について、実験結果は RSK 阻害により

Mastl脱リン酸化が早まる結果であったが、モデル１、2ともにこれを再現して

いた。（図 11A）。次に Ensa脱リン酸化については、実験結果ではタイミングの

遅れに加えて反応後の定常状態でのリン酸化量に差があったが、タイミングに

関してはモデル１、２が、反応後のリン酸化量としてはモデル 2 がこれを再現

していた（図 11B）。ただしこの反応後のリン酸化量の結果は RSK を一定とし

た仮定のためであり、実験結果と比較できる差ではないものと考える。最後に

前核形成タイミングについては前述の通り PP2A 活性化を指標とするとモデル

１、2ともにこれを再現できた（図 11C）。以上より、モデル 1、2ともに RSK

阻害あり、なしの条件でのMastl-Ensa経路の挙動をある程度再現できたが、こ

れらの結果からはどちらのモデルがふさわしいか結論づけることはできなかっ

た。 
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2.9. RSK は Mastl Thr297 を in vitro でリン酸化する 

 

	
 モデル１でのシミュレーションではRSKによるMastlの活性化を想定したが、

これを実験的に検証した。哺乳類 Mastl にはカエル、ヒトデ、ハエとは異なり

RSKターゲットコンセンサスモチーフ（R/K X R/K X X pS/T）に合致するリン

酸化サイトがある（マウス Mastl; Thr297、ヒト Mastl; Thr299）（図 12A）。

Mastl Thr297はMastlのN末端とC末端に分割された kinaseドメインをつな

ぐリンカー領域にあり、Cdk1による活性制御リン酸化サイト（Thr193、Thr206）

もこの領域内にあり Thr297 リン酸化により活性化が起こる可能性は十分考え

られる。そこで RSKによりMastl Thr297がリン酸化されるか in vitro リン酸

化アッセイを用いて検証した。Mastl の WT あるいは Thr297 のアラニン置換

変異体のグルタチオン Sトランスフェレース（GST）に融合したMastlの N末

端領域（GST-Mastl-WT-Nまたは GST-Mastl-TA-N）を大腸菌より精製し、こ

れを基質として活性化型 RSKによるリン酸化アッセイを行った。リン酸化の検

出にはリン酸化RSKコンセンサスモチーフを認識するリン酸化Akt基質抗体に

よるWestern Blotを行った。GST-Mastl-WT-Nは RSKによるリン酸化が検出

されたが GST-Mastl-TA-Nはされなかったことから、RSKは in vitroでMastl 

Thr297をリン酸化することが示唆された（図 12B）。 

 

2.10. 前核の早期形成は雄性前核の矮小化、第一卵割での染色体不分離を

引き起こす 

 

	
 前核形成に長時間を要することの生理的意義に関して、前核形成を早めた場

合にどのようなことが起こるか調べた。まず前核形成を早める方法について検

討した。これまでに RSK阻害、Mastlノックダウンによって前核形成が早まる

ことを確認していたが、いずれもその効果が弱かったため、より強い効果を示

すものを探った。最近Mastl脱リン酸化制御に PP1が働くことが報告されてお
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り（Heim et al., EMBO Rep., 2015）、PP1の活性化により前核形成が早まるこ

とが期待された（図 13A）。そこで PP1の過剰発現を行いその効果を見た。PP1

には 3つのアイソフォーム（α、β、γ）が知られ、いずれもマウス卵内で発現し

ていることが知られるが（トランスクリプトーム（Park et al., Genes Dev, 2013）、 

プロテオーム（本研究室未発表データ））、いずれの過剰発現でも前核形成を早

める効果が確認された（図 13B）。効果の高かった PP1γについて、マイクロイ

ンジェクションに用いるmRNA濃度を変え、前核形成時間を調べ、適当なイン

ジェクション濃度を検討した（図 13C）。この後の解析には前核形成開始が染色

体分配運動終了と同時程度になるように（分裂後期開始から前核形成まで約 30

分となるように）100 ng/µlのmRNAを用いた。MⅡ卵に PP1γを過剰発現させ

た後、体外受精により受精卵を作成し、前核形成過程をライブイメージングし

た。PP1 の過剰発現により前核形成タイミングが雌性前核だけでなく雄性前核

でも早まることが確認できた。この PP1γ過剰発現受精卵では特徴的な表現型と

して雄性前核の矮小化が観察された（図 14A）。全てのコントロール受精卵では

雄性前核は雌性前核より大きかったが、前核形成早期化受精卵ではこれが逆と

なるものが高頻度に観察された（図 14B）。またこのような雄性前核の矮小化は

前核形成までの時間が短いほど引き起こされる傾向が見られ、分裂後期開始か

ら前核形成まで30分以内であった受精卵は全て雄性前核の矮小化が引き起こさ

れたが、45分かかった受精卵では雄性前核の矮小化は見られなかった（図 14C）。

図 14Cにおいて PP1γシグナル相対強度が 0.8-1.2の範囲にある、PP1γ過剰発

現量が概ね同じ受精卵では前核形成が遅かった細胞のみ雄性前核矮小化が引き

起こされなかったことは、雄性前核の矮小化は PP1γ過剰発現による副次的な作

用ではなく、前核形成早期化によるものであることを示唆していると考えられ

る。 

	
 次に前核形成の早期化が発生に与える影響を調べるために、PP1γ過剰発現卵

を体外受精させ発生を進めた第一卵割の直前からライブイメージングを行った。

前核形成早期化受精卵での第一卵割では姉妹細胞にまたがって染色体が伸びる
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chromosome bridgeと呼ばれる染色体不分離が高頻度に観察された（図 14D）。

雄性前核矮小化と染色体不分離の関係については、今回の解析では受精卵中の

前核のどちらが雄性であるか見分けられないため、また技術的な困難さにより

受精から第一卵割までの長期観察を行っていないため明確な解答はないが、二

つの前核でサイズがほぼ同じ受精卵でも染色体不分離を起こすものが見られた

ことから、雄性前核サイズにあまり影響がない場合でも染色体不分離が起こさ

れると考えられる。次にこの染色体不分離が雄性前核形成の異常によるものか

調べるために、PP1γ過剰発現により前核形成早期化を行った単為発生卵での第

一卵割を観察すると、前核形成早期化受精卵で見られた染色体不分離の発生率

は顕著に低かった（図 14E）。すなわち前核形成の早期化は雄性前核形成特異的

に発生に重篤な影響を与えることを示している。 

	
 これらの結果より、前核形成までの時間は精子核から雄性染色体への変化の

何らかの過程に必要であり、前核形成の早期化によりこれが阻害されると雄性

前核の形態及び発生能に異常が起きることが示された。 
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<3 章. 考察> 

 

	
 本研究ではマウス卵における前核形成時間制御の分子機構として

Mastl-PP2A 経路に MOS-ERK-RSK 経路が作用することを明らかにした（図

15A）。 

	
 本研究では Mastlが RSKのターゲットであることが示唆された。RSKによ

る Mastl リン酸化候補サイト Thr297 はヒトでも RSK コンセンサスモチーフ

（R/K X R/K X X pS/T）が保存されていたが、カエル、ヒトデ、ハエには存在

しなかった（図 12A）。したがってこの機構はカエル、ヒトデには存在しない哺

乳類に特異的な機構であることが考えられる。実際カエル、ヒトデでは前核形

成までの時間はヒトやマウスほどの長時間を要しないこともこの考えと一致し

ている。 

	
 卵細胞の細胞周期制御におけるRSKのターゲットが生物種によって大きく異

なるという点も興味深い。カエル卵では受精のために RSKは Emi2をターゲッ

トとし、MⅡ期停止を行う。一方でヒトデ卵では受精のための細胞周期停止は

G1期で行われるため、RSKは Cdc25をターゲットとしてこれを担う。そして

マウス卵では RSKは受精のための細胞周期停止に関与しないものの、本研究よ

り RSKはMastlをターゲットとし、分裂期終了を制御することが提唱された。

このように生物は卵細胞の細胞周期において停止や遅延などの制御を受けるべ

き時期を RSKのターゲットを変えることで対応してきた様子がうかがえる。 

	
 本研究では RSKがMastlを in vitroにおいてリン酸化すること、Mastlの活

性制御によって PP2A 活性化タイミングを変化させることができることを示し

た。数理モデリングによる解析から、Mastl の活性制御方法としてリン酸化に

よる活性化と、PP2A による不活性化を阻害することのどちらでも PP2A 活性

化を遅らせることができることが示された。これらの結果を合わせて考えると、

RSKによるMastl-PP2A経路の制御には以下のようないくつかの様式が考えら
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れる。一つ目はモデル 1で想定した RSKがMastlを活性化するという様式であ

る。RSKにより Thr297がリン酸化されたMastlの活性の測定を行うことでこ

れが検証できるだろう。二つ目は RSK による Mastl のリン酸化により PP2A

による Mastl の脱リン酸化が抑制されるという様式である。Mastl 脱リン酸化

制御において Cdk1リン酸化サイトの PP2Aにより脱リン酸化はMastl自己リ

ン酸化サイトの PP1による脱リン酸化の後に起こることが知られており（Heim 

et al., EMBO rep., 2015）、RSKによるリン酸化もこの自己リン酸化と同様な作

用がある可能性が考えられる。モデル 3 のシミュレーションは単純に PP2A に

よる Mastl の脱リン酸化反応の速度定数を低い値で計算することで行ったが、

この２つめの様式をより正確に反映させたモデル（RSKによりリン酸化された

Mastl は PP2A による脱リン酸化を受けにくい）でのシミュレーションもモデ

ル 3と同様の挙動となるか確認を行いたい。三つ目に、RSKによるMastlのリ

ン酸化が機能的であるかの実験的解析がまだなされていないため、RSK が

Mastlリン酸化以外を介してMastl活性を制御する可能性も考えられる。 

	
 一方でRSK阻害では体細胞分裂時ほどまで前核形成までの時間を短縮するこ

とはできなかったことから、今回明らかにした機構は前核形成の時間制御機構

を全て説明できるものではない。また、前核形成時間短縮受精卵で分裂後期開

始（精子侵入）から前核形成まで 45分以上かかったものでは雄性前核の矮小化

が見られなかった。RSK 阻害による前核形成時間短縮の効果は約 30 分から 1

時間であるので、RSKのMastl経路活性化による前核形成時間の延長効果は雄

性前核形成時間を保証する機構の補助的なものであると考えられる。このよう

にRSKによる前核形成遅延またはそれによる雄性前核形成時間確保の役割が補

助的であるという結果は、RSK	
 １、２、３トリプルノックアウトマウスが生

殖可能であること（Dumont et al., J. Cell Biol., 2005）にも反しない。 

	
 また、RSKの発現により体細胞分裂での核膜形成も前核形成時のように遅ら

せることができるかというと、予備的な実験結果ではあるが RSKの恒常活性型

を第一卵割時に発現させても前核形成時ほどの核膜形成時間の遅延を引き起こ
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すことができなかった。したがって RSKは卵細胞での前核形成と、体細胞での

核膜再形成との時間的な違いを決定する絶対的な因子ではないと考えられる。

卵細胞では、他の Mastl 経路の活性を調整する機構と協同しているため、ある

いは体細胞期には働く核膜形成を促進する機構が前核形成時には欠けているた

めに、RSKの効果が顕著になるものと予想する。 

	
 一方で重要なこととしてMastl、Ensaを介した PP2Aの活性の制御が前核形

成タイミングを決定していることは本研究により強く示唆されており、この経

路のさらなる活性調整機構を調べることで前核形成開始分子機構の全容が明ら

かになると期待できる。ここで、MosはMⅡ期停止のためにMEK-ERK以外の

未知の因子を介して PP1 または PP2A の抑制に働くことが報告されており

（Verlhac et al., EMBO J., 2000）、前核形成タイミング制御にも役割を持つ可

能性がある。したがって、この未知の因子あるいはMos自身とMastl経路の関

わりについて解析すべきであると考える。 

	
 また、本研究では前核形成制御に関する因子の一部についてはその細胞内局

在を観察しているが、これらの中で染色体上やスピンドル微小管上など特定の

箇所に局在するものは見られなかった。ただし、局在を観察していない因子も

一部ある。これらの因子が染色体上などで活性が続く、あるいは細胞全体より

早く活性化するなどにより、シグナル経路を局所的に動かしている可能性も考

えられるため、他の因子についてもその局在を解析することが必要であると考

えられる。 

	
 本研究では、前核形成タイミング制御に PP2A 活性制御が強く関与すること

を示したが、一方で PP1も前核形成制御に働く可能性があることを示した。た

だし、本研究での解析では PP1過剰発現による前核形成を早める効果が Mastl

経路を介しているのか明確に答えることはできず、また過剰発現した PP1が生

理的条件では働かないターゲットに作用していることも十分考えられるため、

PP1 の前核形成タイミング制御への寄与については慎重な解析が必要であると

考えられる。PP1は前述のようにMastl経路に働き PP2A活性化を制御するこ
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とが知られているが、PP1 は他の因子を介して分裂期終了に関与することも知

られている。PP1は Repo-Manを脱リン酸化し後期染色体への局在を誘導する

ことで、さらに Importin βや Nup153などの核膜再形成に働く因子を後期染色

体に誘導し、分裂期終了を担うことが報告されている（Vagnarelli et al., Dev. 

Cell, 2011）。このように、PP1過剰発現による前核形成の早期化がMastl-PP2A

経路を介したものであるかはさらなる解析が必要であり、ここに前核形成タイ

ミングを特徴付ける因子が存在している可能性も考慮される。 

	
 分裂期終了に働く脱リン酸化酵素とその制御機構に関して、体細胞や、カエ

ル卵抽出液などを用いて主に PP1、PP2A を対象として積極的に解析がなされ

ているが、出芽酵母の Cdc14とその制御経路のような決定的な理解はなされて

いない。本研究でも Mastl-PP2A 経路が前核形成制御の重要な因子であると強

く示唆されたものの、PP1の過剰発現も前核形成早期化に強い効果が示された。

これは前核形成時には特殊な制御があるものの、体細胞とも共通した制御が働

き得ることを示唆しており、マウス卵細胞の分裂期終了の研究に対しての有用

性がうかがえる。まずカエル卵抽出液実験系などにも共通する利点として、分

裂中期に生理的条件で長く停止するため、分裂中期までのプロセスに関与する

因子についても解析が可能であることや、分裂後期に同調性よく、人為的に、

さらにほぼ生理的条件で誘導できる点が挙げられる。これに加えてマウス卵に

特徴的な利点としては、分裂後期が長いことでこの時間に様々な実験処理を行

うことができる点がある。本研究ではオカダ酸を後期に入った後に加えること

で分裂期終了時特異的にその効果を確かめられた。また分裂後期が長いことか

ら、時間制御に与える効果を顕著に見ることができる。このような利点から、

分裂期終了の研究にモデル生物としてマウス卵細胞を利用することの有用性を

訴えたい。 

	
 これまで事実として哺乳類の前核形成には時間を要するということは知られ

ていたが、それがどのような意義を持つのかについては全く問題とされてこな

かった。本研究の着想段階では、染色体の分配運動が遅いのか、核膜の形成が
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されても核の膨潤が遅いのか、分配された染色体が核膜に覆われずにいるのか、

といった基本的な前核形成時の状況すら理解されていなかった。こうして分配

を終えた染色体が核膜再形成することなく、1時間以上も凝縮したままでいると

いう、体細胞では全く見られない極めて特殊な状況が見過ごされてきた。本研

究はこの点に初めて焦点を当てた研究であり、その意義として前核形成を遅ら

せることが精子核から雄性前核への変化のための時間の確保に必要であること

を明らかにした（図 15B）。 

	
 単為発生卵でも前核形成タイミングが受精卵と変わらないことや、当研究室

の他の実験において活性化卵に精子頭部をインジェクションした場合でも精子

核変化を待たずに前核が形成される様子が見られたことから、前核形成時間制

御は卵細胞内シグナル経路によって行われており、精子核からのチェックポイ

ントのような制御はないのではないかと考えられる。 

	
 本研究では前核膜が早期に形成される場合、雄性前核形成が矮小となり、さ

らに染色体分配やその後の発生に重篤な影響が起こされることを示したが、こ

の前核形成の早期化により雄性前核形成の不全がどのように引き起こされるの

かは現在のところ不明である。ひとつの重要な手掛かりとして、前核形成時間

を短くした受精卵で見られた矮小な雄性前核の形成という表現型は、ヒストン

H3.3シャペロンであるHIRAをノックダウンした受精卵でも類似したものが見

られること（Inoue and Zhang, Nat. Struct. Mol. Biol., 2014）を挙げたい。HIRA

のノックダウン受精卵では精子由来 DNAへのヒストン取り込みが阻害され、さ

らにヒストンに結合する核膜孔複合体集合開始因子 ELYS の局在が抑制され、

核膜孔を欠いた核膜が形成されたため矮小となった雄性前核が形成される。前

核形成時間を短くした受精卵で矮小な雄性前核ができる原理はこれと同様であ

ることが予想される。本研究での観察では前核形成を早期化した場合でも精子

核へのヒストン取り込みは観察されていたがその量については未検証である。

そこで雄性前核形成までの時間が十分ではない場合、ヒストン取り込み、核膜

孔複合体の形成が不十分となり、前核が矮小となるのではないかということを
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予想し、まずは前核形成時間短縮受精卵の雄性前核でヒストン取り込みが減少

しているか、核膜孔形成量が減少しているかを調べたい。また、HIRA ノック

ダウンの場合 ELYS を核内膜タンパク質である emerin と融合した

ELYS-emerinを発現させることで雄性前核サイズが回復される。同じように前

核形成時間を短くした受精卵で ELYS-emerinを発現させ、前核サイズおよび第

一卵割での染色体不分離が回復するならば、同様の機構が働いていることがわ

かるだろう。精子核から雄性染色体の変化は生体内で唯一 DNAから染色体を構

成する過程であり、上記のような解析を行うことは発生分野に対してのみなら

ず核・染色体の基本的な性質に対する重要な知見を与えうる。 

	
 雄性前核の矮小化の原因に関して、核膜の形成が問題なのか、細胞周期が分

裂期から間期に移行してしまうことが問題なのかといった観点からの解析も興

味深いが、これらに関しては雄性前核矮小化の直接の原因がわかった後にアプ

ローチできるものであると考える。 

	
 以上、本研究はマウス前核形成の時間的制御機構として Matl-Ensa-PP2A 

B55経路に対する ERK-RSK経路による調整が働くことを明らかにした。一方

で上記のように RSK による効果だけでは説明しきれないこともあり、RSK に

よるMastl経路の調整以外にもMastl経路を調整する機構があることが伺える。

今後、Mastl 経路と関連する因子の解析により前核形成開始制御機構の全容が

明らかになると期待される。また生理的意義として精子侵入から雄性前核形成

までの時間を卵の細胞周期を制御することによって確保し、胚発生に必要な正

常な雄性ゲノムの変化を保証することを明らかにした。本研究は受精卵での細

胞周期の時間的制御が雄性ゲノムリモデリングに重要な意義を持つという新し

い概念を提唱した研究である。ここで精子核の変化には雄性前核を形成する前

にある程度の時間分裂後期細胞中に置かれる必要があることがわかったが、ど

のような変化が必要であるのか、核膜の存在や細胞周期の進行など、何がこの

変化を阻害するのかについて、さらなる解析を行うことは生殖・発生・リプロ

グラミング、核・染色体制御などの様々な分野おいて重要な意義があるものと
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考える。 
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<4 章. 材料、手法> 

 

採卵、培養 

	
 BalbC/A x C57BL6/J F1雌マウス(6-14週齢)に 5 IUの妊馬血清性腺刺激ホル

モン、5 IUのヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）の順に 48時間から 50時間の

間隔で投与し過排卵を誘導した。未受精卵をこの hCG投与から 13時間から 17

時間後のマウスから回収した。卵丘細胞を 100 µg/ml のヒアルロニダーゼ入り

M2 培地（Sigma）中でピペッティングすることにより取り外した後、M16 培

地 （Sigma）中で 37℃ 5% CO2下で培養した。本研究におけるマウスの飼育・

取り扱い、卵を用いた実験に関しては「東京大学組み換え DNA実験安全管理規

則」「東京大学動物実験規則」および「東京大学動物実験実施マニュアル」に

基づき、また委員会の承認を得て適正に行った。	
 

	
 

卵の活性化 

	
 卵の活性化（賦活化：単為発生誘導）は活性化培地（5 mM SrCl2, 5 mM EGTA

入りM16培地）により行った。ドナーマウスに hCGを投与してから、mRNA

マイクロインジェクションを行った MⅡ卵は 22 時間後に、siRNA マイクロイ

ンジェクションを行った卵は 26時間後に、未処理MⅡ卵は 18時間後に活性化

培地へと移した。活性化培地に移した後は直ちにライブイメージング、または

SDSサンプル化もしくは固定するまで 37℃、5% CO2下で培養した。単為発生

卵での第一卵割の観察は、mRNAマイクロインジェクション後 4から 5時間の

MⅡ卵を Cytochalasin B（25 ng/ml）を加えた活性化培地に移し、さらに 7時

間 37℃、5% CO2下で培養した後に開始し、その時点から 13時間ライブイメー

ジングを行った。 

 

採精と体外受精 
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 BalbC/A x C57BL6/J F1雄マウスから精子を取り、HTF培地中 37℃、5% CO2

下で前培養を行った。1から 3時間の前培養の後、体外受精に使用した。mRNA 

マイクロインジェクション後 4から 5時間のMⅡ卵の透明体を酸性タイロード

液中で溶解し、再びM16培地に戻し、そこに精子を加えることで体外受精を行

った。受精卵前核形成過程の観察は精子を加えた後、直ちにライブイメージン

グを開始し、その時点から 7 時間観察を行った。受精卵第一卵割の観察は、精

子を加え 7時間 37℃、5% CO2下で培養した後に開始し、その時点から 13時間

ライブイメージングを行った。 

 

ウエスタンブロッティング 

	
 卵を 0.5% ポリビニルピロリドン（PVP） /PBSで洗浄後、SDSサンプルバ

ッファーで溶解、5 分間煮沸し SDS サンプル化した。SDS サンプルを

SDS-PAGEにより展開し Immobilon PVDFメンブレン（Millipore）へ転写し

た。メンブレンを Can Get Signal Solution 1（TOYOBO）で一次抗体を希釈し

た液に浸けプラスチックフィルムバック中で 4℃ 10 時間以上振とうした後に、

TBSTで洗浄し、Can Get Signal Solution 2（TOYOBO）で二次抗体を希釈し

た液上に室温で 1時間静置した。TBST洗浄後、検出液（Immobilon Western 

HRP substrate （Millipore））と反応させ、Image Quant Las 4000 mini 

（GE-Healthcare）で蛍光を検出した。バンドシグナル定量は ImageJ ソフト

ウェアを使用した。ERK1/2、リン酸化 ERK1/2検出には 15個、Mastl検出に

は 30個の卵を一つのレーンに使用した。 

 

蛍光免疫染色と蛍光撮影、シグナル定量 

	
 卵の透明体を酸性タイロード液中で溶解した後、0.5% PVP /PBSで洗浄し 4% 

パラホルムアルデヒド、0.005% Triton X-100液に 37℃、30分置き固定した。

サンプルは固定後 0.2% Triton X-100 /PBSで室温 30分透過処理、3% ウシ血

清アルブミン（BSA）、 0.02% Triton X-100 /PBSで室温または 4℃で 1時間以
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上ブロッキングの後、一次抗体液に 4℃ 10時間以上、続けて二次抗体液に室温

1時間静置した。一次、二次抗体は 0.1% BSA、0.02% Triton X-100 /PBSで希

釈した。抗体染色後のサンプルの観察は DeltaVision SoftWorx（Applied 

Precision）を用いた蛍光顕微鏡で行った。サンプルの底から頂点まで 1 µm き

ざみに 75枚の画像を取得した。画像にデコンボリューション処理を行い、プロ

ジェクションをかけた。リン酸化 ERK、リン酸化 Ensa定量は以下のように行

った。プロジェクション画像から細胞全体の蛍光シグナル強度を計測し、細胞

が無い領域をバックグラウンドとして差し引いたもの（絶対値）を、同日程で

取得した MⅡ卵の絶対値の平均値で割り、相対値を求めた。シグナル強度計測

には ImageJソフトウェアを使用した。 

 

ライブイメージング 

	
 ガラスボトムディッシュ上でミネラルオイルに覆われたM16培地（体外受精

卵観察用）または活性化培地（活性化卵観察用）の液滴に卵を移し、CO2 顕微

鏡ステージインキュベーター内で 37℃、5% CO2条件でライブイメージングを

行った。撮影は、スピニングディスク共焦点顕微鏡システムを用いた Yokogawa 

CSU22をMetamorph ソフトウェア（Universal Imaging）で操作し行った。

受精卵第一卵割の観察は 10分間隔、それ以外は 5分間隔で、各タイムポイント

でサンプルの底から頂点まで 4 µmきざみに 21枚の画像を取得した。得られた

画像に Z-プロジェクションをかけた。 

 

mRNA 合成 

	
 mRNA合成のテンプレートとして pcDNA3.1をベクターとし発現させるタン

パク質の ORF の 3’にポリ A 配列が付加した配列が挿入されたプラスミド

（Yamagata et al., Genesis, 2005）をポリ A配列より 3’側を制限酵素で切断し

直鎖化したものを用いた。mRNA 合成は RiboMaxTM RNA 合成キット 

（Promega）、ATP analog （Millipore）を用いて行った。PP1α、β および γ
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の cDNAはマウス精巣 cDNAライブラリーからクローニングし、配列をデータ

ベースと照合し確認したものを使用した。その他の cDNA は譲渡または購入

（Origene）により入手したものを使用した。 

 

mRNA マイクロインジェクション 

	
 mRNAマイクロインジェクションはM2培地中でピエゾマニュピュレーター

を用いて行った。 

 

RNAi 

	
 siRNA、EGFP-BAF mRNA、H2B-mRFPの混合液をMⅡ卵にマイクロイン

ジェクション後、M16培地中で 37℃、5% CO2下で 12から 12.5時間培養し、

SDSサンプル化あるいは活性化培地に移しライブイメージングを行った。Mastl 

siRNA は 3 種類の二本鎖 RNA を混合したものを使用した。siRNA は二本鎖

RNAがアニールされたものを日本バイオサービスより購入して使用した。 

Mastl RNAi、コントロール RNAi （Lamin）に用いた siRNA配列（センス鎖）

は以下のとおり。 

Mastl #1: CACCATCAATGTCTAAACCTA 

Mastl #2: TCCAATGAGGGTCATATTAAA 

Mastl #3: CAGGAAATTATGCAAAGTAAA 

Lamin: GGAGGAGCTTGACTTCCAA 

 

CIAP 処理 

	
 MⅡ卵 30個を TNEバッファーに溶解し、15 U CIAPまたは等量の TNEバ

ッファーを加え 37℃、30分反応させた後に 2×SDSサンプルバッファーを加え

反応停止、SDSサンプル化した。 

 

リコンビナントタンパク質精製と in vitro リン酸化アッセイ 
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 pGEX6P1ベクターにMastl WT full length、T297A full length、WT 1-495 

（N-term）またはT297A 1-495 （N-term）を挿入したプラスミドで大腸菌BL21

株を形質転換したものからリコンビナントタンパク質を精製した。前培養液を

アンピシリン含有（0.1 mg/ml）2×YT培地で 100倍希釈し 37℃で 1時間振と

う培養後、IPTG終濃度 0.1 mM加え発現を誘導し、30℃で 8時間振とう培養

した。細胞を回収し、細胞破砕バッファーに懸濁し、250 mM アルギニンを添

加し Bioruptorを用いて 200 W、30秒、3回で超音波破砕した。1% Triton X-100

を加え 4℃ 30分間転倒混和した後、遠心により可溶性画分を回収した。可溶性

画分からグルタチオンセファロース 4B（GE Healthcare）ビーズに目的タンパ

ク質を結合させ回収し、細胞破砕バッファー、リン酸化アッセイバッファーで

洗浄した。20 µlの反応系でリン酸化アッセイバッファー、0.1 mM ATP、目的

タンパク質結合ビーズ、74 ng RSK1/MAPKAP Kinase 1a active（14-479 

Millipore）を混合し、30℃、30分間反応させた。反応後 20 µlの 2×SDSサン

プルバッファーを加え反応を停止させ、5分煮沸し SDSサンプル化した。 

 

数理モデリング 

	
 以下のように微分方程式をたて、これらをEuler法を用いてExcelで解いた。 

 

全モデル共通 

€ 

d[CDK ]
dt

= −kdg,CCNB
APC *[CDK ] 

€ 

d[PEcomp]
dt

= kas,PE * ([pEnsa]− [PEcomp]) *[PP2A]− kds,PE *[PEcomp]

− kdp,En *[PEcomp]− kdp,En
PP *[PEcomp]

 

€ 

[PP2A]= [tPP2A]− [PEcomp] 

 

モデル１ 
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€ 

d[pMastl]
dt

= k p,M
CDK *[CDK ]* ([tMastl]− [pMastl])− kdp,M *[pMastl]

− kdp,M
PP *[PP2A]*[pMastl]+ k p,M

RSK *[RSK ]* ([tMastl]− [pMastl])
 

€ 

d[pEnsa]
dt

= k p.En
M *[pMastl]* ([tEnsa]− [pEnsa])− kdp,En *[pEnsa]

− kdp,En
PP *[PEcomp]

 

 

モデル２ 

€ 

d[pMastl]
dt

= k p,M
CDK *[CDK ]* ([tMastl]− [pMastl])− kdp,M *[pMastl]

− kdp,M
PP *[PP2A]*[pMastl]

 

€ 

d[pEnsa]
dt

= k p.En
M *[pMastl]* ([tEnsa]− [pEnsa])− kdp,En *[pEnsa]

− kdp,En
PP *[PEcomp]+ k p,En

RSK *[RSK ]([tEnsa]− [pEnsa])
 

 

初期値、パラメータ 

体細胞での知見より Ensaは PP2Aの５倍程度であることが知られ（Cundel et 

al., Mol., Cell, 2013）、マウス卵でも同様と考え Ensa、PP2Aの濃度を設定した。

RSK、Mastl、CDK の濃度はこれらと大きく掛け離れる濃度としないように設

定した。その他のパラメータに関しては初期定常状態で細胞内の条件（Ensa、

Mastlは大部分がリン酸化されている）を満たすように設定した。 

 

[intCDK] =3.3, [intpMastl] =0.745, [intpEnsa] =5, [intPP2A] =0.01 

[tMastl] =0.75, [tEnsa] =6, [tPP2A]=1, [RSK] =0.7 or 0  (nM) 

 

€ 

k p,M
CDK =10, kdp,M = 0.1, kdp,M

PP =100, k p,M
RSK = 2.5  

€ 

k p,En
M = 8, kdp,En = 0.1, kdp,En

PP =10, k p,En
RSK = 2.5 
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€ 

kas,PE = 200, kds,PE = 0.1, kdg,CCNB
APC =1.5  

(/minまたは/min/nM) 

	
 モデル 3では

€ 

kdp,M
PP = 20として計算した。 

 

	
 以上の数理解析は Cundel et al., Mol. Cell, 2014で用いられたものを参考に

し、これに修正を加えて作成した。 

 

阻害剤 

	
 U0126    MEK阻害剤  (Wako)  (25 µM) 

	
 BI-D1870    RSK阻害剤  (Funakoshi) (15 µM) 

	
 Cytochalacin B  アクチン重合阻害剤  (SIGMA) (25 ng/ml) 

 

抗体、染色液 

	
 一次抗体（希釈濃度、1: 1000（IB）、1: 500（IF）） 

	
 	
 抗 ERK1/2抗体   (Cell Signaling Technology) 

	
 	
 抗リン酸化 ERK1/2(T202/Y204)抗体 (Cell Signaling Technology) 

	
 	
 mAb414（抗 FG-Nup抗体）  (Covance) 

	
 	
 抗 Lamin A/C 抗体   (Cell Signaling Technology) 

  	
 抗 a-tubulin抗体(DM1A)  (Sigma) 

	
 	
 抗リン酸化 Ensa(Ser67)抗体  (Cell Signaling Technology) 

	
 	
 抗Mastl抗体   (Cell Signaling Technology) 

	
 	
 抗リン酸化 Akt基質抗体  (Cell Signaling Technology) 

	
 二次抗体（希釈濃度、1: 2000（IB）、1: 800（IF）） 

	
 	
 horseradish peroxidase標識抗マウス IgG  (GE) 

	
 	
 horseradish peroxidase標識抗ウサギ IgG (GE) 

	
 	
 抗マウス IgG Alexa Fluor 647   (Invitrogen) 
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 抗ウサギ IgG Alexa Fluor 555   (Invitrogen) 

	
 	
 抗ラット IgG Alexa Fluor 488   (Invitrogen) 

 

	
 蛍光試薬 

	
 	
 Hoechst33342  1 µg/ml  (Invitrogen) 

 

試薬類 

SDSサンプルバッファー：	
 2% SDS、125 mM Tris-HCl (pH= 6.8)、0.1 M DTT、

10% glycerol、0.001% BPB 

2×SDSサンプルバッファー： 4% SDS、250 mM Tris-HCl (pH= 6.8)、0.2 M 

DTT、5% glycerol、0.002% BPB 

TBST： 0.2 M Tris-HCl (pH= 7.5)、0.5 M NaCl、0.1% Triton X-100 

PBS：140 mM NaCl、2.7 mM KCl、8.1 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4 

2×YT培地： 

TNEバッファー：10 mM Tris-HCl (pH= 7.5)、100 mM NaCl、1mM EDTA、

1% NP-40 

細胞破砕バッファー：20 mM PIPES (pH= 7.0)、150 mM KOAc、1 mM EGTA、

1 mM DTT 

リン酸化アッセイバッファー： 25 mM Tris-HCl (pH= 7.5)、10 mM MgCl2、 
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序論図 1. 受精卵の前核形成までの過程と、体細胞分裂とを比較した特徴
（A）マウス卵における受精過程での前核形成までのイベントの模式図。減数分裂中期（MⅡ期）に停止したマウス卵に精子が
侵入すると、雌性染色体は減数分裂を再開し、分裂後期へと入る。染色体分配の後、片方の娘染色体は第二極体として卵細胞
から放出される。残りの娘染色体は一倍体のゲノムを持った前核（雌性前核）を形成する。一方で精子核は卵内に侵入後、卵
細胞内のヒストンを取り込むなどクロマチンの再編を行い、雌性染色体とほぼ同じタイミングで前核（雄性前核）を形成する。
（B）体細胞分裂と雌性減数第二分裂の核膜再形成タイミングの比較。体細胞分裂では染色体分配運動の終了とほぼ同時に核膜
が後期染色体周辺に形成を開始する。培養細胞では分裂後期開始から核膜再形成はせいぜい数十分である。一方で雌性減数第
二分裂では染色体分配運動終了後も 1時間から 2時間もの間、染色体周辺に核膜が形成されることなく、また染色体の脱凝集
も起こらずにいる。 MⅡ卵とほぼ同じサイズである受精卵の第一卵割では紡錘体が大きく染色体分配運動に時間がかかるため
培養細胞よりは長いが、それでも染色体分配運動終了－核膜再形成は同時であり分裂後期開始からの時間は 30分以内である。
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序論図 2. Cdk1 基質のリン酸化ー脱リン酸化による分裂期開始ー終了制御
分裂期の開始には Cdk1-Cyclin B1 による基質のリン酸化が染色体の凝縮、核膜の崩壊などに重要な働きをを持つ。分裂期に基
質のリン酸化状態を確立するために、これを阻害する脱リン酸化酵素の PP2A B55 の活性を抑制する機構：Cdk1-Mastl-Ensa
経路が存在する。Cdk1 はMastl/Greatwall をリン酸化することによりMastl のリン酸化活性を高める。次に活性化された
Mastl は Ensa/Arpp19 をリン酸化する。リン酸化 Ensa は PP2A の活性制御サブユニットである PP2A B55 と結合し PP2A 
B55 の活性が抑制される。この機構により分裂期開始が保証されている。分裂期終了の際には、まず Cyclin B1 の分解に伴い
Cdk1 の活性が下がる。ついでMastl、Ensa のリン酸化が下がり、PP2A B55 が活性化されると Cdk1 基質を脱リン酸化し、分
裂期の終了が促進される。Mastl、Ensa の脱リン酸化についてはどのような制御が働くか完全な理解はされていないが、制御
の一つとして PP2A によるフィードバックにより脱リン酸化がなされることが知られている。
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Emi2 安定化を結ぶ因子には違いが見られ、カエルでは p90RSK がこれを担うが、マウスでは RSK ではなくMSK1 が担うと見
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しては種の多様性が見られる。（B）マウス卵でのMⅡ期停止解除機構の模式図。MⅡ期停止解除の際には精子侵入により卵細
胞内にカルシウムパルスが走り、CaMKⅡが活性化され Plk1 と協同して働き Emi2 が分解へと導かれる。これにより APC/C が
活性化し、分裂後期へと進行する。この際、脊椎動物において ERK経路の不活性化は分裂後期進行に必要なく、受精後もしば
らく活性が維持されることが知られている。
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図 1. リン酸化 ERK 免疫染色による ERK 活性の測定
(A) 抗リン酸化 ERK1/2 抗体の特異性とWestern Blot 定量性の確認。独立した３回の実験を行い、MⅡ卵 15個のレーンのバン
ドシグナルに対する各レーンのバンドシグナル相対強度を測った平均値をグラフに示した。エラーバーは標準誤差を示す。(B) 
卵の活性化からの各時間でのリン酸化 ERKのWestern Blot による測定。独立した３回の実験を行い、０時間のレーンのバン
ドシグナルに対する各レーンのバンドシグナル相対強度を測った平均値をグラフに示した。エラーバーは標準誤差を示す。 (C) 
卵の活性化からの各時間でのリン酸化 ERKの免疫染色による測定。スケールバーは 100 μm。独立した３回以上の実験を行い
合計 30個以上の卵を測定した。各実験回で０時間の卵の蛍光の平均値に対する各卵の蛍光シグナル相対強度を測り全体の平
均値をグラフに示した。エラーバーは標準誤差を示す。
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図２. 前核形成開始は ERK 不活性化より先に起こる
(A, B) 卵の活性化から 2.5 時間 (A)、3時間 (B) で固定し抗リン酸化 ERK1/2 抗体、mAb414 抗体、Hoechst33342 で蛍光免疫
染色した像。スケールバーは 100 μm。白の矢頭は前核形成している卵を指している。(C) 前核形成をしている卵の割合 (◆) と
ERK 不活性化 (○) の関係。ERK 不活性化のグラフの各時間の値は (100- 各時間のリン酸化 ERK相対値（図 1C））。独立した３
回以上の実験を行い合計 30以上の卵を数えた全体から前核形成率を算出した。(D) 前核形成している卵としていない卵の ERK
活性の比較。独立した３回以上の実験を行い、各回でのMⅡ卵のリン酸化 ERK蛍光平均値からそれぞれの卵のリン酸化 ERK
蛍光相対値を算出し、卵の活性化からの時間（2.5 時間または 3時間）と前核が観察できたか否かで分け、その平均値をグラ
フに示した。エラーバーは標準誤差を示す。pはt検定のP値を示す。n.s.はnot significantの略。*はP<0.05であることを示す。
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図 3.蛍光免疫染色により早期の前核形成観察が可能
(A、B) 前核形成卵の明視野像と蛍光免疫染色像の比較。卵の活性化から 3時間（A）または 5時間（B）で固定し、抗 Lamin 
A/C 抗体、mAb414 抗体で染色した。代表的な一つの焦点（明視野、Lamin A/C、mAb414 は全て同一焦点の画像）を示して
いる。スケールバーは 50 μm。(C) 各染色法または観察法で前核が観察できた卵の割合と ERK不活性化の比較。mAB414 によ
る前核形成率（◆）と、ERK不活性化（グレーの○）は図 2Cと同一のもの。Lamin A/C 染色できる前核（青い△）、明視野観
察で判別できる前核（オレンジの□）をもった卵の割合を同一グラフ内に示した。左；阻害剤なしでの卵の活性化からのそれ
ぞれの値。右；U0126（MEK阻害剤）存在化での卵の活性化からのそれぞれの値。
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図 4. MEK 阻害剤 U0126 による ERK の不活性化、または RSK 阻害剤 BI-D1870 による前核形成への影響
U0126 または BI-D1870 含有活性化培地（U0126/ActMまたは BI-D1870ActM）にMⅡ卵を移してから各時間で固定し、抗
リン酸化 ERK抗体、mAB414、Hoechst33342 を用いて蛍光免疫染色した。(A、B) 各時間での代表的な卵を並べた染色像
（A）と U-Act から 1.5 時間で固定した卵の代表的免疫染色像（B）。スケールバーは 100 μm。白い矢頭は前核が観察できる卵
を指している。（C）U-Act または B-Act でのリン酸化 ERK蛍光を定量したグラフ。独立した 3回以上の実験を行い合計 30個
以上の卵を計測した平均をグラフ化し、図１Cの通常の活性化でのリン酸化 ERK蛍光を定量したもの（黒線）と比較している。
エラーバーは標準誤差を示す。（D）U-Act または B-Act からの各時間での前核形成率（赤線、緑線）、通常の卵の活性化からの
各時間での前核形成率（黒線：図２Cと同じもの）。独立した３回以上の実験を行い合計 30個以上の卵の観察から算出した。
（E）前核形成率（図 4D）と ERK 不活性化（黒、赤および緑破線：図４Cをそれぞれ上下反転したもの）の比較。
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図 5. Mastl 脱リン酸化タイミング
（A）MⅡ卵 30個を溶解し、15U CIAP を反応させた後 SDS サンプル化したものを抗Mastl 抗体でWestern Blot した。（B、C）
MⅡ卵を卵の活性化から各時間 30個ずつ SDS サンプル化し抗Mastl 抗体でWestern Blot した。代表的な例（B）と（B）で矢
印で示したバンドを定量し、3時間のシグナルを基準に相対化したグラフ（C）を示した。独立した実験 3回の平均を示した。
エラーバーは標準誤差を示す。
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図 6. Ensa 脱リン酸化と前核形成の比較
卵の活性化から各時間で卵を固定し、抗リン酸化 Ensa 抗体、mAb414 抗体、Hoechst33342 を用いて蛍光免疫染色を行った。
独立した３回以上の実験を行いそれぞれの時間で合計 30個以上の卵を観察した。リン酸化 Ensa シグナルを測定し、各実験回
ごとにMⅡ卵の平均値を基準として個々の卵の相対値を求めた。（A）各時間での代表的な卵を並べて示した。（B）左のグラフ
では前核形成率（黒線）とリン酸化 Ensa 相対値（赤線）を示した。右のグラフの赤線は左のグラフのリン酸化 Ensa のグラフ
を上下反転し 5時間の値を 1として拡大したもの。エラーバーは標準誤差を示す。（C）卵の活性化から 2.5 時間または３時間
の卵をそれぞれ前核が観察されたもの（緑点）とされなかったもの（黒点）に分け、そのリン酸化 Ensa 相対値を比較した。
一つの点は一つの卵の値を示す。（D）脱リン酸化Mastl（桃色線：図 5Cと同一）、リン酸化 Ensa 減少と前核形成率（図 6B右）
を比較したグラフ。
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図 7. オカダ酸処理の前核形成への影響
EGFP-BAF と H2B-mRFP を mRNAマイクロインジェクションにより発現させた卵を活性化と同時にライブイメージングを開
始し、観察中に卵の活性化から 2時間で各最終濃度となるようにオカダ酸（OA）を添加し、その後 5時間観察を継続した。
各時間独立した 2回以上の実験を行い合計 15以上の卵を観察した。（A）オカダ酸添加後（300 nM）に分裂後期に入った卵
とオカダ酸添加前に分裂後期に入っていた卵の代表的な像。（B）各オカダ酸処理濃度ごとの、ライブイメージング中に前核形
成（H2Bシグナルの膨化で判断）が観察されなかった卵（黒）とされた卵（グレー）の割合。分裂後期に入らなかった卵と、
オカダ酸処理後に分裂後期に入った卵を除き、算出した。（C）分裂後期開始から前核形成開始（H2B膨化前に BAF が極大と
なるタイムポイント）までの時間の平均値。前核形成に至らなかった卵と、オカダ酸処理後に分裂後期に入った卵を除き、算
出した。エラーバーは標準誤差を示す。前核形成タイミングについて、オカダ酸処理なし（0 nM）条件とそれぞれのオカダ
酸処理条件の間で T検定を行った。n.s. は not significant の略。*、 ** は P<0.05、0.001 であることを示す。
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図 8. Mastl 発現量と前核形成タイミング
（A‒C）EGFP-BAF と H2B-mRFP のmRNAと同時にMastl siRNAまたは control siRNAをMⅡ卵にマイクロインジェクションし、
12時間培養した後、卵の活性化培地に移しライブイメージングを行った。独立した 2回の実験から合計 25個以上の卵を観察
した（A）分裂後期開始から前核形成開始（H2B膨化前に BAF が極大となるタイムポイント）までの時間を計測し、これを示
した。一つ点は一つの卵の値を示す。Pは t 検定の P値。（B）（A）のデータから作成した分裂後期開始からの時間と前核形成
率の関係を示したグラフ。（C）siRNA をインジェクションした卵のMastl タンパク質をWestern Blot で検出した。各レーン
30個のMⅡ卵を用いた。（D）myc-Mastl、EGFP-BAF と H2B-mRFP をMⅡ卵にmRNAマイクロインジェクションにより発現
させ、卵の活性化の後ライブイメージングを行った。独立した３回の実験を行い合計 10個以上の卵を観察した。エラーバー
は標準誤差を示す。（E）myc-Mastl を発現させた卵のMastl タンパク質をWestern Blot で検出した。ピークを強調している。
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図 9. RSK 阻害により Mastl、Ensa 脱リン酸化タイミングが早まる
（A、B）MⅡ卵を B-Act から各時間 30個ずつ SDS サンプル化し抗Mastl 抗体でWestern Blot した。（A）代表的な例。（B）
（A）で矢印で示したバンドを定量し、2時間のシグナルを基準に相対化したグラフ（青線）を示した。黒線は図６Cと同一。
独立した実験 3回の平均を示した。エラーバーは標準誤差を示す。（C－G）B-Act から各時間で卵を固定し、抗リン酸化 Ensa
抗体、mAb414 抗体、Hoechst33342 を用いて蛍光免疫染色を行った。独立した３回以上の実験を行いそれぞれの時間で合計
30個以上の卵を観察した。リン酸化 Ensa 蛍光を測定し、各実験回ごとにMⅡ卵の平均値を基準として個々の卵の相対値を求
めた。（C）各時間での代表的な卵を並べて示した。（D）左のグラフでは前核形成率（灰色線）とリン酸化 Ensa 相対値（青線）
を示した。右のグラフの青線は左のグラフのリン酸化Ensaのグラフを上下反転し2.5時間の値を1として拡大したもの。エラー
バーは標準誤差を示す。（E）卵の活性化から 2時間の卵をそれぞれ前核が観察されたもの（緑点）とされなかったもの（黒点）
に分け、そのリン酸化 Ensa 相対値を比較した。一つの点は一つの卵の値を示す。（F）リン酸化 Ensa 相対値の、通常の卵の活
性化（赤線；図 6B左と同一）と B-Act（青線；図 9D左）の比較。（G）脱リン酸化Mastl（水色線：図 10B 青線と同一）、リ
ン酸化 Ensa 減少と前核形成率（90D右）を比較したグラフ。

Mastl 脱リン酸化

前核形成率
リン酸化 Ensa 減少

0 1 2 3

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

-0.2

リン酸化Ensa減少

前核形成

リン酸化Ensa

前核形成

0 1 2 3

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0

0 1 2 3

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0

-0.2

Act

B-Act

100

150

250
kD



Mastl

Ensa
Arpp19

PP2A B55

前核形成

RSK

Cdk1-Cyclin B

モデル1

モデル2

Mastl

Ensa
Arpp19

PP2A B55

前核形成

Cdk1-Cyclin B

Mastl

Ensa
Arpp19

PP2A B55

前核形成

RSK

Cdk1-Cyclin B

モデル3

Mastl

Ensa
Arpp19

PP2A B55

前核形成

RSKCdk1-Cyclin B

図 10. 前核形成時間制御の数理モデリング
（A－D）RSK とMastl 経路の交流様式の各モデルでの模式図と、その数理モデリングによる計算シミュレーション結果。計算
シミュレーションは分裂期終了を想定し、Cdk1 高活性、Mastll 高活性、Ensa 高リン酸化、PP2A 低活性状態から開始し、
Cdk1 不活性化に伴う各因子の挙動をシミュレーションした。（E）B-Act からの各現象の実験結果（図 9Gと同一）。（F）卵の
活性化からの各現象の実験結果（図 6Dと同一）。
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図 11. 各因子ごとの数理モデリングと実験結果の比較
（A）Mastl 脱リン酸化の各モデルでの計算シミュレーション結果（左）と、脱リン酸化Mastl のWestern Blot により測定した
実験結果（右：図 9Bと同一）。（B）Ensa 脱リン酸化の各モデルでの計算シミュレーション結果（左）と、蛍光免疫染色によ
るリン酸化 Ensa 蛍光減少を測定した実験結果（左：図 9Fを上下反転したもの）。（C）PP2A 活性化の各モデルでの計算シミュ
レーション結果と、mAb414 抗体染色により前核形成タイミングを測定した実験結果（右：図 6B、9Dの前核形成率と同一）。
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図 12. RSK は In vitro でマウス Mastl Thr297 をリン酸化する
（A）マウスMastl タンパク質のドメイン模式図と T297 付近の種間アミノ酸配列アラインメント。青；kinase ドメイン。黄色；
kinase ドメインリンカー。赤字；RSK コンセンサスモチーフ（B）大腸菌より精製した GST-Mastl-WT-N 末側だ断片または
GST-Mastl-T297A-N 末側断片を活性型 RSK と ATP 存在下で反応させた。反応終了物を SDS サンプル化し、Western  Blot によ
り、GST、リン酸化 RSK 基質を検出した。
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図 13. PP1 過剰発現により前核形成を大幅に早期化できる
（A）PP1 とMastl 経路の関係の模式図。（B、C） EGFP-BAF、H2B-mRFP と EGFP-PP1α、EGFP-PP1βまたは EGFP-PP1γをM
Ⅱ卵にmRNAマイクロインジェクションにより発現させ、卵の活性化後ライブイメージングを行い分裂後期から前核形成
（BAF 蛍光極大で判断）までの時間を計測した。独立した２回以上の実験を行い、合計 25個以上の卵の観察からそれぞれの平
均を算出した。エラーバーは標準誤差を示す。（B）PP1 各アイソフォームの過剰発現による前核形成タイミングへの影響。
control；PP1 mRNA なし、他；PP1 mRNA 濃度 =100 ng/µl。（C）マイクロインジェクションした PP1γ mRNA 濃度と前核形
成タイミングの関係。
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図 14. PP1 過剰発現による前核形成の早期化により雄性前核形成に異常が生じる
MⅡ卵にH2B-mRFP と EGFP-PP1γをmRNAインジェクションにより発現させ、体外受精あるいは単為発生を行った。（A－C）
発生開始から前核形成までをライブイメージングした。（A）代表的な像。分裂後期開始からの時間（min）を記している。黄
色矢頭は雄性染色体を指している。黄色破線円で細胞の輪郭を示している。H2B-mRFP シグナルのピークを強調して示してい
る。（B）雌性前核サイズが雄性前核より大きいものの割合（桃色）とその逆（青）の割合。（C）前核形成タイミング、
EGFP-PP1γ発現量と矮小雄性前核の発生の関係。縦軸は細胞全体の EGFP-PP1γ蛍光シグナルの平均値に対する相対強度、横
軸は分裂後期開始から前核形成開始（H2Bシグナルの膨化で判断）までの時間を示す。それぞれの点は一つの細胞のデータを
示す（D、E）第一卵割の様子をライブイメージングした。（D）代表的な像。H2B-mRFP シグナルのピークを強調して示している。
（E）第一卵割での染色体分配異常（lagging chromosome と chromosome bridge）の割合。
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図 15. 前核形成タイミング制御機構とその重要性
（A）実験結果から提唱される前核形成タイミング制御分子機構。Mastl-Ensa による PP2A B55 の活性抑制を Cdk1 不活性化後
も RSK が支えることで、前核形成が遅延する。前核形成開始時には RSK は活性化状態のままであるが、Mastl 経路が不活性化
され PP2A が活性化状態となる。Mastl 経路の不活性化は PP2A 自身あるいは PP1 など他の因子が担うと考えられる。（B）前
核形成遅延の生理的意義。通常、受精卵では精子侵入から前核形成までは十分な時間があり、精子核の変化が保証されている。
受精卵で前核形成が早期化すると精子核の変化が不十分のまま前核が形成され、直接の原因は不明であるが、矮小な雄性前核
という形態として現れる。この受精卵は第一卵割で染色体分配異常を起こし、それ以上発生できない。一方で単為発生胚は第
一卵割までは顕著な異常は見られないことから、雌性染色体には前核形成早期化は影響を与えないと考えられる。以上より、
前核形成までの時間を卵の細胞周期制御により確保することで雄性前核形成のための時間を保証することがこの前核形成タイ
ミング制御機構の重要な意義であると考えられる。
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