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研究成果の概要（和文）：哺乳類受精時の卵活性化に関わる細胞内 Ca2+濃度の制御機構、特に

細胞外からの Ca2+流入の実体とその調節機構の解明を目指し、マウス受精卵における Ca2+オ

シレーションにおける TRPC、Orai および STIM タンパク質の機能的関与を想定して実験を

行った。種々のペプチドを用いた阻害実験では、これらのタンパク質のいずれも受精時の Ca2+

流入には関与していないことを示す結果となった。一方で STIM1 は Ca2+流入の活性化以外の

機能を示すことが新たに示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the regulatory mechanism for Ca2+ influx pathway in 
fertilized mammalian eggs, we conducted a series of molecular and physiological 
experiments to interfere the interactions between Ca2+ influx channels on the plasma 
membrane, TRPC and Orai, and proteins on the ER membrane, STIM. The results 
suggested that, although none of these proteins participate functionally in the maintenance 
of the Ca2+ oscillations by activating Ca2+ influx, STIM1 may have an novel role other than 
as an activator of store-operated Ca2+ entry.   
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１．�研究開始当初の背景 
 	 哺乳類卵の受精時には、長時間にわたる周
期的な細胞内 Ca2+濃度の増減（Ca2+オシレー
ション）がおこり、初期発生開始のトリガー
と し て 働 く 。 受 精 卵 内 の Ca2+ 上 昇 は
IP3R/Ca2+チャネルを介した細胞内 Ca2+スト
ア（小胞体）からの Ca2+遊離であるが、細胞
外の Ca2+を除去すると Ca2+オシレーション

はすぐに停止することから、Ca2+オシレーシ
ョンの維持には細胞外からの Ca2+流入も必
須である。しかし流入経路の実体や制御機構
は不明である。 
 	 多くの細胞種で、細胞内 Ca2+ストアの充
填・枯渇の状態により制御される Ca2+流入、
いわゆる容量性 Ca2+流入（capacitative Ca2+ 
entry；以下 CCE）が存在する。マウス卵で
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も CCE が存在することは確認されており、
受精時の Ca2+オシレーションに関与してい
る可能性が高いと考えている。近年、体細胞
での CCE を担うストア作動性チャネル
（store-operated channel；以下 SOC）とし
て、TRP チャネルファミリーの TRP や、Orai
タンパクの関与が報告されている。CCE 活性
化の過程については、細胞膜直下の小胞体膜
上のタンパクと SOC タンパクとの直接的な
相互作用によるとする説が有力である。 
 
２．�研究の目的 
本研究ではマウス卵を対象に、((aa)) 	 TTRRPPCC、SSTTIIMM、
および OOrraaii のマウス卵での発現の有無を明
らかにすること、((bb)) 	 発現している TTRRPPCC、
SSTTIIMM、OOrraaii が、受精時の CCaa22++オシレーション
に実際に関与しているかを明らかにするこ
と、さらには((cc)) 	 CCaa22++オシレーションの発生・
パターン形成における、TTRRPPCC、OOrraaii と IIPP33RR、
SSTTIIMM の間の相互調節の寄与を明らかにする
ことを目的とした。 	 
 
３．�研究の方法 
((11)) 	 TTRRPPCC、SSTTIIMM、OOrraaii の発現の確認 	 
TTRRPPCC（TTRRPPCC11〜CC77）、SSTTIIMM（SSTTIIMM11,, 	 SSTTIIMM22）、
および OOrraaii（OOrraaii11〜33）の mmRRNNAA について、
各サプタイプに特異的なプライマーを用い
た RRTT--PPCCRR によりマウス卵細胞での発現を確
認した。さらに SSTTIIMM と OOrraaii については、特
異的な抗体を用いた WWeesstteerrnn ブロットにより
タンパク質レベルでの発現確認を行った。さ
らに、以降の実験に用いるため、卵巣� RRNNAA か
ら RRTT--PPCCRR によりそれぞれの ccDDNNAA をクローニ
ングした。 	 
 	 
((22)) 	 相互結合部位ペプチドおよび欠失変異
体の強制発現の効果 	 
TRPC/Orai/STIM の相互結合部位のペプチ
ドやその部位の欠失変異体（図１）の各種
cDNA コンストラクトを作成した。in vitro
で合成した RNA をマウス未成熟卵または成
熟卵に注入して培養してこれらを発現させ、
静止時の Ca2+レベルや、受精や PLCζ（精子
由来の IP3産生酵素）によって誘発した Ca2+

オシレーションに対する影響などを調べた。 

 
図１ 	 SSTTIIMM//OOrraaii 相互作用の阻害実験 	 

 	 
４．�研究成果 	 
((11)) 	 TTRRPPCC、SSTTIIMM、OOrraaii の発現の確認 	 
 	 マウス未成熟卵に対して、特異的なプライ

マーを用いた RRTT--PPCCRR を行った結果、TTRRPPCC11〜
CC77、SSTTIIMM11 と SSTTIIMM22、OOrraaii11〜OOrraaii33 の全ての
サブタイプの mmRRNNAA が存在していることが確
認された（図２）。また、TTrrppCC44 については、
２種類の sspplliicciinngg 	 vvaarriiaanntt が存在している
ことも確認された。また SSTTIIMM と OOrraaii11 対す
る特異的な抗体を用いた WWeesstteerrnn 	 bblloott によ
りタンパク質の発現確認を行った結果、
SSTTIIMM11 と SSTTIIMM22 は検出されたが、OOrraaii11 につ
いては検出されなかった。 	 

 	 
図 22 	 TTrrppCC//SSTTIIMM//OOrraaii の mmRRNNAA の発現 	 

 	 
((22)) 	 相互結合部位ペプチドおよび欠失変異
体の強制発現の効果 	 
① 	 TTRRPPCC--CC末端細胞質ドメイン 	 
 	 TTRRPPCC44はCC末端側の細胞質ドメインでIIPP33RRと
相互作用するという報告がある。TTRRPPCC11および
TTRRPPCC44の２つのsspplliicciinngg 	 vvaarriiaannttのそれぞれ
のＣ末端細胞質ドメインに相当するペプチド
（TTRRPPCC11--CCTT、TTRRPPCC44α--CCTT、TTRRPPCC44β--CCTT）を発
現させた卵では、静止時のCCaa22++濃度レベルに有
意な変化は見られなかった。PPLLCCζによって誘
発したCCaa22++オシレーションは、その頻度がわず
かなに減少する傾向があったが、精子によっ
て誘発した受精時のCCaa22++オシレーションに関
しては、いずれのペプチドも有意な抑制効果
を示さなかった（図３）。 	 

 	 
図３ 	 受精時のCCaa22++オシレーションに対する

TTRRPPCC--NN末端細胞質ドメインの効果 	 
 	 
② 	 OOrraaii11--NN末端細胞質ドメイン 	 
 	 OOrraaii11はNN末端側の細胞質ドメインでSSTTIIMMと
相互作用することが知られている。OOrraaii11のNN
末端細胞質ドメインに相当するペプチド
（OOrraaii11--NNTT）を発現させた卵では、静止時の
CCaa22++濃度レベルに有意な変化は見られなかっ
た。また、受精時のCCaa22++オシレーションにおい
ても、OOrraaii11--NNTTによる有意な抑制は見られな
かった。 	 
 	 
③ 	 SSTTIIMM11,,SSTTIIMM22細胞質ドメイン欠損変異体 	 
 	 SSTTIIMMは細胞質側ドメインでOOrraaiiと直接相互
作用すると考えられている。SSTTIIMM11とSSTTIIMM22のCC



末端側細胞質ドメインを欠損させた変異体
（SSTTIIMM11--ΔCCTT、SSTTIIMM22--ΔCCTT）を発現させた卵で
は、静止時のCCaa22++濃度レベルに有意な変化は見
られなかった。また、受精時のCCaa22++オシレーシ
ョンに対しても、抑制効果は示さなかった。 	 
 	 
④ 	 SSTTIIMM11,,SSTTIIMM22細胞質ドメイン 	 
 	 SSTTIIMM11およびSSTTIIMM22のCC末端細胞質ドメイン
全域に相当するペプチド（SSTTIIMM11--CCTT、
SSTTIIMM22--CCTT）を発現させた卵では、静止時のCCaa22++

濃度レベルに有意な変化は見られなかった
（図４）。またこれらのペプチドは、PPLLCCζや
精子によって誘発したCCaa22++オシレーションの
何れに対しても有意な抑制効果は示さなかっ
た。 	 

 	 
図４ 	 静止時の卵内CCaa22++濃度に対する

SSTTIIMM//OOrraaii由来各種ペプチドの効果 	 
 	 
 	 これに対し、SSTTIIMM11の細胞質ドメインに含ま
れるccooiilleedd 	 ccooiill領域周辺のみに相当する短
いペプチド（SSTTIIMM11--CCCCbb77、SSTTIIMM11--CCCCbb77）を発
現させると、PPLLCCzzおよび精子によって誘発し
たCCaa22++オシレーションの何れに対しても、容量
依存的に促進効果を示し、オシレーションの
頻度は顕著に増加することが確認された（図
５CC、図６）。 	 

 	 
図５ 	 受精時のCCaa22++オシレーションに対する

OOrraaii--NN末端細胞質ドメインおよびSSTTIIMM11
細胞質ドメインペプチドの効果 	 

 	 
図６ 	 受精時のCCaa22++オシレーションの振幅（AA）

と頻度（BB）に対するSSTTIIMM//OOrraaii由来各種
ペプチドの効果 	 

 	 
 	 これまでの実験で、受精時の CCaa22++オシレー
ション中には何らかの CCaa22++流入経路が活性化
されていること、また CCaa22++流入速度は個々の

CCaa22++上昇と同期して周期的に変動してくるこ
とを確認している。また外液中の CCaa22++濃度を
変えることによって CCaa22++流入速度を増減させ
た場合、CCaa22++オシレーションの振幅は変わら
ずに頻度が増減する。本研究で行った一連の
実験において、用いた TTRRPPCC//OOrraaii//SSTTIIMM の細
胞質ドメインペプチドや欠損変異体はいず
れも CCaa22++オシレーションに対して有意な抑制
効果（オシレーション頻度の減少）は示さな
かった。また、上述の以外にもTTRRPPCC11やTTRRPPCC44、
SSTTIIMM11 や SSTTIIMM22、OOrraaii11 の野生型を卵に過剰発
現させる実験を行ったが、いずれも静止時の
CCaa22++濃度や受精時の CCaa22++オシレーションに有
意な影響を及ぼさなかった。以上の結果は、
マウス卵においては TTRRPPCC や SSTTIIMM//OOrraaii は発
現はしているものの、受精時の CCaa22++オシレー
ションの維持に関わる CCaa22++流入経路としては
機能していないことを示唆している。 	 
 	 培養細胞の系では、SSTTIIMM11 の ccooiilleedd 	 ccooiill
領域周辺の短いペプチドが OOrraaii11 を介した
CCaa22++流入を活性化するという報告がある。
SSTTIIMM11--CCccbb77 および SSTTIIMM11--CCccbb99 が受精時の
CCaa22++オシレーションに対して顕著な促進的効
果を示したという結果は、マウス卵でも内在
性の OOrraaii11 が SSTTIIMM11 によって活性化され得る
ことを示唆している。しかしながら、これら
のペプチドを発現させた卵において二価イ
オンの流入速度を計測したところ、コントロ
ールに対し大きくは増加しておらず、従って、
これらのペプチドの CCaa22++オシレーションに対
する効果は OOrraaii11 を介した CCaa22++流入の活性化
だ け で は 説 明 で き な い 。 現 在 、
SSTTIIMM11--CCccbb77//--CCccbb99 が細胞内 CCaa22++ストアへの
CCaa22++取り込みを促進する可能性を想定し、さ
らに研究を進めている。 	 
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