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Expression　 of　the　exocytotic　 protein　 syntaxin　 in　mouse　 oocytes.

　　　 (マ ウス卵 子 にお け る開 口放 出関 連蛋 白質symaxinの 発 現 につ い て)

岩　橋 和　裕

内容の要旨

　 受梢逼程の中で おこる畏層 反応 は 、幾層 瓢粒 に含 まれる加水 分解

醒素 によ1)透 明帯外暦 の硬化 と請子受容体 に対す る リガン ドの不活

化 を引 き起 こす 。その結果、透wli#rの 多YA子Araの 防伽が完 成す

る と考 えられ ている。 この表潜 反応 は開口放出現 象の 一.・種 である こ

とよ り、近年 、神縫 細胞 に て確 認 され てい る開口 放 出関連 蛋 白質

(SNARE蛋 白質)が 表層 反応に も閲与 してい る こと を示唆す る報告

が散見 され る。 本研究で は、SNAREI6白 質の ひ とっ であ るsynlaxin

に菅目 し、マウス卵 子 でのその発現 を確 認する ことを冒的 と した。

　 lCR雌 マウスを逼 排卵 処理 し、　hCG投 与後に回収 したMclaphase　Il

(n,u7嗣 卵 とhCG投 与後 にICR雄 マ ウス と交配 させ回収 したii7f#191

卵 を検体 と して使用 した。マ ウス卵 巣お よびM皿 期卵 か らの抽 出蛋

li贋 を{i4synfaxin%Yリク ロナル抗体 による ウェス タンブロ ッ トに供 し

た。M"期 卵 を検体 としてRT-PCRを 施行 し、卵 子 に発現 している

syn蹴inの ア イソフA一 ム を確 認 した。　Mnlw卵 と1{]核期卵 に対 して

抗5yma顧n抗 体に よる免疫組織 化学染 色を旛行 、　IlugにFrrC結 合LCA

l二て表暦 糊粒 を染色 し、共魚点蛍光 顕微鏡 下 に観 察 した。 さらに、

MH期 卵 内にお けるsynlaxinの 局在 を確認 す るた めに 、{nsynlaxin抗

体 を用 いpreembedの 金 コロイ ド法 にて染色後電 子顕微 鏡 下に槻察 し

た◇

　 マ ウス卵 巣および卵子の抽出蛋 白質 において、抗syπ燃in抗 体 に反

応 した35kDaの シ ングルバ ン ドを認 めた。　M　O期 卵 で施行 しi.:RT-

PCRで はsymaxin　4iに対応 するPCR産 物 が得 られ 、マ ウス卵 子に存在

するsy鵬a翼ioはlype　4の ア イソフォームである ことが確昭 された。 ま

た、Mπ 期卵 におい てはsyntaxinに 対す る蛍光は卵細胞 膜 と卵 表層域

に謬め られ・表層瑚粒のな い郎分(co呵ical　g㎜ 鵬 飾㏄ 伽nai腿)に ・

致 した非 染色領域 を有す るな ど、表層穎 粒の分布 によ く一致 してい

た。受梢後、すなわち表層反応 後の前核期卵 では 、s獅laxNlこffiする

蛍光が卵表緩域 で減弱 した。免疫電 顕 によるM【∬期卵 内局在 の検 封

では,symaxinの 存在 を しめ す金コロイ ドが表層 瓢粒膜上 と卵細胞膜

上`二確認 された。

　本研究 によ り、マ ウス卵子に は開臼放出閲連蛋 白質であ るsynlaxin
が存在 し、その アイ ソフ ォームf3symaxinのlyμ4で あ るこ とが明 ら

かにな った。 また、S獅にxioは表層瓢粒膜上 と卵細胞膜 ヒに存在す る

ことが示唆 され た。 これ らの ことよ り、マ ウス卵'f一の表麟 反応 にis

いて もSNAREの ひ とつ であ る5yn燃inが 、その閑q放 出適程 に関与

している可能性が示唆 された。

論文審査の要旨

　 表層 反応 は受梢 後に 認め らatる 敢初の坐埋現 象 であ り、多朔 チ受

Ffiの防{期幾構 として作用 す る。 この表勉 反応 は.神 経 シナ プス!cis

ける神経 伝達物 質の放 出 と同様 に、開 口放出の形式 を とると考 え ら

れて い る。 近年 、 神経細胞 にて機 能 してい るiai口放出 関連蛋 白 質

(SNARE蛋 白質)が 内分泌細胞 での 開口放 出 に も開 与 している との

au告が 欣見 され る。 本研 究でi3,　SNARE蛋 白質の中で も、#t織vs　m

性 のあ るsymexin!_i1目 し、マ ウス卵fで の発現お よび生理作用 につ

いて検討 した。{1LSynlaxin抗 体 を用 い た ウェス タンブ ロ7ト とRT・

PCRの 結 果か;.マ ウス卵子 でのsynlaxin　4の発現 が確記 された。免

疫 染色の結果 、未受柵卵 ではsynI鵠oに 対 する蛍 光は卵 表層 域に紐め

らit,長 層 瓢 粒の分布 に よ く一致 し、受m後 に は卵 表層域 で減弱 し

た。免疫電顕 での局在の検討 に よn.symaxinが.長 層瓢粒膜Lと 日ド細

胞撲上の 両方 に確 認 され た。 これ らよ1).マ ウ ス卵 子表層 反露さにお

け るsynlaxinの閲LI放 出過程への関与が示唆 された。

　 審査 では、 まず 、本研究 で用い たポ リクロナル抗体 の特 異性に 閲

して、抗 原残基 の検討や吸 収,u験 の有用性 な どの助.3が あ った。 聚

層穎枚の 染色の際 、lens・uulinari:一agglutinin(LCA}を 使用一rる理由

について質 間がな さh,一 般に レクチ ンは表層 顯粒 中の多糖頻 と結

合する ことが知 られてお7、 なかで もLCAの 特 異性が 高い とのG!1?r

があ った。 また、 表層 穎粒 の意義 を質問　it,多 精 子受mの 機序 を

含めた説明 がな された。SNARE白 質やG蛋 白質 など、膜 融合 に閲

連す る睡々の 蛋白質 につい て卵 子での発現やcuesを 検討する ことで 、

表層反応 の機序 解明 につなが る との助言が あ り、今後の課題 であ る

こ とが確謬 さnた 。次 に、今 回の免疫染色 の縞果でsynuainが 卵細胞

膜1二に 存在 す る と判断 で きる かの問題提 起 があ った。 これ に対 し.

免疫染 色の実験 では膜 上に蛍光が あるか どうかの明確 な.判断 は樹蜷

であ るが 、再実験 の結果 での染色 の傾 向 と免 疫電顕 での結果 をあ わ

せ 、卵 細胞膜 上 に も存在す る判断 を した と回答 され た。 また 、xto

後のsynuxinの 染色俄で、蛍 光が消失 したのか、その分 布が 変化 した

の かの確認が な され、受椚卵 でのmRNAや 蛋 白質の発現 につ いて も

検 討す る ことの 必 嬰性 が揃 摘 され た。 免 疫電 顕 の結 果に つ い て .

rymaxinが 表胆 顯粒膜上 に存在す るか覇粒 内に存在 するかの識論 があ

u.免 疫電 顕の 状料作 製方法に よ って も染色性 に差が出 る ことな ど

の指摘 がな され た。最後 に、表暦 瑚粒 内容 としての どの よ うな酵 素

がある かの 質問 に対 し、ovopcroxidascな ど卵 子 に特異 的 な彫 素が含

まれてい る との回答があ った。

　以 止の よ うに 、本研究 はい くつかの検 討課題 は残 している ものの 、
マウス卵子 におい てSNARE蛋 白質Sy罰囲dn　4の 発現 を明 らかに し

、受

簿過程 におけ る麦層 反応 の擬卿 を解 明す る上 で存意義 な研 究 であ る

と評価 され た。
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