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研究成果の概要（和文）：哺乳動物卵の成熟過程における中間径線維の分布と機能について検討した。ブタ卵ではケラ
チンとビメンチンは明確ではなかったが，ニューロフィラメント（NF），GFAP，ネスチンおよびデスミンの卵成熟に伴
う動態を明らかにした。NF，GFAPおよびデスミンは卵の成熟に伴い蛍光強度が増加したが，ネスチンは減少した。興味
深いことに， NF，GFAPおよびネスチンは脂肪滴移動への関与が示唆された。さらにNFは，染色体分離に関与する可能
性が，またデスミンはマイクロフィラメントと協働して，分裂装置を卵表層へ配置している可能性が示唆された。細胞
周期因子ならびにRhoキナーゼが中間径線維の分布に及ぼす影響も考察した。

研究成果の概要（英文）：Function and redistribution of intermediate filaments in the mammalian oocytes 
during maturation were examined by confocal laser scanning microscopy. In porcine oocytes, distributional 
changes of keratin and vimentin were not clear, but those of neurofilaments (NF), GFAP and nestin were 
clarified during oocyte maturation. Interestingly, it is suggested that NF, GFAP and nestin may be 
included in the movement of lipid droplets in the ooplasm and that NF may function in chromosomal 
segregation at the second meiotic division. Furthermore, desmin may participate in anchoring the meiotic 
apparatus to the cortical region of oocytes, collaborating with actin microfilaments. Effects of the 
cell-cycle regulating factors and Rho kinase on the cytoskeletal architecture of the intermediate 
filaments were also discussed.

研究分野：家畜繁殖学
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１．研究開始当初の背景 

これまで中間径線維は種々の体細胞を機

械的ストレスから物理的に保護する構造物

であると考えられてきた。しかし最近の研

究により，中間径線維が非常に動的で，多

くの重要な生理的機能，例えば細胞小器官

の配置，シグナル伝達系，細胞極性の発現

および遺伝子発現制御と関連することが示

唆されている。 

申請者はこれまで，哺乳動物卵における

微小管とアクチン・マイクロフィラメント

の動態，ミトコンドリアの再配置に関わる

両者の機能分担について研究を進めてきた。

これらの研究を遂行する中で，微小管とマ

イクロフィラメントの機能だけでは説明で

きない現象を観察している。 

そこで本研究では，哺乳動物卵では全く

検討されていない第３の細胞骨格と位置づ

けられている中間径線維に着目し，これら

の再配置と減数分裂－受精－卵割との関連，

ならびにそれらに関わる Rho キナーゼな

どによるシグナル伝達経路ならびに細胞周

期制御因子とを統合した分子制御機構を解

析しようとした。 

 

２．研究の目的 

(1)申請者はこれまで，哺乳動物卵に中間径

線維ケラチンが存在し，卵成熟中にその分

布が劇的に変化することを観察している。

そこで，卵子に存在すると想定される各種

の中間径線維を網羅的に検索する。 

(2)ついで，各種の中間径線維の再配置の生

理的意義とそれらを劇的に変化させる制御

機構を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)卵巣における中間径線維ケラチン，ビメ

ンチン，ネスチンおよびデスミンの組織免

疫化学的検討 

 ブタ卵巣を組織免疫化学的に検討し，卵

巣中の各組織における中間径線維ケラチン，

ビメンチン，ネスチンおよびデスミンの分

布を観察した。 

(1-2)卵子中に存在が確認された場合には，

ウエスタン・ブロット法により各成熟ステ

ージでの濃度変化を追跡した。 

(2) ハムスターの卵胞発育に伴う収縮性タ

ンパク質アクチン，ミオシンおよびデスミ

ンの分布変化 

 成熟雌ゴールデンハムスター卵巣および

卵母細胞を免疫組織化学法により上記収縮

性タンパク質アクチン，ミオシンおよびデ

スミンの局在を調べた。また，卵核胞期（GV

期），第 1減数分裂中期（MI期）および第

２減数分裂中期（MII 期）の卵母細胞にお

ける各タンパク質の局在を共焦点レーザー

顕微鏡法により観察した。 

(3) ブタ卵母細胞における中間径線維ニュ

ーロフィラメント，GFAPおよびネスチン

の分布と機能 

 ブタ卵を体外成熟培養して，神経系の中

間径線維であるニューロフィラメント

(NF)，グリア細胞線維性酸性タンパク質

（GFAP）およびネスチンの動態を共焦点

レーザー顕微鏡法により追跡し，それぞれ

の生理的機能について考察した。 

(4) ブタ卵母細胞における収縮性中間径線

維デスミンの分布と機能 

ブタ卵を体外成熟培養して，収縮性の中

間径線維であるデスミンの動態を共焦点レ

ーザー顕微鏡法により追跡し，その生理的

機能について考察した。 

(5)シグナル伝達機構が卵細胞骨格に及ぼ

す影響  

 卵成熟に伴い各ステージごとに特異的な

動態を示す中間径線維のそれを指標として，

シグナル伝達分子の影響を検討した。 

(6) 細胞周期制御因子が卵子細胞骨格系に

及ぼす影響 

 細胞周期制御因子(MAPK や MPF)の阻



害剤(U0126 や Roscovitine)を卵に作用させ

て，細胞骨格の分布への影響を共焦点レーザ

ー顕微鏡法により調べた。 
 

４．研究成果 

(1) 卵巣における中間径線維ケラチン，ビ

メンチン，ネスチンおよびデスミンの組織

免疫化学的検討 

 卵巣組織では，ビメンチン，ネスチンな

らびにデスミンは血管内皮細胞に共通して

存在した。まず，ビメンチンは胞状卵胞に

発育した卵胞の顆粒層細胞，特に基底部側

と内腔側に染色性が認められた。しかし，

卵母細胞はビメンチンの明確な陽性反応を

示さなかった。このことから，ビメンチン

は卵子に直接というよりはむしろ卵胞発育

に関与していることが示唆された。次に，

ネスチンは内卵胞膜細胞と卵母細胞に局在

していた。内卵胞膜細胞は内分泌細胞であ

ることが知られており，ネスチンとの関連

性がある事が示唆された。また，卵母細胞

においても局在が確認されたので，卵にお

いてもネスチンが機能を持つ可能性がうか

がわれた。 

(1-2)ウエスタン・ブロット法による中間径

線維のステージ別濃度変化 

 GV 期の卵母細胞で最もネスチン濃度が

高く，卵が成熟するにつれネスチン濃度が

低下した。最後に，デスミンは成熟した卵

母細胞の表層に強染した。その他の卵胞組

織には存在しなかった。したがって，卵母

細胞の表層収縮と囲卵腔の形成に関与して

いるものと推察された。 

(2) ハムスターの卵胞発育に伴う収縮性タ

ンパク質アクチン，ミオシンおよびデスミ

ンの分布変化 

 卵子の減数分裂は卵表層で非対称性に起

こり，これに伴い細胞小器官や特定の分子

の分配が起こる。これらの現象には細胞骨

格を含む収縮性のタンパク質が関与するが，

その詳細は不明な点が多い。そこで，本研

究では卵胞発育に伴うハムスター卵胞内の

アクチン，ミオシンおよびデスミンの分布

変化を追求した。その結果，原始卵胞と一

次卵胞では，いずれも陰性であった。二次

卵胞以降の外卵胞膜では卵胞を被うように

強い陽性反応が観察された。これらアクチ

ン，ミオシンおよびデスミンの共存部位は

細胞の形態学的特徴から平滑筋と判断され

た。ミオシンについては表層に貯留する領

域が局在するのも認められた。卵母細胞に

おいては卵細胞膜直下にアクチンとミオシ

ン抗体によるリング状の細いバンドが観察

された。これに対し，デスミンは卵成熟に

伴い卵表層にやや厚みのある層状（厚さが

約 20 μm）に分布変化するのが観察され

た。以上の結果から，卵母細胞における収

縮性タンパク質，とくにミオシンとデスミ

ンも卵母細胞の成熟に係わる何らかの機能

を果たしている可能性が示唆された。 

(3) ブタ卵母細胞における中間径線維ニュ

ーロフィラメント，GFAP およびネスチン

の分布と機能 

 ラット卵にニューロフィラメント(NF)が

発現し，卵成熟と退行に関与するが，不明

な点が多い。そこで，ブタ卵母細胞におけ

る神経系中間径線維 NF，GFAP，ネスチン

の分布とその機能について検討した。 

その結果，卵細胞質には上記 3種全ての

中間径線維から構成される網目構造が認め

られた。また，ブタ卵母細胞には多胞性の

脂肪滴が存在するが，微分干渉顕微鏡像と

蛍光画像を比較すると中間径線維のネット

ワークが脂肪滴を網の目のように包んでい

るものと推察された。卵細胞質の各中間径

線維の平均蛍光強度は，MI 期から MII 期

にかけ NF は有意に増加したが，ネスチン

は減少した。他方，GFAP では卵成熟中有

意な濃度変化は見られなかった。とくに，

NFはMI期で分裂装置の周囲に集中し始め，



MII 期では分裂装置のβ-チューブリンの

局在に重なるように，すなわち紡錘糸に重

なるように陽性反応を示した。したがって，

ブタ卵の NF，GFAPおよびネスチン中間径

線維は単に細胞骨格としての機能だけでな

く，脂肪滴移動への関与が伺われた。さら

に NF は，減数分裂時の染色体分離に関与

する可能性が示唆された。 

(4)ブタ卵母細胞における収縮性中間径線

維デスミンの分布と機能 

 哺乳動物卵における中間径線維の生理学

的な意義を明らかにするために，ブタ卵母

細胞における中間径線維デスミンの分布と

機能について検討した。 

その結果，ブタ卵母細胞にデスミン検出

され，蛍光強度は GV期からMII期にかけ

て増加する傾向があった。MI 期と MII 期

にかけて分裂装置にデスミンが強く検出さ

れ，細胞質と比べて有意に増加した

(P<0.01)。その蛍光強度は，一次極体の蛍

光強度に匹敵して強かった。デスミンに強

染される部分はマイクロフィラメントの局

在と重なっていた。したがって，デスミン

は減数分裂装置の周辺に局在し，マイクロ

フィラメントと協働して，卵表層へ分裂装

置を配置している可能性が示唆された。 

(5) シグナル伝達機構が卵細胞骨格に及ぼ

す影響 

①マイクロフィラメント形成への影響 

Rho キナーゼ阻害剤で処理した卵母細胞

のマイクロフィラメントの染色性が明らか

に低下していた。また，前述の通り第１極

体の放出が抑制され，卵丘細胞の膨化も阻

害された。したがって，Rho キナーゼはマ

イクロフィラメントの形成や極体放出に重

要な期トンをもつと判断された。 

②微小管形成への影響 

Rho キナーゼ阻害剤で処理した卵母細胞

において紡錘体の形成には影響は全く認め

られなかった。したがって，Rho キナーゼ

は微小管への形成には影響しないものと判

断された。 

③中間径線維形成への影響 

中間径線維のうちネスチンについて Rho

キナーゼ阻害処理を施したが，ネスチンの

分布には影響が認められなかった。 

(6) 細胞周期制御因子が卵子細胞骨格系に

及ぼす影響 

cdc2 の阻害剤である Roscovitine との 12

時間培養後では，卵母細胞の 66.7%（20/30）

は GV期のままで，ケラチン分布も GV期

の特徴を示す「表層」パターンのままであ

った。次いで，MAPキナーゼキナーゼの阻

害剤である U0126と培養した結果では，ほ

とんどの卵母細胞（83.9%，26/31）が MII

期であり，それらのほとんど（76.9%，20/26）

は，MI期のケラチン分布の特徴を示す「断

片化」パターンであった。以上から，減数

核分裂の進行のように，MPFはケラチン線

維の再編のために必要で，MAPキナーゼキ

ナーゼは「断片化」のMIパターンから「顆

粒状」のMIIパターンへのケラチン線維の

再編に関与していることが明らかとなった。 
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