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一総説ー

特集:卵子のエネルギ一代謝ーミトコンドリア機能についてー

受精時におけるカルシウムイオン制御機構

Regulation of Calcium Signaling during Fertilization 

伊藤潤哉

Junya Ito 

麻布大学獣医学部動物繁殖学研究室 〒252-5201 相模原市

LaboratOl:V 01 Animal Reprodllction， School 01 VeterInG/y Medicine， Azabll University， 1-17-71 FlIchinobe， Chuo 

SagamIhara， Kanagawa 252-5201， Japαn 

要旨:ほとんどすべての動物種において，受精時には卵内カルシウムイオンの上昇カf認められる.このカルシウ

ムイオンの上昇は，第二減数分裂からの減数分裂再開，表層果実粒の放出および雌雄前核の形成といった“卵の活

性化"を引き起こすことが知られている.特に日鳶乳動物の受精においては，反復的なカルシウムイオンの上昇(カ

ルシウムオシレーション)が起こる.近年の研究により，カルシウムオシレーションは卵の活性化だけでなく，

その後の発生にも影響を及ぼすことが示唆されている.カルシウムオシレーションは精子内に存在する卵活性

化因子 (phospholipaseC zeta， PLC~) カf卵細胞質内に放出されることで起こると考えられており， PLC~ により

PIP2が加水分解され，その結果生産されたinositoけ，4，5-triphosphate(lP3)が小胞体上にある IP3受容体に結合し，

小胞体内に蓄積されたカルシウムを卵細胞質内に放出することで誘起される.我々は，実験動物(マウス)ある

いは家畜(ブタ)をモデルとして用い，特に PLC~ と IP3受容体の機能に着目し研究を行ってきた.:$:稿では，こ

れら分子lこ関する最近の知見を紹介したい.

キーワード:イノシトール3リン駿，卵活性化， PLC，精子

Abstract: Ouring fertilization， the sperm triggers resumption from the arrest， extrusion of the second 

polar body and pronuclear formation whose events are collectively acknowledged as 'oocyte activation'. 

In mammalian species Up to date， oocyte activation requires fertilization-associated increases in the 

intracellular concentration of calcium. These periodical rises are referred to as calcium oscillations. 

Result studies suggest that these calcium oscillations have important role in not only oocyte activation 

but also development of mammals. We focus on two molecules， phospholipase C zeta (PLC~) and 

inositoI1，4，5-triphosphate receptor (lP3R) which have important role in regulation of calcium oscillations 

during fertilization in mammals. In this review， we will discuss present status and future perspective of 

molecular mechanism during fertilization in mammals 

Key words: IP3， Oocyte activation， Phospholipase C， Sperm 

受精機構

ほとんどの日甫乳動物種において，排卵された卵子は第二減

数分裂中期(Metaphase-11， MII)で減数分裂を停止している η.

精子と卵子の融合に伴い，精子は表層頼粒の放出，細胞分裂
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抑制忠子(Cytostaticfactor， CSF)の不活性化，第ニ極体放出，

さらには前核形成といった一連の「卵活性化Jのイベントを

引き起こす 1-3) 現在までに報告されたすべての種において，

卵活性化には細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を必要と

することが知られている 4) 崎乳類の受精時においては，特

にカルシウムイオンの反復的な上昇が起こり，この現象は

「カルシウムオシレーション」として知られている 5) 現在で

は，精子由来の盟子である phospholipaseC zeta (PLC~) が，

phosphatidylinositol (4，5) 回 bisphosphate(PIP2)をdiacyl

glycerol (OG)とinositol1人5-trisphosphate(lP3)に加水分

解し 6，7) IP3が小胞体上に存在する IP3受容体(lP3receptor， 
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IP3R)に結合し，小胞体内に蓄えられたカルシウムイオンを

卵細胞質内に放出することで，受精時の卵細胞内カルシウ

ムイオンの上昇に関与していると考えられている(図 1). 

現在までに多 くの哨乳動物において，卵細胞質内精子注

入 (Intracytoplasmicsperm injection， ICSI)や体細胞核移植

(Somatic cell nuclear transfer， SCNT)といった様々な生殖

工学技術が開発されてきた.特に ICSIは，実験動物や家畜の

みならず現在ヒト生殖補助医療技術 (Assistedreproductive 

technology， ART)の っとして重要な技術となっている.

また SCNTは， r卵子若返り法」などに応用され，今後ますま

す重要な技術になると考えられる SCNTあるいは円形精

子細胞注入 (Roundspermatid sperm injection， ROSI)は，

前者は精子を用いないこと，後者は円形精子細胞に卵活性

化能がないことから，それらの卵の発生には「人為的活性化

処置」カf必要となる 8-10) しかし，現在用いられている活性

化処置 (電気パルス，カルシウムイオノフォア等)の多くは，

一過性のカルシウムイオン上昇を引き起こすのみで，受精

時に起こるカルシウムオシレ ションとは異なる これら

受精時と異なるカルシウムイオンの動態が， SCNTおよび

ROSI等を用いた際の産仔作出効率の低さの 因とな ってい

る可能性があり，その解決には受精機構を分子レベルで明

らかにする必要があると考えられる.

MIIでの減数分裂停止とその再開

いくつかの種を除く脊椎動物では，排卵された卵は MIIで

減数分裂を停止している この MIIでの減数分裂停止は，

CSFと呼ばれるい くつかの因子によ って調節されていると

考えられている 11) 現在までにいくつかの因子がCSFの候

補として報告されているアフリカツメガエルでは，c-mos 

プ口 トオンコジーン産物である pp39mosか‘未受精卵に存在す

ることがー知られており， 2細胞期匪の割球にmoscRNAをマ
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イクロインジェクショ ンしたところ，その割球は M期で分

裂を停止したことから， Mosタンパク質は， CSF活性を有

することを示唆している 12-14) 一方甫乳類においては，

mos遺伝子を欠損させたノ ックアウトマウスの卵巣から回

収した卵は，減数分裂が進行し， MIIにはなるものの自発的

な活性化が起こり，第二極体の放出および前核形成が誘起

されることが報告されている 15-17) これらの結果は， Mos 

が両生類だけでなく，哨乳類においても CSF活性を有する

ことを示峻している.

アフリカツメガ工ル卵において Mosタンパク質は，

mitogen-activated protein kinase or extracellular signal-

regulated protein kinase (MEK) kinaseとして働き， MEKは

さらに下流のmitogen-activatedprotein kinase (MAPK)に

作用する 18-22) 近年MAPKのさらに下流に存在する p90

ribosomal S6 kinase (p90
rSk

)が'Emi2をリン酸化することが

報告された 23，24) これらのことから現在では，Mos/MEKI 

MAPK/p90
rSk
/Emi2経路がCSFとして機能していると考えら

れている 25，26) CSFの主な機能の一つは，成熟促進因子

(Maturation promoting factor， MPF)の高い活性を維持する

ことである 27) MPFは，角虫9某サフユニ ッ トである p34CdC2

kinase
28
)と調節サブユニ ットのサイクリン S29)の結合 した

ヘテロニ量休で構成されている CSFのもう一つの役割は，

サイクリンBの分解に関わる後期分裂促進因子 (Anaphase

promoting complexes/cyclosome)の活性を抑制することで

あり，その結果MIIからの減数分裂再開，すなわち第二減数

分裂後期への進行が抑制されている 30) 晴乳類(ブタ)の卵

においても MPFの高い活性により MIIでの減数分裂停止力ず

起こること 31-33) また高い MAPKの活性は，サイクリンBの

分解を抑制することにより高い MPF活性に寄与しているこ

とも明らかにされている 34)ーまた， MAPK活性の維持に

phosphatydil inositol-3 kinaseが関与している可能性も近年

報告されている 35)

受精後，精子は卵活性化の重要なイベン卜を引き起こす

ことが知られており，これまで調べられてきたすべての動

物種において，卵の活性化は卵細胞質内カルシウムイオン

の上昇を必要とすることが明らかとなっているめ.多くの無

脊椎動物とE甫乳類以外の脊椎動物では，卵活性化は一過性

のカルシウムイオンによって引き起こされることお一方

日甫乳動物においてはカルシウムオシレー ションとして知ら

れている反復的なカルシウムイオンの上昇が起こり 5，37-40) 

表層頼粒の放出，第二減数分裂の完了といった卵活性化の

イベン卜を引き起こす.

受精時におけるカルシウムイオン上昇の役割の一つは，

CSFを不活化することである日甫乳類の卵において，精子は

p34
CdC2 

kinase の不活性化とそれに続く MAPKの不活性化を

引き起こし，それらの結果，卵は前核を形成する 41-43) 受精

時において精子由来の因子は PIP2を加水分解し， DGとIP3

を産生する 6) IP3は小胞体表面に存在する IP3Rに結合し，

小胞休に蓄積されたカルシウムイオンを卵細胞質内に放出

させる.一方，卵細胞内カルシウムイオンの上昇とプ口テイ
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A)膜受容体説 B)精子仲介説
Ca2+ 

C)精子内因子説
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図2 目前乳類の受精時における卵内カルシウムイオンの上昇機構
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図3 PLCCの構造

PH:PHドメイン， EF: EF handドメイン，X:X領域， SH: SH2ドメ イン，
y :y領域， C2・C2ドメ イン

ンキナーゼC (Protein Kinase C， PKC)の活性化は，精子力f

侵入したブタ卵で認めら れている 44) 我々は以前PKC活性

化剤である phorbol12-myristate 13-acetate (PMA)処理が成

熟 したブタ卵のMAPKを不活性化すること 45) 一方PKC阻

害剤である calphostinCによる処理は，人為的活性化刺激後

のMAPKの不活性化を抑制することも明らかにしている 45)

さらに，calcium calmodulin-dependent protein kinase 11 

(CaMKII)の抑制剤である KN-93で卵を前処理し，体外受精

を行うとサイクリンBの分解と p34凶 c2kinase活性の低下カ昔、

抑制されることも明らかにしている 46) これらのことから，

受精時におけるカルシウムイオ ンの上昇は，MPFおよび

MAPK活性の低下を介して CSFの不活性化に関わ っている

と考えられる

卵活性化機構に関する 3つの仮説

現在までにすべての動物種において受精時にカルシウム

イオンの上昇が起こることから，精子がどのように卵内の

カルシウムイオン上昇を引き起こすのかについて，い くつ

かの仮説が考えられてきた脊椎動物の受精時において，カ

ルシウムイオンの上昇は， IP3を仲介することにより起こ っ

ていることは示されていたが47，48) 精子と卵がカルシウム

イオン上昇の機構にどのように関わ っているかについては

不明であ った.受精時のカルシウムイオン上昇に精子力ずど

のように関与しているかについては主に3つの仮説が考え

られてきた 3.36，49-51) 

1つ目の仮説は「受容体説」と呼ばれるもので，精子上に

存在するリガンドが卵細胞膜上に存在する受容体に結合し，

卵内の PLCを介し てカルシウムイオ ンの上昇を引き起こす

という説である 39) (図2A). 2つ目の仮説は「精子仲介説j

であり，精子が卵と融合することで細胞外に存在するカル

シウムイオンが精子を介して卵細胞質内に流入し，卵細胞

質内のカル シウムイオンが上昇するという説である (図

28) ただしこれら 2つの仮説は，いす、れも精子と卵の膜融

合を必要としており，一方ICSIにおいても卵内カルシウム

イオンの上昇が確認されていることから，現在では否定さ

れつつある.それら 2つに代わり ，現在考え られている 3番

目の仮説は「精子内因子説jである.精子内因子説とは，精

子内に存在する因子 (Spermfactor， SF)が卵細胞質内に放

出され，カルシウムイオ ン上昇を引き起こすというもので

あり，実際に精子抽出物と卵に注入することで受精時と同

様なカルシウムオ シレーションが引 き起こされることか ら，

現在では精子内因子説が広 く支持されている目

SFとしての PLC<:の発見

精子抽出物中に SFが存在することから，それまでの PLC

と比較 して高いカルシウム感度をもっ精子特異的な PLCが

存在すると考えられた 52-55)固い くつかの分子が，SFの候補

者として報告されたが，そのほとんどはその後の研究によ

り否定されつつある 56-60) 2002年に Saundersらはマウス

精巣に発現する精子特有の PLCカf存在することを朗らかに

し，PLC<;と名付けた 7) PLC<;はそれまで報告されていた

PLCよりも短いアミノ酸配列をもち， PHドメインが存在し

ない 7) (図3).その後多 くの晴乳類 (ラッ ト61) ブタ 62) サ

ル閃 ヒ卜 63) ウシ 64))および晴乳類以外の動物種 (ニワ卜



リ 65) ウズラ 66) メダカ 61) フグ 67)) においても PLC~の存

在が報告された.これらの種では，マウス成熟卵に PLC~

cRNAあるいはタンパク費をj主入することでカルシウムオ

シレーションを引き起こすことが報告されている.一方，

Plczを襟的とする短いヘアピン RNAを発現するトランス

ジ、ヱニックマウスを作製すると，その精子は PLC~の発現が

減少しており，その結果カルシウムオシレーション活性の

低下および低い卵活性化率を引き起こす68) PLC~の局在に

ついてはマウスにおいては精子の先体および先体後部に存

在する 69)我々のブタ精子を用いた研究においては， PLC~ 

は先体および先体後部だけでなく，尾部にも存在している

ことを報告しており 70) 動物種により PLC~の精子内での局

在が異なる可能性が考えられる.また，ブタにおいても Plcz

cRNAをブタ卵に注入するとカルシウムオシレーションを

引き起こす62) これらの結果は，日南乳類に共通して精子内に

PLC~が発現しており昔カルシウムオシレーションの誘起や

卵活性化に働くことを示唆している.

また精子を注入した時， SF活性は綾子侵入後90分以内

に卵細胞質内に拡散するため，その精子を別のマウス卵へ

湾注入した場合にはカルシウムオシレーション誘起能を失

う71) ブタにおいては ICSI前の精子の処浬(超音波，界面活

性剤および凍結融解の繰り返し処理)が，精子内の PLC~ を減

少させ，その結果ICSI卵の低い前核形成率を引き起こす70)

一方マウス卵巣において， PLC~の過剰発現はこれらの卵巣

から回収した卵の自発的な活性化を促進する 72) これらの

結巣から， PLC~ は日南乳類の卵活性化に必婆十分であること

を示唆している.さらに少なくともマウスにおいては，

PLC~ は卵細胞質内ヘ拡散した後，数時間後には前核に局在

しカルシウムオシレーションは収予定する 51) 以上のことか

ら現在の認識では， PLC~が卵活性化とその後の怪発生を引

き起こすと考えられている 3，48)

卵の成熟過程における IP3Rの制調

崎乳類において， IP3Rは受精時のカルシウム放出を制御

する 73-76) IP3Rにはタイプ1からタイプ3の3つのタイプが

存在し 77，78) IP3Rタイプ1(lP3R 1)は卵において最も発現

している IP3Rである 79-81) IP3R 1は小胞体の膜上に存在し，

カルシウム貯蔵に憶与する 81) 受精時には， IP3R1のリガン

ドである IP3との結合が認められること 82，83)， I P3はPLCを

介した PIP2の加水分解により生産されることから 6) PLC~ 
がIP3を産生していると考えられる 7，84)

IP3Rを介したカルシウムオシレーション誘起能は，卵の

減数分裂に伴って増加することが報告されている 85-89) 例

えば卵核胞期の卵は，低振幅のカルシウムイオンの上昇90，91)

すなわち IP3に対する低い感受性を示す86，87) IP3Rの感受性

は受精までに増加し，脊椎動物ではMIIで最大となる 86，87，92)

一方，受精後には IP3Rの感受性は減少し，そのことから伊沢

の感受性は細胞周期依存的であると考えられている 93-96)卵

成熟に伴い，貯蔵するカルシウムの増加87，97) IP3R1および

小胞体の卵細胞質向での局在92，98，99) さらには IP3R1の発現
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量の増加等79，100)により昔 IP3Rの感受性は場加する， IP3Rは

いくつかのkinaseによりリン酸化されるアミノ駿配列をも

ち，卵成熟に伴いりン酸化を受ける 74，101，102) IP3Rのリン重量

イtは， protein kinase A 103)， protein kinase B 104)， PKC 105)， 

protein kinase G106)，caMKli1077108)，チロシンキナーゼであ

るドyn109)およひ'Lyn110)，Rho kinase111)によって起こること

が報告されている.しかしこれらのkinaseの動態は，卵成熟

過寝における細胞周期と一致しないことから， MII卵におけ

るIP3R1のリン酸化に関与する可能性は低いと考えられる.

一方，近年の研究において IP3R1が:'p34CdC2 kinase， MAPfくお

よひやpolo-likekinase 1によってリン酸化されうることが報告

され，少なくともinvivoの実験においてはそれらのkinaseに

よりリン酸化されることが証明された73，74，76，112， 113) さらに

我々は IP3R1が卵成熟過程において卵核胞崩壊に伴って初

めてリン酸化され，その後MIIでも高い 1)ン酸化レベルが維

持されることをマウス73)およびブタ卵74)を用いて明らかに

した.一方，受精後に IP3R1のリン酸化レベルは減少し，そ

の低下は MAPK活性の低下と良時販に起こることも明らか

にしている 76) 一方，ブタ卵では p34CdC2kinaseの抑制によ

りIP3聞の 1)ン酸化レベルの低下が起こることから， MAPK 

よりむしろ MPFがIP3R1のリン酸化に関与している可能性

が考えられる 74)

いくつかの研究において，卵細胞質内のIP3R1の局在が，

IP3Rの機能に関与することが示されている 37，90) これらの

研究では， IP3R1の感受性が高いマウス MII.iJsでは，卵細胞

膜付近でのIP3R1のクラスターが形成されることが、報告され

ている 37，90)‘我々の研究においてもMとK抑制剤U0126で処

理したマウス MII卵では，細胞膜付近にクラスター形成が認

められないこと，またU0126処理したMII卵ではカルシウム

オシレーションが抑制されることを明らかにしている 76，114)

今後のさらなる研究により，膜付近でのIP3R1のクラスター

形成とカルシウムオシレーション誘起能との関係が明らか

にされると考えられる.

受精磯構の解明がARTへの応用に果たす役割

多くの哨乳動物において ICSI. ROSIおよびSCNTといっ

た生殖工学技術が確立されており，特に ICSIやROSIは

ARTとしても用いられている， ROSIなどの技術;を用いる際，

円形精子細胞は低い卵活性化能を有することから，人為的

活性化処謹が必要となる.現在，カルシウムイオノフォア処

理115，116)，IP3の注入廿7) 篭気パルス処理118) ヱタノーjレ119)

などの方法が，人為的活性化処理法として報告されている

(図的.しかし，これらの処理法は一過性のカルシウムイオ

ン上昇が誘起されるのみである.マウスおよびラットにお

ける MII卵の活性化においては， SrCI2を用いた活性化法が

有効であり， SrCI2で処理した卵では反復的なカルシウムイ

オンのよ昇カf認められる 8-10，120)

日甫乳類の受精において，一過性のカルシウムイオン上昇

ではなく，カルシウムオシレーションが必要不可欠か否か

については，いまだ十分には明らかになっていない.しかし
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