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研究成果の概要（和文）：本研究で同定されたウマPLCzは，それまでほ乳類で報告されてきた最も高い活性をもつヒト
PLCzよりもさらに高い活性をもつことを明らかにした．またウマPLCｚを注入し，ブタ円形精子細胞注入卵の発生能を
向上させることにも成功した．一方，卵減数分裂に重要な役割を持つpolo like kinase 1が少なくともブタにおいてIP
3Rの発現量を制御していることを初めて明らかにした．以上のことから，精子側因子(PLCz)および卵側因子(IP3R)とも
に動物種ごとに異なる活性および制御機構を持ち，それぞれの動物種に特有な活性・機能がかみ合うことで，受精現象
が引き起こしていることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：We succeeded in molecular cloning of horse PLCz. We also showed that horse PLCz ha
s higher activity compared to those in other mammalian species studied to date. As for the regulation of I
P3R in pig oocytes, inhibition of polo-like kinase 1(Plk1) dramatically decreased the expression level of 
IP3R, suggests that Plk1 is involved in the regulation of IP3R expression at least in pig oocytes.

研究分野：

科研費の分科・細目：

農学

キーワード： 受精
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１．研究開始当初の背景 

ほとんどの動物の受精時には，卵内 Ca2+イオ

ンの急激な上昇が認められる．特に哺乳類で

はCa2+の反復上昇が誘起され，この現象はCa2+

オシレーションと呼ばれている．Ca2+オシレ

ーションが誘起されることにより，卵の減数

分裂再開(卵活性化)，母性 mRNA の分解およ

び胚性遺伝子の発現が起こる．近年，この哺

乳類特異的な Ca2+オシレーションの動態が，

初期胚での遺伝子発現さらには出生後の個

体の成長にまで影響を及ぼしている可能性

が示唆されている．一方，実験動物や家畜に

おいて，円形精子細胞を用いた顕微授精や体

細胞核移植によるクローン作製は可能とな

ったが，個体への発生率は通常の受精時に比

べて著しく低く，さらに体細胞クローンに関

しては死産，流産あるいは過大仔といった発

生・成長過程における異常が報告されている．

その原因として，操作した胚を発生させるた

めには，通常の受精機構を模倣した人為的活

性化処理を行う必要があるが現在，家畜卵の

活性化に用いられている方法のほとんどは，

一過性の卵内 Ca2+イオンの上昇しか誘起でき

ず，Ca2+オシレーションによる卵活性化を再

現できていないことが考えられていた．  

２．研究の目的 

生殖工学・発生工学技術の進歩により，体細

胞核移植や顕微授精を用いて産仔作出が可

能となったが，現在でもその発生率は低く，

家畜ではさらに低い．その原因の一つとして，

それらの技術により作製した卵の発生には，

受精時の現象を模倣した人為的活性化処置

が必要となるが，現在の人為的活性化処置は

卵内で一過性の Ca2+上昇しか誘起できず，本

来の哺乳類における受精時に起こる卵内 Ca2+

反復上昇(Ca2+オシレーション)を再現できて

いないことが挙げられる．本研究では Ca2+オ

シレーションの制御に関連する因子(精子

側：PLC，卵子側：IP3R)に焦点を当て，種特

異的な受精機構を解明する．得られた知見を

元に，新しい受(授)精制御技術の開発に応用

する． 

３．研究の方法 

本研究は，Ca2+オレーションに関与する各動

物種の精子側(PLC)と卵側(IP3R)因子をそれ

ぞれ分子レベルで比較解析し，種および系統

特異的な受精時の Ca2+オシレーション動態の

原因を明らかにし，種特異的な受精機構の解

明を行い，新しい受(授)精制御技術の開発に

応用する．本研究は，各哺乳類動物(実験動

物および家畜)を用いて ①精子側因子

(PLC)の分子機能の比較解析，②卵子側因子

(IP3R)の分子機能の比較解析により，各動物

の PLCおよび IP3R が，受精時の Ca2+オシレー

ションにどのように関わっているか分子レ

ベルで解明する．  

４．研究成果 

初めに各動物種の PLCの機能を比較・検討す

る目的で，ウマを用い，未だ同定されていな

いウマ PLCの遺伝子クローニングと機能解

析を行った．その結果，ウマ精巣から RT-PCR

により全長 1917 bp の産物が得られ，シーク

エンス解析の結果により，他種の PLCと高い

相同性を示したことから，ウマ PLCを同定し

たと考えられた．またこの cDNA から mRNA を

作製し，また他動物種の PLCの mRNA をそれ

ぞれマウス卵に注入することで動物種間で

の PLCの活性を比較検討した．その結果，ウ

マ PLCはそれまでほ乳類で報告されてきた

最も高い活性をもつヒト PLCよりもさらに

高い活性をもつことが初めて明らかにされ

た．またウマ PLCを注入することで，ブタ円

形精子細胞注入卵の発生能を向上させるこ

とにも成功した．また，マウス PLC，ラット

PLCの mRNA を作製し，それぞれマウス卵に

注入し，卵活性化について検討した．その結

果，マウス PLCをラット卵に注入した場合に

は卵活性化が誘起されたのに対し，ラット

PLCをマウス卵に注入した場合には卵活性

化が認められなかった．以上のことから，

PLCはそれぞれの動物種ごとに異なる活性

を持つことが明らかとなった． 



一方，IP3R に関しては，どの因子が IP3R の

機能を制御しているかについて検討した．卵

の減数分裂に重要な役割を持つ polo like 

kinase 1(Plk1)の抑制剤でブタ成熟卵を処理

すると，IP3R のリン酸化量および発現量が著

しく低下した．また MAP kinase および p34cdc2 

kinase の阻害剤ではそのような影響は認め

られなかった．一方，Plk1 抑制剤による IP3R

発現量の低下は，マウス卵では認められなか

った．以上のことから，少なくともブタにお

いて IP3R は Plk1 によって制御されているこ

とが初めて明らかとなった． 

 さらに，受精卵のその後の発生能を向上さ

せる目的で，受精時のシグナルが胚発生およ

び胚の着床にどのような影響を及ぼすか調

べた．その結果，PLCによる加水分解で産生

されたジアシルグリセロールが，胚の発生お

よび着床に関わっている可能性が考えられ

た． 

以上のことから，精子側の因子(PLC)および

卵側の因子(IP3R)ともに動物種ごとに異なる

活性および制御機構を持ち，それぞれの動物

種に特有な活性・機能がかみ合うことで，各

動物種における受精現象が起こっているこ

とが明らかとなった． 
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