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研究成果の概要（和文）：マウスの排卵後の未受精卵は、第二減数分裂中期（Meta-II）で分裂

を停止している。この Meta-II停止は、受精の効率を上げるための重要な現象である。本研究

では、長年不明であった Meta-II 停止の分子メカニズムを解明することを目的とした。減数分

裂特異的に機能する MAPキナーゼ（MAPK）の下流因子に着目して実験を行った結果、MSK1 キナ

ーゼが細胞分裂因子EMI2をリン酸化および活性化することでMeta-II停止を引き起こすことが

示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Ovulated oocytes are arrested at the metaphase of second meiotic 

division (metaphase-II). In this study, we showed possible role of mitogen- and 

stress-activated kinase 1, MSK1 known as a downstream kinase of the Mos-MAPK pathway, in 

the mouse oocytes. MSK1 exhibited the ability to phosphorylate four Ser/Thr residues of 

meiotic cell-cycle regulator EMI2. The phosphorylation was required for up-regulation of 

the EMI2 activity in the oocytes. These results suggested that mouse MSK1 may play a key 

role in the metaphase-II arrest through phosphorylation of EMI2. 
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１．研究開始当初の背景 
一般に脊椎動物の未受精卵は、第二減数分

裂中期（Meta-II）で分裂を停止して受精を

待つ。この Meta-II 停止は、卵が受精なしの

発生、すなわち単為発生を防ぐための重要な

生理現象である。そのため、未受精卵の
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Meta-II 停止の分子経路（分子機構）を解明

することは、減数分裂の素過程を理解するだ

けでなく、人工授精などの生殖補助技術の改

善につながると考えられている。 

Meta-II停止を誘起する因子は、約 40年前

に細胞分裂抑制因子（ CSF； cytostatic 

factor）として初めて提唱され、長年その実

体（分子経路）を解明するための研究がツメ

ガエル卵やマウス卵を用いて盛んに行われ

てきた。Mos キナーゼは、CSF の候補として

初めて同定された因子であり、これまでにそ

のキナーゼ経路（Mos-MAPK 経路：Mos→MEK

→ERK1/2→RSKs）が Meta-II 停止に必須であ

ることが示唆されている。一方で、Emi2と呼

ばれるタンパク質も CSFの候補であることが

報告されている。Emi2 は、APC/C ユビキチン

結合酵素を抑制することで Meta-II停止を誘

起させる。このような中で我々は、ツメガエ

ル卵では Mos-MAPK 経路と Emi2が“直接的な

つながり”を持つことを見出した（Inoue, D., 

et al., Nature, 2007）。すなわち、ERK1/2

の下流キナーゼの RSKsが、Emi2の Ser335と

Thr336 を直接リン酸化することで、Emi2 の

代謝的な安定化や APC/Cの抑制能を増加させ

ることが明らかになった。これにより、CSF

の分子経路が Mos→MEK→ERK1/2→RSKs→

Emi2 というシグナル経路から成り立ってい

ることが初めて実証された。しかしながら、

ツメガエル卵の Meta-II 停止に必須な RSKs

は、マウス卵では不要であることがノックア

ウトマウスを用いた研究により示唆されて

いる。換言すると、マウス卵では、RSKsに代

わる他のキナーゼが Meta-II停止を誘起して

いることを意味している。 

我々は、最近、MAPK 下流因子で RSKs と進

化的に近縁ある MSKキナーゼに着目し、いく

つかの予備的な実験を行ったところ、MSK が

EMI2 を直接リン酸化できることを見出した。

この結果は、マウス卵では、MSKが RSKsの代

わりに Meta-II停止を制御している可能性を

示唆するものであり、重要な発見である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、マウス未受精卵での第二減数

分裂中期（Meta-II）停止を誘起する新規分

子経路を明らかにする。特に、ツメガエル卵

とマウス卵での知見を足がかりにして、MAP

キナーゼ（MAPK）下流因子である MSKキナー

ゼに着目し、2 項目の研究を行う。また、そ

れらの研究成果をもとに、種間（マウスとツ

ガエル）での分子経路の類似点や相違点を議

論し、動物卵における Meta-II停止の分子基

盤を確立させることを最終的な目的とする。 

 

３．研究の方法 
(1) MSK キナーゼの発現および活性化メカニ

ズムの解析 

① マウス卵での MSKの発現を RT-PCRで確認

する。また、特異的抗体を用いて免疫染色を

行い、未受精卵での局在を調べる。さらに、

MSK の活性化の状態を調べるため、MSK の活

性化の指標として使用されている MSKのリン

酸化抗体を用いて免疫染色を行い、卵内での

MSKの活性化状態を調べる。 

② MSK の上流キナーゼは、MAPK ファミリー

に属する ERKと p38キナーゼが知られている。

卵内でどちらのキナーゼが MSKを活性化して

いるのかを調べるため、それぞれのキナーゼ

の特異的な阻害剤（ERK は U0126、p38 は

SB239063）を用いて MSKの活性化状態を調べ

る。 

(2) MSKによる EMI2を介した Meta-II停止機

構の解析 

① 培養細胞（HEK293 細胞）から活性化 MSK

タンパク質を回収し、EMI2のリコンビナント

タンパク質を基質として、in vitro キナーゼ

アッセイを行う。次いで、MSK による Emi2内

のリン酸化部位を特定するために、Emi2 の

様々なペプチド断片を作製し、同様なキナー

ゼアッセイを行う。MSK による EMI2内のリン

酸化部位の決定後、その部位のリン酸化を特

異的に認識するリン酸化抗体を作製する。こ

の抗体を用いて、卵内でのリン酸化状態を免

疫染色で確認する。 

② MSKが Meta-II停止に関与するか調べるた

め、MSKの特異的な阻害剤(H89)を用いた活性



阻害実験や siRNAを用いた発現阻害実験を行

う。この時、Meta-II 停止の解除の指標とし

て、染色体や紡錘体の様子を免疫染色して確

認する。次いで、上記①で作製したリン酸化

抗体による免疫染色を行い、リン酸化のシグ

ナルが減少することも確認する。 

③ EMI2 は、ユビキチン結合酵素の APC/C を

阻害する活性を持つ。その活性が Meta-II 停

止のために必須である。そこで、卵内での野

生型 EMI2とリン酸化部位欠損 EMI2変異体の

活性を比較する。具体的には、siRNA で内在

性の EMI2 を発現阻害させた卵に外来的な

EMI2タンパク質を発現させる。この時、野生

型 EMI2 は正常な Meta-II 停止が誘起される

が、リン酸化部位欠損 EMI2 変異体では

Meta-II 停止が誘起されないことが予想され

る。 

 

４．研究成果 

MSK にはMSK1とMSK2 のアイソフォームが

あり、それらの mRNA はマウスの組織で遍在

的に発現している。卵核胞（GV）期卵と

Meta-II 停止卵で Msk1 と Msk2 の発現を

RT-PCR で調べたところ、両方の時期の卵で

Msk1 のみが発現していた。そこで、MSK1 抗

体を用いた免疫染色を行うと、 MSK1は GV期

卵と Meta-II 停止卵でそれぞれ GV と細胞質

に存在することや、リン酸化（活性化）され

た MSK1 は Meta-II 停止卵の紡錘体付近に局

在することが観察された。したがって、マウ

ス卵では MSK1 が発現・機能していることが

示唆された(下図)。 

次いで、MSK1 の Meta-II 停止での役割を調

べるために、MSK の特異的阻害剤である H89

や Ro31-8220 を用いて Meta-II停止卵の培養

実験を行った。その結果、培養時間の経過と

ともに染色体の分離や紡錘体の消失が見ら

れ、同時に EMI2 の脱リン酸化やサイクリン 

B の分解がおきていることが明らかになっ

た。すなわち、MSK の活性は Meta-II 停止の

維持に必要であることが示唆された。ツメガ

エル卵では、 RSKs は  Emi2 の  Ser335、 

Thr336、Ser342、および Ser344 をリン酸化

することで Emi2 を活性化させる。この 4 個

のアミノ酸は種間で高度に保存されており、

マウス EMI2 ではそれぞれ Ser326、Thr327、 

Ser333、および Thr335 に相当する。MSK1 が

EMI2 のアミノ酸をリン酸化するか否かを検

証するため、それぞれのアミノ酸残基を Ala

に置換した EMI2/4A 変異体を作製し、in 

vitro でキナーゼアッセイを行った。その結

果、MSK1は野生型 EMI2 をリン酸化すること

や、野生型 EMI2に比べ EMI2/4A変異体は MSK1

によってほとんどリン酸化をうけないこと

が判明した。 

最後に、これら 4個のアミノ酸のリン酸化

と EMI2 の活性化との関連性について調べた。

野生型 EMI2 と EMI2/4A 変異体の mRNA を GV

期卵にインジェクションし、卵内でタンパク

質に翻訳させて、卵成熟過程での細胞分裂停

止を観察した。野生型 EMI2 をインジェクシ

ョンした卵は、84% が第一減数分裂中期で停

止したのに対して、EMI2/4A のインジェクシ

ョン卵は 40%しか第一減数分裂中期で停止せ

ず、46%が第二減数分裂へ移行した（下図）。

このため、マウス EMI2 の Ser326、Thr327、

Ser333、および Thr335 のリン酸化が卵内で

の EMI2 の活性化に関与することが示唆され

た。以上の結果を基盤として、マウス卵では

MSK1 が RSKに代わり、あるいは協調的に EMI2 

をリン酸化し、Meta-II 停止を誘起するモデ



ルが提唱された（下図）（Miyagaki, Y., et al., 

Developmental Biology, 2011）。 
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