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研究成果の概要（和文）：哺乳類の受精時メカニズムを解明する目的で研究を行った．その結果卵活性化因子に
はPLCz以外の卵活性化因子関与する可能性があること，またカルシウムオシレーションとともに亜鉛スパークも
重要であることがあきらかとなった．そこで亜鉛スパークの意義を明らかにする目的で遺伝子改変マウスを用い
て卵特異的な亜鉛トランスポーター遺伝子欠損マウスを作製し，その妊孕性を確認した．その結果，卵特異的な
亜鉛トランスポーター遺伝子欠損マウスでは完全は不妊とはならなかったが，産子の数が著しく減少していた．
このことから，受精時において卵の亜鉛トランスポーターが重要な役割を持っていることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In mammals, developmental ability of in vitro produced embryos is low 
because the molecular mechanism of fertilization still remains unclear in mammals.In this study, we 
focused on the oocyte-activating factor derived from sperm. Our results showed phospholipase C zeta 
(PLCz) has an important role in inducing calicium oscillations in the mouse. In addtion, we 
identified PLCz has species dependent activity. Our results also showed zinc signaling as well as 
calcium signal has an essential role in mammalian fertilziation.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： 受精　着床　妊娠　カルシウム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで研究されてきたすべての動物種において，受精時には卵内カルシウムの上昇が認められることから哺乳
類においても受精メカニズムはカルシウムシグナルを中心に論じられてきた．本研究成果により．哺乳類の受精
時におけるカルシウム上昇には卵活性化因子(PLCz)が重要なこと，また哺乳類動物種によってPLCzの活性は異な
ることが明らかとなった．さらにカルシウムシグナルと同様に亜鉛シグナルも哺乳類の受精において重要な役割
を持つことが明らかとなった．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ほとんどの動物の受精時には，卵内 Ca2+イオンの急激な上昇が認められる．特に哺乳類では Ca2+

の反復上昇が誘起され，この現象は Ca2+オシレーションと呼ばれている．Ca2+オシレーションが

誘起されることにより，卵の減数分裂再開(卵活性化)，母性 mRNA の分解および胚性遺伝子の発

現が起こる．近年，この哺乳類特異的な Ca2+オシレーションの動態が，前着床期胚での遺伝子

発現さらには出生後の個体の成長にまで影響を及ぼしている可能性が示唆されている(図 1)．

一方，実験動物や家畜において，円形精子細胞を用いた顕微授精や体細胞核移植によるクロー

ン作製は可能となったが，個体への発生率は通常の受精時に比べて著しく低く，さらに体細胞

クローンに関しては死産，流産あるいは過大仔といった発生・成長過程における異常が報告さ

れている．その原因として，操作した胚を発生させるためには，通常の受精機構を模倣した人

為的活性化処理を行う必要があるが現在，家畜卵の活性化に用いられている方法のほとんどは，

一過性の卵内 Ca2+イオンの上昇しか誘起できず，Ca2+オシレーションによる卵活性化を再現でき

ていないことが考えられていた． 

 
２．研究の目的 
Ca2+オシレーションは，精子内に存在する精子内卵活性化因子(phospholipase C zeta, PLCz)

が卵細胞質内に進入することによりイノシトール 3リン酸(IP3)を産生し，IP3が小胞体(ER) 上

のIP3受容体(IP3R)に結合しERに蓄えられたCa2+を卵細胞質内へ放出させることにより起こる．

これらのことから PLCz と IP3R は，Ca2+オシレーションの制御に関わる精子側・卵子側の分子と

してそれぞれ研究されてきた．研究代表者は，受精時の Ca2+オシレーションの制御機構につい

て PLCz および IP3R の機能を中心に検討を行ってきた．その結果，排卵前の卵において IP3R は

タンパク質レベルでもすでに発現しており，減数分裂の過程で IP3R の機能が変化することによ

り，卵は Ca2+オシレーションを誘起できる能力を獲得することをブタおよびマウスを用いて初

めて明らかにした．また MAPK や Plk1 等の卵の減数分裂に関わる因子が，IP3R をリン酸化する

ことで，IP3R の機能や局在を変化させているとも報告し，多くの哺乳動物で卵活性化時の Ca2+

の重要性を明らかにしてきた．これらの研究過程において，マウス精子をマウス卵に顕微注入

した場合は卵活性化(前核形成)が誘起されたのに対し，ラット精子をマウス卵に注入しても卵

活性化は誘起されなかった．さらに同量のマウス PLCz mRNA を異なる系統のマウス卵に注入し

た場合，体細胞クローンの作製等によく用いられる BDF1 マウス卵は，近交系の C57BL/6J マウ

ス卵よりも，注入後短い時間で Ca2+オシレーションが観察された．これらの結果は，IP3R の Ca2+

オシレーション誘起能は種・系統によって異なる可能性を示している．  

 以上の研究から，研究代表者は『哺乳類の受精時において Ca2+オシレーションは，精子側

(PLCz)および卵側(IP3R)の両因子で制御されており，両因子の機能の違いが，種および系統特

異的な受精現象を特徴づけている』という結論に至った．しかし『Ca2+オシレーションが受精

後の胚発生，特に着床および妊娠維持にどのような影響を与えているか』および『受精メカニ

ズムは Ca2+シグナルだけが重要なのか』は不明のままであった．そこで本研究では，それぞれ

の実験動物(マウス)および家畜(ブタ)をモデルとして①哺乳類の Ca2+動態が受精以降の胚着床

や妊娠に関わるメカニズムを明らかにする，また②Ca2+動態以外の受精メカニズムがどのよう

に関与しているかを明らかにする．  

 

３．研究の方法 

過剰排卵処置をした雌マウス卵管から排卵卵子を回収し，体外受精により得られた胚を偽妊娠

させた雌マウス(D3)の卵管に胚移植を行う．胚移植後，①妊娠 4日目および妊娠 5日目のマウ



ス尾部より Chicago blue dye を注入し，着床時期・着床数をカウントする．また採取した組織

を用い，ISH および免疫染色により着床関連遺伝子の発現動態を調べる．また，妊娠 6 日目お

よび妊娠 8日目で採取した子宮組織切片を HE染色および Ki67 抗体を用いた免疫染色を行い，

脱落膜化の程度を比較した．また ISH を用い，脱落膜化関連遺伝子の発現動態を調べた． 

さらにカルシウム以外の受精メカニズムの関与を明らかにするため，近年哺乳類の受精時に

おいて亜鉛スパークが観察されたことから，亜鉛シグナルに焦点を当て，マウスおよびブタ卵

活性化時における亜鉛シグナルの関与を調べた．マウスおよびブタ卵を採取後，亜鉛イオンの

キレート剤を添加した培養液で培養し，胚発生を調べた．また亜鉛輸送体の卵子特異的遺伝子

欠損マウスを作製・解析することで，分子レベルでの役割を調べた． 

 

４．研究成果 

哺乳類(マウス)の胚着床に関して，エストロジェンを引き金とするエストロジェンシグナル

(ERa-LIF-LIF 受容体/Gp130-Stat3)が関与していることが明らかとなった．また脱落膜化にお

いては間質の細胞増殖が認められ，脱落膜化関連因子の発現量が上昇することが明らかとなっ

た．これらの胚着床および脱落膜化関連因子の発現は，カルシウムオシレーションを誘起させ

なかった卵を胚移植した際には低下しており，また胚着床数も著しく低下していた．以上のこ

とから卵におけるカルシウムオシレーションと子宮における胚着床および脱落膜化の誘起には

密接な関係があると考えられた． 

 また，マウスおよびブタ卵において亜鉛イオンのキレート剤で処理したところ，多くの卵が

単為発生を起こし，胚盤胞へと発生した．このことから，卵内の亜鉛イオンを低下させること

で，カルシウムイオンの上昇がなくても卵活性化が誘起できることが明らかとなった．そこで

卵内への亜鉛イオンの取り込みについて明らかにするため，亜鉛イオン輸送体の遺伝子欠損マ

ウスを作製・解析した．その結果，亜鉛イオン輸送体の遺伝子欠損マウスから採取した卵で妊

孕性が著しく低下した．そこで遺伝子欠損マウスから卵を採取し，体外受精をおこなったとこ

ろ受精率の著しい低下が認められた．以上のことから，哺乳類卵では受精までに亜鉛イオンを

卵内に蓄積すること，また卵活性時には卵内での亜鉛イオンの低下が必要なことが明らかとな

った． 
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