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研究成果の概要（和文）： 

 
ヒトデ卵を卵核胞崩壊（GVBD）以前に受精させた GV 多精卵の多極紡錘体形成率（干渉率）は

100％であった。また GVBD 以後に多精させた BD 多精卵では、卵―精子星状体の距離が数μm で
あっても干渉率が低く 5％程度であった。さらに BD 多精卵紡錘体極のサイクリン B量は、干渉
していない精子星状体より顕著に高いことが明らかになった。サイクリン Bが多く蓄積する星
状体が、GV 内容物の影響を受けて染色体と相互作用できるようになることが強く示唆された。 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Before spawning, maternal asters existing near GV are affected by soluble components of 
GV other than chromosomes during GVBD, and acquire the ability to form functional spindles. 
Then, spawned oocytes are fertilized at MI. Although centrosomes of sperm form sperm 
asters, they wait to participate in cell cycle events until oocyte meiosis is completed: 
They cannot form functional spindles during meiotic division of oocytes, because GV 
components have been dispersed throughout the cytoplasm. When oocytes are isolated from 
the ovaries and artificially inseminated before GVBD or MI, polyspermy occurs and sperm 
asters at the animal pole are affected by GV components during GVBD and form abnormal 
multi-polar spindles interacting with maternal chromosomes during MI and MII. Thus, both 
spawning and fertilization at MI are important for maturing oocytes to be protected from 
formation of abnormal multi-polar spindles by paternal centrosomes. 
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１．研究開始当初の背景 
 

多くの無脊椎動物は第一減数分裂中期で
受精する。卵に入った精子中心体は、速やか
に微小管形成中心として機能するが、卵減数
分裂の紡錘体極としては働かない（干渉しな
い）。一方、卵由来の中心体は、紡錘体の極
として減数分裂を司る。このことはとても大
切であり、もしもこの不干渉機構がなければ、
減数分裂は３極となり、有性生殖は失敗して
しまう。すなわちこの現象は、有性生殖の要
となるものであるが、これまで干渉しない機
構について研究されて来なかった。 
 
 
２．研究の目的 
 

ヒトデでは、卵核胞崩壊(GVBD)後に受精す
ると、正常発生する〔=精子星状体は干渉し
ない〕。しかし GVBD 前に受精させると、精子
星状体は卵減数分裂に干渉する（Matuura and 
Chiba. Unequal cell division regulated by 
the contents of germinal vesicles. Dev. 
Biol.  273, 76-86. 2004）。すなわち、GVBD
前に受精した精子は、多極紡錘体を形成する
結果、多くの極体様断片を作り減数分裂は失
敗する。この不干渉機構は GVBD 間のわずか 2
～3分で成立する。GVBD 前後の卵をそれぞれ
用いることで、干渉と不干渉を容易に作り出
すことができる。実験動物としてのヒトデは、
正に独創的な研究システムを提供してくれ
るのだ。 

それでは、精子不干渉機構を説明できる仮
説は、どのようなものがあるのだろうか？以
下の３仮説が考えられる。 

仮説 1「精子の受精地点は、卵減数分裂装
置から十分に離れているために干渉しない」 

仮説２「卵中心体から伸びる微小管によっ
て、すでに卵染色体の動原体は占有されてい
るために、精子中心体からの微小管が結合で
きない。」 

仮説３「精子中心体から伸びる微小管先端
構造は、卵由来染色体と結合できない。」 

本研究では上記の各仮説の真偽を判定し
て、精子由来の分裂中心が卵減数分裂に干渉
しない仕組みを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
  

以上の仮説について、どれが正しいのか、
またはそれ以外の考え方・仮説立案が適切で
あるのかについて、検討する。 

仮説 1 が正しいか否かは、まず GVBD 前に
受精させた多精卵（GV 多精卵）と GVBD 10
分後に多精にさせた BD 多精卵を第二減数分

裂中期で固定し、DAPI と抗チューブリン抗体
を用いた蛍光抗体法で染色する。これらのサ
ンプルを共焦点顕微鏡でサンプルを Z軸につ
いて 1 マイクロメーター毎に映像を取得し、
3 次元(３D）構築する。次に、3D 画像上で、
微小管形成中心（MTOC）とその最も近傍の染
色体までの距離を測定する。GV 多精卵と BD
多精卵でそれぞれの距離に統計的な優位差
がなければ、仮説は真ではない。むしろ、距
離に依らない、何らかの機構で、BD 多精卵に
おいて干渉が起こりにくいことを示してい
る。 
もしも仮説２が正しいならば、卵染色体と

卵中心体（星状体）が相互作用できないよう
に、十分に引き離して受精させれば、精子星
状体は卵染色体と相互作用するはずである。
卵染色体と卵中心体の引き離しには、遠心力
を用いる。GV の比重が細胞質により低いので、
上向き方向に遠心力をかけると、GV を下側
（植物極側）に移動させることが出来る。こ
のとき卵中心体は移動せず、上側（動物極側）
にとどまる。ホルモン処理後、精子を卵染色
体の近傍に受精させたときに、仮説２が真な
らば、精子中心体から伸びる微小管は卵染色
体を捕まえるはずである。精子の進入点は、
ほぼランダムに卵表面全体に分布するので、
卵染色体の近傍に侵入する場合もあること
が期待できる。または、精子濃度を高くする
と、多精になるので、卵染色体近傍に精子中
心体が位置する確率を高くすることが出来
る。仮説２が正しいなら、卵染色体の動原体
は、第一分裂から第二分裂中期に至るまで、
ずっと卵中心体からの微小管に占有されて
いるはずだ。しかし、ここで矛盾が生じる。
すなわち第一分裂が終了したときに、卵内に
残った中心体は 2分裂し、再度 2極を作って
から第二分裂に入るために、この時期には卵
染色体の卵中心体による占有は解除されて
いるはずである。 
仮説２が誤りであると判明した場合、仮説

３を検討する。そのために GVBD 前と後での
受精によって、動物極の多極紡錘体やその近
傍に存在する星状体の形状を詳細に観測し、
その制御は、GV 内容物の影響を受けているか
どうかを明らかにする。そのために、微小管
と相互作用することが明らかになっている
サイクリンの局在を明らかにする。具体的に
は、抗サイクリン抗体と抗チューブリン抗体
との二重染色を行い、染色の度合いを定量し
て、動植物軸において染色性の違いがあるか
否かを明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）仮説１を検討するために、第一減数



 

 

分裂と第二減数分裂において、GV 多精卵と
GVBD10 分後に多精にさせた BD 多精卵の干渉
率を求め、さらに微小管形成中心（MTOC）と
その最も近傍の染色体までの距離を測定し
た。その結果、第一減数分裂では BD 多精卵
では干渉しないことが明らかになった。一方、
GV 多精卵では 100％干渉した。さらに第二減
数分裂では、BD 多精卵のごくわずかな（５％）
卵において干渉した多極紡錘体が観察され
た。しかしその距離を計測したところ、GV 多
精卵と BD 多精卵では両者とも、約 10 マイク
ロメーター前後であり、有意差は得られなか
った。従って、仮説１は真であるとは言えな
い。 
 

（２）仮説２において、卵中心体から伸び
る微小管によって、すでに卵染色体の動原体
は占有されているために、精子中心体からの
微小管が結合できないか否かを明らかにす
るために、まず第一減数分裂について、精子
と卵のそれぞれの MTOC と卵染色体の相互作
用を観測した。その結果、GVBD 後 30 分では、
すでに卵 MTOC が卵染色体の動原体を占有し
紡錘体を形成していたが、精子 MTOC は発達
し始めたばかりであった。すなわち、卵 MTOC
の発達速度が精子 MTOC より早いために、干
渉はない。仮説 1 は真である。一方、第二減
数分裂開始直後では、精子・卵それぞれの
MTOC 形成は同時であるが、干渉率は５％程度
と非常に低かった。したがって仮説 2は真で
あるとは言えない。さらに卵染色体と卵中心
体（星状体）が相互作用できないように、遠
心で十分に引き離して受精させたところ、精
子星状体と卵染色体の相互作用の確率は
10％程度に上昇した。しかしその上昇の程度
はわずかであるために、第二分裂において仮
説を真であると結論づけることは困難であ
った。 

 
（３）精子中心体から伸びる微小管先端構

造は、第二減数分裂では前述（１）（２）の
ように卵由来染色体と結合し干渉するため
に、仮説 3は真であるとは言えない。そこで
抗サイクリン抗体と抗チューブリン抗体と
の二重染色でのそれぞれの蛍光量を定量し
た。そしてサイクリン抗体による蛍光量/抗
チューブリン抗体染色による蛍光量を求め
たところ、動物極＞植物極であることが明か
になった。この星状体のサイクリン B 量は、
GV 内容物を植物極に細胞質移植すると、その
部分に発達した星状体において顕著に増加
した。さらに BD 多精卵紡錘体極のサイクリ
ン B量は、近傍の干渉していない精子星状体
より顕著に高かった。従ってサイクリン B が
GV 内容物の影響で、GVBD 過程において GV 近
傍に位置した星状体により多く蓄積し、星状
体微小管が染色体と相互作用できるように

なることが強く示唆された。 
 
（４）以上の結果をまとめると、第一減数

分裂においては、卵 MTOC の発達速度が精子
MTOC より早いために、干渉はない。したがっ
て仮説 2 が採用され、「第一減数分裂におい
て BD 多精卵では、卵中心体から伸びる微小
管によって、すでに卵染色体の動原体は占有
されているために、精子中心体からの微小管
が結合できない。」であることが明らかにな
った。 
しかし問題はむしろ第二減数分裂にあり、

GV 多精卵での MTOC と染色体間の距離とほぼ
等しい距離であるにもかかわらず BD 多精卵
では 5％程度しか干渉しなかった。さらに第
二減数分裂においてもその染色の差が認め
られていたので、単に、GVBD 前に GV 内に局
在したサイクリン B が GV 近傍の星状体に沈
着したわけではない。むしろ GV 内部に、サ
イクリン B－CDK1と微小管を介して結合する
因子が存在しており、その因子がサイクリン
B の動物極＞植物極の局在を実現している
と考えられる。すなわち、正常受精（BD 受精）
では GV 内容物が希釈されるために、精子星
状体サイクリン量が少なくなり、干渉できな
くなる。 
またその因子は、サイクリンの星状体/紡

錘体結合を制御しているだけでなく、MTOC の
形状も制御している可能性がある。すなわち、
GV が GVBD まで存在していたところを動物極
と定義するならば、遠心で移動した新動物極
も含め、植物極星状体と明らかに構造が異な
っていた。すなわち、植物極星状体は中心部
に染色されない部分があったが、動物極星状
体にはなかった。サイクリン B-CDK1 複合体
は MPF の本体であり、中期を実現する細胞周
期エンジンだ。植物極星状体中心部に染色さ
れない部分があることが、MPF 活性の局所的
な強弱につながっている可能性が考えられ
る 
 この未知の因子の精製は、今後の問題であ
るが、一つの候補として Ran が考えられる。
ただし、染色体がない星状体においても、動
植物軸において差が観察されたことから、
Ran 以外の未知の因子が関与している可能性
も考えられる。なぜなら Ran は染色体と相互
作用することで、分布に局在があり、その局
在が紡錘体形成に必要であると考えられて
いるからだ。今後は、抗 Ran抗体を作成して、
紡錘体/星状体における染色性を求め、Ran 局
在が関係するか否かを明らかにしていく必
要がある。さらに局部的な CDK1 活性を可視
化する必要がある。そのためには、CDK１活
性を計測できる FRET センサーを用いる可能
性が考えられる。そのような FRET センサー
はすでに開発はされてはいるが、まだ局在が
可視化できる技術には達していない。今後は



 

 

技術開発を進める必要がある。 
 

（５）第一減数分裂中期に受精する生物は、
ヒトデだけでなく、昆虫や原索動物、軟体動
物など、非常に多くの種類がある。それらの
生物全てにおいて、本研究で明らかにできた
ように、特に第二減数分裂中期において精子
星状体が卵染色体と相互作用しないような
仕組みが進化してきたものと考えられる（発
表雑誌論文１）。この精子中心体の卵減数分
裂への不干渉機構は、卵由来の中心体だけが、
紡錘体の極として減数分裂を司ることを保
証している非常に重要な生物現象である。す
なわちこの不干渉機構がなければ、減数分裂
は３極となり、有性生殖は失敗してしまう。
このように有性生殖の要となる現象がこれ
まで研究されて来なかったのは、不思議では
あるが、本研究を契機として、今後この分野
に多くの研究者が参入してくることを希望
する。 
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