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シン ポジウム 2 配偶子形成 とその成熟の分子機構

配偶子形成過程に おける細胞骨格系の 形成 と受精に おける機能発現

生殖補助技術向上 の ため の 新 しい ス トラ テ ジ ー にむ けて

東北大学助教授 寺 田 幸　 弘

　　　　　　　　　 目　　的

　 配偶子成熟とは雌雄の 配偶子が受精 を正常に完

了するため に必要 な能力を得 る過程で あ り， それ

ぞ れ の形成細胞 には極め て ダイナ ミ ッ クな細胞構

造の 変化が要求 される．それら生命誕生 へ の
“
動

き
”

を司る の が細胞骨格系で ある，細胞骨格系に

は微小管（MT ）， 微小繊維（MF ）などがあ り， そ の動

態は調節タ ン パ クに よ り制御されて い る．また
，

微小管形成中心で ある 中心体は ヒ ト受精で は精子

よ り導入 され ， 卵内に MT に よ る精子星状体 を形

成する．精子星状体は両性ゲノ ム の 融合 に必須 の

細胞骨格構造であ る．近年の 不妊症診療で ， ICSI

を含め た生殖補助技術で も受精が成立 しない ケー

ス が存在する こ とが 明 らかにな り， その病態解明

が求め られ て い る．その 原因の 多 くは配偶子 自体

の 問題であ り， 主因の 一
つ として細胞骨格系の 機

能不全が推測され て い る．本研究の 目的は配偶子

形成過程にお ける細胞骨格系の ダ イナ ミ ッ ク な
“
動き

”
を明らかにす る こ とで ある，さ らに ， その

受精にお ける機能発現を検討 して受精障害の 新た

な病態解明の 糸口 とする こ とである．

　　　　　　　　　方　　法

　　　（ヒ ト配偶子 を用 い た全 ての 検 討 は本学倫理

　　　 委員会 の 承認，患者同意書所得後施行）

　A ；ヒ トおよ び マ ウ ス卵 子成熟過程 における細

胞骨格系の 形成と調節 タ ンパ ク の 局在 ：（1）ヒ ト

お よび マ ウ ス 卵成熟過程の MT
，

　 MF お よ び MT

の 動態を調節する タ ン パ ク （γ一tubUlin，　 centrin ）の

局在を観察 した．方法は免疫螢光染色に よる観察

と poloscope ある い は螢光標識細胞骨格タ ン パ ク

の 顕微 注入 に よ る生体観察を用 い た．（2）MTin −

hibitor，　 MF 　inhibitorを成熟培地 に添加 して 細胞

骨格系の 卵 成熟にお け る役割を検討 した．（3）細

胞内小器官であ る表層顆粒の 卵成熟にお ける局在

変化 とそれに対する MT ，
　 MF の 役割を検討した．

　 B ：ヒ トお よびマ ウ ス 精子形成 に おける細胞骨

格系の形成と調節タ ン パ クの 局在 ：（1）病理剖検

時の ヒ ト精巣お よび マ ウ ス 精巣よ り精子形成細胞

群を採取 して成熟の各過程にお ける MT ，
　 MF ， お

よ び γ
一tUbulin，　 centrin の 局 在 を観 察 した．（2）

TESE および診断的精巣生検時に採取 され る男性

不妊症例の 精子形成細胞群につ い て 同様の 検討を

行い正常例 と比較検討した，（3）マ ウ ス の 若年個

体と老齢個体 とで これ らの 細胞骨格 の 形成 を比較

した．

　 C ：受精時の 雌雄ゲ ノ ム 融合 に必須な細胞骨格

系を誘導する精子中心体機能の 検討 ：（1）ウ シ卵

子を用 い て ヒ ト精子中心体機能を測定する シ ス テ

ム を開発 した．（2）奇形精子症 に よる不妊症例の

精子形態 を観察し，その 精子 中心体機能を測定 し

た．

　　　　　　　　　成　　績

　A ：（1）マ ウ ス卵成熟過程で MF は卵核胞（GV ）

期 に は卵核胞 周辺 に 存在 し metaphase 　2（M2 ）期

に は第 2減数 紡錘体周 辺の 細胞膜直下 に局在し

た．MT は第 1， 第 2 減数紡錘体を搆成して
， 樽状 の

極に は γ
一tubulinが存在 した．　M2 期卵の 細胞質内

に は MT が放射状に 形成 された小構造（cytoplas −

mic 　aster ）が い く つ か 存 在 し， そ の 中 心 に

γ
一tubulinが存在した．成熟卵子の 第 2 減数紡錘体

を poloscope で 生体観察しなが ら細 い ガ ラ ス ニ ー

ドル を卵内に挿入する と減数紡錘体を細胞内で移

動 させる こ とが 可能で あ っ た．ヒ ト卵子成熟過程

で の MF は GV 期卵 で卵核胞周辺 に集積 し ， 成熟

卵子 で はマ ウ ス 卵子 の ような 強 い 極性 を示さ な

か っ た．また ， MT は減数紡錘体を形成 し，
マ ウ ス
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で観察 され た cytoplasmic 　aster は存在 しなか っ

た．（2） マ ウ ス GV 期卵体外培養系に MF ・inhibitor

を添加する と，成熟は M1 期で 停止して第 1減数

紡錘体の 卵表層へ の 移動が 観察されなか っ た． ま

た ，
マ ウ ス 成熟卵 に MT ・inhibitorを添加する と第

2 減数紡錘体の消失 と染色体の 卵 表層 へ の 飛散が

認め られ ， 飛散した染色体周辺 に MF が集積 した．

ヒ トGV 卵
．
r一体外培養系に MF 　inhibitorを添加す

る と細胞表層に Ml 期で 停止 した減数紡錘体が観

察され ，
　rg−一＋極体の 放 禺は 認め られ なか っ た，（3）

マ ウ ス 卵子表層顆粒は GV 期卵 で は細胞質内全体

に存在す るが，成熟に伴い 卵表層付近に移動 した．

こ の 動きは MF 　inhibltorにて 阻害された．

　B ：（1）ヒ トお よびマ ウ ス 精子 形成細 胞群 で

は ， MT は分裂紡錘体に MF は分裂溝に 存在した．

Spemmiogenesis時 に は マ ン シ ェ ッ ト状 の MT が

精子細胞内 に形成され residual 　body が精 子 よ り

分離され て ゆ くの が観察 された．また ， γ
一tubulin，

centrin は ヒ トspermiogenesis で は精子中心体に

残存 して い るが ，
マ ウ ス で は residual 　body 内に排

出され て い る の が 観察され た．（2）男性不妊症例

の 精子形成細胞群で は分裂紡錘体を持 っ た細胞の

率の 低下， 分裂紡錘体の 形態異常，マ ン シ ェ ッ ト

状の MT の 形態異常が認め られた．更に ， 精子形成

過程 で の 機能的中心体 タ ン パ ク の 発現 の 欠如が 認

め られ る症例が存在 した．（3）マ ウ ス 老齢個体精

巣細胞群に若年個体と比較 して 分裂紡錘体の 位置

および大 きさに異常が見 られ た．

　 C ：（1）ウ シ成熟卵子内にヒ ト精子 を Piezo　mi −

cromanipulator を用 い ICSIして 6 時間後に卵 を

固定して微小管の 形成を観察した と こ ろ ，
ヒ ト精

子中心体よ り精子星状体の 形成が観察された．本

シ ス テ ム で ヒ ト精 r・中心体機能の ア ッ セ イが ロ∫能
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で ある こ とが明 らか に な り， 正 常精了
L
で の 星状体

形成率 は約 60％ で あ っ た．（2）Globozoospe   ia

症例の 奇形精子は精子中心体が存在する精子中片

を含めた形態の 異常が 観察され た．ウ シ卵子内で

の 星状 体形成 率は 15％ で 低 値 を示 した．臨床

ICSI にお い て 全 て 2 前核期 で 停止 した症例の 精

チ は精子中片か ら尾 部に特徴的 な形 態 を示 した

（fibrous　sheath 　defect）。ウ シ卵子 内で の 星状体形

成率は 16％ で 低値を示 した，すな わ ちこれ らの 受

精障害の 背景 として精子中心体機能不全が 存在す

る こ とが明らかに な っ た．

　　　　　　　　　結　　論

　配偶子形成 と形成過程で 獲得 した機能が 受精 に

お ける発現 を細胞骨格の 観点 よ り解析 した．卵子

形成系 ， 精子形成系に細胞骨格系の 正常な機能発

現が不可欠で ある こ とを示 した．卵成熟の 過程で

は細胞骨格系に よる細胞質の ダイナ ミ ッ クな動き

が存在 し ，
ヒ トとマ ウ ス で はその 形成および調節

タ ン パ ク の 局在が異なる こ とが明 らか となっ た．

また ， 成熟卵 には減数紡錘体や 染色体 を細胞膜下

の 位置に繋留 してお くシ ス テ ム が存在するこ とが

明らか にな っ た．形態異常精子形成の 原因 として

細胞骨格系の 機能異常が推測 された．また ，
マ ウ

ス と異 な りそ の 受精時に雄性配偶子よ り中心体が

導人 さ れ る ヒ ト の 精 子形 成 過 程 で は spe   io−

genesisの 段階で 中心体機能タ ン パ クが精子に保

持されるこ とが明 らか となっ た．精 子形成過程で

の 異常は受精で の 細胞骨格の 機能発現に も影響す

る可能性を ， 受精障害を呈 した不妊症症例の 精子

を用 い て示 した．本研究は配偶子機能の 新 しい 評

価と機能不全例へ の 対応 を解明する端緒 とな り，

生殖補助技術向上 の ための 新 しい ス トラテ ジーを

もた らす．

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　


