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ブタ精子由来の卵子活性化因子の検討

細 井 美 彦、草 ノ瀬 基 一、佐 伯 和 弘、

松 本 和 也、入 谷 明

要 約

哺乳動物の精子が卵子 と融合すると20時間以上 も続 く連続的なカルシウム波が起 こり、卵子 が活性化

することが知 られている。精子の細胞質因子が卵子の活性化に関与 していると考え られてい るが、本実

験で も精子抽出液が、卵子を活性化 させることを傍証 した。本実験 においてはブタ精子抽出液が、異種

のハムスター卵子を活性化させることが示された。また、その活性化能力は、精子を抽出す る際 に濃度

依存的傾向にあった。 また、経時的には、活性化 されて前核を持っ卵子の率が最高に達す るのは、注入

後5時 間よ り遅 くなる。 これは正常の受精 に比 して、遅いと考え られ、 この活性化因子 は単独で受精 に

おける活性化を担うかどうかは検討の余地がある。 しか し、今後この精子抽出液を用いて、 自然な活性

化卵を胚操作に供給できる可能性があると考えられる。

緒 言

正常な受精 は、精子 と卵子の融合によって起 こる膜融合により卵子の活性化が起 こり、発生 が開始す

る。 しか し最初のカルシウムの上昇 と引き続 く活性化に、精子の持ち込む因子が関与す るかどうかは証

明されていない。 ヒトの不妊治療で広 く用いられている顕微授精技術で、特定の精子 による注入では卵

子の活性化が起 きない例が報告され、精子による卵子を活性化する因子の存在を検討す る必要 が出てき

た。卵子を活性化させると想定される精子 ファクターの研究は、古 くか らなされている。 しか し、本実

験が想定 している哺乳動物の精子抽出液による卵子活性化の可能性に関する研究は、1990年K.Swann、

1990年S.L.Stice&JM.Robleの 報告が最初である。彼 らの報告では、受精卵 の核に特異的に卵子活

性化作用が認めれ、 この活性化は、卵子内のカルシウム放出により引 き起 こされた ことが示 された。 こ

の現象は精子か ら抽出されたタンパク分画のマイクロインジェクシ ョンにより活性化 した胚で も同様 に

認められた。 さらにこの因子は、受精後卵子内で合成されたものではな く、 さ らに2細 胞期 まで認め ら

れるが4細 胞期胚の核では失活 している事が示された。 これ らの結果は、精子が カルシウム放 出を調節

する物質を卵細胞質内に直接持ち込むか、あるいは、精子が持ち込んだ物質が カルシウム放出にかかわ

るキナーゼの活性化に関与 していることを強く示唆 している。

また、 これ らの現象が受精卵に特異的に認められることから、初期発生への関与が強 く考え られ る。 こ

れまでにハムスター、ブタ、 ウサギ、マウス、ヒトの精子でその活性が知 られているが、現在 までのとこ

ろ精子 ファクターを単離 ・精製 したとする報告はない。精子ファクターは、顕微授精後の初期分割がうま

く行かない場合に、卵の発生を改善すると言った不妊治療や繁殖技術への利用が期待されるほか、核移植

など卵の活性化が組み込まれた胚操作技術への応用が考えられる。また、体外受精では、 これまでに利用

された精子で、受精率が高いにもかかわらず、その精子由来の受精卵の発生率が低 く使用できなかった も

のの中には、精子 ファクターに原因があるものが合まれている可能性 も考え られる。 この精子 ファクター

の検討のためには、多量の精子を必要とするため、本実験 は、多量の精子を回収で きるブタ精子を用いて

抽出液を回収 し、ここで精子ファクターの存在を確認するために卵子へ顕微注入後、活性化を誘起できる

かどうかを検討 した。 この精子ファクター活性を検出するためのバイオアッセイに用いる卵子には、受精

能獲得ブタ精子が侵入 して活性化を起こすことが確認されているハムスター卵子を用いた。
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材料 と方法

卵子 の回収:精 子抽 出液 の顕微 注入 によ って検討す るバ イオア ッセ イに用 い るハ ム ス ター卵子 は、 過

剰排卵処理 を して回収 した。8-10週 齢のハムス ター雌の膣栓 を午前 中 に確認 した後、 妊 馬血 清性 性腺

刺激 ホルモ ン(PMsG)を 午後8時 に30iu投 与 し、さ らにその48時 間後 に、 ヒト絨毛性性腺刺 激 ホル モ ン

(hCG)を30iu投 与 して過剰排卵 を誘起 した。卵回収用 と して60mmプ ラスチ ックシャー レ内に,TCM199

培養液200μ1か らな る滴を3個 っ くり、パ ラフ ィンオイルで覆 い、培養 スポ ッ トと した。 卵丘 細胞 除去

用 には、同様 に して60mmシ ャー レ内に、150iu/mlピ ア ル ロニ ダー ゼ スポ ッ トを2個 を用 意 した。hCG

投与後14-15hで 、頚骨脱 臼でハ ムスターを屠殺 し、すみやかに卵管膨大部 をろ紙 上 に取 り出 した。 余分

な組織を と り除 いた後、卵管膨大部 は卵丘細胞除去用 シ ャー レの スポ ッ ト周 囲のパ ラフィン内 に移 した。

その後、柄付 き針 とピンセ ッ トを使 い、実体顕 徴鏡 下 にて卵管 膨大 部 を見 なが ら卵子(卵 丘 細胞 塊)

を取 り出 し、 ピアル ロニ ダーゼ ・スポ ッ ト内 に移動 す る。 その後、 卵丘細 胞 が透 明帯 よ り分離 し始 め た

時 に、卵子をパ スッール ピペ ッ ト内で2-3回 ゆっ くり上下 させ卵丘細 胞 を取 り除 き、 培 養 ス ポ ッ ト内

に移動 した。

ブタ精 子抽出液 の処理:ブ タ射 出精液 を4000rpm、4℃ 、30分 間、遠 心後 に上 澄 み を除去 し、 精子 を

細 胞内組成 液(ICM)に て1億 精子/mlに 希釈、 懸濁 した。 ブタ精子懸濁 液 を15ml取 り、 超 音 波分散 機

にて破砕(出 力3-5W、60秒 ×2)し 、破砕液を4000rpm、4℃ 、1hに て遠心後、上澄 を0.22μmの

膜 フィルターで滅菌 し、 ブ タ精子抽出液 と した。

マ イクロマ ニュ ピレー タ・一の設定:150mmの シャー レの上 に10μ1ず っ培 養 液 と精 子抽 出 液 の スポ ッ ト

を交互 に作 り、パ ラフィン ・オイルにて全ての スポ ッ トを覆 う。 この シャー レを顕 微鏡 の視 野 に あわせ

て ステー ジにのせ、 ホールデ ィングニー ドルとインジェクシ ョンニー ドル を ジ ョイ ステ ィクニ次 元油 圧

マニ ュ ピレーターに接続 して調節す る。 ホールデ ィ ングニー ドルは外径80μm、 内径20μmで ニー ドル内

を先端 か ら、TCM199、 流動パ ラフ ィン、 フロ リナー トの順 になるよ うセ ッ トす る。 またイ ンジェクショ

ンニー ドルは、 ガラス管を引 き切 った後、 フ ッ化水素 中で空気 を通 し穴 をあ ける。 そ して イ ンジェクショ

ンニー ドルに、ICMあ るいは、精子抽 出液 を少量注入 し、注入液の後部 に少量 の空 気 を残 したま ま耐 圧

ホール ダーにニ ー ドルを付 ける。注入液前部 の空気 を フロ リナー トを充 満 す る ことに よ り放 出 させ、 先

端 か ら注入 液が出て いることを確認 した後、 シャー レ内に浸す。水平面 、 垂直面 の両 方 で ニ ー ドルが平

行 にな るよ うにセ ッ トした。

ブタ精子 抽出液の卵子への注入:卵 を イ ンジェクションスポ ッ トに移動 し、 ホー ルデ ィ ングニ ー ドル

で透 明体 を静 か に吸引 し、極 体が12時 の位置に くるよ うに保定 し、 イ ンジェ クシ ョンニ ー ドルを吸引 保

定 した卵 の寸前 まで動 か し止 め るイ ンジェクシ ョンニー ドルの挿入部位の透 明体表面 と、 インジェクショ

ンニー ドルの先 端の焦点 をよ く合わせ、透 明帯 と細胞質膜 を突 き抜 く。対照 区で はICM、 実験 区 で は精

子抽 出液 をで きる限 りゆ っ くり1/4目 盛 り注入 する。 これ は、計算上 ほぼ28n1に 相 当す る。 注入 が 終

わ った らピペ ッ トを抜 き卵子 を培養 スポ ッ トに移動 後、炭酸 ガ ス培養器(37.5℃ 、5%CO2、95%空 気)

で培養 した。

活性 化の検討:ブ タ精子抽 出液 の卵子への注入後、1、2、3、4、5、24時 間 に卵子 を固 定 して、前

核 の有無 を調 べ、活性 化の程度 を検討 した。 まず卵子を培養 スポ ッ トか ら取 り出 し、 パ ラフ ィ ンが付着

しないよ う培 養液で よ く洗浄 した後、少量 の ワセ リン ・パ ラフ ィンを四隅 につ けた カバ ー グ ラス とス ラ

イ ドグラスの間につぶ さない程度に固定 した。 その後少量の カコジル酸 で希 釈 した グル タルア ルデ ヒ ド

をカバー グラスとスライ ドグラスの隙間に流 し込 んだ後、中性 ホルマ リンに12時 間以 上浸 して完全 に固

定 した。 プ レパ ラー トの裏 側か ら、蒸留水 をかけ洗浄の後、少量の100%工 タノールで30秒 程 度、 洗 浄脱



水 し、1-2分 間0。25%ラ クモイ ドで染色す る。 その後アセ トグ リセロールで卵子 を脱 色 し、 カバ ー グ ラ

スの四辺 にマニキュアを塗 り、卵の乾燥防止 して、 簡易標本 を作製 し、前核 の有無 を観察記録 した。

結 果

実験1で は、結果を表1に 示すように、ブタ精子抽出液はハムスター卵子を活性化 した。 また、 抽出

用の精子液の濃度が、10x106精 子/ml以 上あれば、ハムスター卵子を活性化させ うることが示 され、本

条件下では、ブタ精子を10x107/mlで 抽出するともっとも高い活性化能力が得 られた。活性化 に必要な

最低濃度は示せなったが、抽出濃度を下げると低 くなることが示 された。 また、この濃度が10x108精 子

/mlを 越えると前核の形成率が減少する事 も示された。 これは、抽出により精子頭部 に含 まれる蛋 白質

分解酵素が、高濃度に液中に存在するためではないかと考えられる。

表1,ブ タ精子抽出液回収精子濃度がハムスター卵子の活性化に及ぼす影響

⊥L)し しu■ ムム)乙 ムu

処理方法 処理卵数 処理24時 間後の前核形成数(率)

緩 衝液

精子抽 出液

(10x106精 子/ml)

精子抽 出液

(10x107精 子/ml)

精子 抽出液

(10x108精 子/ml)

a材 料 と方法で示 した精子抽出液を、抽出精子濃度別に注入 し、前核率を見ている。

すべての実験 は、3回 ずっ反復 して行われた。

bNは 卵子の数を表 している。

chは 時間を示 し、抽出液が注入されてか らの経過時間を表す。

実験2で は、精子抽出液によって誘起 される前核の形成が、正常な受精経過 と時間経過が異 なるかど

うかを調べた。表2に 示されるように、前核の形成率は、注入後5時 間より24時 間が高 いので、注入

5時 間以後にピークがあると考えられた。対照区の緩衝液注入区でも、24時 間では、低率ではあるが活性

化が見 られた。なお、本実験で表に示された活性化は、前核形成でのみ確認 されており、染色体の変化を

含んでいないが、変化の見られる染色体を持っ卵子は、精子抽出液の注入区で頻度が高い傾向にあった。



表2,ブ タ精子抽出液注入が起 こすハムスター卵子前核形成の経時的変化

緩衝液

精子抽出液

a材 料 と方法で示 した精子抽出液(10×107精 子/mDを 注入 した。すべての実験 は、

3回 ずつ反復 して行われた。

bNは 注 入 された卵子 の数 を表 して いる。

chは 時間 を示 し、抽 出液が注入 されてか らの経過 時間を表す。

これらの結果では、本実験 においてはブタ精子抽出液が、異種のハムスター卵子を活性化 させ ること

が示された。 また、活性化は精子を抽出する際に濃度依存的傾向にあり、経時的には、活性化 されて形

成される前核を持っ卵子の率が最高に達するのは、注入後5時 間より遅いと考えられた。

考 察

哺乳動物 の精子 が卵子 と融 合す ると20時 間以上 も続 く連続的な カル シ ウム波 が起 こ り、卵 子 が活性 化

す るこ とが知 られてい る。 この受精 に際 して起 こる膜融合が引 き起 こす カル シウムの上 昇 は、細 胞 にお

いて成長因子 が増殖効果 を引 き起 こすメカニズムと相似 した ところがあ る。 そ こで、 受 精 に おけ る活 性

化 は、 リガ ン ドとレセプ ターの関係 で論 じられ る事が多か った。 しか し、 精子 の抽 出液 を卵 子 へ単 に注

入す る ことによ り、 ハム スター、 マウス、 ヒ トで この カ ル シウム波 が引 き起 こされ る ことが報告 され、

ウサ ギにお いては同種精子 の抽 出液 が卵子を活性化 させ ることが確認 された。 これ は、膜上 の レセプター

と リガ ン ドが結合す る ことのみで、卵子が活性化 され るのではな く、 それ以外 の細 胞質 因子 が卵 子 の活

性 化 に関与 していると考 え られる。 それ は、本実験 で も精子抽 出液が、 ハ ム スターの卵 子 を活性 化 させ

た ことか らも推測 される。

この精 子の細胞質因子 は、精子 の成熟後期 に生産 される ことがマウスで示 されて いる。Kimuraら は、

マ ウス円形 精子細胞 を細胞質内へ注入 したが、 卵子 を活性化す る ことが 出来 なか った。 そ こで、 この注

入卵子 に電 気刺激 による活性化を行 い、発育 を確認 した。 この結果 は精 子 が もつ活性 化 因子 が精子 形 成

の間に付与 され ることを示唆 して いるといえよ う。 この付与 された活性 化因子 は、 射 出精 子 中 に存在 し



ていると考えられるが、実験的検討の為に多量に精液を回収できる種は少 ない。 そこで、本実験で は精

液の回収が容易で、生化学的な分析にも向くと考えられるブタの精液が持つ細胞質因子の普遍性にっい

て検討 した結果、ハムスター卵子に対 しては活性を持つことが証明された。 また同様の結果はウシで も

証明されている。 この種で越えて普遍性があるという結果は、卵子を活性化す る蛋白質 は、生命の発生

に根元的であることか ら遺伝的に保存 されている可能性 もあり、多様な種間でその生理活性が保存的に

維持 されているかどうかが注目されるところである。

また、細胞質内への精子注入する顕微授精では、精子と卵子の膜融合を起 こさず受精卵 と産子が得 られ

ている。 しか し、精子と卵子の膜融合に関与する時間が省略されているにもかかわ らず、前核の形成時間

は、正常な受精に比べて遅い傾向にある。 また本実験でも通常のハムスターテス トによる前核形成時間は

5時 間で精子抽出液に反応 しておこる前核形成は本実験では、5時 間以降になっており遅 い傾向にあると

考えられる。 これは、卵子の活性化には数系統の経路があり、正常な活性化では同時に進行する可能性が

あり、通常一系統だけでは不十分であるが補償的に働いて追いつくこともあると考えられる。

Fissoreら は、卵子の中の多 くの分子が受精に関連 したカルシウム波 の生産に関係 しているが、精子

が、 これらの機構をどのようにして、カルシウム波の開始 と継続を制御 しているのかが判明 していない

と論評 している。特に哺乳動物の長 く続 くカルシウム波は以後の発生 にとって重要な要素 とな っている

事は確実である。膜の融合が一時的なカルシウム波の発生を、そして精子細胞質因子がそれに引き続 く

連続 したカルシウム波の生産に関与 している可能性があり、精子の卵子活性化の機構解明は生物学的な

疑問に答えるばかりでなく、胚操作技術にとって重要な単為発生卵の作出や細胞内カルシウム波にっい

ての研究に大 きく役立つと考えられる。今後、この精子抽出液中のどの分子が活性化に関与 してい るか

を同定することが必要であり、そのメカニズムを解明する予定である。
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