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第1章　緒論

哺乳動物胚の初期発生は、卵管内で受精することにより開始する。受精し

た卵子は、細胞分裂を繰り返し細胞数を増加させながら子宮へ移動し、透明

帯から脱出して着床する。着床期の胚は胚盤胞と呼ばれており、分化した2

っの細胞集団、内部細胞塊と栄養芽層とが存在する。着床後、前者は主に胎

仔に後者は胎盤、胎膜に分化する（Gardner，1983）。

8細胞期中期までの胚では、全ての割球は内部細胞塊、栄養芽層のどちら

にも分化できる全能性を持っている（Hillman，　ct　al．，1972，　Balakier　and

Pedersen，1982）。8細胞期後期にコンパクションと呼ばれる形態学的な変化

が胚に見られるようになる。コンパクション胚では、割球間の接触面が大き

くなり、その結果として割球が偏平化し（Lehtonen，1980）、細胞膜（Handy－

side，　1980，　Ziomek　and　Johnson，　1980，　lzquierdo，　et　al．，　1980，　Reeve　and

Ziomek，1981，　Nuccitelli　and　Wiley，1985，　Pratt，1985）、細胞質（Reeve，

1981，　Reeve　and　Kelly，　1983，　Maro，　et　al．，　1985，　Fleming　and　Pickering，

1985）および細胞骨格（Sobel，1983，　Johnson　and　Maro，1984，　Houliston，　et

al・，1989）に極性が生じる。また、ギャップ結合を通した細胞間コミュニケー

ションが可能となる（Lo　and　Gilula，1979，　Goodall　and　Johnson，1982，

Goodall　and　Johnson，1984，　Goodall，1986，　Becker，　et　aL，1992）。　コンパク

ション胚では、一部の割球を除いて全能性を失う。コンパクションは、胚盤

胞形成に必要である（Johnson　and　Maro，1986）ことから、細胞が内部細胞塊

と栄養芽層とに分化する過程で重要な役割を果たしていると考えられる。

本研究で着目するギャップ結合は、タイト結合、アドヘレンス結合、デス

モソームと同様に機能的に特殊化した細胞間接着装置で、細胞膜に存在し、

隣接する細胞間を直接連絡するチャネルである。その名称は細胞間に2～4
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nmの細隙（ギャップ）として観察されることに由来する。ギャップ結合を通

して、分子量1000以下の物質の通過が可能であり、その中には、Ca2＋、

cAMP、イノシトール三燐酸等の細胞内情報伝達物質が含まれる（Saez，　et

al．，1986，　Saez，　et　aL，1989，　Spray，　et　aL，1986）。ギャップ結合は生体内の

さまざまな組織や臓器に存在しており、細胞の恒常性と関連していると考え

られている。また、ギャップ結合による細胞間コミュニケーションは、細胞

の増殖や分化に重要な役割を果たしていると考えられている。

ギャップ結合は、隣接する細胞膜に存在するコネクソンが2個接着するこ

とにより形成される。コネクソンは、構成タンパク質であるコネキシンが6

個集合したものである（Bennett，　et　al．，1991）。コネキシンは、アミノ酸配列

に類似性を有する1つのファミリーを構成しており、各々のコネキシンの名

称は、cDNAから予測される分子量をつけて、コネキシン26、32、43等と

呼ばれている（Haefligcr，　et　al．，1992）。これまでに見つけられている十数種

類のコネキシンのうち、初期胚ではコネキシン43の発現が報告されており

（Valdimarsson，　et　al．，1991，　Nishi，　et　al．，1991，　Becker，　et　al．，1995）、　さら

に最近になって、3種類のコネキシン（コネキシン31，31．1，45）の発現が報

告された（Davies，　et　al．，1996）。

　初期発生におけるギャップ結合の果たす機能と必要性については、アフリ

カツメガエルとマウスで報告されている。Warnerら（1984）は、アフリカツ

メガエルの4細胞期胚の1割球にコネキシンの抗体を注入してギャップ結合

の形成を阻害したところ、Stage　37のオタマジャクシで発生は停止し、目、

脳、耳小胞や三叉神経の神経節に異常がみられたことを報告している。また、

Bevilacquaら（1989）は、マウス2および4細胞期胚のすべての割球にコネ

キシンのアンチセンスRNAを注入してコネキシンタンパク質の合成を阻害

したところ、コンパクション胚の割合の低下がみられ、4細胞期胚の1割球

　　　　　　　　　　　　　　　　　2



に注入したところ、コンパクション胚はアンチセンスRNAを注入した割球

を排除した形態をしていた、と報告している。Buehrら（1987）は、近交系

マウスの一つであるDDK岡岬マウスと異系雄マウスとから得られた胚の胚

盤胞への発生率の低下（Wakasugi，1973）の原因が、ギャップ結合による細

胞間コミュニケーションの欠如によることを明らかにした。最近、Reaume

ら（1995）は、コネキシン43のノックアウトマウスを作成した。胎仔は正常

に成長し出産したが、生後数時間以内に心臓の右心室の流出路肥大による肺

動脈狭窄症で死亡した。また、卵巣にも異常が生じていたと報告している。

したがって、哺乳動物の初期発生過程において、ギャップ結合はコンパクショ

ンの維持と胚盤胞形成、細胞分化に重要な働きをしていると考えられる。ま

た、ギャップ結合による細胞間コミュニケーションは、個々の割球が互いに

共存しながら増殖、分化していく過程で必要な情報を割球間で共役するため

に必要な手段であると考えられる。

家畜繁殖学の分野において、体外受精・体外培養の技術は、優良家畜の作

出、希少動物の絶滅危機からの保護等を目的として用いられている。今後、

遺伝子導入家畜の作出にも必要な技術である。体外培養については、培養時

間が長くなるに従い発生率が低下すること（Lane　and　Gardner，1992）や、体

内胚と比較して細胞分裂が遅くなることにより、細胞数が減少すること

（Harlow　and　Quinn，1982）が問題であった。このような体外培養胚の発生の

低下の要因として子宮内環境の欠如が指摘された。現在では、体外培養条件

を子宮内環境に近づけることにより、体外培養胚の発生は改善された。しか

し、培養条件が胚に及ぼす作用機序については不明な点がまだ多く残されて

いる。今後、それらの作用機序を追求するうえで、胚発生のメカニズムを把

握することが必要であると思われる。

本研究では、細胞の増殖や分化に重要な役割を果たしていると考えられて
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いるギャップ結合に着目し、その形成を制御する（促進または遅延させる）こ

とにより、体外培養胚の発生に影響を及ぼすかを調べることを目的とした。

そこで、

1）マウス初期発生過程におけるギャップ結合の形成機構を解明する

2）1）で得られた知見をもとにギャップ結合形成を制御する方法を開発する

3）ギャップ結合形成の制御がその後の発生に及ぼす影響を明らかにする

以上の3項目について検討した。

4

’灘騨



第2章各章に共通する実験材料および方法

1．供試マウス

三三試用雌マウスとして本講座動物飼育室で繁殖、飼育した7一一10週齢の

系統間雑種（F1；C57BL／6×C3H）を用いた。また、交配用雄マウスとして

3～8ヶ月齢のICR系マウスを用いた。飼育条件は、温度23℃、湿度55～60

％、照灯時間11時間、餌および水は不断給餌とした。

2．胚の採取および体外培養

卵供試三巴マウスに81Uの弓馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG：ピーメッ

クス、三共）を腹腔内注射し、48時間後に81Uのヒト絨毛性性腺刺激ホル

モン（hCG：ゴナトロピン、帝国臓器）を腹腔内注射して過排卵を誘起した。

hCG投与後、　ICR系雄マウスと同居させた。翌日、膣栓の確認できたマウス

を実験に供した。

2細胞期胚、4細胞期胚の採取は、それぞれhCG投与44’一46時間後ないし

50～52時間後に行った。膣栓を確認できたマウスを頚椎脱臼法により屠殺後、

卵管を摘出し、あらかじめ37℃に温めておいた3mg／ml牛血清アルブミン

（BSA：Fraction　V，　Sigma）を添加した胚体外操作用培養液PBI（PBI＋BSA）

（Quinn，　et　aL，1982）の入った時計皿に移した。先端を丸めた30ゲージ針

を付けた注射筒を用いて卵管内の受精卵をPBI＋BSAで灌流した。数回洗浄

後、胚発生用培養液で培養した。胚発生用培養液には、5mg／ml　BSA、0．04

mg／ml　EDTA添加BWW培養液（BWW＋BSA）（Bigger，　et　al．，1971）を用いた。

培養条件は、温度37℃、気相5％CO2、95％空気、飽和湿度とした。

5
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3．走査電子顕微鏡用試料作成法

胚の割球表面の微絨毛の分布を走査電子顕微鏡で観察するため、Koyama

ら（1994）の方法に従って走査電子顕微鏡用試料を作成した。05％プロナー

ゼ溶液で透明帯を除去した胚を、3％グルタールアルデヒドと0．5％パラホ

ルムアルデヒドを含む0．1％ポリビニルアルコール（PVA：Sigma）添加ハン

クス塩類溶液（Hanks1　balanced　salt　solution）（HBSS－PVA）に1時間浸漬し、

固定した。固定後、HBSS…PVAで3回洗浄し、　poly－L－lysine（Sigma）でコー

トしたスライドガラス（5×5mm）に接着させた。スライドガラスに接着した

胚を1％四酸化オスミウムを含むHBSS－PVAで1時間、後固定した。3回

水洗後、1％タンニン酸水溶液に2時間浸漬し、水洗後、1％四酸化オスミ

ウム水溶液に2時間浸漬した。水洗後、アルコール脱水系列で脱水を行った。

アルコール脱水系列に用いたエタノール濃度は、30，50，70，80，90，95，

99．5，100％とし、処理時間は各20分間とした。途中、エタノール濃度

70％で、4℃で一晩静置した。これら固定から脱水までの一連の処理では胚

のスライドガラスからの剥離を防ぐために、胚の接着したスライドガラスを

メッシュチャンバー（Millicell－PCF：Milliporc）に入れ、24ウェルマルチディッ

シュ（Nunc）に入れた各処理液にメッシュチャンバーを移し替えて処理を行っ

た。脱水後、臨界点乾燥を行い、スライドガラスを試料台にのせ、イオンス

パッタリング装置で試料面に金を被覆した。観察は本学部電顕センターの日

立S－800型走査電：子顕微鏡で行った。加速電圧は5または10kVとした。

4．間接蛍光抗体染色法

0・5％プロナーゼ溶液で透明帯を除去した胚を、4％パラホルムアルデヒド

を含むリン酸緩：衝液（PBS）で30分間浸漬し、固定した。固定後、0．05％

Twecn－20を含むPBS（PBS－Tween）で3回洗浄した。次に、抗体の非特異
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的結合を防ぐためにブロッキングを37℃で30分以上行った。ブロッキング

溶液には、3％BSAを含むPBSを使用した。ブロッキング後、ブロッキン

グ溶液で希釈した一次抗体中で、4℃で一晩静置した。PBS－Tweenで3回

洗浄後、PBSで希釈した二次抗体に37℃で30分間浸漬した後、

PBS－Twccnで3回洗浄した。以上の処理は、96ウェルマルチディッシュ

（Falcon）に入れた各処理液に胚を移し替えて行った。スライドガラス上にワ

セリンでリングを作り、その中央にグリセロールを満たし、グリセロール内

に処理を終了した胚を移した。カバーガラスをワセリンのリングの上に静か

に置き、実体顕微鏡下でカバーガラスの四隅を針で順次軽く押して、適度に

胚を圧して胚を固定した。最後に、カバーガラスの周りをマニキュアで封入

した。蛍光分布の観察は、本学部生物組織画像解析システム室の共焦点レー

ザースキャン顕微鏡（LSM・400，　Carl　Zeiss）および本学医学部電子顕微鏡室

の共焦点レーザースキャン顕微鏡（MRC　500，　Bio－Rad）で行った。　FITCお

よびロー・ダミンの蛍光を観察する際、レーザーの波長をそれぞれ488および

543nm、　Emission　FilterをLP515およびLP590、　Dichrotic　beam　splltterは

FT488／543とした。また、透過光で観察する際、レーザーの波長を488　nm、

Dichrotic　beam　splitterをNT80／20／543とした。

7
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第3章　4細胞期胚の割球間接着とギャップ結合形成との

　　　　関連性の検討

第1節　緒言

哺乳動物胚の初期発生は、卵形成過程で蓄積した母方mRNAを利用して進

行する。胚ゲノムの転写が開始するのは動物種により異なり、マウスでは2

細胞期である（Schultz，1986）。コンパクションに関与するタンパク質の

mRNAの転写は4細胞期中期に完了している（Kidder　and　McLachlin，1985・

McLachlin　and　Kidder，1986，　Levy，　et　al．，1986）。また、コンパクションに

関与するタンパク質のうち、細胞接着分子であるE一カドヘリンやギャップ結

合構成タンパク質であるコネキシン43（以下Cx43）は、4細胞期に合成され

ていることが報告されている（Vestweber，　et　al．，1987，　Valdimarsson，　et　aL，

1991，Softon，　et　al．，1992，　Dc　Sousa，　et　aL，1993）。また、これらのタンパ

ク質は、8細胞期中期に細胞膜で機能を発現し始める。Cx43はコネクソン

を形成し、隣接する細胞膜上のコネクソンと接着してギャップ結合を形成す

ることで機能を発現する。ギャップ結合形成には割球間接着が強まることが

必要である（Eggens，1989）が、割球間接着が比較的弱い4細胞期胚の割球

間接着の必要性については明らかにされていない。

　そこで本章では、ギャップ結合の形成に4細胞期胚の割球間接着が関与し

ているかどうかを調べることを目的とする。
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第2節　4細胞期胚の割球間接着とコンパクションおよびギャップ結合

　　　　形成との関連性

本章では、コンパクションおよびギャップ結合の形成に4細胞期胚の割球

間接着が関与しているかどうかを調べた。

1．材料および方法

　1）供試胚

2細胞期胚を採取し、BWW培養液で培養した。初期4細胞期胚を得るた

めに、4細胞期への細胞分裂の開始の確認は、2時間毎の顕微鏡観察により

行った。4細胞期胚への細胞分裂が認められた胚を、4細胞期胚への分裂0

時間後の胚と定義し、実験に供した。

　2）4細胞期胚の割球分離および集合胚の作成

　4細胞期胚への分裂0時間後の胚を、0．4％（W／V）ポリビニルピロリドン

（PVP：Sigma）を含み、　Ca2＋，　Mg2＋を含まないPBS（PBS一＋PVP）に37℃、8

分間保持して割球間の接着を弱めた後、0．5％（W／V）プロナーゼ溶液に移し、

37℃、3～5分間保持して、透明帯を除去した。透明帯除去胚をPBS雪＋PVPで

2度洗浄し、先端を細くした毛細ピペットを用いて、慎重にピペッティング

を繰り返し、4個の割球に分離した。4個の割球に分離後、0，4および8時

間各々の割球を個々に培養することで割球の集合までの時期を変えた3種類

の集合胚（それぞれ前期集合胚、中期集合胚、後期集合胚とした）を作成し

た。割球の集合には、50μ9／mlのフィトヘマグルチニンP（Difco

Laboratories）を添加したBWW培養液を割球接着用培養液として用いた。割

9



一

球接着用培養液中で、約5分間、37℃で保持して、割球接着を完了した。4

細胞期胚への分裂0時間後の胚をPBS’＋PVP中に保持することで割球間の

接着を弱めた後、0．5％（W／V）プロナーゼ溶液で透明帯を除去した胚を、コ

ントロール胚とした。

再集合時期が胚のコンパクションに及ぼす影響を調べるために、作成した

集合胚を個々に培養し、2時間毎に顕微鏡観察を行った。また、コンパクショ

ン後の発生に及ぼす影響を調べるために、hCG投与120時間後の胚盤胞形

成について顕微鏡観察を行った。

3）コンパクション胚の判定

割球間の接触が大きく、境界が不明瞭であり、胚の輪郭がなあらかな胚を

コンパクション胚と判断した（図3．1B）。

4）走査電子顕微鏡による観察

集合胚の割球表面の微絨毛分布を走査電子顕微鏡で観察し、その経時的変

化を調べた。試料の作成は、第2章の方法に従った。胚の全ての割球表面の

微絨毛を観察し、微絨毛の分布から細胞膜の極性を下記の3区に分類した。

全ての割球で微絨毛の分布が均一であった胚を「無極性胚」（図3．2A）、一部

の割球で微絨毛の局在が見られたが他の全ての割球で微絨毛の分布が均一で

あった胚を「一部極性胚」（図3．2B）、全ての割球で微絨毛の局在が見られた

胚を「有極性胚」（図3．2C）とした。

10
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図3．18細胞期胚の顕微鏡像

　　　（A）コンパクション前

　　　（B）コンパクション後
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1

5）集合胚のギャップ結合の検出

集合胚のギャップ結合の検出を、間接蛍光抗体染色法により行った。一次

抗体として抗Cx43モノクローナル抗体（Zymed　Laboratories）をブロッキン

グ溶液で200倍に希釈して用いた。また、二次抗体はFITC標識ヤギ抗マウ

スIgG（Tago）を180倍に希釈して、第2章にしたがって試料を作成した。

共焦点レーザースキャン顕微鏡（MRC　500，　Bio－Rad）で蛍光分布を観察した。

6）ギャップ結合形成割合の経時的変化

集合胚におけるギャップ結合の形成割合の経時的変化を明らかにするため

に、胚の割球間接触数と、ギャップ結合の検出できた割球間接触数を測定し

た。ギャップ結合の形成割合は胚の割球間接触数に対するギャップ結合の検

出できた割球間接触数の割合と定義した（図3．3）。割球間接触数の観察を容

易にするために2／4胚（4細胞期胚の割球を4個に分離し、そのうちの2個

の割球を再集合した胚）を用いた。分裂0時間後の4細胞期胚を4個の割球

に分離後、第2節方法2）と同様二の時期に2個の割球を再集合した2／4胚を、

前期2／4集合胚、中期2／4集合胚、後期2／4集合胚とした。また、割球分離

の際に2個の割球が未分離であった2／4胚を、コントロール2／4胚とした。

2．結果

1）割球分離・再集合操作が発生に及ぼす影響

割球分離・再集合操作がその後の発生に影響を及ぼすかどうかを、各集合胚、

コントロール胚のhCG投与120時間後の胚盤胞への発生率で比較した。胚

盤胞への発生率には差は認められず（表3．1）、各区とも80％以上であった。

したがって、割球集合・再集合操作はその後の発生に影響を及ぼさないこと

　　　　　　　　　　　　　　　　13



図3．32／4集合胚のCx43抗体染色像

　　　割球間接触数は（A）5，（B）4，（C）5

　　　　ギャップ結合が検出できた割球間接触数は（A）0，（B）4，（C）3

　　　　実線は割球間接触、三角印は検出されたギャップ結合を示す

　　　　Bar　＝　25　pt　m
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が明らかとなった。

　2）割球間接触のコンパクションへの関与

4細胞期胚への分裂12～20時間後に2時間毎に、コンパクション胚の観察

を行った。コンパクション胚の割合を表3．2に示した。コントロール胚、各

集合胚とも時間の経過にともないコンパクション胚の割合は増加し、コント

ロール胚では18時間後にほぼすべての胚がコンパクションを完了していた。

前期集合胚では、4細胞期胚への分裂14時間後の割合はコントロール胚よ

り有意に低い値であった（p＜0．05）が、その後はほぼ同じ値であった。中期

集合胚および後期集合胚では、4細胞期胚への分裂14～18時間後にコンパク

ション胚の割合は有意に低い値であった（p＜0．01）。これらの結果から中期集

合胚および後期集合胚でコンパクションの起こる時期は、コントロール胚よ

り2時間遅れると考えられた。

　3）割球間接触の細胞膜の極性への関与

細胞膜の極性の有無により分類した胚数の経時的推移を表3．3に示した。

4細胞期胚への分裂14時間後では、ほとんどの胚が「無極性胚」および「一一

部極性胚」であった。その後の発生が進むにつれて「有極性胚」の数が増え、

分裂18時間後ではすべての胚が「一部極性胚」および「有極性」であった。

このような傾向はコントロール胚、集合胚で同様にみられた。

15
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表3．1 再集合時期が発生に及ぼす影響

　
再集合時期 胚数（％）

1
r

（割球分離 供試
｛
　
1
　
些
I
　
　
l
　
’

後の時間） 胚数 胚盤胞 異常 退化

コントロール 49 45（91．8） 3（6．1） 1（2．1）

前期（0） 50 42（84．0） 2（4．0） 6（12．0）

中期（4） 49 44（89．8） 1（2．0） 4（8．2）

後期（8） 48 45（93．8） 3（6．2） 0（0．0）

｝

各集合期間に有意差なし

表3．2 再集合時期がコンパクショ ンに及ぼす影響

再集合時期
コンパクション胚（％）

（割球分離 供試 4細胞期胚への分裂後（時間）

後の時間） 回数 12 14　　　　　16 18 20

コントロール 49 7（14．3） 21（42・9）　34（69．4） 46（93．9） 47（95．9）

前期（0） 50 2（4．0） 　　　aP1（22・0）　33（66．0） 43（86．0） 47（94．0）

中期（4） 49 3（6．1） 9（184）b　　　22（44．9）b 38（776）b 43（87．8）

後期（8） 48 2（4．2） 5（104）b22（45．8）b 37（77．1）b 46（95．8）

aコントロールとの間に有意差あり（p＜0．05）

bコントロールとの間に有意差あり（p＜0．01）
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表3．3　再集合時期が細胞膜の極性に及ぼす影響

4細胞期胚

への分裂後

　の時間

再集合時期

（割球分離　　供試

後の時間）　胚数

細胞膜の極性a

無極性胚　一部極性胚　有極性胚

14 コントロール　 23

　前期（0）　　17

　中期（4）　　17

　後期（8）　　19

6
ー
ム
9
2

1
1
　
　
1

／
0
4
．
7
716 コントロール　 21

　前期（0）　　18

　中期（4）　　15

　後期（8）　　19

－
《
ゾ
2
4

9
0
〆
0
門
ノ

　
一

－
り
」
月
1
∩
6

1

18 コントロール

　前期（0）

　中期（4）

　後期（8）

－
⊥
月
1
Ω
U
月
1

1

ハ
U
O
O
A
U

6
」
3
1
6
」

8
4
．
7
4
・a細胞膜の極性の分類については本文参照
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　4）割球間接触のギャップ結合形成への関与

　抗Cx43モノクローナル抗体を用いた間接蛍光抗体染色に先立ち、この抗

体によって検出可能なCx43を明らかにした。後期4細胞期胚、前期8細胞

期胚（コンパクション前の胚）、後期8細胞期胚（コンパクション胚）を用い

て蛍光分布を観察した。その結果、Cx43は後期8細胞期胚でのみ検出され

た。また、割球間接触部の細胞膜にスポット状に蛍光がみられたことから、

本抗体は隣接する細胞膜に存在するコネクソンが2個接着した部位、すなわ

ちギャップ結合の検出に有効であることが明らかとなった。したがって、以

後の実験では、本抗体で検出された蛍光スポットをギャップ結合と判断した。

　中期集合胚および後期集合胚を用いて経時的にギャップ結合を検出した。

コントロール胚では4細胞期胚への分裂14時間後にギャップ結合を検出で

きたが、中期集合胚および後期集合胚では分裂16時間後に初めて検出でき

た。

2／4胚を用いた時、全割球間接触数に対するギャップ結合が検出できた割

球間接触数の割合を表3．4に示した。コントロール胚では、分裂12時間後

以降ギャップ結合を有する割球間接触数は増加し、分裂18時間後ではほぼ

すべての割球間接触面にギャップ結合が形成されていた。集合胚において分

裂12時間後では、再集合時期にかかわらずほとんど全ての割球間接触面で

ギャップ結合は検出できなかった。分裂18時間後には、コントロール胚で

97．2％の割球間接触面でギャップ結合を検出できたが、中期集合胚および後

期集合胚では約50％の割球間接触面でしか検出できなかった。
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表3．4　ギャ ップ結合が検出できた割球接触数の割合の経時的推移（2／4胚）

；
4細胞期胚 再集合時期 ギャップ結合が

への分裂後 （割球分離 供試　割球接触 検出できた B／A
1

の時間 後の時間） 胚数　総数（A） 割球接触数（B） （％）

1 12 コントロール 7　　　　29 3 10．3

1 前期（0） 13　　　　60 0 0．0

1
中期（4） 10　　　　48 4 2．1

「
　
　
　
一

後期（8） 13　　　　55 0 0．0

1
14 コントロール 14　　　　63 17 27．0

前期（0） 18　　　　76 32 42．1

中期（4） 13　　　　56 3 5．4

後期（8） 16　　　　73 4 5．5

16 コントロール 11　　　　54 28 51．9

前期（0） 16　　　　76 36 47．4

中期（4） 15　　　　65 21 32．3

後期（8） 25　　　　114 33 28．9

18 コントロール 8　　　　36 35 97．2
1

前期（0） 15　　　　79 53 67．1

中期（4） 14　　　　76 37 48．7

後期（8） 12　　　　83 36 43．3

1

19

η←　　「　へ

難ト

＿・・ V羅灘灘i穆糠灘響
～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聾

懸灘欝欝，，白歯’，　　一白、‘灘幽幽
《　　　n　．　呂　　・　隷

@、　蘇‘　鴇鞭、曜
警い



第3節　考察

　　　　　コンパクション胚では、細胞膜の極性がみられる（Ziomek　and　Johnson，

　　　　1980，Johnson　and　Ziomek，1981，　Johnson　and　Maro，1984，　Maro，　et　al．，

　　　　1985）。ZiomekとJohnson（1980）は、細胞膜の極性は、他の細胞との接触

　　　　により促進される、としている。しかし、本研究では中期および後期集合胚

　　　　ではコンパクションがコントロール胚より遅れる一方で、細胞膜の極性の出

　　　　現時期に違いは認められなかった。したがって、細胞膜の極性は割球の平坦

　　　　化とは無関係であり、4細胞期での割球間接着は細胞膜の極性に影響を及ぼ

　　　　していないと考えられた。

　　　　　細胞間コミュニケーションは、8細胞期に中心体によるものからギャップ

　　　　結合によるものへと変わる。ギャップ結合による細胞間コミュニケーション

　　　　はコンパクションに先立ち開始する（Goodall　and　Johnson，1982）。ギャップ

　　　　結合による細胞間コミュニケーションは割球の平坦化とは無関係である

　　　　（Goodall，1986，　Kidder，　et　al．，1987）が、コンパクションの形態維持と胚盤

　　　　胞形成に必要である（Buehr，　et　al．，1987，　Lee，　et　aL，1987）。本実験では、

　　　　ギャップ結合形成の遅れはコンパクションの遅れと一致したことから、コン

　　　　パクションにはギャップ結合形成が関与していると考えられた。また、ギャッ

　　　　プ結合形成の遅延は、4細胞期の前期から中期および後期まで割球間接着を

　　　　遮断したときに見られたことから、この時期の割球間接着がギャップ結合形

　　　　成時期に関与していると考えられた。マウス胚では、8細胞期中期まで割球

　　　　間接着は比較的小さく（Lehtonen，1980）、細胞分裂のなごりの中心体からな

　　　　る中心体チャネルにより2つの娘細胞は連絡している（Goodall　and

　　　　Johnson，1984，　Soltynska，1982，　Kidder，　et　aL，1988）◎本研究では、4細胞

　　　　期胚の割球分離により中心体チャネルを破壊し、その直後に再集合すれば、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20
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その後の発生やコンパクションの見られる時期に差は見られなかった。した

がって、4細胞期胚の中心体チャネルは発生やコンパクションにはそれほど

重要ではなく、割球間接着によってギャップ結合形成やコンパクションを調

節する他の因子の存在が考えられた。

　マウスでは、2細胞期に胚ゲノムの活性化が起こり（Flach，　et　aL，1982，

Piko　and　Clegg，1982）、同時期にCx43の転写が開始する（Schultz，1986）。

また、タンパク質の合成は、4細胞期には開始している（Valdimarsson，　et

al．，1991，　De　Sousa，　et　al．，1993）。合成されたCx43は、細胞内輸送によっ

て細胞膜に運搬され、ギャップ結合を形成し、機能する（De　Sousa，　et　al．，

1993，Kidder，1992）。本研究では、4細胞期前期から中期まで割球間接着が

無い場合、ギャップ結合の形成が遅れた。ギャップ結合の形成の遅れが、

Cx43の転写、合成、細胞内輸送のどの過程に因るものであるかは明らかで

はない。本研究の結果から、ギャップ結合の形成時期は、特に4細胞期前期

の割球間接着の有無により影響を受けることが明らかとなった。

第4節　要約

　マウス4細胞期胚の割球間接着がコンパクションにとって必要であること

を、初期4細胞期胚を割球分離し、o，4，8時間後に再集合した胚を用いて

検討した。その結果、4および8時間後に再集合した胚で、コンパクション

に2時間の遅れがみられた。そこで、コンパクションの遅れの原因を明らか

にするために、走査電子顕微鏡による割球表面の微絨毛の分布の観察と、

Cx43抗体を用いた間接蛍光抗体染色法によりギャップ結合の検出を行った

ところ、微絨毛の分布に差は認められなかったが、ギャップ結合の形成は4

および8時間後に再集合した胚で2時間の遅延がみられた。これらの結果か

　　　　　　　　　　　　　　　　21



’．呵　、r　，旧　1　　　　・曽P

ら、コンパクションにギャップ結合の形成が関与していると考えられた。ま

た、ギャップ結合の形成時期は、4細胞期前期の割球間接着の有無により影

響を受けることが明らかとなった。
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第4章ギャップ結合タンパク質の細胞内輸送開始時期の検討

第1節　緒言

細胞膜タンパク質はリボソームで合成された後、粗面小胞体に移行する。

その後、ゴルジ体のシス部層板に輸送され、中間部、トランス部を経てトラ

ンスゴルジ網様体に到達し、トランスゴルジ網様体から細胞膜へ輸送される・

このようなタンパク質の一連の移動を細胞内輸送と呼んでいる。

　コンパクションに必要な膜タンパク質をコードする遺伝子の転写は4細胞

期中期に完了しており（Kidder　and　McLachlin，1985，　McLachlin　and　Kidder・

1986，Levy，　et　aL，1986）、タンパク質の合成は4細胞期後期に開始する

（Valdimarsson，　et　aL，1991，　Softon，　et　aL，1992）。膜タンパク質が細胞膜で

機能を発現するまでには、タンパク質合成後1細胞周期以上の時間間隔があ

る。この膜タンパク質の合成から機能発現までの時間差の原因の一・つとして、

タンパク質の細胞内輸送の存在が挙げられる。

　ブレフェルジンA（以下BFA）は糸状菌などが産生するマクロライド系抗生

物質で、タンパク質の細胞内輸送阻害剤の1つとして知られている。BFA

は、粗面小胞体からゴルジ体へのタンパク質の輸送を阻害する（Klausner，　et

al．，1992）。また、　BFAの存在下では、ゴルジ体のシス部、中間部、トラン

ス部が粗面小胞体と融合し（Lippincott－Schwartz，　et　al．，1991，　Chege　and

Pfeffer，1990，　Reaves　and　Banting，1992，　Wood，　et　al．，1991）、トランスゴ

ルジ網様体が初期エンドソームと融合する（Wood，　et　al・，1991）。マウス初期

胚へのBFAの影響について、　De　Sousaら（1993）は8細胞期胚の細胞分裂

やコンパクションを阻害することを報告している。特に、BFAによる細胞分

裂の阻害は、その後の発生をも阻害することが考えられる。

23
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本章では、Cx43の細胞内輸送開始時期を解明することを最終目的とする・

BFAを用いて細胞内輸送開始時期を解明するに先立ち・BFAがマウス初期

胚の細胞分裂に影響を及ぼさない培養条件（特1こ培養時間）を慨し・その後

の難に影響を及ぼすかどうかを4細胞下野を用いて調べた・また・得られ

た培養条件をもとに、BFAによるタン・£ク質の細胞内輸送の阻害時期とコン

パクションの阻害との関連性を明らかにするとともに・コンパクションに及

ぼす影響について、4および8細胞期胚を用いて調べた。

第2節　4細胞期以降の胚発生に及ぼすBFAの影響

本節では、BFAがマウス初期胚の細胞分裂およびその後の発生に及ぼす影

響を、4細胞期胚を用いて調べた。

1．材料および方法

1）供試胚

2細胞期胚を採取し、BWW培養液で培養した。1時間毎に4細胞期への

細胞分裂の確認を顕微鏡観察により行い、4細胞期胚への細胞分裂が認めら

れた胚を分裂0時間後の胚と定義し、実験に供した。

2）BFA添加培養液

BFA（Sigma）10　mgを1mlのメタノールで溶解し、一20℃で保存した。胚

の培養には、最終濃度5μ9／mlになるようにBFAをBWW培養i液に添加し

た。胚をBFA添加培養液で培養（以下BFA処理）する際、　BFAの阻害効果

の低下を防ぐために、4・・5時間毎に胚を新しいBFA添加培養液に移し替え
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た。

3）BFA添加培養液での培養

実験・、4細胞期胚への分裂後のBFA処理開始時期がその後の細胞分裂に

　　　　及ぼす影響

4細胞期胚への分裂0，2，4，5，6，7，8時間後に胚をBFA添加BWW培養

液で培養を開始し、8細胞期胚への細胞分裂について1時間毎に観察した。

実験：2：4細胞期胚への分裂後の6時間のBFA処理がその後の細胞分裂に

　　　　及ぼす影響

4細胞期への分裂0時間後から、あるいは6時間後から6時間BFA処理

し（以下それぞれ、4細胞期胚への分裂0時間後BFA処理区・分裂6時間

後BFA処理区とした）、8細胞期胚への細胞分裂について1時間毎に観察し

た。同濃度（0．05％）のメタノールを添加したBWW培養液で培養…したものを、

対照区とした。

4）核の染色

割球内の核の位置を確認するために、ヘキストを用いてクロマチンを染色

した。5mg／mlのHoechst　dyc　33342（Polyscience　Inc．）を含む4　mg／ml　BSA

添加M2培養液に、37℃、30分間浸漬した。　Hoechst蛍光観察には、　V励起

用ダイクロイックミラーユニットを装着した落射蛍光装置（オリンパス）を使

用した。

5）走査電子顕微鏡によるBFA処理胚の微絨毛分布の観察

BFA処理胚の割球表面における微絨毛の分布を、走査電子顕微鏡で観察し

　　　　　　　　　　　　　　　　25



た。試料の作成は、第2章の方法に従った。

2．結果

1）BFA処理開始時期ならびに処理時間が4細胞期胚の細胞分裂に

　及ぼす影響

BFA処理開始時期がその後の紳胞分裂に及ぼす影響（実験：1）

4細胞期胚への分裂後、1時間毎に遅らせてBFA処理を開始した胚の、8

細胞期胚への細胞分裂のみられた胚の割合を表4．1に示した。対照区におい

て、8細胞期胚への細胞分裂は、4細胞期胚への分裂8～14時間後に見られ

た。しかし、4細胞期胚への分裂6時間後までにBFA処理を開始した時・

8細胞期胚へ分裂した胚の割合は有意に低下し（p＜0．01）、約半数以上の胚で

分裂が阻害された。細胞分裂を阻害された胚の中には、2および3割球から

なる胚が観察され、核染色像からそれらの割球は2つ以上の核を有していた

（図4．1）。以上の結果より、BFA処理時間が長くなるにつれ、細胞分裂が阻

害されることが明らかとなった。
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表4．14細胞期胚への分裂後のBFA処理開始時期が

　　　その後の細胞分裂に及ぼす影響

8細胞書函への細胞分裂の認められた胚の割合（％）

BFA処理a

開始時期
試
数
供
胚 10

4細胞期胚への分裂後の時間

11　12　13　14
15

対照区

0時間

2時間

3時間

4時間

5時間

6時間

7時間

8時間

373
8．2　b

10．gb

20．6

35．0

31．9

38．6

56．6

32．6

66．7

13．1　b

17．2　b

38．1b

51．7

51．4

69．9

80．7

86．0

80．0

14．s　b

23．4　b

39．7　b

56．7　b

55．s　b

83．1

90．4

97．7　b

　
b
b
　
b
b
b
　
　
　

b

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

89．3

16．4　b

25．ob

42．g　b

56．7　b

56．gb

85．5

94．0

89．3

16．4　b

25．ob

42．g　b

56．7　b

56．g　b

85．5

94．0

a4細胞期胚への分裂後の時間

b対照区との間に有意差あり（P＜0．01）
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　6時間のBFA処理がその後の細胞分裂に及ぼす影響（実1験2）

　4細胞期胚への分裂0時間後ないし、6時間後からBFA処理時間を6時間

に限定したとき、8細胞期胚へ細胞分裂した胚の割合を表4．2に示した。実

験1では分裂0時間後から6時間後までにBFA処理を開始することにより

8細胞期胚への細胞分裂が著しく阻害されたが、分裂0時間後からBFA処

理時間を6時間に限定した場合、8細胞期胚への細胞分裂に差が認められな

かった。一方、4細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区では、8細胞期胚

への細胞分裂は遅れ、その割合は低下したが、分裂15時間後ではその割合

は83．5％と比較的高率であった。

　対照区、BFA処理区ともに4細胞期胚への分裂32～40時間後に腔形成が

みられた（図4．2）。以上の結果から、6時間のBFA処理は8細胞期胚への

細胞分裂を遅らせたが、その後の細胞分裂能および発生能が正常に回復した

ことが明らかとなった。

2）BFAが胚の形態に及ぼす影響

4細胞期胚への分裂0時間後から15時間BFA処理を行った胚の各割球の

形は不均一であり、割球間の境界は不明瞭であった。また、微絨毛の分布は

疎であった（図4．3）。
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表4．2　6時間BFA処理が4細胞期胚の細胞分裂に及ぼす影響

8細胞期胚への細胞分裂の認められた胚の割合（％）

　　　　　
BFA処理　　供試

開始時期　　胚数

　　　4細胞巴町への分裂後の時間

10　11　12　13　14
15

対照臨

0時間

6時間

72

67

103

43．1

50．7

36．9

62．5　83．3　94．4

74．6　955　98．5
　　　　　　　　　b64．1　74．8　77．7

95．8

100．O

　　b80．6

97．2

100．O

　　b83．5

a4細胞期胚への分裂後の時間

b対照区との間に有意差あり（P＜0．01）
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図4・2　6時間BFA処理時期の違いが腔形成に及ぼす影響

　　　a）対照区（胚数＝56）

　　　b）4細胞期胚への分裂0時間後BFA処理区

　　　　（台数＝63）

　　　c）4細胞期胚への分裂12時間後BFA処理区

　　　　（胚数＝55）
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第3節　BFAのコンパクションに及ぼす影響

本節では、4および8細胞期胚を3ないし6時間BFA処理し、コンパク

ション胚の出現時期の遅れによって、コンパクションに必要な膜タンパク質

の細胞内輸送開始時期を明らかしょうとした。また、細胞膜と細胞質の極性

を調べることにより、BFA処理がコンパクション阻害に及ぼす影響も明らか

にすることを目的とする。

1．材料および方法

　1）BFA処理

実験1：4細胞期胚への分裂後のBFA処理がコンパクションに及ぼす

　　　　処理時期の違いの影…響

4細胞期胚への分裂6時間後、12時間後、あるいは18時間後から6時間

BFA処理し（以下それぞれ、4細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区、分

裂12時間後BFA処理区、分裂18時間後BFA処理区とした）、コンパクショ

ンについて1時間毎に観察した。

　　，　　　実験2：8細胞期胚への分裂後のBFA処理がコンパクションに及ぼす

　　　　　　　　　　処理時期の違いの影響
　　［
　　L　　　　　　　8細胞期胚への分裂0時間後、3時間後、あるいは6時間後から3時間　　f

　　l　BFA処理し（以下それぞれ・8細胞駆への分裂0時間後BFA処理区・分
　　Ii
　　l裂3時間後BFA処理区・分裂6時間後BFA処理区とした）・コンパクショ

　　1　　　ンについて1時間毎に観察した。

　　i　　l／

　　li
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　2）細胞の極性の観察

　細胞の極性について、細胞膜および細胞質の極性を観察した。細胞膜の極

性を調べるために、ローダミン標識コンカナバリンA（Rh－ConA）の蛍光分

布、走査電子顕微鏡による微絨毛の分布を観察した。一方、細胞質の極性を

調べるためにクラスリンの蛍光分布を観察した。

8細胞期胚への分裂6時間後の胚を3時間BFA処理後、透明帯を除去し、

25μg／mlのRh－ConAを含む0．2mg／mlアジ化ナトリウムおよび4mg／ml

BSA添加M2培養液に、5分間室温に保持して細胞膜を標識し、クラスリン

抗体を用いた間接蛍光抗体染色（第2章参照）を行った。なお、一次抗体と

して抗クラスリンモノクローナル抗体（Progen）100　mgを1mlのミリQ水

で溶解し、ブロッキング溶液でさらに10倍に希釈して用いた。また、二次

抗体はFITC標識ヤギ抗マウスIgG（Tago）をPBSで500倍に希釈して用い

た。蛍光の観察には共焦点レーザー顕微鏡（LSM－400，　Carl　Zeiss）を使用し

た。

走査電子顕微鏡での観察のための試料作成は、第2章の方法に従った。

2．結果

1）4細胞期胚への分裂後のBFA処理がコンパクションに及ぼす

　　処理時期の違いの影響（実験1）

4細胞期胚への分裂後の時期を変えて、6時間BFA処理した胚のコンパク

ション胚の割合を図4．4に示した。分裂12時間後BFA処理区および18時

間後BFA処理区において、分裂23－25時間後までコンパクション胚の割合

が低く推移し、コンパクションの遅延が認められた。また、コンパクション

胚がBFA処理されたとき、脱コンパクション化がみられた。以上のことか

　　　　　　　　　　　　　　　　34
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ら、コンパクションに必要な膜タンパク質の細胞内輸送開始時期は、8細胞

期胚への分裂後であると推測された。

2）8細胞期胚への分裂後のBFA処理がコンパクションに及ぼす

　　処理時期の違いの影…響（実験2）

　実験1の結果からBFAがコンパクションに影響を及ぼす時期は8細胞期

であると思われたことから、8細胞期胚を処理時期を変えて3時間BFA処

理することによるコンパクションへの影響を調べた。各処理区のコンパクショ

ン胚の割合を図45に示した。5μg／mlのBFA濃度ではコンパクションを

阻害できなかったため、3時間BFA処理の濃度は、10μg／mlとした。コン

パクション胚の出現様相について、分裂0時間処理区と対照区との間で大き

な差はなかった。8細胞期胚への分裂3時間後BFA処理区、6時間後BFA

処理区において、分裂11時間後までコンパクション胚の増加はみられず、

コンパクションの遅延が認められた。また、8細胞期胚への分裂6時間後

BFA処理区では、すでにコンパクションした胚の脱コンパクション化がみら

れた。以上の結果から、コンパクションに必要な膜タンパク質の細胞内輸送

開始時期は、8細胞期胚への分裂3時間後、すなわち8細胞期中期であるこ

とが明らかとなった。

　3）BFAが細胞の極性に及ぼす影響

　8細胞期胚の細胞膜上のRh－ConAの蛍光分布を図4．6に示した。　BFA無

処理胚では割球間接触のない頂端部の細胞膜に均一な蛍光の分布がみられた

（図4・6A）のに対し、　BFA処理胚では割球間接触部の細胞膜にも蛍光の分布

がみられた（図4．6B）。また、　BFA処理胚の頂端部での蛍光強度はBFA無

処理胚のものと比較して弱いものであった。
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　走査電子顕微鏡による微絨毛の分布を図4．7に示した。微絨毛の分布は

BFA処理胚、無処理胚ともに割球の表面に均一にみられたが、微絨毛の密度

はBFA処理胚で疎であった。以上から、頂端部でのRh－ConAの蛍光強度と

微絨毛の密度は一致した。

　クラスリンの蛍光分布を図4．8に示した。割球の頂端部の細胞質に蛍光が

分布していたことから、クラスリンがこの部分に局在していることが明らか

となった。このような蛍光分布に、BFA処理胚と無処理胚との間で差はみら

れなかった。

第4節　Cx43の細胞内輸送開始時期の検討

　第3節において、コンパクションに必要なタンパク質の細胞内輸送開始時

期は8細胞期中期であることが明らかとなった。そこで、この結果をもとに

Cx43の細胞内輸送開始時期について、8細胞期胚を3時間BFA処理し、

Cx43抗体を用いた免疫組織学的手法でギャップ結合を検出することにより

検討した。

1．材料および方法

8細胞期胚への分裂3時間後BFA処理区、6時間後BFA処理区の胚につ

いて、ギャップ結合数を経時的に調べた。間接蛍光抗体染色法によりギャッ

プ結合を検出した胚を、共焦点レーザー顕微鏡を用いてZ軸方向に20等分

に切断し、それぞれの切断面における蛍光スポットを加算して、胚1個当り

のギャップ結合数の概数を算出した。検出できた蛍光スポットの数から、胚

をランク付けした。蛍光スポットのみられなかった胚をランクA（図4．9A）、
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　　　　　4細胞期胚への分裂後の時間

6時間BFA処理時期の違いがコンパクションに及ぼす影響

a）対照区（胚数＝48）

b）4細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区（胚数＝103）

c）4細胞期胚への分裂12時間後BFA処理区（胚数＝79）

d）4細胞期胚への分裂18時間後BFA処理区（胚数＝80）
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a）対照区（胚数＝90）

b）8細胞期胚への分裂0時間後BFA処理区（胚数＝78）

c）8細胞期胚への分裂3時間後BFA処理区（胚数＝80）

d）8細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区（丁数＝103）
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図4．6Rh－ConAの蛍光染色像

　　　　（A）BFA無処理胚、（B）BFA処理胚

　　　　Bar＝25　pt　m
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図4．8抗クラスリン抗体による蛍光染色像

　　　　（A）BFA無処理胚、（B）BFA処理胚

　　　　三角印はクラスリンの局在部位を示す

　　　　Bar＝25　pt　m
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蛍光スポットが1～5個みられた胚をランクB（図4．9B）、6－10個みられた胚

をランクC（図4．9C）、11～15個みられた胚をランクD（図4．9D）、16個以

上みられた胚をランクE（図4．9E）とした。

2．結果

　ギャップ結合が検出できた胚の割合を表4．3に示した。対照区では8細胞

期胚への分裂6～15時間後の間にギャップ結合が検出できた胚の割合は増加

したのに対し、8細胞期胚への分裂3時間後BFA処理区では分裂12時間後

に低下した。また、8細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区では、分裂9

時間後にはほとんどの胚でギャップ結合は検出できなかった。

　胚1個当りの平均ギャップ結合数を表4．4に示した。対照区では平均ギャッ

プ結合数は8細胞期胚への分裂6一・15時間後の間に増加したのに対し、8細

胞期胚への分裂3時間後BFA処理区では分裂12時間後に減少した。また、

8細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区では、分裂9，12時間後には平均

ギャップ結合数は1個以下であったが、分裂15時間後には8細胞期胚への

分裂3時間後BFA処理区とほぼ同数であった。

ギャップ結合数による胚のランク別割合の経時的変化を図4．10に示した。

BFA無処理区においてギャップ結合の検出できた胚のランクは、8細胞期胚

への分裂6時間後ではランクA，Bのみであったが、分裂15時間後では

57．9％（8／19）がランクD以上であった。8細胞期胚への分裂3時間後BFA

処理区では、分裂15時間後ですべてのランクの胚がみられたが、ランクA、

B（それぞれ28．6％（6／21））のものが多かった。8細胞期胚への分裂6時間後

BFA処理区において分裂12時間後まではランクBの胚しかみられず、分裂

15時間後でもランクBの割合が半数（52．0％（13／25））を占めた。
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図4・9ギャップ結合数による胚のランク付け

　　　　（A）ランクA、（B）ランクB、（C）ランクC、

　　　　（D）ランクD、（E）ランクE

　　　　Bar　＝　25　pt　m
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表4．3　ギャップ結合が検出できた胚の割合

ギャップ結合が検出できた胚数／供試胚数（％）

BFA処理a

開始時期

　　検出時期（8細胞期胚への分裂後の時間）

対照区

3時間

6時間

5／21（23．890）　7／16（43．890）　14／18（77．8％）　16／19（84．290）

6／14（42．990）　5／13（38590）　7／22（31．890）　15／21（71．4％）

　　　　　　1／11　（9．4cro）　9／9（50．090）　21／25（84．090）

a8細胞期胚への分裂後（時間）

表4．4胚1個当りの平均ギャップ結合数

胚1個当りの平均ギャップ結合数（平均値±標準誤差）

　　　　aBFA処理

開始時期 6

検出時期（8細胞期胚への分裂後の時間）

対照区

3時間

6時間

O．29±O．13　（21）

1．71　±O．83　（14）

2．00　±O．71　（16）

2．38　±　1．48　（13）

O．09　±O．10　（11）

5．50±1．21　（18）

O．86±O．45　（22）

O．78　±　O．27　（18）

8．95　±　1．49　（19）

5．81　±1．36　（21）

5．00　±　1．11　（25）

a8細胞期胚への分裂後（時間）

0内の数字は供試一町を示す
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第5節　考察

BFAは粗面小胞体からゴルジ体への小胞輸送を阻害するタンパク質細胞内

輸送阻害剤であり（Klausner，　et　aL，1992）、細胞内輸送の機構解明のために

用いられている。De　Sousaら（1993）は、　BFA処理がマウス初期胚の細胞分

裂を阻害することを報告している。本研究では、4細胞期胚への分裂6時間

後までにBFA処理を開始すると、細胞分裂が阻害された。　Levyら（1986）

は、タンパク質合成阻害剤であるアニソマイシンを添加して4細胞一丁を培

養すると、2時間以内にのみ細胞分裂がみられたことから、細胞分裂を正常

に行うためには細胞分裂開始2時間前までのタンパク質合成が必要であると

している。マウス胚の第3細胞周期ではG2＋M期に2～5時間要する（Smith

and　Johnson，1986）。彼らの結果と本実験の結果とから、細胞分裂に必要な

タンパク質合成および細胞内輸送はG2期の前に完了していると考えられた。

実際、有糸分裂期（M期）の細胞は、タンパク質の合成や細胞内輸送が中断

する（Buell　and　Fahey，1969，　Warren，　et　aL，1983，　Warren，1985）ことが明

らかにされている。

　BFAの阻害作用は可逆的であり、BFA除去後、ゴルジ層板が再形成され、

細胞内輸送が再開する（Doms，　et　al．，1989，　Fujuwara，　et　al・，1988，　Lippin－

cott－Schwartz，　et　al．，　1989，　Lippincott－Schwartz，　et　al．，　1990，　Misumi，　et　al．，

1986）。BFA処理を6時間に限定したとき、ほとんど全ての胚がその6時間

後に8細胞期胚に分裂した（表4。2）。この結果は、BFA除去後数時間でタン

パク質の細胞内輸送が正常なレベルに回復したことを示している。

BFAはタンパク質の細胞内輸送だけでなく細胞分裂も阻害する。　BFAによ

り細胞分裂を阻害された胚の中には、細胞膜が融合したものがみられた。

ZuzackとTasca（1985）は、糖鎖であるN一アセチルーD一グルコサミンに結合
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するレクチンWGAが、透明帯のある4細胞期胚の細胞分裂を阻害し、2，3

倍核がみられることを報告している。しかし、本研究でみられた2倍核は4

細胞期胚の細胞膜が融合したことによるものである。細胞膜の融合について

は以下のように考えられる。タンパク質の細胞内輸送が阻害されることによ

り糖タンパク質のような細胞膜タンパク質の量が減少し、細胞膜の構造が不

安定になり、最終的に細胞膜融合が生じたのではないか、と推測された。

　De　sousaら（1993）は、　BFAがコンパクション胚の脱コンパクション化を

引き起こすことを報告している。本研究においても、8細胞期中期の胚を

BFA処理することにより、コンパクションの遅延や脱コンパクション化がみ

られた。しかし、クラスリンの分布には影響を及ぼさなかった。クラスリン

は、細胞外物質を細胞膜上の受容体を介して細胞内に取り込む（エンドサイ

トーシス）過程で細胞膜にみられるようになるタンパク質であり、細胞質に

極性をもつ細胞でみられる。BFAがクラスリンの分布に影響を及ぼさなかっ

た理由として、8細胞期初期に細胞質の極性が起こる（Maro，　et　al．，1985）た

め、本研究で行ったBFA処理の時期にはすでに細胞質の極性が生じていた

ため、と考えられた。また、BFAはエンドサイトーシスには影響を及ぼさな

い（Klausner，　et　aL，1992）◎

　一方、8細胞門門の細胞膜の極性はRh・ConAの蛍光分布、微絨毛観察から

は認められなかった。しかし、BFA処理胚では、割球間接触部の細胞膜に

Rh－ConAの蛍光がみられた。　Claytonら（1995）は、卵母細胞をBFA処理す

ることにより細胞膜でのウボモルリンの発現が阻害されると報告している。

ウボモルリンは細胞接着分子であり、コンパクション胚の細胞間接着を強め

る役割を果たしている（Shirayoshi，　et　aL，1983，　Johnson，　et　aL，1986）。本

研究により得られた結果は、BFA処理によりウボモルリンの細胞内輸送が阻

害されたため細胞間接着が弱まり、割球間接触部の微絨毛にRh－ConAが結
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合しやすくなったことによるものと推測された。また、Rh－ConAの蛍光強度

および微絨毛の密度が減少したことから、BFA処理により細胞膜の構造が変

化したと考えられた。以上のことから、BFA処理による脱コンパクション化

は、細胞内輸送の阻害により細胞接着分子が減少した結果・割球間の結合が

弱くなり、割球が球状を呈したためと推測された。

　本研究の結果より、Cx43の細胞内輸送開始時期は8細胞期胚への分裂後

3時間以内すなわち8細胞期初期であると推測され、De　Sousaら（1993）の

結果と一致した。しかし、ギャップ結合の形成に及ぼすBFAの影響につい

ては異なる結果となった。彼らはコンパクションしていない8細胞期胚を

12時間BFA処理することによりギャップ結合の形成が阻害されたが、コン

パクションした8および16細胞期胚を4時間BFA処理することによりギャッ

プ結合の形成は阻害されなかったことを報告している。本実験において、コ

ンパクションしていない8細胞即興をBFA処理（8細胞期への分裂3時間

後BFA処理区）した直後には、ギャップ結合形成は阻害されなかった。本結

果と彼らの結果との違いはBFA処理時間に因るものであり、3時間の処理

時間はCx43の細胞内輸送を完全に阻害するには短かかったことが考えられ

た。また、BFA処理直後（8細胞期胚への分裂6時間後）にギャップ結合の

形成が約半数の胚で見られたことから、これらの胚ではBFA処理を開始す

るまでにCx43がゴルジ体に輸送されていたためBFAによる影響がなかっ

たものと推測された。

　本研究では、コンパクションがみられる時期の8細胞期胚をBFA処理（8

細胞期胚への分裂6時間後BFA処理区）することによりギャップ結合の形

成は阻害された。De　Sousaら（1993）はBFAの最終濃度を5μg／mlで使用

していたが、本研究では同濃度ではコンパクションに影響を及ぼさず（第3

節参照）、10μg／mlで使用したため阻害作用が強くなったことにより異なる

48

鴛勲



v’

結果を生じさせた可能性がある。また、細胞分裂時にはギャップ結合が消失

する（Goodall　and　Maro，1986）。　BFA処理終了直後（8細胞期への分裂9時

間後）にはすでに細胞分裂期に入っていたことにより・ギャップ結合の形成

が観察されなくなったと考えられた。

　BFA処理によりコンパクションの遅延や脱コンパクション化がみられたに

もかかわらずギャップ結合形成がみられたことから、コンパクションとギャッ

プ結合形成とは独立した事象であると思われ、これまでの観察（Goodall，

1986，Kidder，　et　al．，1987）と一致した。

第6節　要約

　タンパク質の細胞内輸送阻害剤であるBFAがマウス初期胚の細胞分裂に及

ぼす影響について、4細胞期胚を用いて調べた。4細胞期胚への分裂0，2，4，

5，6，7，8時間後にBFA処理を開始し、8細胞期胚への分裂について観察し

た。4細胞期胚への分裂6時間後までにBFA処理を開始した場合、8細胞

期胚への細胞分裂は阻害された。しかし、BFA処理時間を6時間に限定す

れば、細胞分裂能は回復した。これらのことから、BFA処理時間を限定する

ことにより、胚の発生能を阻害することなくタンパク質の細胞内輸送機構解

明に用いることができることが明らかとなった。

次に、コンパクションに必要な膜タンパク質の細胞内輸送開始時期を明ら

かにするために、4および8細胞期胚をBFA処理し、コンパクション胚の出

現時期に及ぼす影響を調べた。その結果、8細胞期胚への分裂3時間後に3

時間BFA処理した胚でコンパクションの遅延がみられた。また、8細胞期

胚への分裂6時間後に3時間BFA処理した胚では、すでにコンパクション

した胚の脱コンパクション化がみられた。これらの結果から、コンパクショ
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ンに必要なタンパク質の細胞内輸送開女台時期は8細胞駆への分裂3～6時間

後であることが明らかとなった．また、BFA処理｝こよる脱コンパクション化

の原因を追求するために、細胞質と細胞膜の極性｝こついて調べた・細胞質の

極性についてクラスリンの分布を螺した糸課・BFA処理による影響はみら

れなかった。一方、細胞膜の極性についてRh－ConAの分布および微絨毛の

分布を調べた結果、細胞膜の極性は認められなかった。しかし、BFA処理胚

でRh－ConAの蛍光強度および微絨毛の密度が減少した。また、　BFA処理胚

では割球間接触部にもRh－ConAが分布しており、割球間接着が弱くなった

と考えられた。以上の結果から、BFA処理による脱コンパクション化は、細

胞内輸送の阻害により細胞接着分子が減少した結果、割球間の結合が弱くな

り、割球が球状を呈したためと推測された。

　最後に、Cx43の細胞内輸送開始時期を明らかにするために、第2節の結

果をもとに8細胞期胚を3時間BFA処理し、ギャップ結合の形成に及ぼす

影響を調べた。その結果、8細胞期胚への分裂3時間後に3時間BFA処理

した胚では、処理直後にはギャップ結合の形成への影響は認められなかった

が、処理6時間後にギャップ結合の形成が低下した。また、8細胞期胚への

分裂6時間後に3時間BFA処理した胚では、処理直後にギャップ結合の形

成が阻害された。これらの結果から、Cx43の細胞内輸送開始時期は8細胞

期胚への分裂後3時間以内すなわち8細胞期初期であることが明らかとなっ

た。
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第5章ギャップ結合形成とCx43のリン酸化との

　　　　　　　　　　関連性の検討

第1節　緒言

ギャップ結合の形成にはCx43のリン酸イヒが必要であることが細胞株を用

いた研究で報告されている（Musil　and　Goodcnough・1991）。しかし・マウス

初期胚についての同様の研究はほとんど報告されていない。そこで、本研究

ではマウス初期胚のギャップ結合形成過程においても同様の機構が存在する

かをウエスタンプロット法により明らかにすることを目的とする。また・間

接蛍光抗体染色法により検出したギャップ結合数とウエスタンプロット法に

より検出したリン酸化Cx43量から、ギャップ結合の出現とCx43のリン酸

化との関連性を検討した。

第2節　ギャップ結合形成とCx43のリン酸化との関連性

1．材料および方法

1）胚の採集

体外培養により得られた、4細胞期胚への分裂6時間後、8細胞期胚への

分裂0，6，9，12，15時間後、hCG投与96時間後の胚盤i胞の合計7種類の胚

を実験に供した。胚をPBI＋BSAで3回洗浄後、0．3％（W／V）PVPを含む

PBS（PBS＋PVP）で5回洗浄した。洗浄後、35μ1のPBS＋PVPを入れた

1．5mlチューブに胚を移し替え、遠心分離（13000　rpm，5分間，4℃）した。

遠心分離後、胚のみが残るよう実体顕微鏡下でピペットを用いてPBS＋PVP
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を除去し、一70℃で凍結保存した。

2）胚の処理

、2。。個の胚を、リン酸化Cx43の脱リン酸化を防ぐためにphosphatase

inhibit。rs（・・mM　NaF，・mM　Na・rth・vanadate，・・mM　Na　pyr・ph・sphate）を

添加したSDS　Iysis　buffer（5・mM　Tris－HCI・2％SDS・10％glyce「ol・pH

6．8）5・μ1で回収した。回収後、超音波処理装置（Brans・n）で30秒間処理

し胚を完全に破壊し、遠心分離（15000rpm，5分間・4℃）後・約40μ1の上

清を回収し、約10μ1ずつ（胚300個相当量）分注し、実験に供するまで

一70℃で凍結保存した。

3）ウエスタンプロッティング

約10μ1のサンプルにloading　buffer　35μ1と1μMのDTT　1・5μ1を

添加して15分間静置後、電気泳動を行った。電気泳動用ゲルには12％

SDSポリアクリルアミドゲルを、電極液にはトリスーグリシン電気泳動

buffer（5　mM　Tris，50　mM　glycine（pH　8．3），0・02％SDS）を用いた。電気泳動

後、ゲル上のタンパク質をセミドライ型プロッティング装置を用いてPVDF

メンブレン（Millipore）にプロッティングした。プロッティング用電極液には・

transfer　buffer　（48　mM　Tris，　48　mM　glycine，　O．03790　SDS，　209e　Methanol，

pH　8．3）を用いた。メンブレンへのタンパク質のプロッティングの確認のた

め、Ponceau　S（Sigma）で染色した。プロッティングの確認後、　Ponceau　S

を脱色し、抗体の非特異的結合を防ぐたあのブロッキングを4℃で一晩行っ

た。ブロッキング溶液として、Vistra　ECF　Western　blotting　kit（Molecular

Dynamics）のMembrane　blocking　reagcntを50　mg／ml含む0・1％Twecn－20

添加PBS（T－PBS）を用いた。ブロッキング終了後、　T－PBSで3回洗浄し・
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T－PBSで、。。・倍希釈した一次抗体、抗Cx43モノク・一ナル抗体と塒間

反応させた。その後T－PBSで3回瀞し・T－PBSで5000齢釈した二次

抗体、アルカリフォスファターゼ結合ヤギ抗マウス抗体（Vist「a　ECF　Weste「n

bl。tting　kit）と・時間反応させ、　T－PBSで3回痛した・Cx43のバンドを

観するためのポジティブコント・一ルとして・ギャップ結合による細胞間

コミュニケーションがよく発達し、リン酸化および非リン酸化Cx43の存在

が確認されているラット肝臓上皮細胞由来細胞株のIAR　20（Asamoto，　et　aL，

1991）（札幌医科大学病理学第二講座の小山田正人先生に提供していただいた）

　を用いた。また、リン酸化Cx43のバンドと非リン酸化Cx43のバンドの移

動度の差を明らかにするために、最終濃度0・9U／μ1のアルカリフォスファ

ターゼ（Boehringer－Mannheim）を添加し、37℃、2時間反応させて脱リン酸

化（Oyamada，　et　al．，1994）したIAR　20をサンプルとして用いた。

4）Cx43のバンドの検出

　メンブレンをdetection　buffer（0．1mM　Tris－HCl，0．1　mM　NaCl，50　mM

MgC12，　pH　9．5）に5～10分間浸漬後、100倍希釈したCSPD液（DIG

Luminescent　Detection　Kit，　Boehringer－Mannheim）に、37℃で5分間反応さ

せた。その後、メンブランをX線フィルムに感光させてバンドを検出した。

5）Cx43のバンドのパターン解析

画像解析プログラムNIH　Image（Wayne　Rasband）を用いて各レーンの濃度

プロフィールプロットを作成し、Cx43バンドのパターン解析をした。
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2．結果

ラット鵬上皮細胞由来細胞株のIAR　2・では分子量約41・42・43　kDaの

3本のバンドが検出できた（図5．・レーンa）・アルカリフォスファターゼ処

理したIAR　2・では、分子量約42，43　kDaの2本のバンドが検出できなかっ

た（図5．・レーンb）ことから、この2本のバンドがリン酸化Cx43であるこ

とが分かった（以後、分子量約41，42，43kDaのバンドをCx43－NP，

Cx43－P、，　Cx43－P、とした）。マウス胚では全ての時期樋じてCx43－NPのバ

ンドが検出できた（図5．1レーン。－i）。hCG投与96時間後の胚盤胞では

Cx43－NP，　Cx43－P、，　Cx43－P2の3本のバンドがはっきりと検出できた（図

5。1レーンi）が、その他の時期では正確には判断できなかったため、画像解

析プログラムNIH　Imageを用いて、バックグラウンドを除去し（図5・2）・バ

ンドのパターン解析を行った（図5．3）。バンドのパターン解析結果から、8

細胞期胚への分裂6～15時間後の胚およびhCG投与96時間後の胚盤i胞につ

いて各バンドの濃度のピーク値を数値化し、濃度比を算出した（表5．1）。そ

の結果、発生が進むにつれてCx43－NP，　Cx43－P，，　Cx43－P、のバンドのピーク

値が高くなった（図5．3）。Cx43－P、量の非リン酸化Cx43量に対する濃度比

（Cx43－P、／Cx43－NP）、およびCx43－P2量の非リン酸化Cx43量に対する濃度

比（Cx43－P2／Cx43－NP）はhCG投与96時間後の胚盤胞においては70％以上

と高かったのに対し、8細胞期胚への分裂6～15時間後の胚では

29．1～62．3％といずれの時期でもばらつきがみられた。Cx43－P2量の

Cx43－P1量に対する濃度比（Cx43－P2／Cx43－P、）は、すべての時期を通して

70．0％以上であった。また、間接蛍光抗体染色法ではギャップ結合が検出で

きなかった4細胞期胚への分裂6時間後および8細胞期胚への分裂0時間

後の胚でも、少量ながらCx43－P2のバンドが検出された。
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図5．1　ウエスタンプロット法によるCx43バンドの経時的変化

　　　（a）IAR　20、（b）IAR　20（アルカリフォスファターゼ処理）、

　　　（c）4細胞期胚への分裂6時間後、

　　　（d）8細胞期胚への分裂0時間後、（e）同6時間後、（f）同9時間後、

　　　（g）同12時間後、（h）同15時間後、

　　　（i）hCG投与96時間後の胚盤胞

　　　左端の数字は分子量（kDa）を示す
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　　　　（a）IAR　20、（b）IAR　20（アルカリフォスファターゼ処理）、

　　　　（c）4細胞期胚への分裂6時間後、

　　　　（d）8細胞期胚への分裂0時間後、（e）同6時間後、（f）同9時間後、

　　　　（g）同12時間後、（h）同15時間後の胚、

　　　　（i）hCG投与96時間後の胚盤胞

　　　　左端の数字は分子量（kDa）を示す
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表5．1Cx43のバンドの濃度比の経時的変化

濃度比（％）

Cx43－P2 Cx43－Pi Cx43－P2

（＞x43－NP Cx43－NP Cx43－Pi

　　　　　　a分裂6時間後
　　　　　　a分裂9時間後

分裂12時間後a

分裂15時間後a

　hCG投与
　96時間後

29．1

52．2

34．9

48．9

73．2

40．5

53．9

49．8

62．3

85．0

71．1

96．8

70．0

785

86．1

a8細胞期胚への分裂後の時間
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第3節　考察

本研究では、全ての時期を通じてCx43－NPバンドが検出できたことから・

4細胞期中期（4細胞期胚への分裂6時間後）にはすでにCx43は合成されて

おり、Valdimarssonら（1991）の結果と一致した。　Musilら（1991）は細胞株

を用いて、Cx43のリン酸化とギャップ結合形成との関連性について報告し

ている。ギャップ結合の形成がみられる細胞株NRK（normal　rat　kidney）で

は、Cx43－NP，　Cx43－P、，　Cx43－P2の3本のバンドが検出できたが、ギャップ

結合の形成がみられない細胞株S180とL929では、それぞれ低分子側の2

本のバンド（Cx43－NP，　Cx43－Pl）、低分子側の1本のバンド（Cx43－NP）しか

検出できなかったことから、Cx43－P2がギャップ結合形成に必要であるとし

ている。Valdimarssonら（1991）は、マウス胚では8細胞期以降にCx43の

バンドが2本みられるようになることから、このうちの1本のバンドがリン

酸化したCx43であると報告している。本研究において、ギャップ結合の形

成がみられるようになる8細胞期胚への分裂6時間後の胚でCx43－NP，

Cx43－P、，　Cx43－P、の3本のバンドが検出された。その後の発生過程において

Cx43－NP，　Cx43－P、，　Cx43－P2の3本のバンドの濃度が増加したことから、マ

ウス初期胚においてもギャップ結合の形成にはCx43のリン酸化が関与して

いることが示唆された。各バンドの濃度のピーク値と濃度比の結果から、胚

の発生が進むにつれて2つのリン酸化Cx43はその濃度比を変えることなく

量を増加させながら、胚盤胞期には非リン酸化Cx43と同濃度に達すると考

えられた。間接蛍光抗体染色法によりギャップ結合を検出できなかった胚で

も、Cx43－P、と思われるバンドが検出された。第4章第3節の結果から

Cx43の細胞内輸送開始時期は8細胞期初期であることが明らかとなったこ

とから、これらの時期にはCx43は細胞質に存在していると思われる。した
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がって、Cx43の合成後、ギャップ結合形成にまだ関与していないリン酸化

したCx43がこれらの時期の胚の細胞質内に微量に存在していることが推測

された。

　コンパクション胚では、それまでの時期にはみられないリン酸化タンパク

質の発現がみられることが報告されている（Bloom　and　Mcconnell・1990・

Bloom，1991，　Mayor　and　Izuquierdo，1994）。本研究でみられたリン酸化

Cx43の増加する時期はコンパクション胚の割合が増加する時期とほぼ一致

した（第4章第3節）ことから、Cx43のリン酸化はコンパクション胚形成へ

関与していることが示唆された。

第4節　要約

ギャップ結合形成におけるCx43のリン酸化の関与を明らかにするために、

ウエスタンプロット法によりCx43のバンドを検出した。胚の発生が進むに

つれて2本のリン酸化したバンド（Cx43－P1，　Cx43－P2）の濃度がその比を変

えることなく増加したことから、Cx43のリン酸化がギャップ結合形成に関

与していることが再確認できた。しかし、ギャップ結合形成のみられない時

期の胚でも1本のリン酸化したバンド（Cx43－P2）がわずかにみられたことか

ら、Cx43合成後ギャップ結合形成に関与しないリン酸化したCx43が細胞

質に微量に存在しいることを明らかにすることができた。
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第6章　ギャップ結合形成を制御する条件の検討

第1節　緒言

第3章の結果からギャップ結合形成時期は4細胞期の細胞間接着の有無に

より影響を受けることが明らかとなった。また、第4章の結果から8細胞期

にみられるようになるCx43のリン酸化が、ギャップ結合形成に関与してい

ることが明らかとなった。そこで、4細胞期胚の割球間接着および8細胞期

胚のCx43のリン酸化に着目し、これらの発現を制御することによりギャッ

プ結合の形成も制御できる可能性を探求することを本節の研究の目的とする。

第2節　ギャップ結合形成に及ぼすフィトヘマグルチニン（PHA）の影響

第3章の結果から、ギャップ結合の正常な形成には4細胞期胚前期の割球

間接着が関与していることが示唆された。そこで本節では、4細胞期胚の割

球間接着を強めることによりギャップ結合形成の促進が可能であるかを調べ

ることを目的とする。割球間接着を強化するために、細胞の接着を目的に用

いられているフィトヘマグルチニン（PHA）を用いた。

1．材料および方法

初期4細胞期胚を10μg／mlのPHAを添加したBWW培養液で培養した

（PHA添加区）。1時間毎に8細胞期への細胞分裂の確認を顕微鏡観察により

行い、8細胞期胚への細胞分裂の認められた胚を分裂0時間後の胚とした。

分裂9，12，15時間後の胚を間接蛍光抗体染色法によりギャップ結合を共焦
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点レーザー顕微鏡で観察した。第4章第4節の方法に従いギャップ結合数の

概数を算出し、胚をギャップ結合数によりランク付けした。BWW培養液で

培養したものをPHA無添加区とした。

2．結果

　ギャップ結合が検出できた胚の割合を表6．1に示した。PHA無添加区と比

べ、PHA添加区では8細胞期胚への分裂12時間後にギャップ結合が検出で

きた胚の割合は低くなったが、分裂9時間後および15時間後では差は認め

られなかった。胚1個当りの平均ギャップ結合数を表6．2に示した。PHA

添加区ではPHA無添加区に比べて、ギャップ結合数が減少したが、　PHA無

添加区と同様8細胞期胚への分裂9～15時間後の間に増加がみられた。ギャッ

プ結合数による胚のランク別比率の経時的変化を図6．1に示した。分裂15

時間後の胚のランクはCの胚がPHA無添加区で、　A，　B，　D，　Eの胚がPHA

添加区で多くみられた。しかし、これらの結果からPHAがギャップ結合形

成を促進したとは断言し難かった。
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表6．1ギャップ結合が検出できた胚の割合

ギャップ結合が検出できた胚数／供試胚数（％）

処理区

8細胞期胚への分裂後の時間

PHA無添加区

PHA添加区

6／13　（46．2）　16／18　（88．9）　17／17　（100．0）

9／20（45．0）　16／23（69．6）　15／16　（93．8）

表6．2胚1個当りの平均ギャップ結合数

胚1個当りの平均ギャップ結合数（平均値±標準誤差）

処理区 9
8細胞期胚への分裂後の時間

PHA無添加区

PHA添加区

2．00　±O．71　（16）

O．90±O．31　（20）

550±1．21　（18）

4．09　±O．93　（23）

8．95　±1．49　（19）

7．94　±　1．32　（16）

0内の数字は供試二二を示す
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第3節　ギャップ結合形成に及ぼすdibutyryl　cAMPの影響

dibutyryl　cAMP（dbcAMP）はcAMPの誘導体であり、細胞内のcAMP濃度

を上昇させる。cAMPの濃度上昇によりプロテインキナーゼAが活性化し、

タンパク質がリン酸化される。dbcAMPがギャップ結合による細胞間コミュ

ニケーションを促進させる（Saez，　et　al．，1986，　Godwin，　et　aL，1993）ことが、

多くの細胞株で報告されている。また、マウス初期胚における報告では、ギャッ

プ結合が欠如したDDK系雌マウスと異系雄マウスとから得られた胚におい

て、dbcAMPの添加によりギャップ結合の形成がみられるようになる

（Becke「，　et　aL，1992，　Leclerc，　et　al・，1994）。本節では、　dbcAMPがギャップ

結合形成促進に効果があるかを調べることを目的とする。

1．材料および方法

4細胞期胚を採取し、BWW培養液で培養した。1時間毎に8細胞期への

細胞分裂の確認を顕微鏡観察により行い、8細胞期胚への細胞分裂の認めら

れた時の胚を分裂0時間後の胚とした。

8細胞期胚への分裂0時間後および3時間後に、1mM　dibutyryl　cAMP

（dbcAMP：　N6，0ZDibutyryl　Adenosine　3’，5’Cyclic　Monophosphate　Sodium

Salt；和光純薬）添加BWW培養液で培養を開始した（以下それぞれ、8細胞

期胚への分裂0時間後dbcAMP添加区、分裂3時間後dbcAMP添加区とし

た）。分裂6，9，12，15時間後の胚を間接蛍光抗体染色法によりギャップ結合

を検出し、第4章第4節の方法に従いギャップ結合数の概数を算出し、胚を

ランク付けした。
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2．結果

ギャップ結合が検出できた胚の割合を表6．3に示した。8細胞期胚への分

裂6，9時間後にギャップ結合が検出できた胚の割合は、分裂0時間後

dbcAMP添加区および3時間dbcAMP添加区において、　dbcAMP無添加区

より高かった。胚1個当りの平均ギャップ結合数を表6．4に示した。分裂0

および3時間後dbcAMP添加区において、平均ギャップ結合数はすべての

時期を通してdbcAMP無添加区より多かった。ギャップ結合数による胚のラ

ンク別比率の経時的変化を図6．2に示した。分裂15時間後におけるランク

D以上の胚の割合は、分裂0および3時間後dbcAMP添加区において、そ

れぞれ44・4％（8／18），50・0％（9／18）とdbcAMP無添加区の23．5％（4／17）よ

り高かった。
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表6．3　ギャップ結合が検出できた胚の割合

ギャップ結合が検出できた胚数／供試胚数（％）

処理区 6

8細胞期胚への分裂後の時間

15

　dbcAMP無添加区

　8細胞期胚への分裂
0時間後dbcAMP添加区

　8細胞期胚への分裂
3時間後dbcAMP添加区

7／14　（50．0）

13／15　（86．7）

13／14　（92．9）

6／13（46．2）　16／18　（88．9）

14／19（73．7）　23／23（100．0）

9／12　（75．0）　20／22　（90．9）

17／17　（100．O）

18／18　（100．0）

18／18　（100．O）

表6．4胚1個当りの平均ギャップ結合数

胚1個当りの平均ギャップ結合数（平均値±標準誤差）

処理区 6

8細胞期胚への分裂後　（時間）

15

　dbcAMP無添加区　　2・07±0・73（14）1・23±0・49（13）

　8細胞期胚への分裂
0時間後dbcAMP添加区4・07±0・93（15）2・21±1・60（19）

　8細胞白白への分裂　　　　　　　　　　　4．07±O．98（14）　3．15±O．93（12）
3時間後dbcAMP添加区

4．78　±　O．　93　（1　8）

7．30±1．04　（23）

5．32±O．80　（22）

7．75　±O．77　（17）

10．11±1．36　（18）

10．67±1．06　（18）

0内の数字は供試胚数を示す
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第4節　ギャップ結合形成に及ぼすTPAの影響

発癌プロモーターである12－0－tetradecanoylphorbol－13－acetate（TPA）はプ

ロテインキナーゼC活性化剤の1つであり（Nishizuka，1986）、プロテイン

キナーゼCの活性化によりタンパク質がリン酸化される。TPAはギャップ

結合の形成阻害やチャネルの透過性を低下させることが多くの細胞株で明ら

かにされている。しかし、マウス初期胚を用いた同様の報告はない。そこで

本節では、マウス初期胚においても、TPAがギャップ結合形成に阻害的に作

用するかを調べることを目的とする。

1．材料および方法

4細胞期胚を採取し、BWW培養液で培養した。1時間毎に8細胞期への

細胞分裂の確認を顕微鏡観察により行い、8細胞期胚への細胞分裂の認めら

れた胚を分裂0時間後の胚とした。

TPA（Sigma）を1mg／mlの濃度でジメチルスルポキシド（DMSO）に溶解し、

使用まで一20℃で保存した。8細胞期胚への分裂0時間後、最終濃度1，10，

100ng／mlのTPA添加BWW培養液で3時間培養した後、　TPA無添加

BWW培養液で12時間培養した（以下それぞれ、1ng／ml　TPA添加区、10

ng／ml　TPA添加区、100　ng／ml　TPA添加区とした）。　TPA無添加区は、0．1％

DMSO添加BWW培養液で3時間培養後、　DMSO無添加BWW培養液で12

時間培養したものとした。分裂15時間後の胚を間接蛍光抗体染色法により

ギャップ結合を検出し、第4章第4節の方法に従いギャップ結合数の概数を

算出し、胚をランク付けした。
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2．結果

ギャップ結合が検出できた胚の割合を表65に示した。TPA濃度に関係な

くほぼすべての胚でギャップ結合が検出できた。胚1個当りの平均ギャップ

結合数を表6．6に示した。1ng／ml　TPA添加区でギャップ結合数が多くなっ

たが、TPA濃度がさらに高くなるにともないギャップ結合数が減少した。ギャッ

プ結合数による胚のランク別比率に及ぼすTPA濃度の影響を図6．3に示し

た。ランクEの割合は、TPA無添加区で61．9％（13／21），1ng／ml　TPA添加

区で78．3％（18／23），10ng／ml　TPA添加区で28・6％（6／21），100　ng／ml　TPA

添加区で0％（0／24）であった。また、1ng／ml　TPA添加区ではTPA無添加区

と同様、ランクEの割合が最も高かったが、10ng／ml　TPA添加区ではラン

クDの割合が最も高く、100ng／ml　TPA添加区ではランクCの割合が最も

高くなり、ランクD以上の胚はみられなかった。以上の結果から、ギャップ

結合数はTPA濃度依存的に減少したことが明らかとなった。
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表6．5　8細胞期胚への分裂15時間後にギャップ

　　　結合が検出できた胚の割合

処理区

供試　　ギャップ結合が

胚数　検出できた胚数　（％）

　TPA無添加区
1ng／ml　TPA添加区

10ng／ml　TPA添加区

100ng／ml　TPA添加区

－
つ
」
1
4

（
∠
（
∠
（
∠
（
∠

－
つ
」
1
1
⊥

100．0

100．0

100．0

87．5

表6．6胚1個当りの平均ギャップ結合同

処灘区
試
数
供
胚

　胚1個当りの

平均ギャップ結合数

（平均値±標準誤差）

　TPA無添加区
1ng／ml　TPA添加区

10ng／ml　TPA添加区

100ng／ml　TPA添加区

－
つ
」
－
よ
4
。

（
∠
（
∠
2
（
∠

18．57±2．20

22．91　±　2．09

13．45　±　1．36

4．21　±　O．76
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第5節　Cx43のリン酸化に及ぼすdbcAMPおよびTPAの影響

第5章の結果から、ギャップ結合の機能発現にCx43のリン酸化が関連し

ていることが示唆された。さらに、本章3節においてプロテインキナーゼA

の活性化によるギャップ結合数の増加、4節においてプロテインキナーゼC

の活性化によるギャップ結合数の減少がみられた。本節では、これらのプロ

テインキナーゼの活性化によるギャップ結合数の変化にCx43のリン酸化が

関与しているのかどうかを明らかにすることを目的とする。

1．材料および方法

8細胞期胚への分裂0時間後の胚を1mM　dbcAMP添加BWW培養液で15

時間培養した胚（dbcAMP添加区）、8細胞期胚への分裂0時間後の胚を10

ng／mlのTPA添加BWW培養液で3時間培養後TPA無添加BWW培養液で

12時間培養した胚（TPA添加区）、8細胞期胚への分裂0時間後の胚を

BWW培養液で15時間培養した胚（無添加区）を実験に供した。胚の採集お

よび処理、ウエスタンプロッティング、Cx43のバンドのパターン解析は第

5章の方法に従った。

2、結果

dbcAMP添加区（図6．4レーン。）、　TPA添加区（図6．4レーンd）ともに、

無添加区（図6．4レーンb）と同様、Cx43－NP，　Cx43－P1，　Cx43－P2の3本のバ

ンドが検出された。第5章と同様に、画像解析プログラム：NIH　imageを用

いてバックグラウンドを除去し（図6．5）、バンドのパターン解析を行った
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（図6．6）．バンドのパターン解析糸吉果から・各添加区について各バンドの濃

度のピーク値を数値化し、濃度比を算出した（表6．7）。その結果、Cx43－P1

量の非リン酸化Cx43量に対する濃度比（Cx43－P、／Cx43－NP）、　Cx43－P2量の

非リン酸化Cx43量に対する濃度比（Cx43－P2／Cx43－NP）は、　TPA添加区、

dbcAMP添加区、無添加区の順に高くなった。また、　Cx43－P2量のCx43－P・

量に対する濃度比（Cx43－P2／Cx43－P、）は、　dbcAMP添加区とTPA添加区と

では変わらず、無添加区より高くなった。

第6節　考察

PHAは糖鎖と結合するタンパク質であるレクチンの1つで、リンパ球のチ

ミジン取り込みや細胞分裂を促進させる働きのあることで知られている

（Goldstein　and　Hayes，1978）。本研究で用いたPHA－Pは赤血球凝集能を有す

るEサブユニットと白血球凝集能を有するLサブユニットからなる4量体

で、赤血球凝集能および白血球有糸分裂促進能をもつ。PHA－Pは、キメラ胚

を作出する際に胚や割球を接着させるために用いられている。また、PHAに

は胚盤胞への発生率を高める効果があることが報告されている（Menino，　et

al．，1989）。本研究では、　PHAはギャップ結合形成に影響を及ぼさなかった。

Aghionら（1994）は、セリンースレオニンキナーゼの阻害剤である6－dimeth－

ylaminopurineが4細胞期胚の割球間接着を強め、ギャップ結合を形成させ

ること、またこれらの現象の過程にE一点ドヘリンが関与していることを報告

している。また、E一方ドヘリンは細胞間認識した細胞間の接着を強化する役

割を有しており（Eggens，　et　al．，1989）、ギャップ結合の形成にもE一カドヘリ

ンが関与していることが示唆されている（Jongcn，　et　al・，1991，　Musil，　et　aL・

1990）。本研究ではPHAを割球間接着の促進を目的に用いたが、ギャップ結
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図6．4　dbcAMP，　TPAがCx43のバンドパターンに

　　　及ぼす影響

　　　（a）　IAR　20

　　　（b）無添加区

　　　（c）dbcAMP添加区

　　　（d）TPA添加区

　　　左端の数字は分子量（kDa）を示す
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図6．5　dbcAMP，　TPAがCx43のバンドパターンに

　　　及ぼす影響

　　　（NIH㎞ageによるバックグラウンド除去後）

　　　（a）　IAR　20

　　　（b）無添加区

　　　（c）dbcAMP添加区

　　　（d）TPA添加区

　　　左端の数字は分子量（kDa）を示す
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　図6．6Cx43のバンドのプロフィールプロット

　　　　　a）無添加区

　　　　　b）dbcAMP添加区

　　　　　c）TPA添加区

　　　　　NP；　Cx43－NP，　P　l；　Cx43－P　l，　P2；　Cx43－P2

　　　　表6．7　各添加区におけるCx43のバンドの濃度比

　　　　　濃度比（％）

Cx43－P2　　Cx43－Pユ　　Cx43－P2

Cx43－NP　Cx43－NP　Cx43－P　l

　無添加区

dbcAMP添加区

TPA添加区

57．6

65．5

69．2

71．9

75．9

80．3

80．1

86．4

86．2
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合数を増加させる効果は謝られなかった．PHAを介した割球間儲の強化

は細胞膜糖鎖間を連結させる効果はあるものの、割球間接着による細胞間情

報伝達を可能にするものではなかったため、ギャップ結合の形成を促進しな

かったものと考えられた。

　本研究において、dbcAMPの添加によりギャップ結合形成が多くみられる

ようになったことから、細胞内のcAMP濃度の上昇がギャップ結合の形成を

促進することが明らかとなった。また、この促進作用は、細胞内cAMP濃度

の上昇によりcAMP依存的プロテインキナーーゼが活性化されることによるも

のと考えられる（Godwin，　et　al．，1993）。　Cx43のリン酸化バンドの濃度比の

結果から、dbcAMPの添加によるギャップ結合の形成促進はリン酸化Cx43

量の増加によるものと考えられた。

　TPAを添加後1時間以内に急速にギャップ結合の形成が阻害されることが

多種の細胞株で明らかにされている（Asamoto，　et　al．，1991，　Lampe，1994，

Reynhout，　et　al．，1992，　Berthoud，　et　al．，1992，　Kenne，　et　al・，1994）。　TPAに

よるギャップ結合形成阻害は、すでに形成されているギャップ結合を分解す

るためではなく、新しいギャップ結合の形成を阻害することによるものであ

ると報告されている（Lampe，1994）。また、阻害作用は添加濃度や添加時間

に依存する（Rivcdal，　et　al．，1994，　Lampe，1994，　Kenne，　et　al．，1gg4，

Brissette，　et　al。，1991）。本研究では、　TPAが低濃度（1　ng／ml）のとき、ギャッ

プ結合の形成には影響がみられなかった。これは、ギャップ結合形成を阻害

するにはTPA濃度が低すぎたため、またはTPA無添加培養液で12時間培

養している間にギャップ結合形成能が正常なレベルにまで回復したためであ

ると推測された。一方、TPAが高濃度（100　ng／ml）のとき、ギャップ結合形

成は阻害されなかったが、胚1個当りにみられるギャップ結合数は減少した。

この結果から、TPA濃度が高い場合、その強い阻害作用によって、ギャップ
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結合形成能が正常なレベルに回復しない可能性が示唆された・ラット肝臓上

皮細胞由来細胞株IAR　20では、　TPA添加培養液での培養時間を長くする

（培養時間24時間）とTPA添加培養液での培養前と同程度のギャップ結合の

形成がみられるようになる（Asamoto，　et　al．，1991，　Kenne，　et　aL，1994）こと

が報告されている。本研究では培養時間を3時間に限定し・TPA無添加培養i

液でさらに12時間培養したにもかかわらずギャップ結合形成が低下したこ

とから、細胞株と初期胚とでは、TPAによるギャップ結合形成阻害作用が異

なるのかも知れない。TPAはmRNAの発現やCx43のタンパク質合成には

影響を及ぼさない（Asamoto，　et　al．，1991）が、リン酸化Cx43の量を増加さ

せる（Lampe，1994，　Bcrthoud，　et　al．，1992，　Kenne，　ct　al．，1994）ことが報告

されている。本研究においても、リン酸化Cx43量の増加がみられた。　TPA

によりリン酸化Cx43量が増加したにもかかわらずギャップ結合形成が低下

した原因として、TPAはギャップ結合形成が可能なリン酸化したコネキシン

がコネクソンを形成するのを阻害している、または隣接する2つの細胞膜上

での2個のコネクソンの接着を阻害した、と考えられた。

第7節　要約

　ギャップ結合形成を制御する培養条件について検討を行った。その結果、

dbcAMPを添加することによりギャップ結合の形成が促進され、　TPAを添加

することにより阻害されることが明らかとなった。これらの培養条件下で

Cx43のバンドパターンを調べた結果、　dbcAMP添加区、　TPA添加区におい

て、いずれも無添加区と比較してリン酸化したCx43の濃度が増加した。

dbcAMP添加区におけるリン酸化Cx43の増加は、ギャップ結合形成の促進

をもたらし、TPA添加区におけるリン酸化Cx43の増加は、ギャップ結合形
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成を阻害したことから、Cx43のリン酸化は直接ギャップ結合の形成を調節

してはいないことが判明した。
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第7章　ギャップ結合形成の制御が胚の発生に及ぼす影響

第1節　緒言

第6章第2節の結果から、dbcAMP添加培養液で胚を培養することにより

ギャップ結合数が増加すること、また、第6章第3節の結果から、TPA添

加培養液で胚を培養することにより、ギャップ結合数がTPAの濃度に依存

して減少することが明らかとなった。ギャップ結合形成を阻害する実験によ

り、初期発生におけるギャップ結合形成の必要性を明らかにした報告がある

（Warner，　et　al．，1984，　Bevilacqua，　et　al．，1989）。しかし、ギャップ結合形成

を阻害した胚は、発生停止や胚盤胞形成不全など発生能を失う。本章では、

初期発生におけるギャップ結合の機能を解明する目的で、ギャップ結合形成

を制御した培養条件がその後の発生に及ぼす影響について、胚盤胞への発生

率および発生した胚盤胞の細胞数を基準に比較検討した。また、ギャップ結

合形成促進が体外培養胚に与える効果を明らかにするために、dbcAMP添加

培養液での培養では、体内受精胚と体外受精胚を用いて胚盤胞への発生率お

よび発生した胚盤i胞の細胞数を基準に比較検討した。

第2節　dbcAMPが体内受精胚および体外受精胚の発生に及ぼす影響

第6章第3節の結果から、dbcAMP添加培養液で胚を培養することが、ギャッ

プ結合形成を促進することが明らかとなった。そこで、本節ではdbcAMPが

胚の発生に及ぼす影響を体内受精胚および体外受精胚を用いて、胚盤胞への

発生率、胚盤胞の総細胞数および内部細胞塊の細胞数を基準に比較検討した。
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1．材料および方法

1）実験1：体内受精胚のdbcAMP添加培養液での培養

雄マウスと同居させ、翌日膣栓の確認できた雌マウスの卵管より4細胞期

胚を採取し、BWW培養液で培養した。3時間毎に8細胞期への細胞分裂の

確認を顕微鏡観察により行い、8細胞期胚への細胞分裂の認められた胚を1

mM　dbcAMP添加BWW培養液で15時間培養した。その後、　dbcAMPを含

まないBWW培養液で培養を行った（dbcAMP　15時間添加区）。また・一部

の胚はdbcAMP添加培養液でさらに培養を続けた（dbcAMP添加区）。　BWW

培養液で培養したものを、dbcAMP無添加区とした。

2）実験2：体外受精胚のdbcAMP添加培養液での培養

雄マウスを頚椎脱臼法により屠殺し、精巣上体を摘出した。精巣上体尾部

を切開し、精子塊をすくい取り、300pt　1の0．5％BSA添加HTF培養液

（HTF＋BWW）（Quinn，　et　aL，1985）に導入し、1時間前培養した。雌マウス

をhCG投与14時間後に頚椎脱臼法により屠殺し、卵管を取り出し切開して

卵丘に包まれた卵子塊を引き出し、200μ1のHTF＋BSA培養液に導入した。

前培養した精子の浮遊液10μ1を卵子塊の入った培養液中に導入し、媒精し

た。媒精5時間後、第2極体の放出の認められた卵子を受精卵と判断し、発

生用培養液BWW＋BSAに移し替えた。　dbcAMP添加培養液での培養時期は

実験1と同様とした。

3）免疫手術法による内部細胞塊の単離

hCG投与120時間後の胚盤i胞の透明帯を0．5％プロナーゼで除去した後、

1％PVP添加PBS（PBS＋PVP）で50倍希釈した抗血清に移し、インキュベー
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タ＿内で3・門門犠した．PBS＋PVPで3回洗浄後・PBS＋PVPで10倍希

釈したモルモット補体（Ccdarlane　Laboratories）に移し・インキュベーター

内で45分間培養した。PBS＋PVPで3回洗浄後、融解した栄養芽層をピペッ

ティングにより除去し、内部細胞塊を単離した。

4）細胞数の測定

胚盤胞および免疫手術法により単離した内部細胞塊をスライド標本にし、

丁数を数えて細胞数とした。スライド標本は、Takagiら（1978）の方法を一‘

部変更して作成した。胚盤i胞および内部細胞塊を低張液（36％に希釈した

PBS）に約3分間保持して細胞を今明化させた後、固定液（カルノア液；エタ

ノール3：氷酢酸1）が入った96ウェルマルチディッシュに移し、一20℃で

一晩放置した。固定完了後、胚を少量の固定液とともにスライドガラス上に

移し、固定液が蒸発する直前に細胞質分散液（乳酸1：蒸留水1：氷酢酸6）を

数叩落として核から細胞質を分離した。細胞質を十分に分離させた後、希釈

した固定液（カルノア液12：蒸留水1）を滴下して核の適度な分散と固定なら

びに細胞質の除去を行い、続いてカルノア液の滴下により核の固定を確実に

した。風乾後、ギムザ液で染色を行い、青く染まった核を計測し細胞数とし

た。

2．結果

1）dbcAMPが体内受精胚の発生に及ぼす影響（実験：1）

hCG投与96時間後および120時間後における胚盤胞への発生率は、

dbcAMP　15時間添加区、　dbcAMP添加区ともに90％以上で、　dbcAMP無添

加区と差はなかった。しかし、hCG投与120時間後における脱出胚盤胞の

83

灘灘三二二三灘1鐵灘灘縫i灘嚢懸灘鑛灘難i雛麟鑛灘灘磯灘難雛懸鍵懸懸翻灘灘



v

割合は、dbcAMP　15時間添加区で7・0％、dbcAMP添加区で4・8％と

dbcAMP無添加区の24．1％と比較して有意に低かった（P＜0・01）（表7・1）・

また、hCG投与120時間後の胚盤胞の総細胞数は両dbcAMP添加区とも

dbcAMP無添加区と差はなかったが、内部細胞塊の細胞数はdbcAMP添加区

で有意に多くなった（P＜0．05）（表7・2上段）。

2）dbcAMPが体外受精胚の発生に及ぼす影響（実験2）

hCG投与96時間後における胚盤i胞への発生率は、　dbcAMP　15時間添加区・

dbcAMP添加区でそれぞれ35．8％，30．1％で、　dbcAMP無添加区の38・1％

と差はなかった。hCG投与120時間後における胚盤胞への発生率は、

dbcAMP　15時間添加区、　dbcAMP添加区でそれぞれ955％，90・4％で、

dbcAMP無添加区の95．2％と差はなかった（表7．3）。また、　hCG投与120

時間後の胚盤胞の総細胞数は両dbcAMP添加区ともdbcAMP無添加区と差

はなかったが、内部細胞塊の細胞数はdbcAMP添加区で有意な差はないもの

の実験1の結果と同様多くなる傾向があった（表7．2下段）。
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表7．1dbcAMPの体内受精胚の発生への効果

処理区

脚
数
供
胚

　　　a96時間

胚盤胞

　（9e）

　　　　　　　120時間a

　　　　　　　胚盤胞

胚盤胞　　艀化　　脱出

（90）　（90）　（％）

合計

（90）

　dbcAMP
　無添加区

　dbcAMP
15時間添加区

　dbcAMP
　　添加区

78
（94．0）

　80
（93．0）

　78
（94．0）

29
（34．9）

35
（40．7）

　43
（51．8）

32
（38．6）

43
（50．0）

　31
（37．3）

20
（24．1）

　6b
（7．0）

　4b
（4．8）

81
（97．6）

84
（97．7）

78
（94．0）

ahCG投与後の時間

bdbcAMP無添加区との間に有意差あり（p＜0．01）

　　　　表7。2胚盤i胞の細胞数（hCG投与後120時間）

受精胚の

　由来 処理区

総細胞数（胚数）

（平均値±標準誤差）

ICM細胞数（胚数）

（平均値±標準誤差）

体内受精胚 　dbcAMP
　無添加区

　dbcAMP
15時間添加区

　dbcAMP
　添加区

138．6±4．0　（24）

139．0±4．1　（29）

1375　±3．9　（26）

25　．9　±　1．3　（24）

25　．3　±　1．2　（30）

32．4　±　2．1　（34）　b

体外受精胚 　dbcAMP
　無添加区

　dbcAMP
15時間添加区

　dbcAMP
　添加区

99．9±5．6　（27）

100．6±3．6　（34）

99．6　±5．0　（30）

18．6　±　1．5　（17）

185　±3．3　（　8）

21．3　±2．2　（11）

ahCG投与後の時間

bdbcAMP無添加区との間に有意差あり（P＜0．05）
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表7．3dbcAMPの体外受精胚の発生への効果

　　　a96時間 　　　a120時間

処理区
試
数
供
胚

胚盤胞

（90）

胚盤胞

（90）

　dbcAMP
　無添加区

　dbcAMP
15時間添加区

　dbcAMP
　添加区

63

67

73

24
（38．1）

24
（35．8）

22
（30．1）

60
（95．2）

64
（95．5）

66
（90．4）

ahCG投与後の時間

dbcAMP無添加区との間に有意差なし
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第3節　TPAが胚の発生に及ぼす影響

第6章第4節の結果から、TPA添加培養液で胚を3時間培養することに

より、ギャップ結合数はTPA濃度依存的に減少することが明らかとなった。

そこで、本節ではTPAが胚の発生に及ぼす影響を・桑実胚および胚盤胞へ

の発生率、胚盤胞の総細胞数を基準に比較検討した。

1．材料および方法

4細胞期胚を採取し、BWW培養液で培養した。3時間毎に8細胞期への

細胞分裂の確認を顕微鏡観察により行い、8細胞期中への細胞分裂の認めら

れた胚を0（TPA無添加区），1，5，10，25，100　ng／ml　TPA添加BWW液で3

時間培養した。その後、BWW培養液でさらに培養を行った。　hCG投与72

時間後に桑実胚への発生、96および120時間後に胚盤i胞への発生について

観察した。また、hCG投与120時間後に前節の方法に従って胚盤胞の総細

胞数を求めた。

2．結果

hCG投与72時間後における桑実胚への発生率、96および120時間後にお

ける胚盤胞への発生率を表7．4に示した。hCG投与72時間後における桑実

胚への発生率は、TPA無添加区で62．2％であったのに対し、1，5，10，25，

100　ng／ml　TPA添加区ではそれぞれ525％，29．8％，18・8％，11・1％，5・9％と

有意に低くなった（1ng／ml　TPA添加区，　p＜0．05；5，10，25，100　ng／ml　TPA

添加区，P＜0．01）。　hCG投与96時間後における胚盤胞への発生率は各添加区
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で75％以上で差はなかった。hCG投与120時間後における胚盤胞への発生

率は、各添加区で90％以上であったが、5ng／ml　TPA添加区で有意に低下し

た（P＜0．05）（表7．4）。また、hCG投与120時間後の胚盤胞の総細胞数は

TPA無添加区で131．6±3．7個であったのに対し、1・5・10・25・100　ng／ml

TPA添加区ではそれぞれ121．7±4．5個，97・6±3・2個・100・0±4・6個・805

±3．3個，69．7±2．7個とTPA濃度依存的に減少し、5・10・25・100　ng／ml

TPA添加区でTPA無添加区より有意に少なくなった（P＜0・01）（表7・5）・

第4節　考察

マウス初期胚において、cAMPは胚盤胞形成期にNa＋の細胞内への取り込

みを促進することにより腔形成を早めることが報告されている（Manejwala・

et　al．，1986，　Manejwala　and　Schultz，1989）。また、　cAMPの細胞内濃度を上

昇させることにより胚盤胞への発生率が上昇する（Leclcrc，　et　aL，1994）。し

かし、本研究では体内受精胚、体外受精胚ともに胚盤胞への発生率に培養液

へのdbcAMP添加の効果は認められなかった。本研究で用いた胚は、胚盤胞

への発生率が高かった（dbcAMP無添加区のhCG投与120時間後の胚盤胞

への発生率；体内受精胚：97．6％、体外受精胚：95．2％）ため、cAMPの上昇

による野鳩への効果が確認できなかったものと思われた。胚盤胞の総細胞数

に対するdbcAMPの効果はみられなかったが、内部細胞塊の細胞数は増加し

た。内部細胞塊の細胞数を増加させることで知られているインスリン様増殖

因子一1（IGF－1）について、　HarveyとKaye（1992）はIGF－1が内部細胞塊に

直接作用することにより細胞増殖を促進させると考えている。本来、細胞内

cAMP濃度は後期胚盤胞で増加がみられるようになる（Dardik　and　Schultz・

1992）。本研究では、胚盤胞形成過程で細胞内cAMPが高濃度で持続された
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　　　　　　　　　　表7．4TPAの発生への影響

　　　処理区

　TPA無添加区

1ng／ml　TPA添加区

5ng／ml　TPA添加区

10ng／ml　TPA添加区

25ng／ml　TPA添加区

100ng／ml　TPA添加区

供試

二二

　99

101

　104

　101

　99

　101

桑実胚

（qo）

62　（62．6）

53　（52．5）　b

31　（29．8）　C

19　（18．8）　C

11　（11．1）　C

6　（5．9）　C

胚盤胞

（qe）

80　（80．8）

77　（76．2）

87　（83．6）

87　（86．1）

87　（87．9）

88　（87．1）

胚盤胞

（9e）

97　（98．0）

100　（99．0）

95　（91．3）　b

　98　（97．0）

　93　（93．9）

100　（99．0）

ahCG投与後の時間

bTPA無添加区との間に有意差あり（p＜0．05）

CTPA無添加区との間に有意差あり（P＜0・01）

表7．5　胚盤胞の細胞数（hCG投与後120時間）

処理区

供試　　　　細胞数

胚数　（平均値±標準誤差）

　TPA無添加区

1ng／ml　TPA添加区

5ng／ml　TPA添加区

10ng／ml　TPA添加区

25ng／ml　TPA添加区

100ng／ml　TPA添加区

27

R5

R5

R4

R8

S0

131．6　±　3．7

121．7　±　45

　　　　a97．6±3．2

　　　　a100．0　±　4．6

　　　　a805　±3．3

　　　　a69．7　±　2．7

aTPA無添加区との間に有意差あり（P＜0・01）

89



騨■一騨■溺谷■曙■剛建■闘ロー一F’r

一，

ことにより、プロテインキナーゼAが活性化され・種々のタンパク質がリン

酸化し活性化することで内部細胞塊の細胞増殖を促進させたものと推察され

た。

TPAによるプロテインキナーゼC（PKC）の活性化は、　TPAが細胞膜に存

在するジアシルグリセロールと置き変わり、不活化PKCと結合することに

より起こると考えられている（Castagna，　et　al・，1982・Kraft　and　Anderson・

1983，Das　and　Rand，1984）。2，4細胞期胚およびコンパクション前の8細胞

学胚にTPAを添加するとコンパクション胚のように割球間接触を強める

（Ohsugi，　et　aL，1993）が、それは、　PKCの一過性の活性化によるものである

ことが報告されている（Winkel，　ct　al．，1990）。　TPAはマウス初期胚の細胞分

裂（Sawicki　and　Mystkowska，1981，Mystkowska　and　Sawicki，1987）、細胞質

分裂を阻害し細胞膜融合を引き起こす（Mystkowska　and　Sawicki，1987）。本

研究では、hCG投与96および120時間後における胚盤胞への発生率に

TPA添加による影響はほとんどみられなかった。しかし、　hCG投与72時間

後における桑実胚への発生率、120時間における胚盤胞の総細胞数は、TPA

の濃度が高まるにつれて低下した。Mystkowskaら（1987）は、　TPA濃度5

ng／mlで2時間培養すると、その後の発生が遅れるとしている。本研究では、

第6章第4節でギャップ結合形成に影響を及ぼさなかった1ng／ml　TPA添

加区においてもhCG投与72時間後における桑実胚への発生率、120時間に

おける胚盤胞の総細胞数の低下がみられたことから、TPAは初期胚の発生に

は有害であると考えられた。このような発生率および細胞数のTPA濃度依

存的低下の原因として、TPA存在下で発生が一時的に停止したこと、あるい

はTPAの除去後もその作用が持続したこと、が考えられた。
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第5節　要約

第6章でギャップ結合数の増加および減少のみられた培養条件がその後の

胚の発生に及ぼす影響について、桑実胚、胚盤胞への発生率および胚盤胞の

総細胞数、内部細胞塊の細胞数を比較し、検討した。8細胞期初期胚を

dbcAMP添加培養液で15時間培養した場合（ギャップ結合数の増加が認めら

れた培養条件）、胚盤胞への発生率、胚盤胞の総細胞数および内部細胞塊の細

胞数はdbcAMP無添加区との間に差が認められなかった。これらの結果から・

ギャップ結合数の一時的な増加はその後の発生に影響を及ぼさないことが明

らかとなった。しかし、dbcAMP添加培養液で培養を続けると内部細胞塊の

細胞数が増加することが判明した。一方、8細胞期初期胚をTPA添加培養液

で3時間培養した場合（ギャップ結合数の減少がみられた培養条件）、胚盤胞

への発生率はTPA無添加区との間に差が認められなかったが、桑実胚への

発生率および胚盤胞の細胞数が、TPAの濃度に依存して低下した。この濃度

依存的な低下は、TPAによる発生への阻害作用が関与していると考えられた。
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第8章　総括

　体外培養は哺乳動物初期胚の発生機構解明にとって必要な技術であるとと

もに、核移植や遺伝子導入動物の作出などによって家畜を改良する上で、有

力な手段となっている。長年の間、体外培養時間が長くなるに従い胚の発生

率が低下することが問題であった。しかし、培養環境（気相、浸透圧、pH）

や培養液の基本組成（各種イオン、グルコース）の改善、培養液への各種物質

添加（キレート剤、アミノ酸、成長因子）により体外培養胚の胚盤胞への発生

率は改善されてきたものの、動物種により差があり、培養技術が確立してい

るマウスでさえ系統による差がある。また、体外培養胚の発生に影響を及ぼ

している培養液中の個々の添加物質の作用機構についてはまだ不明な点が多

い。そこで、本研究ではギャップ結合に着目し、ギャップ結合形成機構解明、

およびギャップ結合形成を制御する要因と発生へのその意義を明らかにする

ことにより、マウス初期胚の発生過程におけるギャップ結合の機能的役割を

解明することを目的とした。

　哺乳動物胚の初期発生は、卵形成過程で蓄積した母方mRNAを利用して進

行する。胚ゲノムの転写が開始するのは、マウスでは2細胞期である。8細

胞期に形態的な変化（コンパクション）が起こり、この時期を境に細胞間コミュ

ニケーションの方法も中心体チャネルからギャップ結合チャネルへと変わる。

8細胞期中期までみられる中心体チャネルによる細胞間コミュニケーション

は2つの娘細胞間でのみ行われるが、ギャップ結合チャネルにより8個全て

の細胞間でコミュニケーションを取ることが可能となる。胚盤胞期（32細胞

期以降）には、2つの細胞集団、内部細胞塊と栄養芽層へ分化する。これら

一連のマウス初期発生過程を人生に例えると以下のように考えられる。2細

胞期までは母方の栄養のみで発育する時期（乳児期）、2細胞期以降は兄弟の
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割球とコミュニケーションをとりながら胚自身で生きていけるようになる時

期（幼児期）、8細胞期中期からはコンパクションにより兄弟以外の割球とも

コミュニケーションをとるようになり胚全体の社会を見渡せるようになる時

期（学生時期）、胚盤胞期に割球は独立した社会に入り、その社会で自分の役

割を果たすようになる時期（社会人）。より早く、そしてより多くのコミュニ

ケーションを取れるようにした場合、どのような社会が形成されるのか、す

なわち、どのような胚形成がみられるのか。

　ギャップ結合は細胞膜に存在し、隣接する細胞間を直接連絡するチャネル

である。ギャップ結合を通して、分子量1000以下の物質の通過が可能であ

り、その中にはCa2＋、　cAMP、イノシトール三燐酸等の細胞内情報伝達物質

が含まれる。一一般に、ギャップ結合による細胞間コミュニケーションは、細

胞の増殖や分化に重要な役割を果たしていると考えられている。本研究でも、

ギャップ結合形成がコンパクションに関与していたこと（第3章）から、マ

ウス初期胚においてギャップ結合は胚盤胞への細胞分化に重要な役割を果た

していることが推察された。そこで本研究では、マウス初期発生過程におけ

るギャップ結合の詳細な役割を明らかにすることを目的とした。

　1）マウス初期発生過程におけるギャップ結合の形成機構

　ギャップ結合の形成を制御するのに先立ち、ギャップ結合形成の機構解明

を試みた。ギャップ結合構成タンパク質であるコネキシン43（Cx43）は4細

胞期中期にすでに合成されている（第5章）が、ギャップ結合の形成がみら

れるのは8細胞期中期以降である（第4章第4節）。これらのギャップ結合

形成への4細胞期胚の割球間接着の関与を明らかにするために、初期4細胞

期胚を割球分離し、4細胞期中期および後期に再集合した胚を用いて検討し

た。その結果、4細胞期前期での割球間接着阻害によりギャップ結合形成時

期に遅れがみられた（第3章）。このことから、割球間接着を介してギャップ
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結合形成を制御する細胞間情報伝達系が4細胞期にすでに存在していること

が示唆された。

　タンパク質合成からギャップ結合形成までに1細胞周期の時間間隔が存在

する理由として、タンパク質の細胞内輸送や翻訳後調節（タンパク質のリン

酸化や糖鎖付加等）が必要であるためと考えられる。そこで、ブレフェルジ

ンA（BFA）（タンパク質が粗面小胞体からゴルジ体を経て細胞膜へ移動する

細胞内輸送の過程のうち、粗面小胞体からゴルジ体への輸送を阻害する）を

用いて、Cx43の細胞内輸送開始時期を検討した。その結果、　Cx43の細胞内

輸送開始時期は8細胞期初期であることが明らかとなった（第4章第3節）。

次に、Cx43をウエスタンプロット法により検出した結果、8細胞期後期（8

細胞期胚への分裂6時間後）から16細胞期中期（8細胞期胚への分裂15時

間後）へ胚の発生が進むにつれて2本のリン酸化Cx43がその濃度比を変え

ることなく増加した。したがって、ギャップ結合形成にCx43のリン酸化の

関与が明らかにされた（第5章）。

2）ギャップ結合形成を制御する条件

　ギャップ結合の形成を制御する条件を3つの方法を用いて探求した。4細

胞期胚の割球間接着の有無がギャップ結合の形成時期に影響を及ぼした（第

3章）。そこで、ギャップ結合の形成を制御する第1の方法として、赤血球凝

集能を有し、割球を接着させる目的で使用されているレクチンの1つである

フィトヘマグルチニン（PHA）がギャップ結合形成に及ぼす影響を調べた。

その結果、PHAにはギャップ結合形成促進効果は認められなかった（第6章

第2節）。次に、第5章の結果から、タンパク質のリン酸化酵素（プロテイン

キナーゼ）を活性化することによるギャップ結合形成の制御を試みた。ギャッ

プ結合の形成を制御する第2の方法としてプロテインキナーゼAを活性化

するdbcAMPを用い、さらに第3の方法としてプロテインキナーゼCを活
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性化するTPAを用いてギャップ結合形成に及ぼす影響を調べた。ギャップ

結合形成は、dbcAMP添加により促進され（第6章第3節）、　TPA添加によ

り阻害された（第6章第4節）ことから、プロテインキナーゼAの活性化は

ギャップ結合形成に促進的に働き、プロテインキナーゼCは阻害的に働くこ

とが明らかとなった。ギャップ結合形成のこのような変化へのCx43のリン

酸化の関与を明らかにするために、リン酸化Cx43の発現をウエスタンプロッ

トによって調べた。dbcAMP、　TPAのどちらを添加した場合にも、リン酸化

Cx43の量が増加した（第6章第5節）。以上のことから、　dbcAMPによるギャッ

プ結合形成の促進はリン酸化Cx43の量の増加によるものであり、TPAによ

る形成阻害はリン酸化Cx43のコネクソン形成を阻害するためであると考え

られた。

　3）ギャップ結合形成の制御が胚の発生に及ぼす影響

ギャップ結合形成の制御がその後の発生に及ぼす影響を明らかにするため

に、dbcAMPおよびTPAによりギャップ結合形成を促進または遅延させた

胚のその後の発生について比較した。dbcAMPによるギャップ結合形成の促

進がその後の発生に及ぼす影響について、体内受精胚および体外受精胚を用

いて胚盤胞への発生率、胚盤胞の総細胞数および内部細胞塊の細胞数を比較

したところ、dbcAMP無添加区との間に著しい差は認められなかった（第7

章第2節）。したがって、ギャップ結合形成の一時的な促進は体内受精胚お

よび体外受精胚のその後の発生に影響しないことが明らかとなった。また、

dbcAMP添加培養時間を長くした場合、内部細胞塊数が増加したことから、

細胞内cAMP濃度の上昇により、内部細胞塊の細胞増殖が活性化されたもの

と推測された。一方、TPAによるギャップ結合形成の遅延がその後の発生に

及ぼす影響については、桑実胚、胚盤胞への発生率、および胚盤胞の総細胞

数を比較したところ、胚盤胞への発生率に差は認められなかったが、桑実胚
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への発生率および胚盤i胞の総細胞数はTPA濃度依存的に低下した（第7章第

3節）。第6章第4節ではギャップ結合形成の阻害がみられなかった低濃度

（1ng／ml）のTPAでも胚盤i胞の総細胞数が減少したことから、　TPAにはギャッ

プ結合形成の有無とは関係なく、胚発生を阻害する作用があることが考えら

れた。以上のことから、本研究でみられたTPAによる発生率および細胞数

の低下はTPAのギャップ結合形成に関与する要因によるものではなく、別

の作用によるものであることを明らかにすることができた。

以上のことから、マウス胚の初期発生過程において、Cx43は8細胞期初

期に細胞内輸送により細胞膜に移動し、8細胞期後期にリン酸化すると同時

にギャップ結合を形成することを明らかにした。また、ギャップ結合の形成

の一時的な促進は、胚の発生に効果がないことを明白にすることができた。

最後に、dbcAMPを胚盤胞形成時期に添加することにより総細胞数を増加さ

せることなく内部細胞塊の細胞数を増加できたことは、今後の体外培養技術

の改善に新しい知見をもたらしたといえる。
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