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研究成果の概要：マウス卵において、ユビキチン加水分解酵素（UCHL1）がメッセージレベル、

およびタンパクレベルで多量に発現していることを明らかにし、このタンパクが減数分裂再開

に関与している可能性を明らかにしたとともに、老化によりU CHL1ｍRNAのtotalRNAに占める

割合が成熟卵子で低下することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

ユビキチンはチェックポイント蛋白の分解

調節機構を介して細胞周期制御に関わって

いることが知られているが、2002年、カエル

卵子より抽出されたユビキチン加水分解活

性を有するタンパクp28が、卵子でのプロゲ

ステロン依存性の減数分裂再開に関与して

いる事が報告された。このタンパクは

cyclosomeと呼ばれる細胞周期調節に関与す

るタンパク複合体(Cdkや cyclinもこの複合

体の構成要素である)に存在しており、この

タンパクがユビキチン-プロテアソーム系を

介して cyclinB1(卵における cyclin)レベル

を調節することにより卵の G2/M transition

を調節している事が推測される。ヒトを含む

哺乳類卵子のユビキチン加水分解酵素

UCH-L1(ubiquitin carboxyl-terminal 

hydrolase isozyme L1)は p28と高い相同性

をもつ。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究ではユビキチン分解酵素
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UCH-L1の、哺乳類卵での発現様式およびその

細胞周期調節・卵発生における機能をマウス

をモデルに検討することを目的とした。具体

的にはマウス卵子でのUCH-L1の全長cDNAの

確認、卵巣中での UCH-L1の胎児期卵巣内で

の卵から分割期胚までにおける mRNAレベル

およびタンパクレベルでの発現量の解析に

加え、SiRNAを用いてマウス卵子での減数分

裂再開への関与を検討、さらに卵発生におけ

る本タンパクの関与を検討するためdsRNAベ

クターを組み込んだ RNAiトランスジェニッ

クマウスを作成することによって検討する。 

 

３．研究の方法 

１）UCH-L1と考えられるタンパクがマウス卵

子に相当量存在することを、約2000個の

マウス MⅡ期未受精卵抽出タンパクの二

次元電気泳動による解析と、スポットのN

末端アミノ酸配列解析および質量分析か

ら確認する。さらにgenebankに登録され

たマウス UCH-L1 cDNA配列をもとにプラ

イマーを設計して nested RT-PCRを行っ

た結果、UCH-L1 mRNAのマウス卵子におけ

る発現を確認し、マウス卵巣切片にウサ

ギUCH-L1ポリクローナル抗体による免疫

組織化学染色を施行し、間質や顆粒膜細

胞には反応が認められないが Graaf卵胞

内卵子には少なくとも局在して強い染色

性を認めることを確認する。 

２）(GV期卵へのUCH-L1 SiRNAの顕微注入に

よる卵子細胞分裂への影響) 

 UCH-L1 に対する SiRNAを調整し、GV期卵

に顕微注入することによりその後の

UCH-L1タンパク発現量の低下を、RIを用

いた抗原抗体反応にて確認するとともに、

それによるGVBD、極体放出、さらに体外受

精・顕微授精後の細胞分裂への影響、とく

に分裂速度の影響を検討する。 

３）（UCHL1ｍRNAの単一卵子における定量）

UCHL1は未受精卵子中に比較的多量に存在

するため、将来様々な情報を与えてくれる

可能性がある卵子のDNAマイクロアレイに

よる解析法の際、内部対照あるいは質的診

断の指標として使用できる可能性がある。

そこでUCHL1に加えて、これも卵子に比較

的多量に含まれる、H1Foo, Eef1aの合計3

つのｍRNAについて、マウス単一未受精卵

子から抽出したｍRNA量のばらつきを検討

した 

３）UCHL1mRNAの個々の卵子における多寡が、

卵子の qualityに関与している可能性を

検討するために、定量的 PCR法および遺

伝子発現マイクロアレイを用いて定量を

行うとともに、マウス卵子の加齢におけ

るUCHL1ｍRNA量の変化について検討を行

った。 

 

４．研究成果 

１）（UCH-L1のマウス卵子における発現）マ

ウス未受精卵2000個からの抽出タンパク

溶液を二次元泳動した結果、クマシー染

色レベルで86の明瞭なスポットが確認で

きた。この中で、12のスポットが飛行型

質量分析計にて同定され、等電点4.9、分

子量29.85のスポットは、N末端アミノ酸

配列解析と一致してUCH-L1と推定された

（図１）。 さらにマウス卵子 total RNA

に対しRT-nested PCRを施行した結果（図

２）、UCH-L1mRNA発現が確認された（図３）。 

（卵巣内局在と着床前期胚における発現） 

抗 UCH-L1ポリクローナル抗体を用いマウ

ス卵巣の免疫組織化学染色を施行したと

ころ（図４）、 一次卵胞からグラーフ卵

胞までのすべての卵子に特異的な反応を

認めた（図５）。さらに受精後の着床前期

胚では、UCH-L1ｍRNAは桑実胚まででは多

量に発現しているが、胚盤胞期以降その発

現量が低下する傾向が見られた（図６）。 

２）（マウス卵におけるUCH-L1の生物学的意

義）   

UCH-L1アンチセンスオリゴをマウス Gv

期卵細胞質内に注入し、その後の卵の減

数分裂の再開（GVBD）を解析した。アン

チセンス注入群ではコントロール群と

比較し、減数分裂が進行する傾向があっ

た（図７）。ただ、その後の体外受精で



 

 

は受精率・発生率・発生後の細胞分裂速

度への影響は見られなかった。 

３）UCHL1に加えて、これも卵子に比較的多

量に含まれる、H1Foo, Eef1aの合計 3つ

のｍRNAについて、マウス単一未受精卵子

から抽出したｍRNA量のばらつきを検討

した結果、UCHL1は他の二つの遺伝子より

個々の卵子による量のばらつきが大きく、

卵子ごとのなんらかの質的な差を表して

いる可能性が示唆された。ここでマウス

卵子一個から抽出される RNAは 800pgと

極微量であり、まずmRNA定量の信頼性を

検討するため、8週令 BDF1成熟メスマウ

ス単一卵子よりTrizol抽出したtotalRNA

を、我々が以前デザインしたPCR primer、

および Taqman probeを用いて定量的

real-time PCRを行った結果、後者の再現

性・信頼性が飛躍的に高いことが明らか

となった。 

４）若齢（8週）および高齢（60週齢）マウス

で単一卵子を遺伝子増幅後に増幅産物を

Whole Mouse Genomeオリゴ DNAマイクロ

アレイにて解析したところ、UCHL1の卵子

内全 RNAに対する構成比は加齢とともに

低下することが明らかになった。 

５）(3)まとめと本研究の国内外における位置

づけ 

マウス卵において、ユビキチン加水分解酵

素（UCHL1）がメッセージレベル、および

タンパクレベルで多量に発現しているこ

とを明らかにし、このタンパクが減数分裂

再開に関与している可能性を明らかにし

たとともに、老化により U CHL1ｍRNAの

totalRNAに占める割合が成熟卵子で低下

することを明らかにした。特に老化による

UCHL1ｍRNA低下は、今後卵子の agingや

qualityを検討する上で、指標あるいは内

部対象となりうる可能性を世界で始めて

あきらかにした。 
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