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研究成果の概要（和文）：ブタにおける卵活性化機構の解明を目的として、Phospholipase Cζ (PLCzeta)が唯
一の卵活性化因子 (sperm factor)なのかを検証した。そして、PLCzetaとともにsperm factor候補として挙げら
れているPost-Acrosomal WW Binding Protein (PAWP)はsperm factorである可能性が低いことを示唆する結果を
得た。引き続き、PLCzetaノックアウトモデルを用いて、その他の因子についても検証を進めていく。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated whether Phospholipase Czeta is the only sperm 
factor to elucidate the mechanism of oocyte activation in pigs. I then obtained the data suggested 
that Post-Acrosomal WW Binding Protein (PAWP), which has been considered to be one of the candidate 
sperm factor as well as PLCzeta, was unlikely to be sperm factor. I will continue investigation 
focused on other factors using knock down or knock out models of PLCzeta. 

研究分野： 家畜繁殖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Sperm factorの正体については長年議論されてきており、PLCzetaとともにsperm factor候補とされてきたPAWP
が少なくとも主たるsperm factorとして機能していない可能性を示唆する本研究成果は、議論に一石を投じるも
のとなる。さらに、哺乳類の代表的なモデルとされるマウスとは大きく異なる卵活性化現象が生じるブタでの
sperm factorに関する本研究成果は、哺乳類の卵活性化機構における動物種間でのバリエーションを示す生物学
的に意義深いものともいえる。また、顕微授精など卵活性化誘起法に課題のある生殖補助技術の発展にも寄与す
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景：本研究課題の申請時における背景・動機について、簡潔に記入す

ること。 
 
哺乳類における通常の受精では、精子と卵子の膜融合に伴い卵子内で Ca2+濃度の一過性の上

昇が反復して生じる Ca2+オシレーションが誘起される。これが引き金となって第二減数分裂 
中期で停止している卵子が活性化し、一連の受精現象が進行する卵細胞質内精子注入（ICSI）技
術は、精子を卵子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り、家畜の品種改良
や優良家畜の遺伝資源の保存のための強力なツールとなる。しかし、ブタでの ICSI では、注入
精子による卵活性化が十分に誘起されず前核形成不全による受精の失敗が頻発する。それを補
うために、電気刺激や試薬を用いた人為的卵活性化が施されているが未だに前核形成率が低い。
これは、現行の人為的卵活性化法では単発の Ca2+上昇しか誘起できず、通常の受精で生じる
Ca2+オシレーションの様式とかけ離れているためと考えられる。それゆえ、通常の受精で精子
が誘起する卵活性化を再現する人為的活性化法を開発することができれば、ICSI による前核形
成率の向上が期待できる。しかし、精子がどのように卵子を活性化させているか完全には分かっ
ていない。現在、卵子との膜融合時に精子が卵活性化因子を卵子内に放出し卵を活性化させると
考えられており、その因子として加水分解酵素 Phospholipase C zeta（PLCzeta）が最有力候補
とされているが、他の因子や卵活性化機構を示唆する報告もなされている。 
 
２． 研究の目的：研究の目的 本研究課題の申請時における当初の研究目的について、簡潔

に記入すること。 
 
ブタにおける卵活性化機構の解明を目的として、主たる sperm factor として機能すると考え

られる PLCzeta を欠損させることで、PLCzeta 以外の因子が卵活性化に寄与しているかを明ら
かにする 
 
 
３．研究の方法：研究の方法 本研究課題の研究方法について、その具体的内容を簡潔に記入
すること。 
 
（１）PLCzeta 以外の sperm factor の探求 
①Trim-Away 法による PLCzeta ノックダウン 

受精時の PLCz による卵活性化を阻害するため、
Tripartite motif-containing protein-21 (TRIM21)
に抗体を結合させ標的タンパク質を分解する Trim-
Away 法による PLCz ノックダウンを試みた（右図参
照）。まず、ブタ PLCzeta モノクローナル抗体を作成
し、精子 PLCzeta に対する特異性を免疫蛍光染色で確
認する。次に、その抗体で Trim-Away システムが機能
することを評価するために、Cos7 細胞に PLCzeta 発現ベクター、TRIM21 発現ベクター、PLCzeta
モノクローナル抗体をエレクトロポレーションし、PLCzeta 量が減ることをウェスタンブロッ
ティングで確認する。また、ブタ卵子内でもTrim-Awayが機能するかを評価するために、PLCzeta 
mRNA、TRIM21 mRNA、PLCzeta モノクローナル抗体を注入し、体外培養後の前核形成を調べるこ
とで PLCzeta による卵活性が阻害されたかを確認する。卵子内でも Trim-Away が機能すること
が確認できたら、TRIM21 mRNA、PLCzeta モノクローナル抗体を注入した卵子を用いて体外受精
あるいは ICSI し、卵活性化現象（減数分裂再開、Ca2+反応、前核形成）が生じるかを調べる。 

 
②PAWP の卵活性化能評価 
sperm factor 候補の１つとされる Post-Acrosomal WW Binding Protein (PAWP)の卵活性化

能を評価する。PLCzeta は PAWP と異なり精子膜に損傷を受けると大部分が精子外に流出する
ことから、ブタ精子を界面活性剤で処理し、ウェスタンブロッティングで PAWP は検出される
が PLCzeta は検出されない精子を作出する。この精子を用いて ICSI し、卵活性化現象（減数
分裂再開、Ca2+反応、前核形成）が生じるかを調べる。 

 
（２）卵子と精子の膜融合を起点とする卵活性化機構の探究： 

受精時に生じる膜融合が卵活性化に寄与するのかを調べる。本実験を行うためには、運動性
を有する PLCzeta KO ブタ精子を用いる必要がある。ブタ精子の運動性や膜の完全性を保持し
たまま PLCzeta を取り除くことはできないため、PLCzeta KO ブタを作出し、その精子を実験に
供することとする。具体的には、CRISPR/Cas9 システムにより PLCzeta 遺伝子領域の両アリル
に変異の導入が確認できたブタ体細胞を用いて核移植を行い、仮親ブタの卵管に外科的に移植
することで PLCzetaKO ブタを作出する。そして、PLCzeta KO ブタ精子を用いて膜融合を伴う体
外受精と、膜融合が伴わない ICSI を行い、Ca2+オシレーションや、その他卵活性化現象（第



二極体放出、前核形成など）を比較することで、膜融合が卵活性化に寄与しているかを明らか
にする。 

 
 
４．研究成果：研究成果 本研究課題の成果について、研究の主な成果、得られた成果の国内
外における位置づけとインパクト、今後の展望などの点から記入すること。 
 
（１）PLCzeta 以外の sperm factor の探求 
①Trim-Away法によるPLCzetaノックダウン 
ブタ PLCzeta モノクローナル抗体の特異

性を免疫蛍光染色により評価したところ、
PLCzeta の局在箇所とされる頭部後方にシ
グナルが確認できた（図 1.）。これまで、ブ
タ PLCzeta の抗体はポリクローナル抗体し
かなく、本研究で作製したモノクローナル抗
体は、これまで以上に精度の高い研究に寄与することが期待される。 

次に、この抗体によりTrim-Awayシステムが機能するかを、
Cos7 細胞を用いて確認した。PLCzeta と Trim21 の各発現ベク
ターと PLCzeta モノクローナル抗体を導入した細胞では、
PLCzeta 発現ベクターのみ導入した細胞に比べて、ウェスタン
ブロッティングで検出された PLCzeta のバンドが薄かったた
め、Trim-Away システムが機能していると判断した（図 2）。 

次に、ブタ卵子内でも Trim-Away システムが機能するかを
確認するために、PLCzeta モノクローナル抗体と Trim21 mRNA
を同時に注入、その 2時間後に PLCzeta mRNA を注入し、10 時
間後の前核形成が阻害されるかを調べた。その結果、各々の注
入濃度を変えて検討を行ったが現時点では前核形成阻害効果
は認められておらず、引き続き注入条件の検討を行う。 

 
②PAWP の卵活性化能評価 

凍結融解ブタ精子を Triton X-100 (TX)に感作させ、ウェスタ
ンブロッティングにより PAWP は検出されるが、PLCzeta は検出さ
れない精子を得ることに成功した（図 3）。これらの精子をそれぞ
れブタ卵子に顕微注入し 10 時間後に観察したところ、TX区では、
79.1%が全く卵活性化現象が生じていない metaphase II (M2)期の

ままであった。これは無処
理区 (19.5%)に比べて有意
に高い値だった (図 4)。それに対し、無処理区では M2
期以外 (anaphaseII 期～pronuclear formation 期)が
80.5%であり、TX区 (20.9%)より有意に高かった。これ
は、PAWPは、卵活性化能がPLCzetaに比べて極めて低い、
あるいは sperm factor として機能していない可能性を
示唆する結果といえる。 
 
 

 
（２）卵子と精子の膜融合を起点とする卵活性化機構の探究 

CRISPR/Cas9 システムにより、PLCzeta 遺伝子領域の両アリルに変異が導入されたホモノ
ックアウトのブタ体細胞を得ることに成功した。この細胞を用いて核移植を行い、体外培養後
に得られた胚盤胞を解析したところ、ホモノックアウトの胚であることを確認した。次に、核
移植胚を仮親ブタの卵管に外科的に移植し、PLCzeta ノックアウトブタの作出を試みた。1 例
において、分娩日まで発情が回帰しなかったが分娩誘発後も分娩兆候も認められなかったため、
妊娠は継続されず途中で胚死滅したと考えられる。引き続き胚移植に取り組んでいく。 
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