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序論

細胞周期の制御機構に闘する研究は、ここ数年の聞に飛躍的発展

をとげてきた[Mぽ rayand K:irscher， 1989a，b; Murray et al.， 1989; Nurse 

1990; Draetta， 1990]0それまで側々独立に行われてきたサイク リン、

恥1PF (maturationlM-phase promoting factor)などを対象と した生化学

的研究と、酵尽のcdc(cel1 division cyc1e)変異株を用いた逃伝学的研

究が合流し、大きな奔流となって発展したためである。細胞周期は基本

的に4つの独立した位相、すなわち、 Gl期(第一間期〉 、 SW~ (DNA合

成期〉、 G21羽(第二間期〉、 M切〈分裂Jt1D よりなる。現在、広く附切

を誘導する因子として知られている恥1PFは、元来未成熟卵子において、

卵成熟すなわち減数分裂 (meiosis)を誘導する因子として、ヒトデ

[Strausfe1d et al.， 1991; Picard et al.， 1991]、ウニ[Ev叩 S巴tal_， 1983; 

Murray and Kirsch巴r，1989aJ、ニマイガイ[Draettaet aI.， 1989; Hunt et 

al.，1992]などの海産無脊椛動物、およびアフリカツメカ"エノレ[恥生IS山 and

Markert， 1971; Kobayashi et al.， 1991; Minshull et al.， 1989; N巴wport

阻 dKirscher， 1984; Haccard et aI_， 1995]の卵子を中心に研究されてき

た。これらの卵子は、細胞周期が同調した材料を多量に得やすいという

大きな利点があったためと考えられる。昨日乳動物を対象としたlueloslsの

研究には、均一な材料が比較的容易に得られるマウス卵子が主として用

L、られてきた[Choiet aI_， 1991; V巴rlhacet al.， 1994; Kubiac et aI.， 

1993; Ar紘j巴tal， 1996; Hasrumoto叩 dK.ishimoto， 1988]。一方、MPF

がmelOSlSのみならず、有糸分裂 (mitosis)をも含んた》句切を誘導する因

子であることが示されると、 mitosisの研究にはより多量に、より均一な
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材料が得られ、培養法も確立している昨押し類培養細胞株が用いられるよ

うになり、細胞周期の研究は大きく発展した[Nぽse，1990; Draetta， 

1990]。現在、 meloslsの研究には卵子が多用されるが、受精後のmitosis

過程の細胞周期の研究に卵子が用いられることはまれであり、休細胞と

同じであろうと考えられているようである。しかしながら、初期臨の

1T1I tOSIS、いわゆる卵割過程は'持殊であり、休細胞とは異なる制御機構が

有益7している可能性がある。

体細胞の細胞周期では長L、Gl)ωに体積の地加がおこり、細胞分裂

をくり返しでも細胞の休積が減少していくことはない。これに対し、初

期臨のGIJOJは手121守口こ矩く、実質的には存在しない[Gamow加 dPrescott， 

1970]0そのため、成長することなしに分裂し、分裂をくりかえすごとに

おl球がどんどん小さな細胞へと分割されてし、く。実質的なG1期が存在し

ないことは、卵割過程の特殊'性の一つである。

また、 日前零L知体細胞の]:曽舶にはi跡直因子 Cmitogen)が必要であ

り、そのため休細胞培養では培養液中』こJ111消が添加される。例えば、線

維芽細胞では線維芽細胞増姑因子 (FGF)、上皮増殖因子 CEGF)、血

小板由来増猫因子 (PDGF) なとの~mitogenとなり [Gotoh and Nishida， 

L996; Carpenter and Cohen， 1990; Heldin， 1992]、これらのI11ltogenが細

』旬以上の特異的な受容体と結合し、 シグナル伝達因子の活性化を経て最

終的には核内の様々な!I去写活性化を引き起こす[Sanchezand Dynlacht， 

1996; Bartek et al.， 1996]0 Mitogenが存在しないとI時乳類体細胞はSJ切

に進行することができず、 GJJ仰で停止しやがて静止期 CGO期〉に入る

[Pardee， 1989] 0逆に、 GOJ切の細胞をGlJ切に誘導するためにはmltogen

が必要ですある。 一方、lTIfJ乳類の初期j怪では、外国性のITIltogenがなくても

2 
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GIJVJで'-f.lJ'止することはなく発生を続けることが可能でーある。このこと

は、初期限ではmitogenlこよって活性化されるシグナル伝迷系が構成的

(constituti ve)に活性化しているのか、あるいは内因性の因子によって

体細胞と同様に活性化が起こっているのかもしれない。また別の可能性

として、初期肱ではこの系が活性化される必要性が無いような機織が存

在し、極端にいえばこの系自体が存在しない可能性もある。しかし、こ

れまでITflI乳類初期臨において、このシグナル伝達系の存在、あるいは活

性化の状態を示した報告は、後に述べる勘1APキナーゼを除いて見あたら

ない。

マウス臨では、系統によって1細胞期から体外培養したときに2細

胞期で発生が停止するいわゆる"2-ce II block" としづ現象が見られる

[Goddard and Pratt， 1983; Toyoda et al.， 1992]。マウス以外のH南乳類初

期臨でも、停止する発生段階は異なるものの類似の現象がみられ、ウシ

では8-c巴Llblock[Camous巴 etal.， 1984]、ブタでは4-cellblock[Davis and 

Day， 1978; Davis， 1985]として知られている。これらの細胞周期停止はS

期が終了しており、 G2f附切て“の停止とL、われている[Luthardtet al.， 

1975]。一般に、休制胞ではいったんSWJが終了すると、;椴養環境が惑化

しでもG2/l'叫期てー停止することはなく、次のGIW~まで細胞周期は進行す

る[P釘 dee，1989]。従って、この発生停止!圧における包爪制]停止は旺特

有の現象ということができる。

このように、体細胞とは異なるいくつかの現象がH市乳類初期肢の

卵割過程には存在している。このことは、体細胞と初期膝の分裂制御機

構に何らかの相逃が存在する可能性を強く示唆している。近年、体外受

精技術、発生工学の進歩に伴い、附乳類初期l庄の培養は多用されるよう

3 
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になってし唱。これらの研究分野をさらに発展させるためにも、初期妊

の卵割制御機構を解明することは不可欠であると忠われる。しかしなが

ら、前述の通り卵割はITIltOSISであり、この制御機械の研究には一般に附

乳類の崎益剰u胞が用いられ、卵割もそれと同級という考え方が支配して

いるためか、卵割日寺の細胞周期制御因子の動態に閲する報告はまだ少な

し、[Aokiet al.， 1992; Kalab et al.， 1996]0これらの限られた報告を見る

限りにおいては、卵害lJとイ本細胞分裂の明らかな違いを見いだせないこと

も、この方面の研究が積極的に行われない一因かも知れない。しかしな

がら上述のごとく、休細胞分裂と初期膝卵筈lJでは、瞭然とした相違があ

ることもまた事実である。そこで本研究では、 il町乳類初期臨の卵割制御

機構には、体細胞のITIltOSIS制御とは異なる点が必ず存在するはずである

という仮定のもとに、初期限に特異的な制御機椛を探索することを目的

として笑験を行った。本目的のためには、均一な状態の初期伍を多量

に、 しかも比較的容易に得られることが前提となる。現在のところ、こ

れらの条件を満たす昨日乳類初期匹はほぼマウスに限られる。さらに、初

期肱に特異的な制御機構を見つけるためには、初期限に特有の現象にお

いて、細胞周期制御法!子の動態を調べることが有効なアプローチになる

と考えられる。すなわち、臨特異的な制御機械は、月壬特異的な状態にお

いて見つけやすいであろうという発想の下に実験を進めることにした。

本研究では、!医特異的な現象としてG2爪必切における細胞周期の停

止に着目した。 S期が終了しているにも関わらずG2!M1tlJで細胞周期が停

止しているJH~では、 恥f期誘導因子はどのような状態にあるのか。またこ

のような!圧をM.J聞に誘導できれば、臨'持異的なM切誘導機構が明らかに

なる可能性が考えられる。さらに上述した通り、体細胞の培養系におい

4 



ては、細胞周期の進行、停止はmitogenの存否と一義的に関連してし唱。

JJfの細胞周期の進行1はmitogen非依得性であるが、このときmltogenに

よって活性化されるシグナル伝迷系がどのような状態にあるのかは報告

されていない。すなわち、この系が存在するのか、また、もし存在する

とすれば活性化されているのかといった疑問はMAPキナーゼを除いて調

べられていないのである。この点について、細胞周期停止肱と進行伍に

おいて調べることは、腔t侍巣的な細胞周期制御機械の発見につながるも

のと期待される。

実験開始にあたり、まずG2fMl切で停止するマウス初期経と、この

腔をおG切に誘導する実験系の碓立から開始し、第一主主とした。そして次

にこの系を用いて、現在までに体細胞で明らかにされているM)tfJ誘導因

子が、マウス初期脹においてどのような動態を示しているのかを調べ、

第二章とした。さらにこの系において、 mltogenによ り活性化されるシグ

ナル伝達因子の動態を調べ、第三章とした。以上より得られた結果か

ら、!匹特異的な細胞周期制御機構について、総括において考察した。以

下、これらについてl阪を追って記述する。



章第

G2/M期停止怪と M期進行匪を得るための

実験系の確立
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緒言

本軍ではまず、 G2/MllJJで*111胞周期を停止する腔を得ること、さら

にこのj尽を恥到羽に誘導する実験系を確立することを目的とした。 実験材

料として一度に多くの!圧を用いる必袈性を考慮.した場合、完全にG2/M1gj

停止を起こす腔において、それをいかに高率に解除できるかということ

は最も重要な検討課題である。

In vitroにおけるマウス2細胞期肱のG2ぶ~羽停止、いわゆる2-cel 1

blockは、その起こりやすさに系統差が著しいことが報告されてL唱。使

用する発生培地にもよるが、 C57BU6N)庄は全く2-cellblockを示さず

[Toyoda et a L， 1 992] 、 ICRマウスJ~て'，;主44%[Toyoda et al.， 1992]、

TUCKマウス腔においては75%関odaet al.， 1991]が2-cellblockを引き起

こす。その中で近郊系であるAKR/N (AKR)マウス肢は、ぽぽ完全に2-

c巴IIblockを示すことがま口られている[Toyodaet al.， 1992]。よって、も

しAKRJHiの2-cellblockを高率に解除することができれば、本研究の実験

材料として適したモデルになると考えられる。これまでの報告から、

ICR [Abramczuk et al.， 1977; Toyoda et a1.， 1992;]、DDD[Toyoda et 

al.， 1992]、B2回 F1、CDl、CFl[Fissore et al.， 1989]マウスj庄の2-cell

blockの解除には、エチレンジアミン凹酢酸 (EDTA)が効泉を示し、ま

た同様にICR[Noda et al.， 1991; Toyoda et a.1.， 1992]、TUCK[Noda et 

al.，1991]マウス肢の2-cellblockの解除には、スーパーオキサイドジスム

ターゼ (SOD)が有効であることが報告されている。しかしながら、

AKR脹の2-cellblock解除には全く効果が示されていない[Toyodaet al.， 

1992]。

7 



近年、 Bavisterら [Schiniand Bavi ster， 1988]は、ノ、ムスタ一匹の

2-c巴11blockが府地中のクソレコースとリン酸によりひき起こされることを

報告した。すなわち、培地中からリン酸を除去することで2-cellblockを

解除することが可能となった。さらに、ラット肢の2-cellblockにおいて

も、Miyoshiら[1994]によって同様の結果が報告されている。本意ではま

ず、ハムスターおよびラットでの報告をもとに、 AKR脹についても培地

中のグルコースおよびリン酸波度を修正することで2-ceUblockが解除さ

れるかどうかを検討することにした。

序論でも述べたように、マウス2-cellblock睦のS期は終了してい

ることが報告されているが[Luthardtet al.， 1975]、これがAKR臨にも当

てはまるかを確認、することは重要て・ある。体細胞においても、 DNAの複

製が終了していない場合、あるいはD1'仏に損傷のある場合はG2爪品目で

停止することが知られており、 G2ふ倒]チェックポイントとよばれている

[Weinert and Hartwell， 1988; Hart、明 11and We.inert， 1989; Fumari et al.， 

1997; Sa.l1chez et al.， 1997; Peng et al.， 1997]。もし、AKR2-cell bloc k 

臨のS則が終了していないためにG2/MJ伺停止を起こしているのであれ

ば、これはj座特異的な細胞周期の制御機構によるものではなく、体細胞

と問機にDNA合成機構の|問題と考えられるからである。またこの織な場

合、仮に2-cellblockが解除されても、それはG2/MHJJチェックポイント

機構の破綻による極めて非生理的な状態といわねばならない。

そこで、 AKRのG21.MJ抑停止脹においても、 SJ切が終了しているこ

とをチミジンのアナログであるブロモデオキシウリジンの取り込み実験

により確認した。さらに、 G2爪4期停止が解除された膝でも、休細胞で示

されているG2/MJgJチェックポイント機構が正'市に機能していることを、

8 



ー、・ーーーー一

ヒドロキシウレアでS期を阻害し、そのとき細胞周期が停止することに

よって確認した。 2-celJblockが解除された臨において、初期臨特異的な

制御l機構を探ろうとする場合、そのj怪が生理的状態であることが大前段

である。そこで、この庄が正常発生であることを裏付けるため、服毒事植

によってJJ台子への発生を確認することにした。

また和H胞周期の研究ては、発生ステーヅ〈細胞周期〕の同調した

材料を得ることが必要である。そこで、Ml切に相当するH寺J仰がいつかを

知るために、臨発生を経時的に観察して、このH剖閣を決定することとし

Tこ。

これら全てのことが明確になったとき、 AKR腔が本研究の実験材

料として適したモデノレになると思われる。
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材料および方法

(1 )マウス

雌マウスはふ12週齢のAKRJN系〈日本SLC)と、対照としてふ12週齢の

MCH(ICR)系(日本CLEA)を用いた。士官マウスは15週齢以上のICR系

(日本CLEA)を斤]いた。これらの動物は、 SPF環境において自由摂餌・

摂水、照明コントロール下 (12時間l列:6:00-18: 00)で、実験に供する

まで最低3日間期11致した。

(2)受精培地

受精:借地の組成は、 Tab1e1-1に示した。受精:倍地および精子受精能獲得

培地にはTYH[Toyoda et al.， 1971]からリン酸 〈阻也POI)を除去し、

0.5mglml BSA (fattyacid合ee;Yag創〉を添加したものを使用した

CmTYH)。受精培地 (200μ1)および精子受精能獲得:階地 (400μ1)は

械過滅菌した後、ミネラルオイル Ccode261司 17;nacalai tesque)で覆

い、 37"(;の5%C02インキュベーター CTABAI)内でーl挽平衡させた。

(3)発生培地

発生培地の組成は、 Tablel-lに示した。発生培地には玖制tten'smedi um 

[Whi悦 n1971] (0.11由 1EDTA、3mg/mlBSA添加〉を使用 し、以下の実

験区によりそれぞれ組成を修正した。 L、ずれの培地 C200!-L1)も滅過滅菌

した後、ミネラルオイルで覆い、 37"Cの5%C02インキュベーター内で

一晩平衡させた。
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(1)臨発生におよぼすグノレコース泌皮とリン|酸 (K匝 P臼〉泌度の|掲係

を調べる実験では、グルコース泌度0.5mMおよび5.55rnMに対し、それ

ぞれ1.17mM リン酸添加、および無添加の組み合わせで艦発生率を検討し

fこ。

(2)肱発生阻害におよぼすリン般機J支の関係を調べる笑験では、グルコ

ース濃度を0.5mMに固定し、それぞれ0，0.001，0.01，0.1，1.0mM濃度の

リン駿添加培地でJJ壬発生率を検討した。

(3) (1)および (2)以外の実験ではグルコース泌度を0.5mMに固定

し、1.17mMリン酸添加培地 (mWMp(+))、もしくは無添加培地

(mWMp(ー))を使用した。

(4)体外受精

体外受精に先立ち、J!L1fマウスには過排卵処理を施した。すなわち、

P恥'lSG (Peamex;三共)5IU、hCG(puberogen;三共)5IUを48時間間隔

でj即位内投与 し、 hCG投与後]6時間に卵管膨大部より卵丘卵子複合体を

取り I:Bし、受精培地に導入した。精子は、精巣」ニ休尾部由来の精子を、

精子受精能獲得犠一地で2-3時間培養して媒精に供した。蝶ホ!f時の長終精子

被皮は150精子/μlとし、膝発生のステージを同調させるため、 !i!主精時間

(精チと卵子の共培養時間〉は2時間とした。

(5)体外培養

(1)媒精2Jl寺間後に、ヒアルロニダーゼ (typeIV噌S;SIGMA)を終濃度

0.05%となるように受精域地に添加し、卵丘細胞を完全に除去、洗浄し

た後、 20-30卵子/ドロップとなるように発生培地に移して3rcの5%C02
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インキュベーター内で培養した。媒精6時間後、イ釦j立顕微鏡下で~tiH:it両前

核の認めらなかった卵は府地仁1-'から除いた。発生段階を記録するため、

媒精後24、56、96、および120時間に倒立顕微鏡下で観察した。

(2) リン酸の作用するH寺期を決定する実験では、 Fig_1-1のそれぞれの

横様で示した11寺聞にのみmWMp(+)で、それ以外の11寺閣をmWMp(ー)で域

獲し、発生率を比較した。媒精後19日寺聞から24日寺閉まで、 1時間間隔で

観察したとき、第一卵割が認められた[J寺闘を2細胞則の011寺間とした

[BoltoL1巴taL， 1984]。媒精後72、96、および120時間に脹発生を倒立顕

微鏡下で観察、記録した。

(3) AKR脹の恥倒的に相当する時期を決定する実験では、 1細胞朋から2

細胞期への発生を媒精後16日寺聞から26時間 (MCHI~では14時間から20

時間〉、および2細胞期から4細胞JUJへの発生を媒精後40時間から56時間

(MC回liでは36時間から48時間)2-4時間間隔で倒立顕微鏡下で観察、

記録した。

(6)ブロモデオキシウリジン (5-Bromo-2・-deoxy-uridine: BrdU)の取り込

みによるS期の評価

第一卵期j後4時間、 8時間、および12時間に、mWMp(ー)およびmv.ゐ1p(+)

に終強度10μMのBrdU(Cat No_ 1296736; Bo巴hringerM副mheim

Biochemi ca)を添加 し、 j圧を30分間培養した。洗浄後、駿性タイロード

液で透明裕を除去し、 100%メタノールで30分間固定した。 2%Triton X-

100で60分間透過処理後、さらに4NHCIに30分間浸泊した。洗砂後、抗

BrdUモノクローナル抗体、および蛍光標識された抗マウスIgGでそれぞ

れ60分間反応させーた後、スライドグラスにマウントして蛍光顕微鏡下で
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観察した。なお、 BrdUの核内への取り込み畳は、蛍光強度により3段階

C++， +，一〉 に分類して評価した CFig.ト2)。

(7) ヒドロキシウレア(トfvdroxvurea:卜fU)によるDNA合成阻害

DNA合成阻害斉IJであるHUで2細胞}抑圧を処理したとき、細胞周期が停止

するかどうを調べるため、第一卵割直後のMCI胡2E、およひ'mWMp(ー)

AKRJJ壬を2.5mMのHUCSIGMA)を含む同培地に移した。その後、媒精

後721時間まで培養し、発生状況を倒立顕微鏡下で限生菜、記録した。

(8) AKR匪の子宮内移値

mWMp(ー)で培養した媒精96-100時間後のJj五線胞期限を倒立顕微鏡下て'観

察し、形態的に正常と思われるものを子宮内移摘に供した。移植するj庄

は、 Hepes-~品1: CTable 1-1)に移して洗浄し、ミネラルオイルの混入を

完全に除いた。精管結数kf~マウスとの交配により符られたDay 2.5 Cプラ

グが磯認された日をDay0.5とした〉の偽妊娠雌マウス (ICR)6匹をレ

シピエントとして用いた。 2.5%アノ〈ーチン C2.5g2ム2-

汀ibromoethanol/2.5ml3-methyl-l-butanol/l00nu DW)を15-17μI/g{;本重

となるよう腹腔内注射して麻酔をかけた後、子宮を引き出し片側の子宮

に7-9佃の卵を移植した匹1intz，1967] 0 Day 17に制見し、胎子数および

着床痕を観察、記録した。

(9)統計処理

各実験は少なくとも3回くり返した。各実験区の平均値から一元配置分散

分析 CANOVA)を行い、これをボンフエローニ CBonferroni)の方法に
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より多重比較検定を行った。 p<O.05をもって省意差があると判定した。



結果

(1) AKR匪の2-cellblockに対する培地中のリ ン酸除去の効果

Tableト2に示すように、発生培地中のグルコース濃度 (0.5m川

5.55r曲1)およびリン酸濃度(1.17ロホ1， Onホ心に関係なく、全てのMCH

佐およびAKR)]fは2細胞J切に進行した。 MCHJl壬では、これら全ての実験

区において90%以上が4細胞期へ、また70%以上がj伍盤胞期へ有意差無く

発生した。 AKR肱ではリン酸添加区において2-cellb10ckが観察され、 4

細胞移]への進行は0%(5.55nホ4ク、、ルコース区〉および3.3%CO.5mMグソレ

コース区〉であり、膝盤胞期への発生は認められなかった。 一方、リン

酸無添加区では75.4%(5.55mMグソレコース区〉および91.8%(0.5円余fクお

ルコース区〉の2細胞期肢が4細胞期へと発生した。また、旺盤胞期への

発生はそれぞれ35.門もおよび42.6%であり、グノレコース濃度0.5mMおよび

リン酸無添加のときA}偲腔の発生率が最も高かった。

(2)怪発生阻害とリン酸濃度の関係

Table 1-3は、発生培地中のリン酸濃度とAKR腔発生の関係を調べたも

のである。 ;階地中のリン酸 (0.001，0.01，0.1， 1.0mM)は、 4細胞期、 桑

笑JJ杢期、および臨般胞期への発生を濃度依存的に阻害した。 4細胞期への

発生率は、リン酸濃度が最も低し、O.OOlr巾 fのときでも (71.8%)、リン

酸無添加 (91.4%)と比較して有意に低かった (p<0.05)。これまでの

結果から、A}侃ljfの2-c巴11block はリン酸を全く加えない培地中で崎養す

ることにより、 90%以上解除できることが明らかとなったため、以後の

実験系では発生崎地中のグノレコース濃度を0.5mMに固定し、 1.17mMリ
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ン酸添加l培地 (mWMp(+))、およびリン酸無添加培地 (mWMp(ー))の2

種類を用いることにした。

(3) AKR1ffの2-cellblocklこ対するリン酸の作用時期の検討

Fig. 1-1に示すように8通り CA-H)の実験区を設定し、絡で示した時閣

をmWMp(+)で、培養し、それ以外はmWMp(ー)で培養した。その結果

CTable 1-4 ) 、 4細胞期以降の発生~f，1が:辰も低かった区は、 DおよびFで

あった。この両区は1細胞別後半(媒精後10時間以降〉と2納I胞則前半

(第一卵割後12時間以前〉の両方を含んでいる。これらのうちの一方の

みを含むB，C，E，Gでは、 4剰nH包WJへの発生率がD，Fより有意に高いが、

対照よりは有意に低かった。また、この両方を含まなL、A，Hでは対照と

差はなかった。よって、リン酸が2-cel1blockを引き起こす時期はl細胞

期後半〈媒精後10時間〉から2細胞期前半(第一卵割後12時間〉である

ことが示された。

(4) AKR 2-cell怪のS期の検討

Fig. 1-2に示すように、 BrdUの核内への取り込み量を蛍光強度により3段

階 C++，+，一〉に分類した。 Fig.ト2はmWMp(+)における各時間てFの

BrdUの核内への取り込みを示したものであるが、これは口lWMp(ー)1こお

いても同様であった。その結果はTable1-5に示すように、 mWMp(ー)と

mWMp(+)において差は認められなかった。すなわち、第一卵割後4時間

では、 mv'市t1p(ー)およびmv'瓜ifp(+)における全てのl匹において++のBrdU

の取り込みが認められた。その後8時間では++の割合が減少し C13-

14%)、+レベルのBrdUの取り込みが多くのl庄で認められた (70-
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71%)。また121時間では、ほとんと‘の佐でBrdUの取り込みは認められな

ヵ、っTこ 〈ー : 96司97ちも〉 。

(5) 2-cell blockが.解除された佐の正常性の検討

2-c巴11blockの解除されたAKRJ庄のG2爪fチェッ クポイント俄椛が正常で

あるかどうかを確認するため、!.f-"}ー卵割i直後の2細胞W1J圧を、 DNA合成

阻害刑であるHUを含む崎地で培養し、発生が停止するかどうかを調べ

た。その結果Tabl巴1-6に示す通り、 AKRJ庄の発生は、対照として調べた

MCH匹同様、 2細胞JilJて'完全に停止した。次に、媒精96-1001時間後の!圧

接胞期限を子宮内に移摘し、正常胎子が得られるかどうかを調べた。そ

の結果、合計96佃のJ圧を6匹のレシピエントに修植し、 Day17に磯認 し

た結果、 52佃 (54%)の着床痕と肉日艮所見的に正常と思われる27匹

(28%)の胎子が認められた (Table1-7)。

(6) AKR妊のM期に相当する時期の決定

Fig. 1-3は受精後の発生l三段階を経時的に観察した結果てある。AKR脹が

第一卵割を開始するH寺聞は、必;:;椅後およそ18時間で、 mWMp(ー)AKRJ庄

では22時間、 mWMp(+)AKR胞では24時間で大部分の匹が第一卵割を終

了した。 MCHIEEでは媒材後およそ14時間から18時間であった。また、第

二卵割を開始する1I寺聞は、 m¥¥部1p(ー)AKRIJ荏では媒精後およそ44時間、

MCH魅では36時間であった。大部分のl庄が第二卵ili11を終了するのは、そ

れぞれ媒精後56時|問、 48時間であり、個々の!圧によっておよそ12時間の

違いがあった。 mv'やや(+)AKRJEEでは第二卵割はほとんど見られず、前

言己実験結果が再現された。よって、A阻ミ妊のI細胞JilJのMJiI:Jに相当するの
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は媒精l8時間後から4時間であり、 2細胞期のMit月に相当するのは媒材料

時間後から l2時間であることが分かつた。



ー、-

考察

本主主では、 G2ぶ1JVJで発生保止する!圧と、これを解除しM羽へ進行

する肢を高率に得るための笑験系の擁立を目指した。その結果、 AKR肱

が良い材料となりうる可能・凶ニが示された。すなわち、ほぼ完全に起こる

AKR庄の2-cellblockが、培地中のリン酸を除去することにより90%以上

解除されることが初めて明らかになったのである。これまで、いくつか

の系統のマウス肱でみられる2-cellblockの解除には、地地中にEDTA

[Abramczuk et al.， 1977; Toyoda et al.， 1989; Fissore巴tal.， 1989]やSOD

[Noda et al.， 1991; Jobnson and Nasr-Esfahani， 1994]の添加が有効であ

るとされてきたが、これらはAK到底には全く効果を示さなかった

[Toyoda et a 1.， 1992]。しかし今回、リン酸を完全に除去し、グルコース

濃度を下げることで90%以上が4細胞期へ進行し、さらに40%以上が旺重量

胞期まで発生可能となったのである。発生格地中のリン駿およびグルコ

ースが初期!Jj圧発生にm筈作用を示すものとしては、これまでハムスター

[Schini and Bavister， 1988]、ラット[Miyoshiet al.， 1994]、ウシ

[Pinyopummintr and Bavister， 1991]、フタ[Pett巴rset al.， 1990)などで報

告されている。グルコースとリン酸による発生阻害の生化学的説明とし

ては、 Bavisterら[Schiniand Bavister， 1988]はクラブ トリー効果

[Crabtree， 1929; Koobs， 1972]を挙げ、ミトコンドリアでの酸化的リン酸

化の代謝阻害によるエネルギー産生不足が原因になっているのではない

かと述べている。つまり、グルコースは解純系の基質となり、その結

果、f9l~:tJi!i系代謝が冗進することによって[Wu， 1965]、ミトコンドリアで

の駿化的リン酸化が抑制されてATP産生が阻害されるとL、うものであ
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る。 一方、リン酸は解柑系を構成する3つの主要酵素(へキソキナーゼ、

ホスホフノレクトキナーゼ、 グ リセルアルデヒドリン|酸デヒドロゲナー

ゼ〉を活性化するため、このクラブトリー効果を助長し、それがひし、て

は2-c巴11blockを引き起こすというものである。Bavist巴rら[Seshagiriand 

Bavister， 1991]は、 グルコースとリン酸の存在によるハムスター8細胞期

脹の発生阻害が、クラブトリー効果によるものであるというこを、その

酸素消費量を測定することにより示した。しかし、実際にAKR脹の2-

cell blockが、同様の原因によっているかどうかは不明である。

発生培地 川沿itteu・smedium)に含まれるリン酸濃度は].171出 fで

あるが、 リン酸拙皮をOmMから1.0mMまで5段階 (0，O.OOL， 0.01， 0.1， 

1.0n色心に変化させ、濃度依存的に発生が阻害されるかどうかを検討し

たところ、わずか0.0011巾 4で4細胞期への発生カ巧言意に阻害された。ま

すこ、1.0mMでは桑実旺期への発生が全く認められなかった。ラッ トでも

2-ce.ll block はリン酸濃度に依存的に起こり、AKR)荏と同じく O.OOlmM

で発生率が有意に減少している[Miyoshiet al.， 1994]。さらにノ、ムスタ

ーでは桑実臨期への発生が1.0mMで‘完全に阻害されている[Schiniand 

Bavister， 1988]0 AKRJH!のリン酸に対する感受性は、 ノ、ムスターおよび

ラットと近似しており、リン酸が2-celLblockを引き起こすメカニズム

は、これらの穏聞で共通なのではないかと推測される。

さて、 2-c巴11blockの解除という言葉通りの厳密な意味において

は、 2-cellblockを示している2細胞Jtr1の培地からリン酸を除去して、そ

れが解除されることが望ましいであろう。そこで、培養途中に肢をリン

酸存在から非存在:階地へ移しかえる実験を行ったところ、 2細胞J聞の中期

以降にリン酸を除いたのでは2-cellblockは解除されなかった。この実験
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から、リン酸が発生停止にイノI:)，~Jする時Wlは、 l細胞JVJ後半から2細胞則前

半であることが示された。この時期はちょうど母性由米山武 NAから肱

自身のゲノム由来のI拭 NAへ切り換わるいわゆる "zygoticgene 

activation" [Schultζ1993; Wiekowski et必， 1991]のH寺朋と一致しており、リ

ン駿の作用機序を考えるうえで興味深い結巣である。しかし、木笑験の

マウス初期胞に特異的な細胞周期制御機構を探求するとし、う本来の目的

からは再ftれるので、ここではこの問題についてはこれ以上議論しないこ

ととする。本研究の目的においては、 G2爪if]g~での発生停止IÆと、それが

高率に解除され、刈羽が誘導される!践が得られる実験系カ河務立されれば

卜分であると考えられる。よって以後の実験では、 rnWMp(ー)または

m¥¥刊 p(+)のー積類の培地を培養開始時点から用いることにした。

これまでの報告からマウス2細胞期匝におけるS期は第一卵割後6-8

時間とされている[Lutbardtet al.， 1975]。これはチミジン C[ヨ同ー

thyrnidine)をトレーサーに用いて、核内への取り込み実験により明らか

となった。さらにLuthardtら[1975]は、2-cellbloc制圧でもS期がふ8時間

で終了しており、 G2fMJ切停止であることを報告している。本笑i験の目的

は、このSJJJJ完了後のG2/MJg]停止とし寸j匹特有の現象を示すマウス匹を

得ることにある。緒言でも触れたように、 G2爪&切停止は体細胞でも認め

られており[Weinertand HartweJ 1， 1988; Hart明 IIand Weinert， 1989; 

F山口紅1巴tal.， 1997; Sanchez et aL， 1997; Peng et a1.， 1997]、j糾こDNA

合成機梢の阻害によるG21Mブロックであり、リン酸除去によるこの停止

の解除がG2品4期チェックポイン卜機桃の破綻によるのであれば、本研究

の目的とはかけ離れたものとなってしまう。本目的のためには、これがS

期終了後のG2/M期停止という現象であること、またこれを解除した肢が
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正治なG2ゐ1J!J]チェックポイント機構を有し、生理的な状態であることが

明確に示さなければならなし、。そこで、まずS却]の終了を確認することに

した。トリチウムで放射能ラベルされたチミジンを実験系に使うのに比

べ、チミジンのアナログであるBrdUはその簡便さ、安全性から特に体細

胞における細胞周期研究に多用されている[Ellwartand Dormer， 1985; 

Gratzner， 1982; Vanderlaan a.nd百10mas，1985]。そこで。本実験ではBrdU

を用いてこの点を調べた結果、2-cellblock解除眠、および2-cellblockJ日i

で全く同様の結果が得られ、 ~H卵割後およそ811寺 I昔jでBrdUの取り込みが

終了していることが確認された。これはLuthardtら[1975]の報告と一致

するものである。 BrdU取 り込みの終了が、直ちにDNA合成が終了したこ

とを示す証拠とはならないが、 2-cellblock解除肢のDNA合成を人為的に

阻害したとき 、 G2/MJ切での停止がおこったことは、白川"lHr~チェックポ

イント機織が休細胞と同様に機能していることを示している。さらに、

mWMp(ー)でJA披胞期まで発生した肢を子宮内移摘したところ、 Day]7に

肉眼的に正常JJ台子が他認されたことから、リン酸除去培地て'2-c巴11block 

が解除されたAKR)H;は、極めて生理的な状態であることが明らかとなっ

た。ハムスター[Schiniand Bavi ster， 1990]、ラット[Miyoshiet al.， 

1995]においても、同じく陸移備によって正常JJ台子が待ーられていること

は、リン酸除去制圧に対し非生理的な状態を誘導しているのではないこ

とを支持するものである。以上の結果を考え合わせれば、少なくとも

mWMp(ー)で培養された脹では2細胞ltljのDNA合成は正常ーに終了していた

ことは明らかである。 AKR2-ceJl block肱においても、 BrdUの取り込み

の時間経過や取り込み量に、正常発生臨との相違が全く見出されなかっ

たことは、 2-cellblock肢においてもS期が完了していることを示唆する
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ものである。以上より、本実験の目的であるSJW終了後の包jMJg)停止と

しづ !任特有の現象を示す肢を得られ、またこれらをお側1へ誘導する実験

系ができたと考えられる。

本研究の以後の実験において、肱発生のどの時期が附切に相当す

るかを係認しておくことは重要である。そこで、l圧発生を経時的に観察

し、卵~'ilJ開始時期を明らかにした。その結巣、 1細胞湖、 2細胞則のM瑚

に相当するH寺聞はそれぞれ、 MCHJffiで媒精後14-18時間と36-48時間、

AKRJ応で18-22時間と44-56時間であり、本倍強系においては、 AKRJJ五と

MCHllJ!の発生時間に'lP]らかな系統差があることも明らかとなった。以後

の実験において恥倒]のl墜を笑験に用いるときは、これらの時期を目安に

することにした。

以上より、本実験ではM低臨の2-ceJlb10ckがSJtI~終了後のG21M期

停止であり、この停止は培地中のリン酸をl除去することで解除されるこ

とを初めて示すことができた。マウス臨の体外培養において、 2-cell

blockがこれほど高率にコントロールできる系はこれまでに報告がなく、

本実験系は、本研究をすすめていくうえでー優れたモデルであると思われ

る。次主主以降、この桝益系をffll、て初I閉経特有の細胞周期制御機椛を検

索していくこととする。



要約

マウス初j抑圧の卵期j過程に特異的な制御機構を解明するにあた

り、高率に2-c巴11blockを起こすAKRJ昆が本研究に過した実験材料となり

得るかどうかを検討した。そのためにまず、 AKR肢の2-c巴11blockを解除

することを第一義に考えた。これまで2-cel1blockの解除に有効であると

されてきたEDTAやSODは、 AKR肱には全 く効果が示されていなかった

が、本実験では、培地中のリン酸を除去することで、 AKRJjj壬の2-cel1

blockが:'wr.除されることを初めて明らかにすることができた。グルコース

濃度をO.5mMにし、リン酸を完全に除去した培地 (mWMp(ー))を培養開

始時から丹1~ 、たとき、最も高率に2-ce ll blockが解除された (9].8%)。

AKR.肢のリン酸に対する感受性はili'V支依存的であり、 O. OOlmMで4~[J胞

期への発生が有意に阻害され、l.OmMではJlli喪主H卸切への発生が完全に1m.

害された。AKR2-cel1 blociliにおいて、 SJIiJが完了しているかどうかを

BrdUの核内への取り込み実験により調べたところ、正常発生j径と同様

に、第1卵割後およそ8時間でSJ仰が終了していることが示唆された。 2-

cell blockが解除されたAKR肢は、 G2爪必ωチェ ックポイント機構が正常

に機能していることが、 HUを用いた実験より示唆され、さらにこれらの

脹は正常発生であることが脹移植の結果から確認された。 恥D羽に相当す

る時聞を知るため、イ本外受精後の肱発生を経時的に観察して補正言忍したと

ころ、 1細胞，Jt/JのMJ切は受精後およそ18-22時間、 2細胞WlのMWJは受精後

およそ44-56時間に相当することが分かった。以上より、AKRJlliは本研

究の目的である、マウス初期l庄の細胞周期制御機梢に関する研究におい

て、非常に優れた材料であると考えられた。
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Table 1・1

Composition of media 

Concentration in medium (mM) 

Component 
mTYH mWM Hepes-mWM 

NaCI 119.37 87.67 87.67 

KCI 4.78 4.83 4.83 

CaCI2 (2H20) 1.71 

KH2P04 (1.17)' 

MgS04 (7H20) 1.19 1.17 1.17 

NaHC03 25.07 190 

Glucose 5.56 0.5" 0.5 

Na-Lactate (ml) 

(60% syrup) 0.37 0.37 

Ca-Lactate (5H20) 1.72 1.72 

Na-Pyruvate 0.5 0.31 0.31 

EDTA-2Na (2H20) 0.1 0.1 

Penicillin G (rng/ml) 
7.5 8 8 

(1，000，000Uんlaり

Streptmycin (mg/ml) 
5.0 5 5 (1gんial)

BSA (mg/ml) 0.5 3 3 

HEPES 2 

O.4M NaOH (ml) 2 

• KH2P04 was added only mWMp(+). 

b Concentration 01 glucose was modified at 0.5mM. 
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Table 1・2

Effects of phosphate and glucose on in vitro 

development of AKRfN and MCH embryos* 

r Glu- NO.ol No. (%) 01 embryos developed to 
Phos 

Embryo _...~.~ cose embryos 
2-cell 三4-cell Blastocyst phate 

(mM) cultured 
(24h) (56h) (120h) 

0.5 61 61 (1 00) 56(91.8)' 26(42.6)' 

0.55 57 57(100) 43(75.4)' 20(35.1 )" 
AKR/N 

+ 0.5 60 60(100) 2(3.3)' O(O.O)b 

+ 0.55 58 58(100) 0(0.0)' O(O.O)b 

ーー・咽・・咽'咽ー-・咽'咽....・ -..... ・・ー-・・ー-.......................，.

0.5 68 68(100) 66(97.1)' 50(73.5)' 

MCH 
0.55 70 70(100) 66(94.3)' 54(77.1)' 

+ 0.5 72 72(100) 67(93.1 )' 54(75.0)' 

+ 0.55 62 62(100) 60(96.8)' 48(77.4)' 

*Experiments were repeated three times. 

t 1.17 mM KH2P04 was present (+) or absent (ー)in culture medium 

，.b"Within a column，values with different superscripts are 

signilicantly different (p<0.05). 
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Tab.1・3

Effects of phosphate concentration on in vitro 

development of AKR/N embryos* 

Phosphate NO.of 
No. (%) of embryos developed to 

conc. embryos 

(mM) cultured 2-cell 三4-cell さMorula Blastocyst 

(24h) (56h) (96h) (120h) 

0.0 93 93(100) 85(91刈，47(50.5)' 40(43.0)' 

0.001 85 85(100) 61 (71.8)" 30(35.3)" b 21 (24.7)" 

0.01 95 95(100) 58(61.1)" 24(25.3)" 19(20.0)" 

0.1 85 85(100) 16(18.8)' 6(7.1)' 2(2.4)' 

1.0 90 90(100) 3(3.3)' 0(0.0)' 0(0.0)' 

合 Embryoswere cultured in mWM supplemented with 0.5 mM glucose 

and with various concentrations of KH2P04. Experiments were 

repeated three times. 

叫 "'Withina column，values with different sup巴rscriptsare significantly 

different (p<0.05). 
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Fig. 1-1. Schematic protocol 01 embryos culture in the combination 01 

mWMp(+) and mWMp(ー).Bars show the period cultured in mWMp(+) 

medium. The numbers at th巴top01 the Fig. represent the time after 

insemination (1-cell stage and 120h) and post lirst cell division (2・cellstage). 

* At Oh， the "pick-off" method was employed every 1 h Irom 19h to 24h after 

insemination. The results were shown in Table 1-4 



Table 1・4

Relationship between exposure period to phosphate 

and developmental rate of AKR/N embryos* 

Developmental rate (mean :l:SEM) 
Exposure No. 01 embryos 

period cultured 注4・cell 注Morula Blastocyst 

(72h) (96h) (120h) 

A 95 80.4土2.4' 52.8:1:5.1' 29.6土4.2'"

B 157 41.1 :1:3.9' 12.5士2.6'" 7.9土2.2.

C 125 42.4:1:3.6' 23.3:1:3.2' 8.9土2.9.

D 123 12.7土3.5. 4.1土1.3' 1.6:1:1.6. 

E 115 56.1土6.7'" 27.3士7.5' 16.1土6.0"."

F 95 10.2:1:2.7' 2.1土1.3. 1.0:1: 1.0' 

G 92 32.1土4.3' 14.1 :1:6.2'" 8.0土3.3'

H 122 68.1土8.0・.' 47.4土3.5' 28.5土4.7'"

Control明 70 83.2土3.3' 50.1土4.4' 35.7土1.9'

合 Experimentswere repeated at least four times. 

i Embryos were handled same way as group 0， but w自renot exposed to 

phosphate; mWMp(ー)was used instead 01 mWMp(+) 

山 "'Withina column， values with different superscript are significantly 

different (p<0.05) 
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4h 

8h 

12h 

Fig.1・2.DNA synthesis in the 2-cell stage AKR/N embryos. At 4， 8， 

and 12h post first cleavege， embryos were incubated with BrdU for 

30min. Embryos were examined under light microscopy (le代panel)，and 

BrdU which incorporated into nuclei were detected using anti-BrdU and 

anti-mouse Ig fluorescein antibodies (right panel). Three criteria (++， +，ー)

were shown in the right panel. Although these photos show embryos 

cultured in mWMp(+)， same results were also observed embryos 

cultured in mWMp(ー).
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Table 1・5

Incorporation of BrdU into nuclei of 2・cell

stage emb町os

Hours NO.ol No. (%) 01 embryos at the criteria of 
Medium after first embryos 

cleavage examined ++* ト'

4 42 42 (100) 0(0) 0(0) 

mWMp(ー) 日 28 4 (14.3) 20 (71.4) 4 (14.3) 

12 35 0(0) 1 (2.9) 34 (97.1) 
ーー・...........・ ・e咽・"....ー ..・ー・・・・ー・.."，.... ーー ー ， . ， . . ， . . . .・ーーーーーーー..".".，..・“ ‘ 

4 45 45 (100) 0(0) 0(0) 

mWMp(+) 8 30 4 (13.3) 21 (70.0) 5 (16.7) 

12 30 0(0) 1 (3.3) 29 (96.7) 

合 Threecriteria (++， +，ー)were shown in Fig. 1-2 



Table 1・6

The effect of HU on the development of 2-cell stage embryos 

Embryos HU* 
No. of embryos No. (%) of embryos 

cultured developed 10 4-cell stage 

36 33 (91.7) 
AKR/NU 

+ 40 0(0) 

"..1・.......... 

36 36 (100) 
MCH 

ト 42 0(0) 

* Embryos were cultured with (+) or without (ー)2.5mM hydroxy urea 

after first cleavage. 

官AKR/Nembryos were cultured in mWMp(ー)medium. 



Table 1・7

Development of AKR/N mouse embryos after 

embryo transfer* 

Experiment 

number 

2 

3 

4 

5 

6 

Total 

NO.ol 

embryos 

translerred 

16 

15 

16 

16 

16 

17 

96 

No. (%) 

implant自d

6 (38) 

3 (20) 

10 (63) 

13 (81) 

10 (63) 

10 (59) 
ー .--.-........ ・・........

52 (54) 

No. (%) 01 

letuses 

4 (25) 

2 (13) 

3 (19) 

7 (44) 

6 (38) 

5 (29) 

27 (28) 

合 At96-1 OOh after insemination， morphologically normal 

blastocysts derived Irom AKR/N embryos cultured in mWMp(ー)

were translerred into the uteri 01 6 ICR mice on Day 2.5 01 

ps巴udopregnancy.
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Hours after insemination 

Fig.1・3.Time oourse 01 MCH (・)and AKRJN (0) embryos 
developed to 2-and 4-oell stage. Embryos were oultured in 

mWMp(ー)(broken lines) or mWMp(+) (solid lines). Values 

represent the average 01 five experiments :tSEM 
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第二章

マウス初期匪における M期誘導因子の動態



緒言

首IIT主主において、 AKRJJfはfjf特有のSWJ終寸'後のG2/MJifJ停止をほぼ

完全に引き起こすことが確認され、また培地からリン酸を除くことでこ

れをほぼ完全に解除することが示された。本草では、この実験系を用い

て初期Iffi特有のMJ羽誘導機構を探索することにした。なお、本主主以降2剥11

胞J切においてG2瓜心的停止を起こす臨を"包/MJDJ停止陸"、これを解除

する旺を"MltIl進行阪"と表記する。

現在、全真核生物の恥G切を誘起する因子として、 L伽]促進因子

CM-phase prolTloting factor:恥1PF)の存在が知られている。会ての真核

生物において、 MPFは触媒活性をもっcdc2キナーセ、 Ccdc2)と、その活

性を調節するサイク リンBの複合体であり[Dunphyet al.， 1988， Gautier 

et a1.， 1988]、cdc2は細胞周期を通して量的な変動はなく、その活性はサ

イク リンBとの結合、およびリン酸化によって制御されている。体細胞

において、 MPFが活性化される機序は以下のi湿りである。まずS期より

合成が開始されるサイク リンBがcdc2に結合した後、cdc2の14位のスレ

オニン CTJ4)、15位のチロシン (Y15)、および161位のスレオニン

CTl61)がリン酸化され、 G2ぶ必:切にかけて繋積されていく [SolomOllet 

a1.， 1990; Norbury et al.， 199.1; Coleman and Dunphy， 1994]。このT14お

よびYI5のリン酸化型cdc2は活性を持たすべこの状態はpre-MPFと呼ば

れる。 S期が終了すると、cdc25ホスファターゼ Ccdc25)によりT14およ

びY15の脱リン酸化が起こり同offmanet a1， 1993; Honda et al.， 1993]、

cdc2は活性化し、これが有糸分裂を起こす引き金となる CAppendix

1)。
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休細胞におけるG2ふf朋停"こは、 DNA合成阻響、あるいはDNA損

傷によりSl閲が完了しない場合にみられる包川1)回チェックポイント機構

においてである。この場合の機序は、 Chkと呼ばれる士山伝子産物がそれ

を感知して、 cdc25活性を負に制御lする結果、 cdc2はpreみ1PFの状態のま

ま活性化されず、細胞はMJ切に進行できないというものである[Fぽ nari

巴taJ.， 1997; Sanchez et al.， 1997; Peng et aJ.， 1997]。臼 IMJlf1停JJ:JO，で
は、 S期が終了しているにも関わらずG2/MJ羽で停止しているこ とが第一

章て'示唆されたので、この俄序とは異なる可能性 もある。さらに、この

一般的な恥4期誘導機構自体が当てはまらない可能性もある。包 IMJ羽停止

胞と恥u切進行j座において、 MPFが活性化しているのか、サイクリンBの

合成は起こっているのか、 cdc2のリン駿化はどのようになっているのか

といった疑問をまず解決する必要がある。

In vivoにおけるMPFの基質は核酸タンパクであるラミン

[Ottaviano and Gerace， 1985; Suprynowi cz and Gerac巴，1986]を始め、

積々の候補があるが[Hisanagaet aJ.， 1991; Moreno and Nurse， 1990]、

いまだに確定したものは少ない。一方、invitroでのMPF活性測定には、

一般に基質としてヒストンHlが用いられ[Labbeet al.， 1989; Draetta et 

aJ.， 1989; N創 toand Toyoda， 1991J、一定時間におけるこれのリン酸化の

程度により活性を推定することができる。また、ウエスタンブロッティ

ング解析によりcdc2のりン酸化状態を知ることができる。すなわち、

cdc2は34kD付近に3*のバンドとして検出され[Choiet aL， 1991; Aoki 

et aJ.， 1992; Naito et aJ.， 1995]、このうち一番移動度の遅t¥/"¥ンドはサ

イクリンB結合型で、Tl4、Yl5、およびT161がリン酸化された不活性型

のpre-MPFの状態を示 し、 一方、一審移動度の迷~\/{ンドはTJ4および
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Y15がJsGリン酸化された活性型のものを含むことが示されている[Choiet 

al.， 199]; Aoki et al" 1992; Naito et al.， 1995]。よって、バンドの移動

度の遊し、からJß~リン酸化型とリン酸化型を識別することができる。 G2ふf

期停止j匹、およひ不倒J進行匹におけるMPFの活性化、リン酸化状態につ

いては、この方法によって既にAokiら[1992]によって報告されている。

それによると、 MJ切に進行した肢では恥1PFが活性化され、恥必切に進行し

ないJEEではMPFはリン殴化された状態で不活性のまま繋積されているこ

とが示されている。この結果は、体細胞におけるG2/MJtrJフ・ロックのリン

酸化状態と同様である。 Aokiらは2-c巴1Iblockを示すddY系マウス肢と、

2-c巴11blockを示さなし沼6C3F1マウス肢とを比較し、 2-cellblockが起こ

るメカニズムを採ろうとしたわけであるが、系統差を考慮した場合、こ

れらの比較は同一系統内で行われることが望ましいと思われる。本主きで

は、ます笥J主らの結果をAKR.という111一系統肢を用いて追試することから

出発した。

cdc2の脱リン酸化を引き起こすιdc25においては、現在3種

Ccdc25A， cdc25B， cdc25C)のホモログカ匂字在することが知られている

[Miller and Russ巴11，1992; Nagata et al.， 1991; Galaktionov加 dBeach， 

1991]。このうちcdc25AはGlIS則の進行に作用し[Ji.nnoet al.， 1994; 

H王of:汀fr町rna釦n巴ta剖1.， 19卯94勾]、 c吋dc25BおよEひびfc吋dc25CがG2釘/恥1J凶て

[Hof佐宝町m別11et a剖1，1993;Hondaet al" 1993; Nishijimaet al" 1997]。近

年、体細胞のG2/M.Mにおいては、 cdc25Bがcdc2活性の引き金を引き、

わずかなMPF活性を起こすと、これがcdc25Cをリン酸化して活性化する

というポジティブフィード‘ノ〈ックにより急激な恥1PFの活性化が起こり、

細胞かM別に進行することが明らかとなった[Nishijimaet al， 1997]。こ
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のことから、 M期制御因子としては、 cdc25Bを調べることが重姿である

と考えられる。そこで本主主では、 cdc25Bの存在と、さらに活性化状態に

ついても検討を行った。以上の結果からマウス肢の恥i[)!}llfjリ御機構が、体

細胞と異なるのではなし、かという可能性について考察した。



可田園ー-

材料および方法

体外受精、および匹の休外培養は第1章に準 じた。媒精時聞を0時間と

し、各Figに示 した時間に卵子を採取した。それ以外の条件は、それぞ

れの結果の項で述べることにする。

(1 )ヒストンH1キナーゼ活性測定

ヒストンHlキナーゼ活性側定は、Arakiら[1996]の方法に従った。各ス

テージの卵10佃を、 11.1.1出バッファー(l5mMEGTA， 60r地 tIsodillmβ-

glycerophosphate， 30口iMp-nitrophenylphosphate， 251制 3-[件

morpholino] propanesulfonic acid (Mops)， 151制時CJ2，0.2niM

N必V04，2μg/mlleup巴pti11， 2μg/m1 aprotinin， 1 μg/ml pepstatin， 1 mM  

phenyl methylslllphonylfllloride (PMSF)， and 50μ.M p-aminobenzoic 

acid) 2μlに加え、全てのサンプルが揃うまで-80Tで保存した。];ItJu1平

後、それぞれのサンプルにJmMdithiothreitol (DTT) 0.5μ1， 1 % Nonidet 

P-40 O.5fA.1、0.5μMcAl'v伊ーdependentprotein k:inase inhi bitor (PKI) 

2.5μlを加えて凍結静1!解を3回行った。 cdc2キナーゼ‘の基質としてO.lmM

ヒストンHI(typ巴 III-S;SIGMA)を2.5μl加え、 O.lmM  [ 7 -"P] ATP 

(O.4mCi/ml; ICN) 5μiを加えることによって反応を開始した。反応温度

は30"C、時間は20分とした。 20%トリクロロ酢酸 Ctrichloroaceticacid; 

TCA) O.4ml、およびl%BSAO.]n:uを加えて反応を停止し、 15，000rpm 

で5分間遠心した後上清を除去した。さらに沈殿を20%τ'CAで3回洗砂

し、 lN水酸化ナトリウムを0.2吋加えて沈殿を完全に溶解してから、シ
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ンチレーションカクテル CACSII; Amersham) 1m]を加えた。比活性は

液体シンチレーションカウンター CLCS-1000;Aloka)で測定した。

パックグラウンドとして、卵の存在しないサンプルを同時に測定し、そ

れぞれの数値から差しヲI~、た。

(2)ウエスタンブロッティング

各ステージごとの卵をPVP-mv，瓜I[Cmv，ゐ1:階地 CTableト1)のBSA<の代

わりにポリビニルピロリドン (PVP)を1mg/ml添加〉で3回洗浄後、卵

抽出バッファー C50rnMTris-Hcl (pH7.2)， 10mMMgC12， 1μg/ml 

aprotinin， 10μg/mll巴upeptin，1μg/ml pepstatin， 1πホifPMSF，l%NP-

40) 5μlに加えた。卵子数はそれぞれ、 25側 Ccdc2)、50倒 (cdc25B)

とした。さらに、2倍濃度のSDSサンプノレノ〈ッファー (60町1MTris-HCl 

(pH 6.8)，2% SDS， 10% glycerol， 0.025% BPB， 5% 2-mercapto巴自白101)

5μlを加え1000Cで3分間煮沸後、全てのサンプルが揃うまでー800Cで保存

した。 SDS-PAGEはLaemmli[1970]らの方法に従った。 10%ポリアクリ

ルアミド‘ゲ、ルで泳動後、タンパク質をニトロセルロース脱 (Milli pore， 

Pore size 0.45μm; Bedford MA)に転写し、 5%スキムミルクを含むTBS-

Tween (0.1 %)で4
0
C一晩ブロッキングした。 一次抗体として、 cdc2の検

出には抗PSTAlRモノクローナル抗体[Y加nashitaet. al.， 1991]を、

cdc25Bの検出には抗cdc25Bポリクローナル抗体 (C-20;Santa Cr旧巴〉

を用いた。 cdc25Bの吸収試験には、抗cdc25B抗体とそれに対する特異的

ペプチド‘を4
0

Cて2時間反応させたものを一次抗体としてj和、た。一次抗

体はτBS-Tに希釈し、 4"Cでーlぬ反応させた。抗:PSTAIR抗体の検出には

ビオチン化抗マウス!gG(Amersham)、抗cdc25B抗体の検出にはビオチ
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ン化抗ラビットIgG(SIGMA)川い、続いてストレプトアビジンーアルカ

リホスファターゼ複合体 (SIGMA)を反応させた。発色基質として

BCIP小ffiT(SIGMA)を朋L、た。

(3) cdc25BおよびサイクリンBmRNAの定量

cdc25BおよびサイクリンBのη武NAは、 RT-PCR法で定義した[Yokoi et al.， 

1993 ]。

(1) RNAの十1111:U 各ステージ30佃の卵をRNA1IJI:J~ノ〈ッファー(

IS臼:JEN;ニッポンヅーン)0.3ml中に集め、キャリアーとしてPOLYC

(Pharmacia) 30階、ウサギαクーロビンm恥-lA (GrBCO BRL) 20pgを加

えた。これに直ちに75μIのクロロホルムを加えて激しく混和した。室瓶

で10分間静置した後、 15，000rpmて~20分間遠心し、 上清よりエタノール

沈殿法にてmRNAを回収し、全てのサンプルが揃うまで_200Cで保存し

た。また、本実験の定量性を検討するため、マウス未受精卵子をそれぞ

れ120側、 30側、 5個に調整したサンプルを用意した。

(2)逆転写反応 :RNAの沈殿に0.5時 /μ1のオリゴ (dT)プライマー

(pd(τ)12-18; Pharmacia) 1μlを加え、 DEPC(diethyl pyrocarbonate; 

SIGMA)処理した蒸留水 CDEPC-DW)で9μlに調盤した。 700Cで10分

間変性後、逆転写反応ノfッファー C250mMTris-HCl (pH 8.3)， 375mM 

KCJ， 15mM MgCI2) 4μl、0.lMDTT2μl、2.5立命1dNτ?ミックス

CTaKaRa) 4μlを加え、逆転写酵素 (SUPERSCRIPTlI;GlBCO BRL) 

1μIを加えて50分間反応させた。その後900C、5分間の処理で反応を停止

し、 2UのRNaseH (TaKaRa) 1μlを加え、 37
0

Cで20分間RNAを分解し
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た。これをcDNAサンプルとして、 _200Cで保存した。

(3) PCR: PCR反応溶液の組成は、 cDNAサンプル2μlにPCRf日ノtッフ

ァー (10X Ex Taq buffer; TaKaRa) 20μi、200mMdNτpミックス

(TaKaRa) 16μl、各50μMプライマー2μ1(Table 2-1)、ExTaq

(TaKaRa) 2μlを加え、 DWで200μ1とした。これの12μlをO.6mlのPCR

用チュープ (QSP，cat #445， USA)に分注し、ミネラノレオイル

(SIGMA)を霊賭してPCR反応を行った CThermalSequencer TSR-300; 

IV;仇KI)0 PCR反応、条件は、 94
0
Cで30秒間変性後、 940C (40秒〉 →600C

(40秒〉→720CC60秒〉と し、サイクリンBとαクロビンは27サイク

ル、 cdc25Bは33サイクルとした。検盆線を作成を作成する場合は、 10サ

イクノレおよび15-45サイクルまで2サイクノレごとに反応液をサンプリング

した。

(4) PCR産物の定量:PCR反応の終了した各サンプル8μlに0.25ちもBPB，

lmMEDTA，15%フイコールの混合液2μlを加え、 2%アガロースゲル

(NuSieve3: 1 Agarose; FMC)で電気泳動した。エチジウムブロマイド

染色後、 uvトランスイルミネーター上て、写真撮影した。 写真はスキャナ

CGT-9000; EPSON)で取り込みを行った後、 N田イメージソフトにより

各々のバンドのシグナルを数値化した。コントロールとして用いたウサ

ギαグロビンのRT-PCR結果をもとに補正を行い、未受精卵に存在する

mRNA量を100とし、それに対する相対値として各ステージのmRNAを定

量した。

(4)オカダ酸 (OA)処理

媒精後421時間培養したG2/MJ羽停止肢を、終波j立が2.5μMとなるようにオ
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カダ酸 (Wako)を直接地地に添加して3時間地養した。オカダ駿処理

後、ヒストンHlキナーゼ活性iJ!JJ定、およびcdc2、cdc25Bのウエスタンプ

ロッテインク♂を行った。また、へキスト染色により、染色体像の変化を

観察した。

(5)ヘキスト染色

オカダ酸処理後、核相の変化を観察するためへキスト CHoechst-33342

Caltヲioch巴lTトNovabiochem)染色を行った。へキストはPBS溶液中に

1.0n喝ImI濃度で調挫し、 これを終鎚度1.0μg/mlとなるように直接培地に

添加して30分間インキュベー卜した。その後、卵を3回洗浄し、 2.5%グ

ルタールアルデヒド添加PBSで30分間固定後、スライドグラス上にマウ

ントし、蛍光顕微鏡下で染色体像を観嘉した。
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結果

(1 )ヒストンH1キナーゼ活性

MCH匹、 AKRの包川倒切停止匹、およびAKRのM閲進行肢の初期卵剖に

おけるヒストンHlキナーゼ、活性をそれぞれ日g.2-lB、 Fig.2-2B、およ

ひ(Fig.2-2Dに示した。 Ohは媒精liiIの未受精卵を用い、媒精後は各Figの

最上段に矢印で示した通り、それぞれ1、2、4細胞期のもののみを採取し

た。その結果、未受精卵 (Oh)では高いヒストンHJキナーゼ活性が認め

られた。受精後Hlキナーゼ活性は急激に低下し、その後第一卵割直前ま

で基底値を維持した。第1卵割Jli](MCH 14h， AKR 20h)には一過性の

有意な上昇を示したが、2細胞J切に進行したものでは、その後再び基底値

まで低下した。そして、MCHJitおよひ、m日進行肱はともに第一細胞周期

と同じ活性パターンを示し、第2J]FJ割朋 CMCH40h， AKR 46h)に一過

性の有意な上昇を示した。 一方、 G2爪11切停止腔の2細胞期におけるHlキ

ナーゼ活性は、受精後501時間経過しでも認められず、基底値のままで

あった。

(2) cdc2のリン酸化状態

MCH陸、 AKRの包1M闘停止応、およびAKRのMω進行肢の初期卵割に
おけるcdc2のウエスタンプロッテイングの結泉を、それそ、れFig.2-1A、

Fig.2-2A、およびFig.2-2Cに示した。サンプルの採取条件は上記同様で

ある。お'LPSTA1Rモノクローナル抗体により、 cdc2は分子量34kD付近に3

本のバンドとして検出された。それぞれ移動皮の遅いj順にUバンド、M

バンド、レぐンドと呼ぶことにする。 MCH~と白川11開停止膝の1細胞期

46 



~ー

におけるcdc2のリン般化状態の変化は同様であった。ョ4ミ受材卵 (Oh)で

Lバンドのシグナルが強く検山され、 cdc2はT]4およびYI5脱リン駿化砲

であることが示された。受村後、第一卵:守IJJ切にかけてLノ〈ンドのシグサ

ルは弱くなっていく一方、 Uノ〈ンドのシグナルが経H芋的に強く認めら

れ、第一卵t;1JJ閃 CMCH:j 6h， AKR 22h) に再OLノ〈ンドのシグナルが~1ii

く検tUされた。MC刊EGおよび附閃進行腔の第二剥II胞MJJIJjにおけるcdc2の

バンドノぞターンは、第一細胞J~iJ則と問機に変化した。すなわち、第一~)fI

制後、経時的にUノ〈ンドのシグナルが強くなり、~~二卵制加1] (MCH 

臨 42h、AKRJl長 48h)にはT14およびYI5脱リン般化lI2が地加した。一

方、 G2爪，fJI;JJ停JlJJfは、第二細胞周JWにおいてcclc2の経時的なリン散化、

および務肢は認められたが、受精後56時間経過しでもcdc2キナーゼのU

バンドのシグナルは変化しなかった。ウエスタンプロッテイングによる

cdc2のリン酸化状態と、ヒストンHIキナーゼ活性の変化は連動してお

り、 cdc2が脱リン間変化型を示すH寺J切にヒストンHlキナーゼは活性化を示

しTこ。

(3) cdc25BおよびサイクリンBmRNAの量的変動

Fig.2-3Aは、 RT二PCR法によるmRNAの定量を行うためのサイ クル数を

決定するため、サイクル数とPCR産物量のI剥係を示したものである。そ

のあ~*，サイクリンBと α クロビンは23-30、 cdc25Bは27-36サイクノレ間

でサイクル数に対しほぽ直線的な地加が見られたので、サイクリンBと

αグロビンについては27サイクル、 cclc25Bについてはおサイクルと決定

した。サイクリンB (Fig. 2-3B)、cdc25B(Fig 2-3C)およびαグロビ

ンについて、米受精卵5、30、120卵をサンプルとしてPCRを行い、各サ
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ンプル聞のmRNA量とPCR産物が比例するかを調べた。なお、 αクポロビ

ンは全てのサンプルに等監加えてある。その結娘、サイクリンBと

cdc25Bに1M!しては、このサイクル数において卵子数に比例することが示

された。未受精卵から符られたmRNA:t設を100%として、 1細胞期および2

細胞期におけるサイクリンB CFig.2-4)とcdc25BCFig. 2-5)のmRNA

を比較した結果、初期]臨発生過程を通して、どちらもl細胞朋のG21MJ切

C18h)で発現量が高い傾向を示し、その後2細胞J羽後期での発現査は、

相対的に低かった。 G2ふifJ伺停』却5とrvrJ1l-l誘導肢を比;1&すると、サイクリ

ンBおよびcdc25BのmRNA買は33hにおいてG2爪ifJtfj停止脹の方が有意に

低いことが示されたものの、それ以外は有意差は認められなかった。

(4) cdc25Bの検出

まず禾受精卵50個をサンプルにJrJ~ "抗cdc25B抗体によりウエスタンプ

ロッテイングを行ったところ、分子短68kD付ー近にバンドが確認された

(Fig 2-6A)。このバンド・は抗体に対する特異的なペプチドで吸収試験

を行った結果消失した。 MJ切進行11五CmWMp(ー))、およびG2爪在J羽停止

脹 CmWMp(+))を比較したとき、細胞周期を通して同レベノレのcdc25B

が存在することが明らかとなった (Fig.2-6B)。ノ〈ンドは単一であり、

cdc2に見られるような時期の相迩による移動皮の変化は見られなかっ

Tこ。

(5)オカダ酸処理によるH1キナーゼ活性、 cdc2、cdc25B、および核柏の変

イヒ

媒精後42[1寺聞のG2ぶtVDJ停J1二肱は、前記の結泉同様低いヒストンHlキナ
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ーゼ活性を持ち、 cdc2はUバンド、が加かった。オカダ駿処理せずに311寺問

培養しでも何も変化は起こらなかったが、オカダ駿で3時間処理すること

で、ヒストンHlキナーゼ活性の有意な上昇が認められた。さらに、 cdc2

のLバンドのシグナルが強く検出され、脱リン酸化却に変化したことが

示された。 一方、 cdc25Bはオカダ酸処理によるノ〈ンドの変化は認められ

なかった CFig.2-7) 0 Fig. 2-8は、 G2/Ml切停止腕のオカダ酸処理前、お

よび処理後の核相の状態を示 したものである。オカダ酸処型前は核肢が

存在し、染色体の存在は認められなかったが、オカダ酸処理により核肢

の崩壊、および染色体の凝集が確認された。
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考察

本主主では、初JWJlAに特異的なMJVl誘導機榊を採るため、 MPFをrl-'

心に検業を行ったo MPFは全真核生物に背遍的に存イEし、この活性上界

iJ、4期開始を誘導し、活性低下がMl切脱出の引き金となることが知られ

ている[Solomonet al.， 1990ょNorbUlYet al.， 1991; Col eman and 

Dunphy， 1994]。本意ではまず、初期限の卵割過程においてこの点を縫認

した。その結果、分裂期に相当する日射切に高く、分裂閥期にイ邸、活性が

得られ、 一般的に考えられているMPFの作用を義付ける結果であった。

さらにG2爪仰1停止脹では、低活性が維持されており恥1PFが活性化しな

かったことは、旺特異的なSJ切終了後の臼爪4闘停止腕においてもその紛I

胞周期は恥1PFjl~J御下におかれていることを示唆している。 これまでに町Iì

乳類卵において受精後に急激にMPF活性が低下することはマウス[Choi

et al.， 1991; Aoki et al.， 1992]、ウシ[Collaset al.， 1993]、ブタ[Kikuchi

et al.， 1995]で示されているが、卵割J切の活性上昇が示されている報告は

極めて少なく、マウスのみである[Choiet al.， 1991; Aoki et剖，1992]。

今回の結巣はこれを支潤するものである。

体細胞同様、マウス!圧においても乱{j切にはMPF活性が起こ ってい

ることが示されたが、その活性化機構はいかなるものであろうか。Aoki

ら[1992]はこの点に凶し、体細胞と同様にG2加問]にむけてpre-MPFが若干

積し、脱リン酸化により活性化すること、またG2!MJ切停止!日iでは脱リン

酸化が起こらないことを示 したが、木研究においてもA悶U圧を用いてこ

の点を迫試した。その結果、卵期後徐々にTl4、Y15リン般化裂cdc2が審

積されていることが認められた。一般にcdc2はサイクリンBに結合した
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後、 T14、Y15がリン酸化されることが知られている[Solomonet aL， 

1990; Norbury et al.， 1991; Coleman加 dDunpby， 1994]。これを初期肢

に当てはめて考えるとすれば、これは同日寺にサイク リンBの合成を意味

している。G2ふf期停止JEEでも、Tl4およひ'Y15リン峻イヒ型cdc2が増加lし

たことは、 MJflm行臨問機、白川1jg]停J上!日3においてもサイクリンBが合

成され、 pre-MPFが蓄積されていることを示唆している。この結果は

Aokiら[1992]の報告を確認するものであり、初期!庄のMJ例誘導機構が体

細胞の機構と異なる可能性を支持するものではなかった。この一般的な

説をさらに当てはめて考えれば、 G2/恥f期停止fJ壬て4はサイクリンBは合成

されており、 pre司恥1PFの蓄積は認められるが、それを脱リン酸化する

cdc25B活性がないため、臼爪t1I切で発主l三を伶..t.I二していると考えられる。

そこで次に、この考え方をAKRJEEに当てはめてよL、かどうか検討

するために、 G2瓜&羽停止)座において実際にサイクリンBおよびcdc25Bの

合成が起こっているかをmRNAレベルで調べることにした。その結泉、

どちらのmRNAも細胞周期を通じて附伺進行肱とほぼ同レベノレのmRNA

が存在していることが示された。サイクリンmRNAの霊に閲しては、マ

ウス佐においてRT-PCRによる報告があり[Yokoiet al.， 1993]、それによ

れば後期2細胞朋脹では未受精卵の約20%に滅少することが示されてい

る。今回の結果はこれとよく一致しており、 wrl]進行肢でサイクリンBが

合成されていることを支持する結巣である。一方、 G2爪必羽停止圧のサイ

クリンBn沢NA:置についてはこれまで報告がなく、今回が初めてであ

る。 G2ぶ&切停止肢でもサイクリンBmRl'叫A量はほほ:M;l切進行/J壬と同様で

あった。この結果は前段の結果と問機、 G2!MJtJl停止佐においてもサイク

リンBは合成されていることを示唆している。
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cdc25mRNAに閲し、マウス臨を用いたRT-PCRにより、 未受精卵

か ら2細胞期臨まで差がないとする報告と[Yokoiet al.， 1993]、lnSltuハ

イブリダイゼーション法により、 2細胞期で一度減少した後4細胞期で嶋

加する[wickramasingh巴巴tal.， 1995]とする2つの報告がある。今回の結

果は後者を支持するものであった。G2fM期停止JL-fについては、 cdc25B

mRNAのiJ!Jj定も今回が初めてであるが、 MJm進行肢とG2/M山j停止肢でほ

ぼ差がなかったことは、 G2/阿明停止肢でもcdc25Bか産生されているこ

とを示唆している。ところで、 33hにおし、てサイクリンBおよひ'cdc25Bの

mRNAレベルはG2.J1>必切停止膝がM別進行脹にくらべて低いことが示され

た。 このH寺W~は2紛!胞邦]のS期終了時であり、培地中のリン酸がG2/MJ羽

停止に有効な時期の終了と一致しており CFig.1-1)興味深い。サイクリ

ンBとcdc25BのmRNAの両者に同様の結果が見られたことから、この時

期日武NAの積類には非特異的に~宏写活性会般がりン酸によって抑制さ

れ、何らかの機序により結果的にG2ふ必羽停止を引き起こす原因となって

し、る可能性もある。しかし、その後の45hおよび5611においてサイクリン

Bとcdc25Bのロ浪NAは、 G2ふ必切停止駆とh必抑進行脹にさをが見られなかっ

たこと、および以下で考察するごとくタンパク質量にも差がないと考え

られることから、少なくともサイク リンBやcdc25Bの量の減少が、直接

的にこれらが関与する機構を介してG2ぶi[J羽停止を起こしているとは考え

にくし、。

次にcdc25Bをタンバク質レベルで調べることにした。その結果、

G2ぶi[Jt"l停止眠、およひ、11切進行肢において同レベルのcdc25Bが存在し

ていることが確認できた。従って、 G2ゐi[J羽停止Jffにおいてcdc25B活セi二

がないとしても、それはcdc25Bタンパク質が存在しないためで‘なく、活
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性化されないためと推察される。cdc25がリ ン酸化されて活性化される

と、ウエスタンブロッティ ング解析により、 ノ〈ンドがシフトアップする

ことが認められている[Ku町Jagaiand Dunphy， 1992; lz山刊 etal.， 1992; 

Hoffman et al.， 1993]0しかしながら、木炎験ではリン般化型 (バン ドの

シフトアップ〉 は恥倒1進行)j主においても検出されなかった。これは、 4初初9列J 

JtJ則Uωlf脹匹の卵割過程ではc吋dc25B以外のホスフア夕一ゼ

活泊性:化していることを示すのかも知知1れないo すなわち、 MJ悶誘導に際し

cdc25Bを活性化する機構は抑制されており、代わりに初期臨特異的な

cdc2ホスファターゼが発現されていると考えることもできる。そうであ

るならば、極めて初期]匹特異的な制御機梢を捉えることができる。 しか

しながら、これは用いた抗体の性質によるものである可能性も否定でき

ない。つまり、今回用いた抗体がリン酸化型のcdc25Bを検出てすきないこ

とも考えられるのである。現在のところ、 cdc25Bの活性型がみられな

かったのは抗体に原因がある可能性が高いと考えているが、この点につ

いは今後さらに検討する必姿がある。

c吋dc25Bのリン酸化 (沼

テインホスフア夕一ゼゼ、夕イプJ(PP1)、およびタイプ2ACpp2A)が示

唆されており、オカダ酸はこのpplおよびpp2Aを特典的に阻害すること

でcdc25Bの活性化を誘導することが知られている[Kwllag創出ldDUlJphy， 

1992; Iz叩 E 巴tal.， 1992]。そこで、包/MlVj停止肱をオカダ駿処理するこ

とでcdc2キナーセ、が活性化されるかどうかを調べることにした。その結

果、 cdc25Bのバンドのシフトアップは観察されなかったが、 cdc2は脱リ

ン駿化され、ヒストンHlキナーゼ活性は有志に上昇し、さらに染色体の

凝集も認められた。これらの現象は、オカダ酸により何らかのcdc2ホス
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ファターゼ、おそらくはcdc25Bの活性化が誘導され、 cdc2の活性化を引

き起こした結果と考えられる。本実験結果は、少なくともG2/M期停止肱

でサイクリンBが合成され、 pre-MPFが務街されていたこと、さらには

G2IMJtJl停止l圧もMPF活性化により長飢目に誘導されることを明艇に示して

L、る。なお、オカダ酸は細胞'筒絡系も阻害してしまうため、分裂は起こ

らないことが知られている[Rimeand Ozone， 1990; Gavin et aJ.， 1991]0 

以上、木立では、リン酸によって発生が制御できるAKR腔を斤jい

て、 SJUJ終了後の臼/附羽停止JffiとMW]進行胞の追いを山政することで、

休細胞と異なったマウス初期佐特有の恥f期誘導機梢を探ることを目的と

した。本実験の結果は、 G2爪心的停止J.ffもMPF活性の支配下にあり、この

活性化さえ起こせばM期に誘導されること、サイクリンB合成は起こって

いるが、 cdc2はリン酸化により抑制されており脱リン酸化が起こらない

こと、 cdc2を活性化するcdc25Bは存在していることを示している。本章

の結果からは体細胞とマウス初期厄、の聞に恥11腕誘導機構の相遊を示すこ

とはできなかったが、初期膝特異的なcdc2ホスファターゼが符在する可

能性も完全には否定できない。



要約

マウス初期限の卵割過程において、体細胞のMJtJl誘導機構が、マ

ウス初期医にも問様に採用されているかどうかを調べる目的で、本意で

は恥但'Fの活性化機序に焦点をあてて笑i換を進めた。G2fM1tll停止匹では、

リン酸化型cdc2Cpr巴ー恥1PF)は蓄積されていることが確認された。これ

は間期にサイクリンBが合成されていることを示唆しており、サイクリ

ンBn沢NAが存在していたことからも支持される。しかしながら、 cdc2

の脱リン酸化は認められず、ヒストンHlキナーゼ活性も低値を維持した

ままであった。 一方、 MJtJ~進行j庄では、体細胞と同様に間期におけるサ

イクリンBの合成とリン酸化型cdc2(pre-MPF)の蓄積が起こり、 G2/M

I切にヒストンHlキナーゼの活性化、およひ'cdc2のJlltoリン酸化が確認され

た。 cdc2の脱リン酸化はcdc25Bによって引き起こされることが知られて

いるため、これについて調べたところ、mRNAおよびタンパク盆はG2/M

朋停止肢と恥G切進行j応ともに、同レベルで存在していた。臼爪ifJif:J停止腕

ではcdc25Bの活性化が起こっていないためにcdc2のJß~リン酸化が誘導さ

れないことが示唆されたため、次にオカダ酸で‘G2爪I[J悶停止旺を処理した

ところ、ヒストンHIキナーゼ活性の有意な上昇とcdc2の脱リン般化、さ

らに染色体の凝集が認、められた。これらの現象は、 cdc25Bが活一性化され

G2ゐf朋停止阪か、ifJUjに誘導されたことを示唆するものであり、 G2/M期

停止臨もMPF活性の支配下にあり、この活性化さえ起こせばM別に誘導

されることがI!fJらかとなった。よって、マウス初期臨におけるM期誘導

機構は、調べたI!艮りにおいては体細胞と同じであり、初期!匪特異的な点

は見出されなかった。
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Fig.2・1.Changes in the phosphorylation state of cdc2 kinase and histone H 1 

kinase activity in MCH embryos. The embryos at the indicated stage (top) were 

collected at the indicated hours after insemination. A: Lysates of 25 embryos 

were subjected to immunoblotting with anti-PSTAIR antibody. B: Lysates of 10 

embryos were subjected to the histone H1 kinase assay. The enzyme activity is 

indicated by the number of molecules of盟P04incorporated into the histone 

H1/min per embryo. Vertical bars represent the :tSEM of three or four 

experiments.キ Significantlyhigherthan the preceding data point. 
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Fig.2・2.Changes in the 

phosphorylation state of cdc2 

kinase and histone H1 kinase 

activity in AKRJN embryos 

cultured in mWMp(+) (A， B) and in 
mWMp(ー)(C， D). The embryos at 
the indicated stage ( each top) 

were collected at the indicated 

hours after insemination. A， C: 
Lysates of 25 embryos were 

subjected to immunoblotting with 

anti-PSTAIR antibody. B， D: 
Lysates of 10 embryos were 

subjected to the histone H1 kinase 

assay. The enzyme activity is 

indicated by the number of 

molecules of 32P04 incorporated 

into the histone H1/min per 

embryo. Vertical bars represent 

the :tSEM of three or four 
experiments.本 Significantlyhigher 

than the preceding data point 



Primer 

Table 2-1. Primers used for RT-PCR 

Sequ巴nce

(sense) 5'-GCAGCCACGGTGGCGAGTAT-3' 

Fragment size 

(bp) 

官時globin 257 
(antisense) 5'-GTGGGACAGGAGCTTGAAAT-3・

(sense) 5'-AGGCTGCAAGACCAGTGATG-3' 

cdc25B 609 
(antisense) 5'一CCAGGCCTAACGAGT AAGTG-3' 

(sense) 5・-AGAGCAGTCAGTTAGACC・2
cyclin B 567 

(antisense) 5'-CTGTAGGATAGGTAGTGC-3・
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Fig.2・5.Changes in the relative levels of cdc25B mRNA in 

AKR/N mouse embryos cultured in mWMp(ー)or mWMp(+).For each 

developmental stage， the amount of cdc25B mRNA was modulated 
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Fig.2・6.Western blot showing the presence of cdc25B protein in 

AKR/N embryos. A: Preincubation of anti-cdc25B antibody with (+) 

or without (-) specific peptide. Lysate of 50 embryos were subjected 

to immunoblotting with anti-cdc25B antibody. The band of cdc25B 

(68kD) is denoted by arrow head. Molecular mass are given on the 
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were collected at the indicated hours after insemination and 

subjected to immunoblotting with anti-cdc25B antibody 
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The embryos were incubated with (OA (+)) or without (OA (ー))2.5μM OAin 
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embryos were subjected to immunoblotting with anti-cdc25B antibody or 

anti-PSTAIR antibody. Lower panel: Lysate of the embryos were subjected 

to the histone H1 kinase asay. Activation is indicated by the number of 

molecules of担 P04incorporated into the histone H1/min per巴mbryo.

Vertical bars represent the +SEM of three or four experiments. •. b Values 

with different superscripts are significantly different (p<O.05). 
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Fig.2・8.Induction of nuclear membrane breakdown and 

chromosome condensation in mWMp(+) AKR/N embryos by OA 

treatment. Embryos we陪 incubatedwith (OA(+)) or without (OA(ー))

2.5μM OA in mWMp(+) from 42 to 45h after insemination. 



章三第

マウス初期佐における

mitogenシグナル伝達系の動態



緒言

本主主では、初Wj肱特異的な剰11胞周期制御俄梢の探索の焦点を、イ本

細胞で認められているlrutogenにより活性化される系の各因子にあてるこ

とにした。体細胞の培養系では、細胞周WJの進行にlrutogenが必須である

が、マウス初期限では、外国性のmltogenが存在しなくても正常発生が可

能であり、そこには何らかの相違点が存在する可能性が考えられるから

である。

静止期 CGO期〉にあるl時乳類t音養細胞にインスリン、 EGF，

P日:JFなどのrrutogenを添加すると、土侵猫因子受容体のチロシンキナーゼ

の活性化に引き続いて、 mitogenactivated prot巴i0 kinase (MAPK)が活

性化することが知られている[Boultonand Cobb， 1991; Gotoh et al 

1990; Hoshi et al.， 1988; .Morrison et al.， 1989; Ray and Sturgill， 

1987]0 MAPKの活性化には n MAPキナーゼカスケード" と呼ばれ

るrぉ依存性のシグナルカスケーにすなわち、 ras-raf-1→MAPKキナ

ーゼ CMAPKK)→ MAPKが存在しており[Cobbet al.， 1991; Ni shida 

加 dGotoh， 1993]、細胞地殖における中心的情報伝達経路と考えられて

いる CAppendix2)。なお、 ITfti乳類の恥仏PKKには、 45kDの恥恒K1と

47kDのMEKの2つのアイソフォームが存在することが近年明らかとなっ

fこ[Otsuet a1.， 1993]。また、 b仏PKにも、 44kDのERK1，42kDのERK2

が存在することが知られている[Gotohet al.， 1990]。

晴乳動物では、このrasからERKに至るシグナルカスケードの活性

化機構は、 一般に以下のように考えられてL喝 。Rasは、 分子量約2Jklコ

のGTP結合タンパクて， mltogen刺激によりGDP結合型の不活性型から、
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G1J>結合型の活性型に変化する[Downward巴taJ.， 1990; Satoh et aJ.， 

1990]。活性型rasは、その楳的タンパク質であるraf-Iを間後的に活性化

するが[Avruchet aJ.， 1994; 同 umet aJ.， 1994; Dickson et al.. 1992 

Vojtek et al.， 1993]、この過程はまだ完全には解明されていなし、。近

年、 ras→ raf-lの活性化;機構には、 14-3-3に依存した膜移行が関与してい

ることが報告されている[Fuet al.， 1994ょlrie et al.， 1994; Fantl et aJ.， 

1994]。すなわち、 raf-lのNIl!，抑制にはrasおよび14-3-3との結合唱日位が存

在し[Freedet aJ.， 1994; Morrison， 1994]、不活性型raf-lは14-3-3と復合

体を形成している。 Rasが活性化するとraf-lは14-3-3依存的に肢に移行

し、活性型rasに結合する。そこでリン酸化により活性化されると14-3-3

と解再肘『るというものである[Freedet aJ.， ] 994]0 

活性化されたraf-lはC端側に存在する乱位五結合郎イ立を介して、

MEKの2つのセリン践基をリン酸化することによってこれを活性化させ

る[A1essiet aJ.， 1994; ZhengandGuan， 1994]0 MEKは、セリン/スレオ

ニン/チロシンキナーゼであり[Kosakoet aJ.， 1993]、活性化された恥位五

は、その下流に位置するERKのスレオニンとチロシンの両アミノ駿残基

(工EY配91J領域〉をリン酸化して活性化する[Payneet aJ.， 1991; Seger et 

aJ.， 1992]。以上がル也PAKカスケード活性化の一般的理解であると考えて

いる。

Raf-l[Fabian巴ta!.， 1993; Muslin et al.， 1993; Verlhac et aJ 

]996]、恥伍K[Alessandriniet aJ.， 1996]およひ'ERK[Arakiet 札， 1996; 

lnou巴etaJ.， 1995]の活性~Qはウエスタンプロッテイングによるバンドの

シフトアップで知ることができる。またinvitroにおいては、 恥1APK活性

をミエリン犠基性タンパク質 (myelinbasic protein; ]¥佃p)を基質とし
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て用いることにより制定できることが知られている[Erickson et a I.. 

1990]。現在までのところ、 MEKの務質となり得るタンパク質はE悶 r以

外見つかっていない。したがって、島伍KはERKのTEY配列を認識しリン

般化する非常に基質特異性の高いキナーゼであり[Kosakoet al.， 1992; 

Matsuda et al.， 1992]、恥1EKとERKは常に、同U~'fに活性化し、機能して

いると考えられている。

このように、体細胞におけるmitogen由来のシグナルカスケード機

構は、かなり詳しく分子レベノレで解明されてきているが、マウス初期j院

におけるこれらの機柿はおろか、その存在すら分かっていないのが:g~状

である。マウス膝では細胞周期の進行にITIltOg聞が必要ないということ

は、この系がconstltutL v巴に活性化しているのか、内因性のmitogenlこ

よって活性化されるのか、あるいは逆にこの系が活性化する必婆がない

のかといった可能性が考えられる。しかしながら近年になって、 ERKは

マウス初期旺 (2細胞期前期まで〉においては活性化されないという報告

がなされた[Kalabet al.， 1996]0それでは、 ERKの上流に位慢している

因子は存在していないのであろうか、あるいは存在すると仮定したら、

それらも同様に活性化されないということなのであろうか。

本実験では、これらの知見をもとに、 MAPKカスケードを構成し

ている各因子について、まずそれらの存在を明らかにすることを試み

た。さらにG2ぶf朋停止[圧と恥仰j進行!圧において、量的変化の有無および

活性化状態に変化が認められるのかを調べ、マウス初期{涯に特異的な細

胞周期制御機構を採ることを目指した。

69 



材料および方法

体外受精、および任の体外培養は第I宝;Eに準じた。似おf占時間を0時間と

し、各Figに示 した時間に卵子を録取した。それ以外の条件は、それぞ

れの結果の項で述べることにする。

(1 )ウエスタンブロッティング

サンプルは第二章に準じて調整した。卵子数はそれぞれ、 200側

Cras)、50個 C14-3-3、raf-l、h在EK、ERK)とした。ポリアクリノレア

ミドゲルの組成として、分開ftゲ、jレは375mMTris-HCI (pH 8.8)、0.1%

SDS、10%アクリルアミド、 0.04%ビスアクリルア ミド、 0.025%過硫酸

アンモニウム、 0.2%TE恥1EDに調推 した。泌納ゲルは125mMTris-HCl 

(pH6.8)、O.I%SDS、3%アクリノレアミド、 0.13%ピスアクリノレアミド、

0.025%過硫酸アンモニウム、 0.2%TEJ¥，伍Dに調整 した。一次抗体は、抗

rasモノクローナル抗体 Cclone18; Transduction Laboratories)、抗raf

モノクローナル抗体 Cclone53; Transduction Laborator】es)、抗14-3-3

βポリクローナル抗体 CK-19;Santa Cruze )、i1W刈APKKモノ クローナ

ル抗体 (4A5;1-侶L)、抗ERKポリクローナル抗体 CK-23;Santa 

Cruze)を使用した。以降の操作は、第二誌に準じた。

(2)コルセミド処理

2細胞期日杢を恥必切に同調させるため、体外受精後40-48時間の8時間、終濃

度が0.1μgJmlとなるように、コルセミド CKARYOMAX;Gaco BRL)を
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mWMp(ー)、およびmv.爪，ff>(+)崎地に添加して上隔をした。コルセミド処理

干灸の回5は、 raf-l、MEK、およびERKのウエスタンプロ ッテイングと、

14-3-3の免疫沈降に用いた。

(3)免疫沈降

コルセミド処理後のMJUJ進行距200個、およひ'媒精後48時間のG2/刈羽停

止1]歪200佃を1サンプルとした。それぞれのサンプルにRIPAバッファー

(140μ，MNacl，25μM Tris (pH 7，4)， 5μM EDTA， 0.2% TritonX-l 00， 

2μg/mlleup巴ptin，10μg/mlpepstatin， 1μg/ml aprotinin， lnホ1PMSF，

100mMNaF，0.2nホ1']'加 V(4)0.5μlを加え、凍結融解を5回くり返し

た。サンプルに抗14-3-3βポリクローナル抗体Iμlを加え、 4'Cで1時間反

応させた後、同RIPAノぐッファーで平衡化した50%プロテインGセフアロ

ース CZymedLaboratory )を3μlを加え、さらに30分間振鍛しながら反

応させた。反応後の上消約3μlを回収し、直ちに2倍濃度のSDSサンプル

バッファー3~t1を加え、 100'Cで3分間煮沸した。セフアロースビーズは

RIPAバッファーで3回洗浄した後、同じく2倍濃度のSDSサンプルバッフ

ァ-3μlを加え、 100
0

Cで3分間煮沸した後、ウエスタンプロッティング

を行った。 一次抗体には抗14-3-3βポ リクローナル抗体、および抗rafモ

ノクローナル抗体を用いた。

(4)オカダ酸処理

方法は第2主主に準じた。オカダ酸処理後の肱は、ras、raf-l、b但豆、 およ

乙)，"ERKのウエスタンプロッテイングと、 孔佃Pキナーゼ活性の測定にß11~ 、
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fこ。

(5) MBPキナーゼ活性の測定

MBPキナーゼ活性の測定法は、第二主主におけるヒストンHlキナーゼの協

合と同様で、使用する基質が異なるだけである。恥侶Pキナーゼ活性の測

定には、基質としてMBPCO.022nホ心 (SIGMA)を使mした。



結果

(1) M期進行脹、およびG2/M期停止匪におけるrasの変化

本抗体はH-ras、N-ras，K-rasの全てに反応するものである。 Rasは、分

子量21k1コとしてM切進行服、およびG2IMJVJ停止Iffiの全てのステージで

検出され、限の発生段階の追いによるタンパク質量の明らかな変化は融

められなかった。また、 M期進行!夜、およひ"白川4間停止!圧に明らかな相

違は見られなかった (Fig.3-1)。

(2) M期進行匹、およびG2/M期停止怪におけるraf-1の変化

Raf-lは、分子量74kDとしてMJ凶進行匹、および白瓜4期停止肢の全ての

ステージで検出された。 j距の発生段階の迷いによるタンパク質量の明ら

かな変化は認められなかった。また、両区の未受精卵 (Oh)、および1細

胞朋のお1J羽 (18h)には明らかなraf-lのバンドの移動度の減少が検出さ

れ、また2細胞朋のS期 (24h)でもわずかなバンドの移動度の減少がみ

られた。しかし、 2細胞湖の恥f瑚 (44h)では、バンドの移動度の減少は

検出されなかった。 一方、コルセミド処理によりMJ切に同調させた結

来、 M初進行匹においてのみ活性型が検出された (Fig.3-2)。

(3) M期進行医、およびG2/M期停止妊における14-3-3の変化

本抗体は14-3-3ファミリーに属する全ての14-3-3に反応する。14-3-3は

分子量:30kD付近に2本のバンドとして、 恥1:lt:H進行眠、およびG2瓜必切停止

ij~の全てのステージで検出され、底の発生段階の迷いによるタンノぞク盈
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の明らかな変化は認められなかった。また、恥叫町五釘T匹、および包川制j

停止怪に明らかな相違は見られなかった (Fig.3-3)。

(4)抗14-3-3抗体によるraf-1の共沈

Fig.3-4は、コルセミド処理したh必羽進行JE匹、および媒精後44時間の

G2/M期停止匪を、抗14-3-3抗体で免疫沈降ーした結果を示したものであ

る。両区の脹において、シクポナルの強度は低かったが不活性型のraf二1と

14-3-3が沈殿中に検出された。一方、上r背中にはより多量の14ーテ3とraf-

lが検出され、 h必的進行j庄の上清には活性型のraf-lが検出された。

(5) M期進行匹、およびG2/M期停止目玉におけるMEKの変化

本抗体は、 h伍Kの2稲のアイソフォーム恥伍長1(451七0)と阻ま2

(46kIコ〉のうち、 MEK-lを特異的に認識する。お伍Kは分子畳45kDのバ

ンドとしてM期進行l夜、および包1M)切停止肢の全てのステージで検出さ

れた。肢の発生段階の違いによるタンパク質量の明らかな変化は認めら

れなかった。活性型九位来が検出されたのは、 raf-Iと同様、未受精卵

(Oh)とI細胞j切の附切 (18h)であった。また、 2細胞期のM明く44h)

では活性型は検出されず、コルセミド処理によりMJ切に同調させた結

果、 MJ切進行旺においてのみ活性型が検出された (Fig.3-5)。

(6) M甥進行匹、およびG2/M期停止妊におけるERKの変化

ERKは、 分子量42kDと44kDの2本のバンドとして検出された。 MJ1'IJ進行

阪、およびG2!MJ閲停止~の全てのステージで検出され、肢の発生段階の

迷いによるタンパク質量の明らかな変化は認められなかった。活性型は
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朱受精卵 (Oh)においてのみ認められ、 l細胞Jg](18h)、および2細胞

期(44h)の恥1]切においては検山されなかった。さらに、 M朋進行)廷をコル

セミド処理した後も、活性型は検出されなかった CFig.3-6)。

(7) M期進行匹、およびG2/M期停止妊におけるMBPキナーゼ活性の変化

未受精卵 (Oh) では高~)MBPキナーゼ活性が認められた。 G2爪1)切停止

1]3:;の受精後41時間ではわずかな低下がみられたが、高い活性を維持してい

た。その後、媒精後12時間では恭j底値まで低下し、第一卵trI1直前までこ

のイ郎、値が維持された。第1卵割期 (20h)ι丙L)(l¥侶Pキナーゼ活性は一

過性の上昇を示した後、基底値まで低下した。 MJ切進行肢の第2細胞周JrJJ

では、第2卵割後 C48h)に一過性の有意な上昇を示した。 一方、 G21M

J釘停止肱の2細胞JtfJにおける恥由Pキナーゼの活性化は、受精後56時間経

過しでも認められず、基底値の状態であった CFig.3-7)。

(8)オカダ酸処理によるras、raf-1、MEK、ERKの動態とMBPキナーゼ活性

の変化

Fig.3-8は、オカダ酸処理後の肢をras、 raf・ 1 、 h伍K、およひ~のそれ

ぞれの抗体を用いて、ウエスタンプロッティングを行ったときの結巣で

ある o Rぉは、コントロール肱 (OA(ー))と比較し、バンドのシグナル、

および移動度に変化は認められなかった。Raf-lは、オカダ酸処理後にバ

ンドのシグナルが弱くなることが示された。恥伍Kは、オカダ酸処理後に

活性型に変化したが、 ERKは全く変化を示さなかった。 一方、 MBPキナ

ーゼ活性は、オカダ酸処理により有意に上昇することが示された。
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考察

本主主は、体細においてmltogenにより活性化されるシグナル伝迷

系、すなわち恥仏PKカスケードが、マウス初期肢に存在しているかどう

かをJ確認することから始めた。そのためにまず、 MAPキナーゼカスケー

ド・を椛成するrぉ、 raf-1、14-3-3，l'v伍K、およひ'ERKのそれぞれの因子

について、それらがマウス症に存在しているかどうかをl闘を迫って調

べ、さらに卵割過程においてどのような動態を示しているのかを採っ

fこ。

まず、 r鎚の存在についてウエスタンプロッテイングを行ったとこ

ろ、 G21附羽停止匝およひ、1lifi進行肢の全ての庄で同レベルのrasが検出

された。体細胞では、 rasの分子盆は21kDであることが知られているが

[Downward et al.， 1990; Satoh et al.， 1990]、マウス匹におけるr鎚タンパ

ク質も同じく分子量2]]心 として検出された。ウエスタンブロッテインク

では、 rasの活性化状態を知ることはできないが、少なくともその存在は

示された。

そこで次に、 raf-1の存在について調べたところ、 rasと同じく、 全

ての脹において同レベルのタンパク質量が検出された。さらに、未受精

卵 (Oh)、およびI細胞期の九倒11(18h)においてバンドのシフトアップ

が確認された。活性型raf-1は、ウエスタンプロッテイングによりバンド

がシフトアップすることが知られているため[Fabianet al.， 1993; Muslin 

etal.， 1993; Verlhacetal.， 1996]、これはA.KR庖のこの時期において

raf-lが活性化していることを示唆している。これまで、 MAPKカスケー

ドの終点に位置するERKが、 l時乳類の未受精卵で活性化していること
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は、マウス[Kalabet al.， 1996; VerJhac et al.， 1994;]、ラ ット[Goe位 et

al.， 1997]、ヤギ[Devi巴uet al.， 1996]、プタ[Inoueetal.， 1995]、ウシ

[Fissore et al.， 1996; Levesque and Sirard， 1996]で報告されているが、

その活性化を引き起こすのはERKの上流に存在するMEKとc-mos産物の

mosて前あり[posadaet al.， 1993; Verlhac et al.， 199句、 raf-lが働いている

とは考えられていない。今回、 raf-lの活性化が示されたことは、 mosの

みならず、未受精卵でも既にこの系が働いていることを初めて示 した夜

で意義が大きいと思[われる。さらにl細胞J仰のM瑚にもraf-lの活性化が示

された。緒言でも述べたとおり、この時期ERKは沼目性化されないという

報告があり[Kalabet al.， 1996]、その上流のraf-lも活性化するとは考え

られていない。従って、この点も未受精卵の結泉同様注目に値すると思

われる。しかし、 2細胞期の恥f期では当初、 raf-lの活性型が検出されな

かった。2細胞期肢のM1切に相当するl時期として、本実験て'は媒精後44時

間の肢を用いているが、 Fig.1-3の結果からZ細胞期のM1羽は!J.Jよ精後44-56

時間とかなり 1隔が認められており、この時期のAK制圧の翁11胞周期かMJ切

に同調していないため、活性型raf-lの濃度が低く検Il¥されない可能性が

考えられた。そこで、コルセミド処理により2細胞湖底をMJ(:J]に同調させ

た結果、 2細胞期の恥f期進行腔でも同じく活性化状態が検出された。この

活性型raf・11j:， M1羽に進行していないG2fMJW停止肢ではJ倹出されないこ

とから、コルセミド処理による非特異的な効果によるものではないこと

は明らかであり、恥心開に特異的に活性化されることを示唆している。

Raf-lの活性イじ機序として、 14-3-3タンパクの関与がlリ]らかとなっ

ている[Fuet al.， 1994; Irie et al.， 1994; Fant1 et al.， 1994]0 14-3-3タン

パクは不活性迎raf-l と結合しており、 raf-l の活性化にf~料、遊離する
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[Freed et aJ.， 1994]0このraf-I活性化機構が、マウスj圧においても採m

されているかとうかを免疫沈降によって調べた結巣、抗14-3-3抗体で不

活性型raf-Iが共沈され、活性型raf-Iは上消仁川こ検出された。これはマウ

ス肢におけるraf-Iの活性化機序が、体細胞の易合と問機であることを示

唆するものである。これが正しいとすれば、 raf-IJ二流のrasの活性化はウ

エスタ ンプロッティングでは検出できなかったわけであるが、 rasもまた

h必関に活性化しているものと推察される。

MEKはraf-lの下流に位註しており、 raf-Iによって活性化される

[Alessi et aJ.， 1994; Zheng and Guan， 1994]0 Raf-lの活性化がM朋で示

されたことから、 MEKもタンパク質レベルで存在して、そして同様にM

j切で活性化されているであろうと予測されたが、結果はその通りで、

raf-lと全く 同じ時期に活性化を示し、 さらに当初活性化が検出された:

かった2細胞朋j庄でも、コルセミド処理により附切進行阪でのみ活性型が

検出された。ここまでの結果から、 ras→raf-11I4-3-3→恥1EKというカス

ケード、がマウス初期脹にも存在しており、カスケードの活性化機桃は体

細胞と同様であることが示唆された。現在、体細胞ではGOJ沼/GU切にお

けるh仏 Pキナーゼカスケード‘活性化の重要性に注目が集まっており、盛

んに細胞周期の研究が行われている[BoultonandCobb， 1991; Gotoh et 

aJ.， 1990; Hosru et al.， 1988; Ray aLld Sturgi11， 1987]。しかしながら、こ

のカスケードが体細胞の恥ωJに活性化されているといった報告はされて

いない。上述した通り、マウス初期膝のMJ切にrasからh伍 Kに至る系が活

性化しているということを示 したのはこれか初めてであるが、このカス

ケードか百&tHに活性化されているということを示したのは体細胞を含め

ても初めてであり、マウス初期JfEに存在する特殊な細胞周期制御機榊な
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のかも知れなL、。この点は、休細胞をM1切に同調させ、このカスケード

が活性化されるか否かを調べていく必要があろう。

Kalabら[1996]は、マウス!庄でERKの活性化状態をウエスタンプ

ロッティングによって調べ、初期限発生過程 (2細胞朋まで〉は活性化さ

れないことを報告しているが、この点は本実験結果からも支持された。

すなわち、 2細胞期までERKの活性型は検出されなかったのである。一

方、 MBPキナーゼ活性を測定した結果、ウエスタンフ・ロッティングの結

果とは異なり、第一卵割期、および第二卵割l(;l~にも有意な活性化が検出

された。未受精卵におけるERKの活性イヒはウエスタンプロッティングの

結果からも示されたため、未受精卵のMBPキナーゼの活性化はERKの活

性化を反映し、第一卵割問、および第二卵割朋のb侶 Pキナーゼ活性は

ERK以外の酵素活性を反映していると考えざるを得なし、。ここで特筆す

べきことは、]細胞期および2細胞期のM期において、恥1EKか活性化して

いるにも関わらず、 ERKの活性化が認められないということである。つ

まり、恥住KとERKがヨ]t向性しているということを示している。ERKのチロ

シンとスレオニンのリン酸化が、恥1EKによって触媒されることは既に確

定しており[Kosakoet al.， 1992; Matsuda et al.， 1992]、また逆に、現在

のところルaKの基質となりうるのはERK以外は知られていない。従って

この現象は、従来報告されている内容と全く異なったものであり、極め

て初期日壬特異的な制御機機と考えられる。

さて、 G2ゐ1J(;I]停止!庄では、 rasからMEKに至る系は活性化されな

かった。第二主主の結果から、オカダ酸はこの旺を結果的に恥4却に誘導し

得ることが示唆されたので、これらの現象が誘起されるかどうかを調べ

た結果、 h狙ヨにのみ活性化されたが、 raf-lに閲しては活性型はみられず、
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その代わりに検出されるタンパク質量が減少した。この結果は、オカダ

酸処理によりタンパク質の分解が誘導されたのか、あるいは構造変化が

起こり抗体が結合し得なくなったのか、明らかなことは分からないが、

生理的な活性化状態が誘起されなかったことは事実である。従って、ォ

カダ酸による本実験の解釈は慎重を袈する。民伍Kは、 PP2Aで処翠する

と脱リン駿化され、その活性が失活することが報告されており[Matsuda

et al.， 1992; Kosako et al.， 1992]、オカダ酸はこのPP2Aを特挺的に阻害

するため[Kumagaiand D山lphy，1992; Izumi巴tal.， 1992]、その結果

MEKの活性化が誘導されたものと考えられる。注目すべき点は、オカダ

駿によりh侶 Pキナーゼ活性も有意に上昇ーしたが、それにも関わらす主RK

の活性化は引き起こされなかったということである。すなわち、今回の

オカダ般の実験は生理的な》倒]を誘msするものではないが、少なくとも

この時朋、恥伍KとERKの活性化はヨfE離しており、 ERKとは別のMBPキナ

ーゼが存在することは裏付けられた。

本実験結身さから、マウス初期]肢に特集的な制御機椛として、 M期

においてMAPKカスケードの活性化が起こるが、 MEKとERKはヨfE縦して

おりERKは活性化せずに、何らかの別のMAPKが活性化されていること

が示唆された。これが何を主主味するのか現時点では推iJ!iJのJ或を出ない

が、考え得る可能性について総指で考察する。



要約

体細胞の細胞周期が回帰するためには、 Jrutogenが必須であるが、

初期肱では少なくとも外国性のmltogenは必要ないことから、 lTIltogenに

よって活性化されるル1APKカスケードについて、それを権成している

ras、raf-l、14-3-3、MEK、およひEミKの各因子が、マウス初期肱に存

在するかどうかを調べた。その結巣、全てのタンパク質が、 M期進行

匹、およびG2ル旬開停止j圧に同じレベルで存在していることが分かった。

これらの分子量はし、ずれも、体細胞で認められている分子量と一致して

いた。Raf-lは、未受精卵、および1細胞期膝のh必切に活性化しているこ

とが示された。また、 2細胞朋J~においてもコルセミド処理によってルθ閃

に同調させた結果、活性化を示すことが確認された。 14-3-3は不活性型

raf-lに結合していることが認められたため、 ras→ raf-lの活性化機序

は、休細胞の場合と同様であると推察された。 一恥伍Kはraf-1と同様に恥11切

に活性化されることが認められたが、 ERKの活性化は初期卵i1f1JのMJ切に

は認められなかった。一方、 h在BPキナーゼ活性は初即座のh必切において

も検出された。以上より、本章ではMAPキナーゼカスケードを構成する

各因子がタンパクレベルで存在すること、マウス初期医ではMW.Jに

MAPKカスケードカ〈活性化していることが明らかとなった。そしてさら

に、体細胞とよr.~なった初期臨特異的な制御J~淡椛として、孔必切にMEKが活

性化しているにも関わらず、 ERKの活性化は認められないことが明らか

となった。すなわち、 b任ヨくとE悶くはヨJi;離していることが示された。ま

た、 MBPキナーゼかM1tHに活性化されていたことから、 ERKにかわる何

らかの因子が、 h伍 Kによって活性化されている可能性が示唆された。
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ras (21kD) 

1・cellT 2・cell T 4・c剖l
o 18 24 44 ~ 56 (h) 

mWMp(・)
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o 18 24 44 48 

mWMp(+) 

Fig. 3-1. Changes 01 ras in AKR/N巴mbryoscultured in mWMp(ー)

or mWMp(+). Ras was detected by immunoblotting at 21kD. Two 

hundreds eggs at the indicated stages were collected at the 

indicated hours after insemination， and subjected to immunoblotting 

with antトrasmonocional antibody. 



A raf・1(74kD) 

1・cell，2・cell， 4・cell
o 18 24 44 48 56 (h) 

mWMp(・) ーー

1州 1，2・cell
o 18 24 44 48 56 (h) 

mWMp(+) 

-圃圃・ a・・a 可-

B col (+) col (・)

mWMp(・)

col (+) col (-) 

mWMp(+) 

Fig.3・2.Changes of raf-1 in AKR/N embryos cultured in mWMp(・)

or mWMp(+). A: Raf-1 was d巴tectedby immunoblotting at 74kD. 

Fifty eggs at the indicated stages were collected at the indicated 

hours after insemination， and subjected to immunoblotting with anti-

raf-1 monoclonal antibody. Decreased electrophoretic mobility was 

detected markedly at Oh and 18h， and slightly at 24h both mWMp(ー)

and mWMp(+). B: AKR/N embryos were incubated with 0.1μg/ml 

colcemid from 40h to 48h after insemination， and subjected to 

immunoblotting with anti-raf-1 monoclonal antibody. Decreased 

electrophoretic mobility was detected only mWMp(ー).
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14・3・3(about 30 kD) 

1・cellT 2・cell T 4・cell
o 18 24 44 48 56 (h) 

mWMp(-) -圃圃-空回ー・『 ・・・ー

1・cell T 2・cell
o 18 24 44 48 56 (h) 

mWMp(+) -ーー.咽・・

Fig. 3-3. Changes of 14-3-3 in AKRlN embryos cultured in 

mWMp(うormWMp(+). 14-3-3 was detected by immunoblotting 

around 30kD. Fifty eggs at the indicated stages were collected 

at the indicated hours after insemination， and subjected to 

immunoblotting with anti-14-3-3 polyclonal antibody. 
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- 97.4 

凶 -1 r;: 
- 66 

IgG .. ー
- 46 

14ふ3E
- 30 

Fig.3・4.Binding of 14・3-3to inactivated raf-1. 14-3-3 were 

immunoprecipitated with anti-14-3-3 polyclonal antibody from embryos 

cultured in mWMp(ー)(p(ー))and mWMp(+) (p(+)). The embryos cultured 

in mWMp(ー)were treated with colcemid for 8h (40-48h). The beads and 

supernatant (Sup) were subjected to immunoblotting with anti-14-3-3 

polyclonal antibody or anti-raf-1 monoclonal antibody白 Theactivated raf-

1 was detected in the sup of p(ー).Molecular mass are given on the right 

of the panel in kilodaltons. 
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A 
MEK (45kD) 

1・cell7-22・ceH4y-44・cell
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Fig.3・5.Changes of MEK in AKRlN embryos cultured in mWMp(ー)

or mWMp(+). A: MEK was detected by immunoblotting at 45kD. Fifty 

eggs at the indicated stages were collected at the indicated hours 

after insemination， and subjected to immunoblotting with anti-MEK 

monoclonal antibody. Decreased electrophoretic mobility was 

detected at Oh and 18h both mWMp(ー)and mWMp(+). B: AKR/N 

embryos were incubated with 0.1μg/ml colcemid from 40h to 48h 

after insemination， and subjected to immunoblotting with anti-MEK 

monoclonal antibody. Decreased electrophoretic mobility was 

detected only mWMp(ー)
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A 
ERK (42， 44kD) 
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Fig.3・6.Changes of ERK in AKR/N embryos cultured in mWMp(ー)or 

mWMp(+). A: ERK was detected by immunoblotting at 42kD and 44 

kD. Fifty eggs at the indicated stages were collected at the indicated 

hours after insemination， and subjected to immunoblotting with anti 

ERK polyclonal antibody. ERK electrophoretic mobility changed at Oh 

B: AKR/N embryos cultured in mWMp(ー)were incubated with 0.1μg/ml 

colcemid from 40h to 48h after insemination， and subjected to 

immunoblotting with anti-ERK polyclonal antibody. ERK 

electrophoretic mobility did not chang巴.
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Fig.3・7.Changes in MBP kinase activities in AKR/N embryos 

cultured in mWMp(-) or mWMp(+). Each ten embryos at the 

indicated stage were collecled at the indicated hours after 

insemination. The enzyme aclivity is indicated by the number of 

molecules of 32P04 incorporated into the MBP/min per embryo 

Vertical bars represent the :!::SEM of three or four experiments 

* Significantly higher than the preceding data point 
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Fig.3・8.Effects 01 OA on the phosphorylation state 01 various proteins 

and MBP kinase activity in AKRJN embryos arrested in the 2-cell stage 

The embryos were incubated with (OA (+)) or without (OA (ー))2.5μMOA 

in mWMp(+) Irom 42 to 45h after insemination. Upper panals: Lysate 01 

the embryos were subjected to immunoblotting with each antibodies 

Lower panel: Lysate 01 the embryos were subjected to the MBP kinase 

asay. Activation is indicated by the number 01 molecules 01 32P04 

incorporated into the MBP/min per embryo. Vertical bars represent the 

+SEM 01 thr巴eor lour experiments. a，bValues with different superscripts 

are signilicantly different (p<:O.05). 

90 



総括

木研究は、体制胞と梨なったいくつかのgjlj裂が哨乳類初期限の卵

割過程に存在している事実から、両者の細胞周期制御機柄には何らかの

相違があるものと考え、初期日~E特ー泉的な制御機捕を解明しようとしたも

のである。この目的のためには、初期臨に特奥的な現象を示す材料にお

いて、細胞周期制御因子の動態、を探るのが一つの有効なアプローチと考

え、マウス初期臨特異的な現象である2細胞期における S期終了後の

G2/M期停止、いわゆる"2-cell bJock"に焦点をあてた。すなわち、こ

れを起こしている腔と、これを解除しMJ切に進行した肱を比較すれば初

期j応特異的な細胞周期の停止、進行を制御lする機梢が見つかるのではな

いかと期待し実験を開始した。

まずこの様な症を得るための笑i験系の確立を行った。その結果、

ぼぼ完全に2-cellblockを起こす AKR系マウス膝[Toyodaet al.， 1992]の

培養系からリン酸を除去することで高率にこれを解除できること、また

AKR脹の2-cell b lockはS期終了後のG2/M)劉停止であること、これを解除

しM朋に遂行した旺は正常発生をすることが示された。以上よりA悶~fE

を用いた本培養系では、本研究を行う上で十分均一な " G2/M期停止

佐"と " 1¥必伺進行臨"を容易に得ることができ、非常に優れた実験系

になるものと考えられた。

そこで本実験系を用い、細胞周期制御因子の一つで・MJ{:IJ誘導機材?

の中心的役割を果たすことが知られているMPF、及びその括協化因子で

あるcdc25Bの動態を探った。 MPFは酵素活性を持つcdc2と、その活性を

制御するサイクリンBの複合体であり[Dunphyet a 1.， 1988， Gauti er et 
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al.， 1988J、一般にその活性化にはサイクリン Bの合成によるpre-MPFの

蓄積と[Solomonet al.， 1990; Norbury et al.， 1991; Coleman加 d

D山lphy，1994] 、 cdc25によるpre-MPFのJß~ リン酸化が必要であることが

知られている[Hoffmanet札 1993;Honda et al.， 1993; Ni shij ima et al司

1997]。その結果G21l¥必伺停止臨でもは、 MPFは低活性が維持されること、

サイクリン8は合成されるが脱リン酸化は起こらずpre-恥1PFが蓄積して

いること、 cdc25BI:tn武NA、蛋白質レベルで存在するが活性化されない

ことが示唆された。この結泉は、体細胞のG2/MI{:Ilチェ ックポイント機構

が鍛IL、て停止している状態と同様であった。人為的にMPFを活性化した

場合は、 G2ぶ，n例停止臨も恥G切に進行し得ることから、この肢も体細胞同

様MPFの制御下にあることが分かった。またMJ(，q進行旺の恥1PF活性化機

構にも、調べた限りでは明らかな体細胞との相違はなかった。

体細胞で‘は細胞周期の進行iこO1itogenが必須てrあるが、初期陸では

少なくとも外国性のm.itogenは必要ないことから、次にHl.Itogenで活性化

されるお仏PKカスケード[Cobbet aI.， 1991; Hattori et al.， 1992]の各国

子、 rぉ、 raf-l、14-3-3、恥1EKおよびERKの存在と動態について採っ

た。その結果、全ての因子がG2ふ心羽停止脹とl¥1IgJ進行旺に同選存在する

こと、 rasからh在EKに至る系は休細胞と同様であるが、MJtf:J進行脹でのみ

活性化されていること、さらに品位五が活性化さたにも関わらす干ERKの活

性化が起こらないことが示されたo MAPKカスケードが初期肢のM羽に

活性化されるという報告は111tく新知見であるが、これが初期膝特異的か

どうかは体細胞で"{，(!f認する&:~がある。 一方、》伍Kの基質特ー異性は非常

に高く[Kosa.koet aI.， 1992; Matsuda et a1.， .I992J、現在までMEKの基質

となる蛋白質として知られているのはER.Kのみであり、逆にERKのチロ
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シンとスレオニンの両残基をリン酸化できるキナーゼはMEK以外は見つ

かっていないo l'v伍Kが活性化してERKか活性化しないという例は、現在

までーっとして報告されていない。従ってこの点は、初期!怪特異的な制

御機械と考えられ興味深い。

マウス初期臨は、外国性のmitogenが~!!g 、にも関わらず、なぜ

MAPKカスケードが活性化し得るのであろうか。これまでの報告で極々

のIUJtogenを士官地に添加することで発生率が改善されることが示されてい

る。例えばCD-]マウスの2-cellblockは、TGFβ ファミリーであるアク

チピンを培地に添加することで解除される[Luet al.， 1990]。またマウス

初期!圧にアクチピンレセプターが発現していることも明らかとなってい

る[Luet al.， 1993]。さらにマウス初期臨に積々の成長因子とそのレセプ

タ-mRNAか発現していることも示されている[1弘rveyet al.， 199]; 

Doherty et al.， 1994; Rapolee et al.， ]992]。そしてこれらの知見から、

オートクライン/ノ守ラクラインによる旺自身のmitogeng匡生が、臨発生を

刺激しているのではないかということも考えられている[Adamson，1993; 

Schultz and Heyner， 1993]。本実験で明らかとなったマウス初ー別肢のM

lt'-jにおけるMAPKカスケードの活性化も、オートクライン/パラクライン

によるl応自身の刺激によるのかもしれなし、。

来受精卵てずはh担 KはERKを活性化するのに対し、受精後の初期値

ではERKが存在するにもかかわらず、 MEKはERK以外の別の九仏PKを活

性化していることが示唆された。つまりh在日くの活性は保持したままで基

質特異性が変化 したことになり、 これを説明する最も簡単な仮説はERK

より問主との親和性が高い別のMAPKが合成されたと考えることであ

る。受精刺激によって蛋白質合成パターンが変化することはよ く知られ
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ている[Van，1979; Endo et al.， 1986; Howlet ahd Bolton， 1985]。受精後

に新たに合成される蛋白質の 1つにこのzygoticMAPKとでも呼ぶべき新

しいMAPKがあり、 ERKを阻害すると同時に自ら肘臥PKとして活性を発

障すると考えれば、 1極類の蛋白質を想定するだけで上記の現象は説明

がつく。 ERKは活性化すると細胞質から絞内に移行することが知られて

いる[Fukudaet al.， 1997]。すなわち、恥伍KのN末端にはロイシン残基に

霞む核外シグナル Cnuc1ear export s ignaJ; NES)が存在しているため、

その活性化状態に関わらず常に細胞質中に存在する[Fukudaet aL， 

1996]。これに対しERKは、不活性型では恥伍Kと常に結合しているが、 c

末側のキナーゼドメインによりERKが活性化(リン酸化〉されると、

恥伍Kと遊離し核内へ移行する[F叫<udaet a1.， 1997]0仮にzygoticMAPK 

の仮説を正しいとして考察すれば、この酵素は活性化しでもE担 Kからは

遊離せず、結合したまま細胞質に留まるものでなければならない。さも

ないと遊離したMEKか主RKを活性化してしまうことになる。従って

zygotic MAPKとERKの基質特呉性は異なり、核内の基質はリン酸化でき

ず、細胞質に存在する基質のみをリン酸化すると想像される。

それではなぜ、初期阪ではERKの活性化を抑制する必婆があるの

であろうか。卵成熟過程ではE悶くが活性化していることは哨乳動物では

マウス[Kalabet a1.， 1995; Verlhac et aJ.， 1994;]、ラ ッ ト[Goetzet aJ.， 

1997]、ブタ[llloueet剖， 1995]、ヤギ[Debieuet al.. 1996]、ウシ

[Fissore et a1.， 1996; Levesque and Si r紅 d，1996]で報告がある。卵成熟

過程ではERKの上流に存在するのはraf-Iではなくmosであると考えられ

ている[Posadaet al.， 1993; N巴bredaand比Illt，1993]0 .l¥ゐsの作用として

は、 DNA合成を抑制し、 M期が2回の連続することを可能にすること、
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および第2減数分裂rtJ羽で減数分裂を停止させるcytostatic fac tor( CSF) 

活性を持ち、単為発生が起こるのを防ぐことなどが示されている[Sagata

巴tal.， 1989; Posada etaL， 1993; Araki etal.， 1996]。これらの作用は、

ERKを介していることが示 されている[Sagataet al.， 1989; Posada et aL， 

1993; Araki et al.， 1996]。仮に卵街Ji品開でM)WにERK活性が上昇すると

発生は分裂中JWで lじまってしまうことになる。現在、 Invivoにおける

ERKの2志賀が何であるか完全には確定していないが、細胞骨格系に凶与

するものや、転写因子を活性化するものなどが報告されている[Sanchez

and Dyn1acht， 1996; Barte k et al.， ] 996]。おそらく前段てJ仮定した通

り、 zygoticMAPKはERKと基質特異性が泉なっており、活性が上昇ーして

も細胞周期を分裂中期で止める作用はないものと推察される。それでは

もし、 h心主の活性がzygotic MAPKで抑制しきれないほど過剰に活性化

した場合はどうなるのであろうか。Xenopusにおいては過剰の活性型

お伍K、あるいはmosのmRNAを卵割中の害IJ球に注入した場合は分裂が中

期て』こまってしまうことが報告されている[Sagataetal.， ]989]0すなわ

ち卵期j過程において、例えば細胞骨絡系に関与する部分の作用は残した

ままCSF活性を持たないような恥仏PKが必要であり、そのためERKて'は

なく、わざわざ別のMAPKを用意したと考えることもできる。

休細胞では、細胞周期の進行にmitog聞が必須で・あるが、その報告

の多くはGO期の細胞をGI朋に誘導する系を月jいている[Gotohand 

Nishida， 1996; Carpenler and Cohen， 1990; Heldin CH， 1992]0 ERKが細

胞周期を回帰している細胞の、いつ、どのように活性化して、何をして

いるのか具体的な報告は見あたらない。仮に、ERKが細胞をGtJ切に誘導

するような活性を持っとすれば、卵割過程て~ERKが活性化しないことが
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実質的にGIJ仰を欠く、初期日主特異的な細胞胤J9]制御機構を解く一つの手

がかりになるかも矢11れない。

以上、本実験で得られた初~lfJJ医特異的な細胞周期制御徴緋の意味

についてかなり大胆な仮説も含めて考察を行った。本研究は、初期腕に

おいてMEKとERKの:ffE縦していることを示すことができた点で非常に興

味深いものである。さらに、初期l庄のMJ切にMAPKカスケードが活性化

していることも明確に示すことができた。今後これらの現象をさらに研

究していくことにより、初期j距特異的な卵割の制御機機の全容が解明さ

れるものと期待される。
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既に研究室を去られた諸先宇佐方、放びに谷島百合子さんには心よ

り感謝致します。また、時折励ましのl授かいお言葉をかけて頂きました

獣医学研究部の久和茂博士には厚くお礼を申し上げます。

そして最後に、これまで気苦労ばかりかけてきた両親、そして

兄、弟にこの場を借りて感謝致します。






