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研究成果の概要： 

本研究において、卵の生理機構のより深遠な理解を目標とし、家畜卵のプロテオーム制御因子、
およびタンパク質機能修飾を司るキナーゼを中心に、家畜卵の細胞分裂制御機構の解析を行っ
た結果、プロテオーム制御因子として、ヒストンアセチル化制御因子とその制御機構、タンパ
ク質翻訳に関与する mRNA の 3’-UTR の構造、CPEB、Aurora A の機能、タンパク質分解に関与
する APC 活性化因子の FZR1, Cdc20 の機能、細胞分裂制御の中心となる MPF 活性を制御するキ
ナーゼとして主として Wee1B, CAK の機能を明らかにすることができた。これらの成果は畜産学
を始めとする多くの分野に多大な貢献をしている動物バイオテクノロジーの技術効率を格段に
高め、更に発展させる原動力になるものと期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

動物バイオテクノロジーの技術の進歩に伴
い、人為的に遺伝子を改変した動物の作出
法が確立され、畜産学を始めとする多くの
分野に多大な貢献をしている。この技術に
不可欠の材料が哺乳類卵であり、この技術
効率を格段に高め、更に発展させるために
は卵の発生能力すなわち細胞分裂能の生理
機構を正しく理解することが重要である。
申請者は家畜卵であるブタ卵の初期発生能

の制御機構を中心テーマとして20年にわた
り研究を行っており、これまでに分裂制御
因子の動態と機能を世界に先駆けて報告し
てきた。最近、逆遺伝学的手法により、こ
れらのほぼ全容を明らかにし、現在、研究
は分裂制御因子の動態を制御する、さらに
上位の制御機構に注目している。 

近年、ヒトの全ゲノム配列が解読され「ポ
ストゲノムプロジェクト」の時代において、
タンパク質の発現、および機能解析が生物
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学における重要な研究課題となっている。
ある細胞が発現するタンパク質の全体はプ
ロテオームと定義され、申請者が対象とす
る卵の減数分裂、受精、卵割の過程では著
しい卵内のプロテオーム変化が起こること
が古くから確認されている。プロテオーム
変化はタンパク質の合成と分解によって制
御され、またタンパク機構の制御には翻訳
後修飾が関与し、その代表例であるリン酸
化を担うのがタンパク質キナーゼである。
しかし、家畜卵のプロテオーム変化を制御
するこれらの因子について注目されたこと
は無く、この変化の制御機構については全
く報告が無い。このような背景から、卵の
生理機構の理解には家畜卵のプロテオーム
制御因子の解析が必須である。 

 

２．研究の目的 

以上の背景の下、本研究では、プロテオー
ム制御因子、すなわちタンパク質の合成と分
解に関与する因子、さらにタンパク質の機能
を修飾する種々のキナーゼの発現動態およ
び機能を、ブタ成長途上卵から成長後の減数
分裂過程を含めて解析し、発生能力すなわち
細胞分裂能を制御する機構の詳細を追及す
ることを目的とする。 
タンパク質の発現は、転写と翻訳の２つの

レベルでの制御があるが、転写の制御として
ヒストンアセチル化などのエピジェネティ
ックな制御がある。そこで卵のヒストンアセ
チル化レベルとそれの制御について調べる。
また翻訳レベルでは mRNA の 3’非翻訳領域
(UTR)の配列が関係すること、ここに存在す
る cytoplasmic polyadenylation element 
(CPE)配列に結合する CPE 結合タンパク質
(CPEB)のリン酸化により制御されるタンパ
ク質が報告されていることから、3’UTR の状
態と CPEＢの制御に関与する因子を中心に解
析する。また、プロテアソームによるタンパ
ク質の分解にはユビキチン化酵素が重要で
ある。そこでユビキチンリガーゼの分裂後期
促進複合体/サイクロソームに焦点をあてる。
さらにキナーゼに関しては分裂制御因子の
活性抑制に関与するリン酸化を触媒するキ
ナーゼとして Myt1, Wee1B、フォスファター
ゼとして MASTL、また、逆に活性化に関与す
るリン酸化を触媒するキナーゼとして CAKの
機能を中心に調べていくことを具体的な目
的とした。 
 

３．研究の方法 

屠場より採取したブタ卵巣の中卵胞より
吸引採取した成長卵を用い、体外培養により
減数分裂を起こさせ、その過程における分裂
制御を解析することにより、上記の制御因子
について調べるという手法を用いた。なお、
小卵胞を切開して採取した直径の小さい成

長途上卵も用いるが、この卵は減数分裂を起
こさないため、上記の制御因子について成長
卵と比較することにより、発生能獲得過程に
おける因子の動態を解明することとした。 

ヒストンアセチル化については、各ヒスト
ンのアセチル化に特異的抗体を用いて免疫
染色することにより、減数分裂過程のヒスト
ンアセチル化状態の変化と調べると共に、ア
セチル化を制御する機構についてヒストン
脱アセチル化酵素の働き、分裂促進因子
(MPF)活性、および核膜の状態との関連を調
べた。またヒストンアセチル化が起こらない
変異ヒストンを卵に発現させる、あるいは培
養細胞で発現させ精製した変異ヒストンタ
ンパク質を卵に導入して分裂との関連を調
べることとした。 

mRNA の 3’非翻訳領域(UTR)の配列につい
ては、MPF のサブユニットであり活性制御因
子である cyclin B(B1 および B2)に焦点をあ
て、これの発現時期と 3’-UTR に存在するエ
レメントの関連を詳細に解析した。CPEＢの
制御に関与する因子としては Aurora A キナ
ーゼが知られている。また、タンパク質分解
に関与する分裂後期促進複合体/サイクロソ
ームについては、これの活性化因子である
FZR1 と Cdc20 の機能に焦点をあてる。さらに
MPF 活性抑制キナーゼである Myt1, Wee1B、
フォスファターゼの MASTL、および活性化キ
ナーゼの CAK についてはその構成因子である
Cdk7, cyclin H, MAT1 を中心に調べていくこ
ととし、CPEB, Aurora A, FZR1, Cdc20, Myt1, 
Wee1B, MASTL, Cdk7, cyclin H, MAT1 の遺伝
子をクローニングした。これらに緑色蛍光タ
ンパク質(EGFP)あるいは flag タグをつけた
mRNA を合成するためのベクターを構築し、in 
vitroで合成したmRNAをブタ卵に顕微注入し
て過剰発現させた。これによりそれぞれの卵
内における局在についても解析した。またア
ンチセンス RNAを合成して同様にブタ卵に顕
微注入することにより、発現を抑制した。こ
れらの人為的なタンパク質発現操作による
逆遺伝学的手法により、卵のプロテオーム制
御因子の機能について詳細に検討を行った。 
 本研究において解析を行った主な因子の
関係は以下の図の通りである 
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４．研究成果 
卵のヒストンアセチル化状態を解析した

ところ、減数分裂を停止している卵では極め
て高度にアセチル化されているのに対し、減
数分裂を開始した卵では脱アセチル化され
ていることが分かった。このヒストン脱アセ
チル化の制御を調べた結果、卵の核膜崩壊に
依存して脱アセチル化されることが判明し、
これには卵細胞質に存在するタイプＩのヒ
ストン脱アセチル化酵素（HDAC）が関与し、
MPF 活性は必要ないことが明らかとなった。
ヒストンの脱アセチル化は転写の抑制と関
連することが知られており、この変化は減数
分裂から初期発生におけるプロテオームの
変化とも関連すると考えられた。なお、アセ
チル化されない変異ヒストン H4 を導入した
が、ヒストン交換活性および減数分裂過程に
は特に影響を及ぼさないことも示唆された。 
 減数分裂過程の cyclin B は、比較的早期
に B2 が発現し後期に B1 が発現することを
我々は以前から報告していたが、今回 mRNA
の 3’-UTR を調べたところ、cyclin B1 はタ
ンパク質は 1 種類だが mRNA には 3’-UTR の
長さが異なる long form と short form の 2
種類が存在し、それぞれのエレメント解析か
ら long form は減数分裂の序盤に発現し
short formは終盤に発現することが示唆され
た。また cyclin B2 には CPE を始めとするエ
レメントが存在せず mRNA の分解に伴って発
現が低下するものと考えられた。この研究か
ら、3’-UTR の相違がプロテオームの変化に
大きく関係することが示唆された。タンパク
質の合成については CPEB, Aurora A のクロ
ーニングも行い、逆遺伝学的な発現人為操作
により、Aurora A が CPEB をリン酸化し CPE
配列を持つ mRNA の翻訳を高めることが示さ
れた。また、逆にこれらの抑制が翻訳を阻害
することも明らかとなり、mRNA の 3’-UTR に
CPE 配列が存在するかがプロテオームの変化
の要因になりうることが示唆された。 
 タンパク質の分解に関してはCdh1とCdc20
をクローニングし、上記同様に逆遺伝学的手
法による解析を行った。その結果、減数分裂
停止中の卵では恒常的に Cdh1 が働き cyclin 
B を分解することにより MPF 活性の上昇が抑
制されていること、また Cdc20 はこの過程に
作用せず、第 1分裂から第 2 分裂に以降する
際の cyclin B 分解に関与することが示され
た。Cdh1 と Cdc20 では異なったアミノ酸配列
を認識してタンパク質分解に導くことも確
認され、これらの認識配列の相違がプロテオ
ームの変化の一端を説明しうることも示唆
された。 
 MPF 活性の抑制に関与するキナーゼとして
Myt1 と Wee1B をクローニングし、逆遺伝学的
手法によりその機能を探った結果、ブタ卵の
減数分裂停止は Wee1B に依存しており、Myt1

はこの時期顕著な作用を持たないことが示
された。従来、家畜卵の減数分裂の再開は
cyclin Bの翻訳開始が引き金になるとの概念
があったが、今回のプロテオーム解析、およ
びキナーゼ解析により、MPF の抑制的リン酸
化の脱リン酸化が第一の引き金になること
が明らかとなった。さらに、この機構に中心
的な作用をもつ Wee1B は、機能を発揮するた
めに核内に移行する必要があること、また 77
番目のセリンのリン酸化が活性発現に重要
であることが明らかとなった。一方、MPF を
活性化するキナーゼとして CAKの各因子をク
ローニングし作用を解析した結果、161 番目
のスレオニンのリン酸化を介し減数分裂の
進行に不可欠の作用をもつことが明らかと
なった。 
 これらの因子の作用については主な発表
論文等の②に総説としてまとめて発表した。
一部の因子について機能の一端をまとめた
図を以下に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 最後に成長途上卵について、発生能の欠如
とこれらの因子との関連を検討するため、成
長途上卵の採取法を確立した。すなわち、卵
胞直径および卵直径による 2段階分類法を確
立し、細胞分裂能力の異なる卵をかなり厳密
に分類することが可能となった。これらの卵
のプロテオームを SDS電気泳動により調べた
が、細胞分裂能の違いを直接示唆する相違を
見出すことはできなかった。またプロテオー
ム制御因子の Aurora A、cdc20 および FZR1
の mRNA や antisense RNA を成長卵に注入し
たところ、減数分裂能には有意な変化が見ら
れたものの、SDS 電気泳動によるプロテオー
ム解析には変化が見られないことが明らか
となった。細胞分裂制御因子は卵全体のタン
パク質量と比較し、極めて微量であるためと
考えられ、この方法でプロテオーム全体を網
羅的に調べていくには限界があることが判
明した。そこで、成長途上卵の細胞分裂能の
違いから制御因子の機能を調べる方向に切
り換え、これらの卵で制御因子の存在量を調
べた結果、MPF の構成因子である Cdc2 が尐な
いこと、Wee1B が恒常的に活性化しているこ
とが原因であることをつきとめることがで
きた。このことは哺乳類の成長途上卵が積極
的に発生を抑制していることを示唆してお
り、興味深い。今後は Wee1B の恒常的活性化
の原因となる発生抑制機構に焦点を当てて
生理機構を解析していく必要があろう。 
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 以上、本研究により哺乳類卵がもつ生理機

構におけるプロテオームの変化の制御に関

与する多くの因子の機能が明らかとなった。

またキナーゼとして従来報告の無かった

Wee1B, CAKの発生制御における役割が明らか

となった。これらの成果は畜産学を始めとす

る多くの分野に多大な貢献をしている動物

バイオテクノロジーの技術効率を格段に高

め、更に発展させる原動力になるものと期待

される。 
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