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研究成果の概要（和文）： 卵細胞質内精子注入(ICSI)法は有用な生殖補助技術だが、ブタではICSI後の卵(ICSI
卵)の受精効率が低い。本研究では、その原因が卵活性化誘起不全にあると考え、精子が有する卵活性化誘起因
子PLCzetaを用いた生理的な卵活性化誘起法を開発することによる改善を目指した。その結果、精子のPLCzeta保
有量不足がICSI後の卵活性化誘起の失敗の原因であると明らかとなった。そして、ブタPLCzeta mRNAのブタICSI
卵への注入により、効率的に卵活性化を誘起することができ、受精率の飛躍的な改善が認められた。ブタ
PLCzetaタンパク質による卵活性化誘起についても引き続き取り組んでいく。

研究成果の概要（英文）： Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is a useful tool for producing live
 offspring from immotile sperm. However, the efficiency of fertilization after ICSI is low. It is 
hypothesized that a failure in oocyte activation causes it in this study. Therefore, this study 
tried to develop new method for induction of physiological oocyte activation using PLCzeta, which is
 thought to be the oocyte-activating factor in mammalian sperm. As a result, it was clearly that a 
lack of PLCzeta in sperm led to a failure in an induction of oocyte activation after ICSI. 
Furthermore, the injection of PLCzeta mRNA into the pig oocyte injected with sperm induced oocyte 
activation efficiently and promoted dramatically fertilization. In addition, the induction of oocyte
 activation using PLCzeta protein will be continued to investigate.

研究分野：家畜繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
卵細胞質内精子注入(ICSI)法は、精子を卵
内に直接注入し受精卵を作出する生殖補助
技術の一つである。しかし、ブタでは、ICSI
による受精、胚発生効率の低さが問題となっ
ており、個体作出効率も 1%以下と極めて低い
(Nakai ら 2003, 2010)。通常の受精では、精
子が卵との膜融合時に卵細胞質内へ卵活性
化 誘 起 因 子 と さ れ る Phospholipase 
Czeta(PLCzeta)(Saundersら 2002)を放出し、
卵細胞質内のカルシウムイオン濃度の変動
を誘起する。これが引き金となって卵の染色
体を第二減数分裂中期で維持していた卵成
熟促進因子が不活化することで減数分裂が
再開され、分裂促進因子活性化タンパク質キ
ナーゼの不活化と精子核形態変化も相まっ
て雌雄前核を形成し受精に至る。この一連の
現象を卵活性化現象という。申請者は、これ
までの研究で、ブタの ICSI した卵(以下 ICSI
卵)において前核形成を誘導するための最も
重要な要因は、卵の活性化誘起であることを
明らかとしている(Nakaiら 2006)。それでは、
何故ブタ ICSI 卵では前核形成不全が頻発す
るのだろうか。申請者は、ブタ精子 PLCzeta
は、マウスやラットとは異なり、精子細胞膜
に損傷が生じるとすぐに細胞外に漏出する
という知見を得ており(Nakai ら 2011)、前核
形成不全は ICSI に用いる精子の PLCzeta 量
の不足に起因する可能性が考えられた。 
一方、精子の数や運動性が乏しい場合、
ICSI でしかその遺伝資源を活用することが
できない。そして、そのような精子が PLCzeta
を保有しているとは限らないため、人為的卵
活性化誘起法の開発が必要となる。従来の試
薬や電気刺激などによる卵活性化誘起法は、
通常受精の卵活性化現象を完全に再現する
ものではなく(Sun ら 1992)、前核形成効率も
通常の受精に比べて低い。そこで、通常の受
精時に生じる卵活性化現象を再現し得る人
為的手法で卵の活性化を誘起することがで
きれば、前核形成率、さらには胚発生効率の
向上が期待できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ブタ ICSI 卵での前核形成不全の要因を
解明するために、前核形成不全が ICSI に用
いる精子の PLCzeta 不足に起因するのか、他
にも何か卵活性化現象の過程に不具合が生
じているのかを明らかにする。 
 
(2)通常の受精卵で生じる卵活性化現象の再
現によるブタ ICSI 卵の受精および胚発生効
率の向上を目指して、PLCzeta を用いた新た
な人為的卵活性化誘起法の開発に取り組む。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ブタ凍結融解射出精子を、40%と 80%のパ
ーコール溶液を用いたパーコール密度勾配

遠心分離法 (Noguchi ら 2015)により、性状
の良いブタ精子を収集した。そして、それら
のPLCzeta保有状況を免疫蛍光染色(Nakaiら
2011)により確認を行った。パーコール処理
により選抜されたPLCzeta保有精子および無
処理精子を、それぞれをブタ卵子にICSIし、
その後の前核形成および胚盤胞への発生効
率を観察した。 
 
(2) ①ブタ精巣 total RNA から PLCzeta をク
ローニングしブタ PLCzeta mRNA を作成した。
そして、ブタ卵に注入し、カルシウム濃度変
動や前核形成などを指標として、その卵活性
化誘起能を確認する。 
 
②さらに、無細胞系および細胞系のタンパク
質合成方法を用いてPLCzetaタンパク質を合
成した。そして、得られた PLCzeta タンパク
質を、タンパク質導入試薬を用いて非侵襲的
に卵細胞質内にPLCzetaタンパク質を導入し、
卵細胞質内カルシウムイオン濃度変動や前
核形成などを指標として卵活性化誘起能を
評価する。 
 
 
４．研究成果 
(1) パーコール処理によりPLCzeta保有精子
率の高い分画を採取することができた(図 1)。 

 
  
これらの精子をブタ卵にICSIしたところ、 
パーコール処理区が無処理区に対して有意
に高い前核形成率および胚盤胞形成率とな
った(図 2)。 

  
以上の結果から、ブタ ICSI 卵における前



核形成不全は、PLCzeta 保有量が不足してい
る精子を ICSI に用いていることが主要因の
一つであることが明らかとなった。 
 
(2) ①ブタ卵に 300ng/μL PLCzeta mRNA を
注入したところ、体外受精卵で生じるカルシ
ウムイオン濃度変動と同様なパターンを示
した(図 3)。さらに、300ng/μL PLCzetamRNA

注入した区では前核形成率も 79.4%となり、
注入していない区(25.0%)に対して有意に高
い値となった。 
 
②無細胞系のタンパク質発現システムでは
PLCzeta タンパク質の合成が確認できなかっ
た。それゆえ、菌体内でタンパク質を合成さ
せるブレビバチルス分泌発現システム(ヒゲ
タ醤油)を用いて PLCzeta タンパク質合成を
試みた。タンパク質合成をウェスタンブロッ
ティング
にて確認
したとこ
ろ、目的
タンパク
質のバン
ドが確認
さ れ た
(図４)。
しかし、
その後の
実験に供
するには
合成量が
不足して
いるのに
加 え 、
PLCzeta
タンパク
質の精製
手法に課

題があり、現時点では PLCzeta タンパク質に
よる卵活性化誘起の検討に至っていない。 
以上の結果から、300ng/μL PLCzetamRNA
をブタ卵に注入することにより、通常の受精
時に生じるものと同様な卵細胞質内カルシ
ウム濃度変動パターンを誘起することがで
き、前核形成率を向上させることができるこ
とが分かった。なお、PLCzeta タンパク質を
用いた卵活性化誘起法の確立については、引
き続き検討を行っていく。 
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