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第 1 章序論i

魚類をはじめ、両生類・鳥類・晴乳類にいたるまで脊椎動物の卵

はほぼ球 形で あり、 か つ ま た単一の細胞である。 しかし、受精によ

って一旦発 生を 開 始 す る と 、急速な細胞分裂(= 卵割 ) を 繰 り 返 し、

そ の 細胞数を対 数的に増加していく。卵割によ って生じた細胞(= 

割球)は、 単一の細胞に由来 す るにもかかわらず、 それぞれ異な っ

た発 生運命を持ち、 それぞれに従っ て 多 様 な 細 胞 へ と 分 化 し て い く。

こ の初期発生の時期は、個体の生涯 の 中 で も 特 異な時期である。

なぜならば、①内部に蓄えた栄養成分のみに頼り、外界から栄養を

摂取しない ②極 端 に 速 い 周期 の細胞分裂を行う(s期と M 期のみ

で G 1期と G 期が 無 い ) ③転写活性が無いかもしくは極端に低い

といった通常ではみられない細胞の生理特性を示すからである o 加

えて、 「調節jJ と呼ばれる発生学的に著名な現象がある O これは 1

個 の区、が、 なんらかの要因で、 2 個以上に分離されたときに、 それ

ぞ れ が 発 生 を 調 節して、各々、完全な 1個の成体となる現象 である O

例として 、 ヒトの 一 卵 性双 生児が挙げられ、 このような調節能力を

もっ状態を「全能性がある」 という 。全能性は、一般に発生のごく

初期に限ら れ、発生が進むにつれ、急速に失われる。

本研究は、 こうした初期発生の理解のための研究の 一 環として

行われたも のである。実験動 物 としては、発生生物学において最も

よく利用される動物のひとつであるアフリカツメカエル(x enopus 

l a e v i s )を用いた。無尾類は、卵を大量に生み、体外受精を行うた

め、初期発生の研 究 に は 好 適である O とりわけ、 アフリカツメガ エ

ルは年 中産 卵 が 可 能 な こ と 、 ホ ルモン処理で産卵を促せること、飼
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育が容易な ことなど の 利 点 、があり、初期発生に関しては、実験形態

学的研究のみなら ず、分子生物学的研究も進んでいる実験動物であ

るO 発生 段階に ついてもすでに充分 な 記 載 が あ り 、 本 論 文 で は 、 卵

形 成期 を Dumont (1972) の 発生段階 表 ( ロ ー マ 数 字 で 表 記 、 s t . 

s t. V 1 )、受精期を Ge r h a r t (1 980 )や Ub b e 1 s ら (1983) の提

唱した 発生 段階 表 ( 小 数 で 表記、 0.0 ~ 1.0) 、発生期を

N i e u w k 0 0 p と F a b e r (1 9 6 7 )の発生段階表(ア ラビア数字で表記、

st. 1 ~ st. 66) に従って表記した。

両生類・~~虫類・鳥類など、初期発生中の母胎への依存 度が低く、

採餌できる よう に な る ま で の時間が長い動物では、初期発 生に備え

て大量の栄養物質と遺伝物質、細胞内小器官を卵の中に蓄える 。 ア

フリカツメカP エルでは、卵母細胞の核(= 卵核胞)が巨大であり、

多くの D N A 結合タンパク質や、通常 2 個の核小体を 100 0 個以

上も蓄えている。 また、細胞質には通常の数万倍ものリボゾ ームを

蓄えて いる(塩 川 1985; H a u s e n a n d R i e b e s e 1 1， 199 1 )。 これり

は、 量 の上で必要以上が蓄えられてい る こ と が 知 ら れ て お り 、 栄 養

面やタンパク質合成 活 性 の 面 で確 実な発生を保証していると考え て

よい であろう。一方、必要な量 だけ が 用 意 さ れ て い る 因 子 の存在も

示 唆 されている O 例えば、転写を阻害する D N A 結合因 子が 1 2 回

目の卵割後に欠乏するようになること (Newport and Kirschner， 

1 9 8 2 a ， 198 2 b )、 1 8 S， 28  S r R N A 合成の阻害因子が卵割の

期間存在するこ と(山名， 1973) 、 二 次眼形成能をもっ因子が 6 4 

細胞期には植物半球の背側割 球 にのみ存在すること (Gimlich and 

G e r h a r t， 198 4 )などである。 また、割球の欠損および組換え移 殖 芙
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験によって 、 8 細 胞 期 に お け る 各割球間の発生能力の上での異質性

が明らか に さ れており、 2 細胞期、 4 細胞期における割球欠損実験

に よる発 生 調 節 の 可否から 、 ア フリカツメガエルのごく初期の旺、

( -- 8細胞 期) におい て は細胞 質の部分的異質性が存在することと 、

そ れが 初期 発 生 に重要 な働き を 持つ こ と が 示 さ れ て い る (Kageura

and Yamana， 1983， 1984， 1986) 

こうした 卵 の部分 的 異 質性に つ いては、 ウ ニ 卵やホ ヤ卵などでも

知 ら れており(金谷 19 7 5 ;佐藤・西国 19 89) 、 「怪の 発生のご

く初期では、細胞質の不均 一 性が きわめて重要 で あり 、 そ れ が遺伝

子活性に影響を与えるであろう J (Morgan， 1934) こ とは 今 や 疑う

余 地がない O しかし、 このように発生を制御する因 子 の 存在が強 く

示唆されているにも関わらず 、 その実体は明らかにな っ てお らず 、

化学的な性質も不明の点が多い。発生能力の点で細胞質の 異 質性 を

もたらすことのできる物質(発生制御因子)の候補としては、 タ ン

マク質性 因子、 m R N A、 低分子物質などがあげられるが、 本研 究

ではタンパク質性因子に絞ってそ の探求を試みた。遺伝 子 活性を制

御する分子としてはタンパク 質 が第 1 に考えられるから で ある 。

卵母細 胞には、 さまざまなタ ン パ ク質が蓄えられているが、 m' R 

N A の研究と比べ解明されていることは僅少である O その理由とし

て、個々の タ ン パク質を取り 上 げ て 定性的研究を行うのが難しい こ

と や、定量的 な研究を行う際に、検 出感度の制約が大きいこ と が あ

げられる O このため卵の細胞質に 蓄積 さ れ て い る タ ン パ ク 質 、 例え

ば、卵黄タン パク質 (Danilchik and Gerhart， 1987) 、 リ ボ ゾ ー ム

構成タン パク質(D e 1 a u n a y e t a 1 .， 1 9 75; V i e 1 e t a 1 .， 1 990 )、

ヌク レ オプラズミン (Krohne and Franke， 1980; Di lworth et al 



1 9 8 7 )、 ヒストン (Woodland and Adamson， 1977; Dilworth et al. 

1 9 87) 、 細 胞 骨 格分子 (Wylie et al.， 1985， 1986) などを中心に

研究が進 ん でいるのが現状で あ る 。 しかし、近年、長足の進歩を遂

げた免疫学的な技術と 、 細 胞融 合法によるモノクローナル抗体作製

(Kohler and Milstein， 1975) を導入することで、微量なタンパク

質に ついて の研究の糸口がつか める ことが考えられた。 これらの技

術は、個々のタ ンパク 質 ひ とつひと つ を識別し、検 出することを可

能にするか ら である O そこで、本研究では、 モノクロ ーナル抗体の

作出を行い、 免 疫 学 的 な タ ン パ ク質の検出技術を 導 入 することにし

た O

一 般的 に、 モノ ク ロ ー ナ ル抗体を作製するときには、 用 い る抗原

として精製されたタンパク質、 またはある程度分画されたタ ンパク

質が必 要である O しかし、発生を制御する因 子 の化 学 的性質 が ほ と

んど 明らかにされていないため、本研究 目的 にお い て 精製や分 画を

行うことは不可 能である O そこで、卵 黄 を 取 り 除 く 作 業 以外 には精

製や 分画を行:わない、いわばバルクな抗原から出発し、 多 数の抗 体

を得た後 、 この中からさまざまなスクリー ニ ングによ っ て候補 を絞

っていくという方 法 を 選 択 した O この方法では、免疫の段階やスク

リーニングの段階で相当な困難が 予想されたが、同時に、従 来未 知

で あ った卵黄以外のタンパク質の卵形成期における 蓄 積ノf タ ー ンを

明 らかにで きることが期待さ れた O そこで、卵形成期における細胞

質中 のタンパク質蓄積のパターンを明らかにすることを本研究のま

ず第 1 の目的とした O

成熟した アフ リカツメガエルの卵母細胞は、赤道面付近を境 とし
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て、色素頼粒の集中した動物半球 と、色素頼粒の無い白い植物半球

にわけられる (図 1 Dumont， 1972) 。 これら両半球の極をむすぶ

線 を動植 物 刺!とい い、 卵は この軸を中心に極性を持った回転対称構

造 をなして い るO ま た内 部 に お い ても 、 大きさの異なる数種の卵黄

頼 粒が、小さい 11慎に動物極 から 植 物極 に向かつて不連続に分布して

い る (Neff et al.， 1984) 0 未受精 卵 に おけ る極性の存在を発生能

力の点 から明らかにした実験 はな いが 、 8 細胞期 で の動物・ 植物割

球の発生運命の相違や、受精直後の卵表層下の細胞質の 回 転 運 動 に

よって 形成 される背腹軸(V i n c e n t e t a 1 .， 1 9 8 6 )が、動植物軸 性

に依存しているように見えるこ と(G e r h a r t e t a 1 .， 198 9 )な どか

ら、初期発生を制御する因子は少な くとも動・植物 半 球の どちらか

に偏って分布していることが 予 想される(佐藤・景浦 1989) 0 

とこ ろで、先に述べた細胞の 異質 性 を も た ら す 物 質 の 候 補 の う ち、

m R N A については、動植物軸性に従った部域性をもつことがす で

に 明 らかになっている O 例えば、 poly(A)+ R N A は成熟卵 で は植 物

半 球 側に多く偏って分布するようになること (Capco and Jeffery， 

1 9 8 Z )や、動物半球または植物半 球に限定して分布する m R N A の

存在 (Melton， 1987; Rebagliati et al.， 1985; Kloc et al.. 

1 9 8 9 )などである。 このことは、 こ れ ら の 翻 訳 物 で あ る タ ン パ ク質

も極性分布する可能性を強く示唆 するものである。 一 方、凍結した

未受精卵の断片 から抽出した タ ンパク質試料を電気泳動して成分を

比較するという方法で、動物半球または植物半球に偏って分布する

可溶性タンパク 質が検出されている (Moen and Namenwirth， 1977: 

J a c k 1 e a n d E a g 1 e S 0 n， 198 0 )。 しかし、 こ れ ら の 報 告 は 極 性 分 布の

タンパク質が存在することを示したのみで、卵の内部にどのよう に



分布するのか、卵形成期におい て どの様に蓄積するのかは明らかに

してい ない。 そこで、 こうした動植物軸性に沿った極性を示すタン

パク質 を明らかにし、 その極性分布の形成パターンを明らかにする

こ とを本研究の第 2 の目的と した 。

本研究は、以上のように、初期発生研究の 一環として企画され、

①卵形成期に於けるタンパク質の分布の様子を明らかにすること、

② 動 植 物軸性に従った極性分布タンパク質を明らかにし、その極性

分布形成のパターンを明らかに する こと、 という 2 つの目的に そっ

て進められた 。最 終 的 な 研 究目標は、初期発生を制御する細胞質因

子を明らかにすることである。 な お、 本 研 究 の 成 果 は 、 これまで一

知で あった卵形成期に於けるタンパク質の蓄積ノマターンの解明のみ

ならず 、得られた抗体の利用によって、 アフリカツメガエルの初期

発生研究に少な からず貢献できることにある O 現在、 アフリカツメ

ガエ ルの遺伝子レ ベ ル の 研 究では、遺伝学的な手法が利用 できるマ

ウ ス (Mus mu s c u 1 u s )やキイロショウジョウパエ(D rosophila 

m e 1 a n 0 g a s t e r ) で得られたプローブを用いることが多い。 しかし、

アフリカ ツ メガエルを材料に実験を行う場合、 ア フ リ カ ツ メ ガ エル

から得られた プローブで行う 方 が、 より望ましい場合もあるであろ

うO 本研究で得られた抗体は、例 えば、抗体注入実験や初期発生に

お け る 抗 原分 布の解析などに用いることで、 アフリカツメガエルの

初期発生について、 今後、 一 層 多 くの知見をもたらすはずである 。

また、抗 体 が認識 す る 抗 原 の 遺 伝 子を卵の c D N A ライブラリーか

ら得ることも 可能 で あ り 、 こ れ により遺伝子レベルでの解析へと展

開できるは ずで ある。



初期発生 研究 に とって、無尾類が好適な実験動物であることは、

すでに述べた 。歴史をひもとけば、初めて卵割が観察されたのも無

尾類 を 用いてであり (Swammerdam， 1668) 、 それ以来、無尾類の卵

は、多くの発生生物学的知見を我々に与えてきた。 しかし、卵とい

う巨大な単一細胞の構造や生理、初期発生における各割球の生理特

性や発生運命の決定においてど の様 な物質がどの様にはたらいてい

るか を知るには、 なお解析が 必 要 であ る 。 そして解析の成果は、無

尾類の発生についての理解にとどまらず、必ずやすべての動物発生

に共通の機構解明へとつなが る はずである。本研究は、 こうした機

構解明 への足 掛かりとして始められた。



第 2 章 玉三旦旦旦us 卵 細 胞 質 に対 する抗体の作製と選別

2 . 1 はじめに

多くの動物穫の卵には、卵形成期に長い期間をかけてさまざまな

物質が 大量に 蓄えられる。 ア フ リカツメガエルの場合、貯蔵物のう

ち最も多いのは卵黄タンパク 質で、 全タンパク質重量の 8 0 %を占

めるほどである (Ca11en et a1.. 1980b) 。 リボゾームタンパク質、

ヌクレオプラズ ミン、 ヒストンなどもこれについで多く存 在し、 R 

N A ポリ メ ラ ー ゼの量は通常細胞の 1--5XI0 倍も蓄え られて

いることが知られている (Gurdon and Wakefield. 1986) 。従って、

こうした構 成 タ ン パク質以外の微量なタンパク質に対する抗体を少

しでも効率よく作製するには、①抗原をどの様に調製するか、 ②得

られた抗 体を どのように選別 す るか、が重要な課題となる O

本章 では、 これらの課題をどのように解決したかを順を追 って述

べ、更に、 免疫組織化 学的 染色の結果を示す。得られた抗体の多く

は、卵形成期の 全ての段階の卵母細胞の細胞質を均 一に認識 したが、

1 0 個の抗体は、特定の段階の細胞質抗原を認識して時期特 異性を

示し、その 特異 性 か ら 2 群 (type E. L) に分類が出来た。 また 2 2 

個の抗 体は、卵母細胞の特定の部域 の み を 認 識 し て 分 布 特 異 性 を 示

し、 その特異性から 4 群(type A. V. N. P) に分類した。
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2 . 2 免疫 抗原の選択

く 材料と方 法>

ア フリカツメ ガ エノレ

アフリカツメガ エルは浜松生物教材か ら 購入し 、 研 究室内で毎週

1 回、牛レ バーを与え、水温 2 0 OC前後 で 飼 育 し、適 宜、実験に用

いた。卵 巣を得るときは、 10%の M S 2 2 2 (三 共 製 薬)溶 液

0 .1--0.6ml を 成 体 雌 の腹腔内に注射して麻酔を施した のち、

外科的にとりだした O 一 定の大きさの卵母細胞は、次項 で述べるコ

ラゲナーゼ 処 理 とナイロン網による選別により得た。

未受 精卵は、約 3 カ 月 お きに 産卵するよう管理された体 長 7 -- 8 

c m のアフリカツメガエルから得た O 成体雌の背部リン パ 嚢 に、 胎

盤性性腺刺激 ホルモ ン (..動物専用ゴナトロビン帝 国 臓器) を

2 0 0 -- 3 0 0 1 U 投与後、遮光して 2 0 OCで静置、 8 時間後 に 斗

技により産卵を促し、 o . 1 5 %食塩 水 中 で こ れ を 集 め た (生理 濃 度

~生 理 濃度 の 4 分の l 程度の食塩水中では、 ゼリーの付 着 性が阻 止

でき、扱い 易い ) 0 集めた未受精卵は、置き水でよく洗浄した後、

pH8.5  - '9 .0 の 2 . 5 %チオグリコール酸ナトリウム溶液 で 脱 ゼ

リー処理を行ない、再びよく洗浄して実験に用いた (Kageura and 

Yamana， 1988) 

前卵黄形成期 の卵母細胞の調 製

摘出した卵 巣 を 1%コラゲナーゼ(和光純薬) / Ca 2 ~ Mg 2 ~ フリ

ー溶液(K a w a h a r a' s C M F; 5. 5 g N a C 1 -0 . 1 4 g K C 1 -0 . 4 4 g s 0 d i u m 



p y r u v a t e -0 . 9 g g 1 u C 0 s e -5. 0 g B S A -2. 3 8 g H E P E S p e r 1 1 i t l e r， p H 

7.3; Kawahara et al.， 1981) 5 m 1中で細切し 、 3 0 OCで o. 5 

2 . 0 時間 、 緩 や かに振還した。 ときどき実体顕微鏡下で観察し、 ろ

胞細胞 や卵巣を構 成す る細 胞群が 卵 母細胞からすべて解離するのを

待 ち、解離後、 Kawahara・s CMF でよ く 洗 い、 上 清 中 の ろ 胞 細 胞 を取

り 除 いた( 津 田， 1983) 。

卵母細胞は、 Kawahara's CMF 中 で自 のサ イズが 200 μ m のナイ

ロン網 C'Nytal'，非 7X X -2 00: S w i s s S i 1 k B 0 1 t i n g C 1 0 t h )を用いて

以 下の 方法で選別した O まず、 ナイロン網を プラ スチ ック円筒内に

固定して、 この 円筒を Kawahara's CMF を充分に 注 いだ 5 0 m 1の

小ビーカー中 にセットした。 円筒内部に脱ろ胞した卵母細胞 を 静 か

に落とすことで、 前 卵 黄 形 成 期 の 卵母細胞(直径 5 0 "'-' 3 0 0μm  ) 

のみを小ビー カ ー の底面に集めることが出来た(図 2 ) 。

未受精卵の 薄切試料からのタン パク 抽出と電 気 泳動

一 2 0 OC冷メタノール中で 2 時 間以上おいて固定した 1 個 の未受

精卵を試料とし、冷エタノール に移 して室温で 3 0 分間静 置 した後、

エタノールシリーズで脱水し、 ポリエステルワックスによる包埋を

行った(ポリエステルワックス 法の詳細は後述)。 薄 切 は 、 6 "'-' 8 

OCに調整し たク ライオ スタ ット中で、回転式ミクロトームを用い て

行った。切 片 は 1 6μmの厚さにし、 これを 5 枚 1 組とし て 、 エ ッ

ペンドルフチュ ーブ内の 4 ocエタノール中に集め、試料とした 。 各

試料は、 3 7 ocで 3 0分間加温による脱ワックスの後、 7 0 0 x 

i 、 1 0 分の遠心を行い、上清を除去した O この操作は、 合計 3 Iロ

繰り 返し、脱ワックスを終了した 。 脱ワックス後は、 エタノ ー ルを
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丁寧に除 去 し、 試料をよく乾燥した後、 S0 d i u m -d 0 d e c y 1 -s u 1 p h a t e ー

ポリア ク リルアミドゲル電気 泳 動 (SDS - PAGE) のサンプル

緩衝 液 (0.1M Tris-O. 6M Glycine-O. 2完 SD S )を 1 0 μ l ずつ滴下し

て タン パク 質変性 を 行 っ た O その 後、 5 ， 0 0 0 x阜、 1 0 分の遠心

を 行 い、 上清 を集め、 電気 泳動 試 料 と し た O

電気 泳動は Laemmli (1970) の 方法 に従 って行った。ポリアクリ

ルアミドゲ ル 濃 度 は 1 5 %のものを用い、各レー ンには各断片から

得られた電気泳動試料の全量 をそれ ぞれのせて泳動し た。 泳 動後は 、

タンパク質 を銀 染色 (Oakley et al.， 1980) し、 泳動ノf タ ーンの判

定を肉眼によ る観 察 と デ ン シトメーター(DCD-16; Gelman) を使用

して行った。

抗原の調製

体長 3.0 --3.5 cmの成 体 雌 から卵巣を取り出し、 上 述した コ

ラゲナーゼ処理と卵母細胞のサイズ別選別を行い、 前卵黄形成期

s t . 1) の卵 母細胞を単離し た 。 これを 2/ 3希釈のリン酸 緩 衝 国

溶 液 (P B S 0.01M Phosphate-0.15M NaCl， pH7.5) に移し、抗 原

として用いた O

体長 7 c m 前後の成体雌か ら人工産 卵 に よ り 未 受 精 卵 を 得 た 。 脱

ゼリーの後、形態が正常な未受精卵を 2 0 0 -- 3 0 0個集め て 、 2 

/ 3希釈の P B S 4 m 1中に 移し、 l05 ，OOO X ι で 7 0分間の

遠心 分離をして、上清を抗原として得た(S 1 0 0 分 画 )。 保存の

際は、 - 8 0 ocで凍結して保存した O

タンパク 定 量 は 、 牛 血 清 ア ル ブ ミン (Bovine serum albumin; B 

S A )を標 準タンパ ク 質 と して、 B C A試薬 (Bicinchoninic acid 
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reagent; 非23 3 20; P i e r c e )を用いて行 っ た (Smith et al.， 1985) 。

電気泳動は、 Laemmli (1970) の方法で、 ゲル濃度を 10%とし、各

レ ー ンには タ ンパク量を 1 2μgずつに調整して泳動した。泳動後

のゲ ル は クマシ ー ブリリアントブルーで染色した (Reisner el al. 

1 9 7 5 ) 

<結 果と考察>

まず、第 1 の実験 と し て 、発 生 を開始する 直 前の状 態である未受

精 卵を用いて、 その内部に蓄えられているタンパク質 が、 どの程度

極 性 を持って存在しているのかを調べた。比較的、 穏 やか に固定で

きるエタノー ルで 固 定 し 、 ポリエステルワ ッ クスに包埋した 1 個 の

未 受精卵を、動植物軸に対して垂直に薄切して 1 2 層 に分割した の

ち(図 3 A )、 S D S でタンパク質 を各断片か ら 抽出し て 、 15%  

濃度のポリアクリルアミドゲルにより電気泳動を行い、銀染 色 を 行

った(図 3 B ) 0 染色の結果は、 さ ら に デ ン シ ト メ ー タ ーで各 レ ー

ン 毎に 6 0 0 n m の波長で測定し、 それぞれのタンパク質分布 パ タ

ーンを得た(図 3 C ) 0 これらの結果、部域性を持ったタン パ ク 質

が多数存在 する ことがわかった。分子量 4 0 ， 0 0 0 --5 0 ， 0 0 0 

の領域と 2 1 ， 5 0 0以下の 領域には 、 特 に 部 域 性 タ ン パ ク 質 が 多 く

みら れ、 その部域性は、動物半球側に偏 っ ているものと、植物 半 球

側 に偏っ てい るものに分けられた O

またこの結果は、 未受 精卵 1個 の内部に SD S - P A G Eの銀 染

色 で検 出 され る程度に [検出感度は 0.38 ng/mm2 (Swi tzer et al.， 

1 9 7 9 )、 または、.......， 2- 5 ng/protein band (Sasse， 1987) ] 、 部 域
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性のあるタンパ ク質が存在することを示し、免疫学的手法でも充分

に検出 さ れ うること を 示 唆 した[検出感度はラジオイムノアッセイ

( R 1 A )の時 、 1-50 ng/ml (Steward and Male， 1989) ] 0 一 方、

卵黄 タ ンパ ク質 の フォ ス ビチンとリポビテリン L 1， L z (Bergink 

and Wallace， 1974) が相当量含まれ ており、植物半球側により多く

存 在 するこ と か ら、卵 黄 タ ンパ ク 質 を 効果 的 に除去する方法があれ

ば、 こうした特 異 性分 布 のタン パ ク質の検出にはきわ めて有効であ

ると思われた。 そこで、免疫に用いる抗原 に は、 こ の 点 を 考慮 し て、

2 種類の抗原を準備した。

第 1 には、卵黄が蓄積する前の時期(前卵黄形成期 st . 1)の 卵

母 細 胞 を抗原材料として用いた。卵形成期のも っ とも初期 であるこ

の時期の細胞質中にどれほどの種類のタンパク質が貯蔵されている

かは不明であるが、 卵形成期の終期の卵母細胞中で見られるす べて

の種類の m R N A が存在しており (Rosbash and Ford， 1974) 、 し

か も翻訳活性も変わらないこ と が 知ら れ て い る (Tayler and Smith， 

1985) 0 これらのことは、前 卵 黄形成期の卵母細胞にも初期 発生に

必 要 な タ ンパク質の多くが、すでに含まれている可能性を 示 唆し て

いる O 免疫の際は、 P B S 中に卵母細胞を浮遊した状態にし、 その

ま まマウスに投与した O この方法は、細胞内小器 官 内の抗原が流山

しにくく、細胞質中の抗原を対象とするのに向いている。

前卵黄形成期の卵母細胞は、かなり若い成体(体長 3.0 - 3.5

c m )から とり だした 卵巣 をコラゲナーゼ処理した後、 ナイロン網

を用 い て 選別した O 充分にコラゲナーゼ処理を行うことと、充分な

量 の CM F溶液中で ljLの自由落下によって網を通るようにするこ

と、 この 2 点、に留意すること に より、大 量 のサイズの揃 っ た卵 母 細

q
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胞 を 得 る こ と が可能になった(図 2 A) 0 Dumont (1972) の発生段

階は 卵 母細胞の大きさと形態を 基 準に記述されており、サイズの揃

った 卵 母細胞 は すなわち発生段階が揃っているといえる。単縦した

卵母 細 胞 は 顕微鏡下で 観 察すると透明で、卵黄頼粒の蓄積がまだ始

ま っ ていな い こと が 確 認できた(図 2 B )。

第 2 には、 未 受 精卵の S 100分 間 を 抗原と し て用いた。 この分

画は 、 卵 成 熟促 進 因子 (Maturation-promoting factor: MPF) の活

性分画としても知られ、卵細胞質の可溶性タンパク質を 多 く 含む分

画である (Masui and Markert. 1971: 増井. 1986) 0 この 分画中に 、

初期 発生 に 必要なタン パ ク質が 含 まれている保証はないが、卵 黄 、

トコンドリア、 リボゾームなど を構成するタン パ ク質が除 去され

ており、初期発生をまさに始めんとする卵から抗原を調 製するに は、

この方法が最適であ る と 考 え た 。

準備した 2 種 の 抗原は、 そ れ ぞれ、 B C A 試薬を用い て タン パ ク

質濃度を測定し、免疫時に適正量投与できるようにした 。 また 、 S 

D S - P A G E によって、 その 構 成 成分中に卵黄タン パ ク 質で あ る

フォスビチン、 リポビテリン L1， L zのないことと、 さま ざ まな種

類のタンパク質のパ‘ンドが検 出で きることを確認した(図 4 )。 特

に、両者とも 分子 量 40.000---50.000付近に多くの バ ン ド

があり、部域 性を持った抗原が多 く含まれていることが期待された O
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2 . 3 モ ノクローナル抗体の作製

く 材料と方法>

B A L B / Cマウス

B A L B / C マウスは静岡動物 協同組 合 か ら 購入し たものを繁殖

さ せて用いた 。 餌には固形試料(日 本クレア)を充分 与え 、 室温、

照明、湿度などに 気を付けて飼育した。牌臓や胸腺は、 エ ーテ ル で

麻酔したもしくは延髄の破壊によって屠殺したマウスか ら 摘 出 した 。

血液採取の際は、尾静脈を剃万で傷つけて必要量を得た。 また、臓

器摘出 のために屠殺した個体 からは、版下静脈を切開し て 血液採取

した O 血液は 4 ocに 静置して血餅を充分に発達させたのち、血 清 成

分だけ を分 取して、抗血清として用いた。

皇室

抗原 1m g を 3 0 0 -- 4 0 0μl の PBS (pH7.6) に溶かし、

7週 齢 の B A L B / C 雌マウ スに腹腔内注射によって投 与 した 。 fJJ

回は、 Freuncl の完全アジュパント(非o6 3 8 -6 0 -7; D i f C 0 ) を 抗 原 溶

液 (タンパク量 1 m g )と等 量混和し 投 与 し た 。 追 加 投 与 は免疫が

成立 す るまで 2 週間おきに行い、 500μgを 3 0 0 -- 5 0 0μ l  

の P B S に溶かして投与した。

免疫の成否は、抗原の腹腔注 射から 2、 3 日後の血清中の抗体価

によって判定した。抗体価の検 定には 、 E L 1 S A法(Enzyme-

linked immunosorbent assay; 後述)を用いて、免疫抗原に対し て

血 清 の 希 釈系列を反応させて確認し た。およそ 300倍以上の力価

E
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が出たと き に免疫が成立した と 判断した。

、エローマ細胞

エローマ細胞は、広 島 大 学生 物 生産学部助教授の松田治男博士

よりいただいた S p 2 / 0 - A g 14  (Shulman et al.. 1978) を

継代して増やし、 これを用いた 。 通 常 は凍 結 保 存 し て お き、 細胞融

合 の 期 日より 8 日ほど前に解凍 して途中 1 回の継代を 行 い、 細 胞融

合を行う当日 には細胞密度が 0.8-....1 .0 x 10 6細胞 / m l になる

ように増殖を調整した。

培 養容器には底面積 7 5 c m Zの組織培養用ボトル(非MS -202 50; 

住友ベークライト)を用い、 10%の牛胎児血清 (Fetal Calf Se-

rum; F C S Boehringer Mannheim) を加えたダルベ y コ変 法 イ ー

グル培地 (Datlbecco's Modified Eagle Medium; D M E M 非05915; 

日水製薬)を培地として、 C 0 <;インキュベーター中で p H 7 . 6 前

後 に 保って細胞を培養した。 イ ン シュリンを o. 1μg  / m 1 の濃 度

で加えるとミエローマ細胞の状態が良好となったので融合 実 験を 行

う 日 の前後の数日間は、 インシュリンを添加した培地中で底養した

(Feit et al.. 1984) 。

牌細胞

摘出した牌 臓 を D M E M 中でよく洗ったのち、 10m  1注射器を

用いて 、 牌細 胞を水流で押し流し 1 0 % F C S - D M E M培地中に

遊 離させた O 充分遊離したら、 こ れを注射器中に吸い取り、針先を

上にして 5 分間程静置した。直立した 状態の注射器開内の 上清 中 で

は、小さな細胞の牌細胞や赤血球細胞が上部に遊離し続けるが、 よ
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り 大 きな細胞 である繊維芽細胞な ど が下方に沈澱する 。 そ こで 、 注

射器 を 直立 させ たまま針先だ け曲げ て牌細胞などが遊離している

清 の み を 静かに遠心管 へ と移した。 そして、 1 8 0 x主 5 分の遠心

後 、 沈 澱の 細 胞塊に塩 化 アンモニウム ー トリス溶液を 1 m 1 添加、

懸 濁し、氷 中で 4分間静置し 、 溶 血 処理 を 行った (松橋ら 1981)。

処 理 後は、速や か に 10m 1の 1 0 % F C S - D M E M で希釈し、

1 8 0 x 五 5 分の遠心後、 沈 澱 の 細胞を牌細 胞として用いた。 1 Pじ

のマウスから取れる牌細胞は、 およそ 2.0 --2.5 x 10 日細胞であ

っ た。

細胞融合

ポリエチレングリコール (P E G) 6000  (Koch-Light) も し

く は PEG4000 (力 'ス?ロマけ 77ィー用 非9727; Merck) を使 用 し て

細胞融合を行った O 細胞融合の 当 日、 オートクレ ー ブ で 滅菌した後 、

3 7 ocまで冷やしてから、 4 0 --5 0 % P E G - D M E M ( P E G 

溶 液 ) を調製し、 そのまま 3 7 ocに保温した o

前述の方法で、牌細胞、 ミエローマ細胞をそれぞれ集めた後、牌

細胞 :ミエローマ細胞が 1 0 1 になるようにミエロー マ 細胞数を

調整して 5 0 m 1のプラスチック遠心管内で混和した(安東 1983) 0 

よ く懸濁の後、 2 5 0 X JL 5 分の遠心を行い、上清を除 去 した O 遠

心管底部に集められた細胞塊 を 軽 い振動で薄く底部にひろげた後、

P E G 溶液 1 m 1 を 1 分かけて、振濯しつつ添加した 。 振 漫 は ピペ

ッ ト等で強く撹持するか、 ヴォルテックスを使用して行 っ た。 PE 

G溶液添加後もさらに 1分間振塗を続け、 P E G 6 000使用の際

はこの後、 3 7 ocで 3分間保 温静置 した(M a t s u d a e t a 1 .. 198 5 )。
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P E G の除去と細胞の再懸濁は、以下の方法で行 っ た。 最初は D

M E M 1 m 1 を 1 分かけて、次に 8 m 1 を 2 -- 3 分かけて滴下、!懸

濁した O 次に、 1 8 0 x孟 3分 で遠心して、上清を除去した後、 5 

% F C S - 0 M E M を 2 m 1 添 加し、ていねいに細胞を懸濁した。

さらに 5 % F C S - 0 M E M を 8 m 1 添加して総量 10m 1 とし、

細胞数を計数し生存率を算出し た 。 ミエローマ細胞(ハイブリドー

マ細 胞を含む)の融合後の生存率は、 20--40%であった。

細 胞懸濁液は、 牌細 胞の 密度 が 2 x 1 0 6 細胞 / ml になるよ う

さら に 希 釈した。通常、 4 0 m 1 を 加 え 、 総 量 5 0 m 1 と するとお

よそ 適 正 濃度となった。 これを 9 6 穴プレート('Falcon' 非30 72; 

Becton Dickinson) の各ウェルに 100μl ずつ分注した。

H A T 選 択

H A T (hypoxanthine， aminopterine and thymidine) 培地は、

5 0 倍 濃度 H A T 溶 液 ( 非 644579; B 0 e h r i n g e r M a n n h e i m )を 10%

F C S - D M E M に加えて作った。細胞融合の翌日、 ハイブリドー

マを蒔いた 9 6 穴プレート各ウェルに H A T 培地を 100μl ず つ

添 加 し 、 2 日目と 3 日目は、上清 100μl を捨て、 H A T 培地を

100μl 添加し た。 ま た 3 日目は、 B A L B / c マウス 5 週齢雄

より胸腺を摘出し、胸腺細胞 を牌細胞と同様にして遊離させ、 これ

をフィーダー細胞として 1 ウ ェルあたり約 1 x 1 0 6細 胞 ず つ 加 えた

(Matsuda et al.. 1985; 安東， 1 9 8 3 ) 

フィーダ ーを加えてからは、 3 5 日おきに H A T 培地を交換し

た o 7 -- 1 0 日た つと、生き残ったハイプリドーマがコロニー形成

を 始めたので、 2 週間後に、 H T (hypoxanthine and thymidine) 
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培地に切り替え、 H A T 選択を 終了した o H T 培地は 5 0 倍濃度 H

T 溶 液 (非62 3 091; B 0 e h r i n g e r M a n n h e i m )を、 1 0 % F C S - D M 

E M に 加え て調製した O

抗 体濃 度の判 定

ニ トロセルロ ー ス京民 (#401-099; Schleicher & Schuell) にハイ

ブ リ ドーマの 培 養 上清 を 1μ1 ず つ 落 し、 よく吸 着させた。 ニトロ

セル ロース紙が乾燥した後、 3 % B S A / P B S 中 で 3 0 分間振濯

し、 ブロッキングを行った。 こ の 後、 0.0 5%Twe  e n 20/ P 

BS  (TPBS) で洗浄し、 1次抗体 と し て 、 H R P標識ヤギ 抗マ

ウ ス 抗 マウ ス 1 g G + 1 g M (H+L)抗 体(非 o4 1 8 09; K P L )または H R 

P標識ウサギ抗マ ウ ス 1 g G 抗 体 〈非 61-6020; Zymed) を 3 0μl ず

つ分注した o 1 時間後、 T P B S で 洗 浄 し 、 基 質 と し て A B T S 

(2，2' -azinodi-[3-ethylbenzthiazoline sulfonate]) - H 20 溶

液(非 50 6 2 00; K P L )を与えた。以 上 の操作により、 上清 に 1 g G か

1 g M 抗体が含まれている場合は、 上 清 を 吸 着 さ せ た 部 分 が 茶 褐 色

を呈する O

E L 1 S A 法

抗 原を p H 9 . 8のトリス緩衝 液で希釈してタン パ ク濃度 200

μg  / m 1 に調整し、 ポリスチレン製の E L 1 S A 用 9 6 穴 プ レー

ト ('Falcon' 非3915; B e c t 0 n D i c k i n s 0 n ) の 各 ウ ェ ル に 3 0μl ず

つ 分 注 し た。 3 7 ocで 1 時間 静 置したのち、抗原を除去し、 1 % B 

S A / P B Sでブロッキングを行った。 1時間後 T P B Sで洗浄し

¥イブリド ー マ 培 養 上 清 を 3 0 μl ずつ分 注 した 。 1時間後 T P B 

nuJV 
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S で洗浄し、 2 次抗体として、 H R P 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 マ ウ ス I

g G + 1 g M (H+L)抗体 (#041809; KPL) または H R P標識ウサギ抗

マウス 1 g G 抗体(非 61-6020; Zymed) を 3 0 μ l ずつ分注した。

時 間後、 T P B S で洗浄し、基質 として A B T S (2.2' -azinodi-

[3-ethylbenzthiazoline sulfonate]) - H ~O :2溶液 (#506200; KP 

L ) を与えた(保井. 1983) 。

抗原を認識で きる抗体を含むハイブリドーマ 上清を分注したウェ

ルは、以 上 の操作で濃い緑色を呈 する。 こ の 発 色 の 度 合 は 、 405  

n m 波長のフィルタ ー を つ け てタ イターリーダー(MPR4A; 東ソ ー)

で 測 定した。陽性対照としては、免疫したマウス抗血清を P s S で

100倍に希釈して用いた。陰性対照としては、非免疫マウス血清

を P B S で 100倍 に希 釈して用いた O 発色の相対的な度合は、肉

眼での観 察によってもかなり正確 に判別でき、適宜これを行った 。

また、 塩化ビニル製の E L 1 S A 用 9 6穴プレート ('Falcon'

非3912 平底プレート、非 39 1 3 丸底プレート)も用いた。前述のポリ

スチレン製プレートと比べ、 パックグラウンドが高く出やすい傾向

があ ったが、吸着性が 2 ......， 3倍優れており、適宜使用した。

限 界希 釈法によるクローニング

個々のハイブリドーマごとに、 9 6 穴プレートの各ウェルから細

胞を集め、 これらを 1 0 % F C S - 0 M E M で、 1 0 2......， 1 0 5倍に

希釈し、そ れぞれを 100μ l ず つ 9 6 穴プレートの 8 ウェルに蒔

いた。翌日、 フィーダーとしてマウス胸腺細胞を加え(安東. 1983) 

培地交換をせずに培養し続けた結果、 プレートに蒔かれた細胞は、

お よそ 1 0 日で充分なコロニー形成を遂げた。 ひ と つ の ウ ェ ル に ひ
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とつのコロニーのみ がで きている 場合にのみ、 モノクローナルにな

ったものとし、上清をスクリーニングしたのち細胞を凍結保存した 。

、ィ ブリ ド ーマ 細胞 の維 持と凍結保存

ハ イ ブリ ド ー マ 細 胞は、 H A T 選択の時をのぞいて常に 1 0 % F 

c S (非 210471， Boehringer Mannheim) - D M E M 中で培養した。

細胞密度は、 決してコンフル エ ントにな ら ぬよ う 3 -- 4 日おきに継

代を行った O

細胞の凍結は、 10%ジメチルスル フ ォ オ キ シ ド (DMS 0) / 

F C Sを用 いた (佐藤 ， 1976) 0 細胞を凍結用チ ューブ (.アシスト

チ ューブ #7 2. 693; S a r s t e d t )に 集め遠心し、沈澱した細胞 に 2 .......... 

3 x 1 0 個の細胞 当 り 10 0μ1 の D M S 0 / F C S 溶液 を 加 え 、

よく懸濁の後 、発泡スチロール製のホルダーに入れ て 、 - 8 0 ocデ

イープフリー ザー中に移して凍結した。 DM S 0 は 毒 性が強いため 、

D M S 0 添加の後はなるべく迅速に操作を行 っ た O 凍結の 翌日さり

に液体窒素 の 入 っ た細胞凍結用ストッカーへと移した 。

再 び細胞を増殖させる時は、 ス トッカーから凍結チ ューブ を出し

て、 3 0 -- 5 0 ocの温浴により解凍した。充分解凍したら、即座に

遠心して D M S 0上清を除去し 1 0 % F C S - D M E M を加え、 同

び遠心、上清交換を行った。 解 凍 後の 細 胞 数 は 、 凍結時の約 7 0 % 

に減っており、 そのうち生細 胞の占め る 割 合 は 約 7 0 % で あ っ た。

すなわち、凍結時の約 50% (70%X 70児)の細胞が、保存されたこ

とになる O

なお、 - 8 0 ocで も か な りの 期間の保存が可能であり、 クロー ニ

ン グ 前 の細胞などは、仮凍結として - 8 0 oc中 で 保存した 。 仮凍 結
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した細胞でも 7 カ月後に解凍すると液体窒素下で凍結したものとほ

と んど変わらぬ生存率を示し 、 簡便な保存法として利用した。

モノ ク ローナル抗体の命 名

すべての モノクローナル抗体は、 免 疫 抗 原 を 示 す ア ル フ ァ ベ y ト

2 文字(前卵黄形成期の卵母細胞なら p v 、 未受精卵の S 1 0 0 わ

画なら E S )と得ら れ た 順 序を示す数字の組合せによ って命名した O

例を示すと 、 p V - 1 2 抗体、 E S - 5 7 抗体、 などである O また、

これらが認 識l する抗原を便宜上、 p V - 1 2 抗原、 E S - 5 7 v'C h;i、

として表記した O

く 結果と考察>

前卵黄形成期の卵母細胞と S 1 0 0 分画をそれぞれ免 疫抗原とし

て用い 、 2 週 間おきに 3 回 の 投 与 でいずれも免疫が成 立した O 免佼

成 立 個 体か ら 摘 出 した牌臓から牌細胞を調製し、 ポリエチレン グリ

コ ール 法により、 B A L B / c 由 来のミエローマ細胞 S p 2 / 0 

A g- 1 4 と細胞融合した O 細胞 融 合直後の生存率(ミエロ ーマまた

はハイブリドーマが対象)は、 つねに 1 5 %前後であった 。 Il A T 

選択はその翌日から行い 、約 2 週間 後、生き残ってコロニーを形成

しているハイブリドーマの上 清を用 いて、最初のスクリー ニングを

開始し た O

前卵 黄形 成期の卵母細胞からは 3 回のハイブリドーマ作製を行い 、

123個のハイブリドーマを得た O 未受精卵の S 1 0 0 分画か らは

2 回の作製を行い、 342個のハイブリドーマを得た O これら合計

n
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465個のハイブリドーマの培養上清を、 免疫抗原に対する E L 1 

S A スクリーニングに用いた o E L 1 S A で、陽性にでたものは、

免疫抗原に対する抗体産生を 行っているハイブリドーマと判定でき

るO 一方、陰性なものは、抗体 産 生 を 行 っ て い な い か 、 上 清 中 の 抗

体濃度が低いためであると考えられた。そこでこれらの陰性なもの

は抗 体 濃 度の判定を行い、 もし も 抗 体 濃 度 が 低 け れ ば 、 抗 体 量 が 増

える の を 待って、数日後、 ふたたび E L 1 S A で調べた o E L 1 S 

A 陽性のハイブリドーマは、 限界希釈法によりクローニングし、凍

結保存する一 方、 その上清は、 モノクローナル抗体溶液として、以

降の免疫学的解析に用いた。
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2 . 4 モ ノクロ ー ナル抗体の選別と分類

< 材 料と 方法>

切片の作製

1 0 %中性緩衝ホルマリン溶液 で 2 時間以 上 固定した組織を 試 料

とした O 脱水は、 P B S 中に試 料を 1時間以上おいたのち、 7 0 % 

エタノールに移し、 3 0分おきに 9 0 %、 9 9 %、 1 00 % とエ タ

ノー ルの濃度をあげて行った O 包埋剤にはアルコールを溶剤 と し融

点が 3 7 ocのポリエステルワックス(非 36 070; B D H )を用いた O まず 、

5 0 %溶 液中で 2時間、 90%溶液中で 1時間、 9 6 %溶液中 で 1

時間の振還を行って、組織試料にワックスをよく浸潤させた後、試

料 をアルミホイルで作った包埋容器中 に 移 し て 氷 上 冷 却 し 、 9 6 % 

ワック ス中に包埋した O 凝固の後は、 ビニール袋に入れ密封し て 4

OCで保存した (Steedman， 1957; Kusakabe et al.， 1984)。

薄切は回転式ミクロトームを用 い、 6 --- 8 ocのクライオスタ ッ ト

(Damon/I EC) 庫内で行った。切片の厚さは、 8μmとした 。 伸展は、

0.05--0.025% トリトン X - 1 0 0 溶液 を ス ラ イ ド グ ラ ス 上

に滴下し、 その溶液に切片を浮かべるようにして行った(Kusakabe 

et al.， 1984) 0 ス ライドグラスは、切片接着のために卵白アルブ

ンであらかじめコートし、 よく 乾燥 さ せ て お い た (Nakane. 1975) 

また複数の 切片を 同 一 スライド上に伸展させるときは、 P A P ペン

(大道産 業 ) で スライド上に疎水性の境界をひいた。切片が伸展し

たら、 伸展液を静かに取り除き 、 4 ocで乾燥、保存した。
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免 疫組織化 学的染色

切片の載っ たス ラ イ ド を 1 00%、 9 0 %、 7 0 %エタノールに

5 -- 1 0 分ずつ浸し、脱ワック ス し た 。 この後、 P B S に移し 5 -..， 

1 0 分、 T P B S 中で 3 0 分以上静置した。 ブロッキングは、 3 % 

B S A / P B S を 用 い て 1 時間以上、 3 %スキムミルク / P B S を

用いた時は 3 0 分以上行った。 1次抗体としてハイブリド ーマ上清

を 3 0 μl ずつ切 片 上 に 滴 下し 、切片を湿潤箱中で 2 時間静置した 。

この後、 ビオチニル化ヤギ抗 マウ ス 1 g G 抗体 ('StrAviGen B-SA 

k i t ・非 295004; B i 0 G e n e x )を滴下して 1時間、 β ー ガラクトシダー

ゼ標識ストレ プト ア ビ ジ ン を 滴下 して 3 0 分、酵素基質として x-

g a 1 (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranose) を滴

下して発色させ、 6 時間後に蒸留水 中に移して反応を止めた。抗原

認識部位は明るい青色を呈した 。 なお、各ステップ聞は、 T P B S 

を 3 回以上取り替え、 T P B S 中での静置時間が合計 3 0 分以上に

なるようにして充分な洗浄を行った。陽性対照と陰性対照には、免

疫マウスの血清と非免疫マウ ス の血清をそれぞれ 100倍希釈して

用いた O 免疫染色を施した切片は、 エタノールシリーズで脱水した

の ち 、キシレンに通して、 ビオライト(高研)で封入した O

く結果>

アフリカツ メガエルは、年中、産卵が可能な動物であり、 その卵

巣中にはさまざ まな卵形成段階の卵母細胞が存在する。 このことは

年 1 回産卵 の無 尾類に はみ られない特徴であり、 アフリカツメガエ

ルの利点、のひ とつである O この利点を活かし、得られた抗体の選別
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に 、 卵巣切片を用いることにした。 1 枚の切片に対して免疫染色す

ることで、 卵 形成期の限られた時期にのみ発現する抗原や、 限られ

た 場 所 にのみ 発 現 す る抗 原 を 認識する抗体を選別することが可能な

はずで ある 。

卵 巣は 、比較 的若い 成体 (体 長 約 5 c m ) か ら 摘 出 し た も の を 用

い た。 これよ り若 い 場 合 で は、 卵 形 成期初期 の 卵 母 細 胞ばかりで卵

巣 が構成され るこ と に な り、 また、 これよ り さ らに 成 熟すると卵形

成期後期の卵母細胞に偏 っ て 構成される卵巣となるか らである。用

いた卵巣には各段階の卵母細胞が揃っており、 実 験 目 的に好適 であ

った(図 5 A ) 0 ただし、 s t. 1 1 1 と 1 V の卵母細胞が極端 に少な

い場合があった O これは、 こ れ らの時期が卵形成期を通し て最も成

長の速い時期である(C a 1 1 e n e t a 1 .， 198 0 a )ことを 反 映し て い る

も の と思われた。

卵巣 の固定を、 ホルマリン固定、 エタノール固定、 メタノ ー ル 固

定、 アル デヒド固定など複数の条件で試した結果、 10%中性 緩 衝

ホルマリンによる 6 時間以上の固定が、 もっとも抗体染色時の パッ

クグラウンドが低く、切片作製時の組織最'J落も少ないことがわか っ

た O ま た、卵母細胞の細胞質にある卵 黄は 、抗 体と 非特 異 的に吸

し やすく、 10 %中性緩衝ホルマリンで固定し、免疫染色時にはま

ず T P B S でよく洗浄したのち、 3 %スキムミルク(または 3 % B 

S A ) でブロッキ ングを行ったときのみ 、 その吸着を抑えることが

できた。免疫染色は、 2 次抗 体 以 降 をピオチン ー ストレプトアピジ

ンの 増感系で 感度をあげた。 また、発色系としては、 自家発色がな

い β ー ガ、ラクトシダーゼ ー X - g a 1 を用いた。

免疫染色の 結果、 465個のハ イプリドーマ上清のうち 1 0 個

-26 -



が 特定の 段階の卯母細胞を染色した。 これらの認識する抗原は、時

期特異的に発現して蓄積する 、 また は そ の 発 現 量 が 時 期 特 異 的 に 極

端に変 化して蓄積 する こ とが考えられた。 この時期特異性は 2 種類

あり 、卵 形 成期初期 に 強く 現れ るも の(type E) と卵形成期後期に

強く現れる も の (type L) があ っ た(図 6、 表 1 )。

465個のハイブリドーマ 上清 の うち 2 2 個は、卵 母 細 胞の特定

の部域を染色した(表 2、 図 7 )。 これ ら の認識す る抗原 は、 ある

部域にのみ 蓄積 する、 もしく は 量 の上で極端な勾配を持 って蓄積す

る抗原であろうと思われた O この分布特異性抗原は、卵形成期 の

s t. V - V 1 に おける分布状態から 4 種類に分類 で き、 それ ぞ れ を認

識する抗体群を type A. type V. type P. type N と名付けた o

type A 抗体は、動物半球(= A n i m a 1 )に偏 っ て存在する抗 原 を 認識す

る。 この抗原は、卵 形 成 期 の初期~中期 (st. 1 -- 111) には 一 様

に 分 布するが、後期 (st. IV -- VI) には動物半球に特異的な分布

特 性を 示 した (図 7 B ) 0 type V 抗 体は、植物 半 球(= Vegetal)に

偏って存在する抗原を認識する。 この抗原は、卵形成期の初期~中

期には均一に分布するが、後期には植物半球に特異的な分布特性を

示し た(図 7 C ) 0 type P 抗体は、細胞質の卵膜周縁部(= Peri-

pheral)に偏 って存 在 す る 抗 原を認識する。 こ の 抗 原 は 、 初 期 か ら後

期まで検出され、常に卵母細胞膜 周縁に分布していた(図 7 D ) 0 

これら 3 群の抗体は、 いずれも細胞質を認識する抗体であったが、

全ての時期で卵黄頼粒を染めるこ と は なかった。 また、卵形成期初

期 (s t . 1) に見られるミトコンドリア・マスや、 リボゾ ー ム集 合 体

などを染めることもなかった。

一 方、 t y p e N 抗 体 は 、 卵 の細胞質ではなく核質(= Nucleoplasm) 

円，tn
，b
 



を特異的に 認識 した ( 図 7 E ) 0 この ty p e N 抗 体 は 、 初 期 か ら 後

期 ま で全 て の 卵母細胞の核質を染めたが 、 卵巣切片上にみられる赤

血球、血管 内皮細 胞、卵巣壁繊維芽細胞などの核質を染めることは

な かっ た O 生殖 細胞 特異 的な 核質タ ンパク質としてはヌクレオプラ

ズミン(分 子量 3 0 k D Krohne and Franke， 1980) があるが、 ウ

エス タ ン ・ブロッテイン グ (方 法 は 3. 2節) により 確 かめられた抗

原分子 量 から は、 ES - l 07， E S - 113， E S - 17  9抗体

のいずれもが、 ヌクレオフラズミンとは違う核質タン パ ク 質 を 認識

しているこ と を 示した O

< 考察>

モ ノ クロ ーナル抗 体 を 多 数作製し、それを E L 1 S A 法 、 免疫組

織化学的染色法の 二 つの方法で選別した結果、時期特異的抗原認識

の抗体 1 0 個と分布特 異的 抗原 認識の抗体 2 2 個を 得る こと が で き

た。時期特異的抗原認識の抗体は、 type E， type L の 2 群に分け ら

れ、前者は卵形成期前半 (st. 1 - 111) の、 後者は卵形成期後 、

(st. IV - VI) の卵母細胞の細胞質を特異的に認識した 。 分布特 異

的抗原認識 の抗 体は、 type A， type V， type p， type N の 4 群に分

けられ 、前二者 は卵形成期初期においては細胞質の全域を認識した

が、 中 期 以降 (st. IV - VI) に 部 域性が現れた(図 8 )。 一 方、後

二 者 は卵形成期をとおして、常 に 部域性を示し続けた(図 8 )。 こ

れ らの結果は、 タ ン パ ク 質 の 蓄積 ノマターンが st . 1 1 1 と s t. 1 V を

境に 変わる様子を示している。

極 性分 布を示す type A， type V の抗体群は、 s t . 1 V 以降の卵 母
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細胞 に 限って極性分布の抗原認識を示したが、 st . 1 V 以降は卵黄頼

粒や色素頼 粒が 極性分布を示 すよう になる時期でもある(Dumont， 

1972) 0 なお、 ミトコンドリア・マスやリボゾーム集合体の局所的

な配置などから st .の卵母細胞における極性の存在が報告されて

いるので (Tourte et al.， 1981) 、 こうした早い時期における極性

を示す細胞 質 抗 原 の存在も期待されたが、今回の解析 では得られな

かった o S t. 1 V 以降に現れる卵母細胞の動植物軸性の起源、について

は、卵巣壁との位置関係や初期卵母細胞に見られる極性とは無関係

に形成され てお り(H a u s e n a n d R i e b e s e 1 1， 1 9 91) 、細胞内輸 送の

中心である中心体のある位置が植物半球側になる (Danilchik and 

G e r h a r t， 198 7 )。すなわち、 卵母 細胞の動植物軸は、卵黄タン パ ク

質の急速な取り込みによって形成さ れるもので、 この他の構造物

(卵核胞やリボゾーム、色素頼粒)は内部に急速に蓄積する卵黄頼

粒に押しや ら れ た結果として、極性分布を示すようになるらしい。

しかし、本 研究で得られた抗原の分布については、動物半球、 縞物

半 球のいず れ に 対 し で も 特 異 的分 布を示す抗原認識の抗体が得られ

ており 、 このような「卵黄頼粒に押しやられて」という機惰だけ で

は 説明でき ない ように思われた。

卵及び卵 母細胞においては、細胞 内骨格分子の極性分布が知 られ

てい る O 例を上げると、微小管 (Gall et al.， 1983; Elinson and 

Rowning， 1988; Gard， 1991) 、アクチン (Colombo et al.. 1981) 

サイトケラチン (Klymkowsky et al.， 1987) 、 ピメンチンとテ'ス

ン (Nelson and Traub， 1982; Franz et al.， 1983) などである。

しかし、知られている範囲で比較した結果、 こうした細胞内骨格分

子の分布と本 研究で 得た 抗体の認識部位とは、一致しなかった O 従
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っ て 、 細胞内骨格分子が抗原分 子の 極性 分布 に直 接関 わる 可能 性は

低 いものと 思 わ れ た 。 但 し 、 細胞内骨格の卵形成期における分布状

態 や機能については不明の点も多く、今後、両者の解析が進むこと

によって関係が明らかになる可 能性も充分にある。

なお 、特 異分布抗原認識の 抗 体 の中に は、 ろ 胞 細 胞 の 細 胞 質 中 の

抗原 を 認 識 す るもの が あ った( 表 2 )。 こ の こと は 卵母細胞とろ胞

細 胞、 それぞれの細 胞 質に 共通の抗 原 が 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。

もし、 これがろ胞細胞 から 卵 母 細胞への抗 原の 移動 を示すものであ

れば興味深 ~\ o ろ胞細胞とは 起 源が 異 な る も の の 、 哨 育 細胞 を卵母

細胞の周囲に持つ動物では、 母性の 発生制御因 子 の 存 在 が 示 さ れ て

いるからで ある O 例えば、軟体動物のモノ ア ラガイ(L ymnae a )に お

い ては、 螺旋卵割の向きが晴 育 細胞の配 置に支 配され て い ること

(Wilson， 1904) 、 キイロショウジ ョ ウ パ エ の 前 後 軸 決定遺伝子の

発現は晴育細胞によって支配さ れ ていること (Frey et al.， 1984) 

などである。 また、卵母細胞 一 ろ胞細胞の細胞関連絡はよく 発達し

て お り (Dumont and Brumett， 1978) 、成熟卵母細胞の持 つ 卵 黄 タ

ンパク質の 9 6 % ま で が ろ 胞細胞を経由して蓄積したもの で ある こ

と も知られている(D a n i 1 c h i k a n d G e r h a r t ， 198 7 )。 従 って 、初 期

発 生に 重要な 働 き を持つ因子がろ胞細胞から運ばれて卵 母 細胞の細

胞質 中に 極性を持って蓄積する こと は 、 考 え ら れ る こ と で ある 。今

後、卵母細胞を 囲むろ胞細胞 の配置 による働きの違いや、そのタン

マク 質合成の違いなどを明らかにでき れ ば 、 こうした可能性につい

て、 一 層の 解明ができるものと思われた 。
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第 3 章 X enopu S 卵細胞質に みら れ る抗原分布

3 . 1 はじめに

第 2 章で述べたように、本 研究では、卵細胞質の抗 原を個別に認

識できる多くのモノクローナル 抗体 が得られた。 なか で も、 分布特

異 性 を示す抗体が 2 2 個取れたのは、序論で述べた第 1 の 目 的 をほ

ぼ 達 成するものであった。 しかし、 これらの認識する抗原が、 果 し

てタン パク質であるのかどうかはまだ不明である。 また特異的な抗

原の分布は、 果し て 真 に 量 的な差を見ているのか、 それとも抗原性

の露出 (Accessbi1 i ty) の 違 いを 見ているのかも不明である 。

本章では、 まず、 ウ エ ス タン・ ブロッテイングで個々の抗体の 認

識分子を同定 し、糖認識の疑いが強い抗体を除いた後、分布特性が

固定のアーティファクトでないこと、 脱ろ胞化した卵母細胞 で も同

様の 分 布特性が認められることを 確 認した。 そ し て 卵 母 細 胞 の 2 分

断片から抽出したタンパク試料を用いてウエスタン・プロッテイン

グを行い、 やはり動植物軸性を示すことを証明した。 また、動植物

軸に沿っ て特異的な分布を示す type A 抗原と t y p e V 抗原は、 そ

の分布領域の違いから、それぞれ A 1 • A 2 • V 1 • Vz とさらに分ける

ことができた。

一 部の抗体 につ い て は 、 胞匹期を用いて、初期発生における抗原

分布の様子 を調べた。その結果、 胞怪期においても卵母細胞でみら

れ た 極 性が変わらない抗原があることがわかった。
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3 . 2 分布特異性抗原の選別

< 材料と方 法>

タンパク試 料 の調製

前卵黄形 成 期 の卵母細胞は、 体長約 7 c m の成体か ら 卵 巣 を摘 出

し、 コラゲナーゼ 処 理 を 行 ったのち、網の目が 200μmのナ イ ロ

ン網を 用いたサイズ別選別により集めた。 未受精卵の S 1 0 0分画

は、体長 7 c m の成体から人 工 産卵により採取した未受精卵を脱ゼ

リ ー処 理した後、 2 / 3希釈 P B S 中に移し、 105 ，0 0 0  x丘 、

7 0分の遠心を行って得た O 卵巣の S 1 0 0分画は、体長約 7 c m 

の成体から摘 出 し た 卵 巣 を 2/ 3 希釈 P B S 中で洗浄して、細切し

た後、 105 ，000Xι、 7 0分の遠心を行って得た。

ウ エ ス タ ン ・ フ ーロッテイング

タンパク試料を S D S - P A G E の 2 倍濃度のサンプル緩衝液 と

等量混和して泳動試料溶液とした。 S D S - P A G E は 1 0 %ゲル

濃度のミニ ゲル で Laemmli ( 1970) の方法に従って行なった 。 ゲル

上面の井戸は 7 c m 幅に作製し 、 300μg  / 1 5 0 - 2 0 0μl  

に調製したタンパク試料を 1度に泳動した。

泳動後は、 Kyhse-Andersen (1984) の方法で、 セミドライエレク

トロプロッ タ (非 SM 1 7 5 -5 6; S a r t 0 r i u s )を用いて、 ゲルからニト

ロセルロース 紙( 非 40 1 -0 9 9; S c h 1 e i c h e r & S c h u e 1 1 )へとタンパク

質を電気的に 転移した (Towbin et al.， 1979; Renart et al.， 

1 9 79; B u r n e t t e ， 198 1 )。 ニトロ セルロース紙は必ず 2枚 重 ね て 転
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移を行い、 ゲルに密着させた 方 を P B Sで よく 洗 い、以 後の免 疫 染

色に 用いた。保存する際は、 0.01---0 .0 2 %ア ジ 化ナトリウム

/ P B S 中で、 4 ocに 置 い た 。 なお、 もう 1枚 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス

紙は T P B S で充分に洗浄した後、 アミドブラック染色 (Reisner

e t a 1 .， 1 975 )、 または金コロイド染色(# 1 7 0 -6 5 27; B i 0 -R A D )に

より、全タンパク染色を施し、転 移が全面で充分に行われたかどう

かの確認を行 うの に使った。 また、残ったポリアクリルアミドゲル

もクマシーブ リリアントブルー染色によりタンパクの全染色を行い、

最初の電気泳動が正常に行われたかどうかの確認と、転移が全面で

充分に行われたかどうかの確認に 用いた。

ニトロセ ルロース 紙 は 縦 方向に短冊状に切断し、各短冊ごとに違

う抗体を用いることができる ようにした。 3 % B S A / P B S 、 ま

たは 3 %スキムミルク / P B S で 1 時間ブロッキングを行った後、

ハイブリドーマ上清を 1 次抗体液として滴下して 2 時間静置、 この

後、 ビオチニ ル化ウ サ ギ 抗 マウス 1 g G (H+L) 抗体 (#61-6540;

Zymed) を 滴下して 1 時間、 β ー ガラクトシダーゼ標識ストレプトア

ビジン(非 43-4321; Zymed) を 滴 下して 3 0分、 X - g a 1を滴下し

て 6 時間以上おいて発色させた。各ステップ聞は、 T P B S を 3 旧

以上 取り替え、 T P B S 中での静置時間が合計 3 0 分以上になるよ

うにし、充分な 洗浄をおこなった。 陽性対照と陰性対照には、 免疫

マ ウ スの血清と非免 疫マ ウスの血 清を 1 0 0倍 希 釈 し て 用 い た 。 充

分に 発 色したニトロセルロース紙断片は、蒸留水中に移して発色を

停止し、風乾した。
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<結 果と考察 >

2 . 4 節 に おい て、卵 母細胞の細 胞質中に特異的分布を示す抗原を

認 識すると 思われるモノクロー ナ ル 抗 体 1 9 個を 選別した(type A， 

type y， type P)。 そこ で 、 これ ら が 認 識する 分子量を同定するた

め、 ウ エ スタン・ブロ ッ テイン グ に よる解析を 行った。 タンパク試

料には 、 それぞれの抗体作製 時に 用いた免疫抗原を用いた 。すなわ

ち、 p vシリーズのモノクローナル抗体に対しては、前卵 黄 形成 期

の卵母細胞を、 E S シリ ーズのモノクローナル抗体に対しては、 未

受精卵 S 1 0 0 分画 を タ ン パク試料としたウエスタン・ プ ロッ テ イ

ングによる 解 析を行った。結果として、 はっきりとした認識分 子 を

不 し た 抗体 、 認 識分 子 を 示 さ な か っ た抗体、 ス メ ア な ノt・ンド パ タ ー

ンを示した抗体の 3 種類があった O

はっきりとした認識分子を示 し た抗体は、 9 個 (PY-21， PY-83， 

ES-5， PY-13， PY-46， PY-88， ES-24， ES-41， ES-82) あ っ た。 こ れ

らはタンパク 質を 認 識 す る 抗 体で ある可能性が非常に 高 い。 ただし、

複数の分子を認 識するものも含 ま れ た。 これについては、特 定 の修

飾構 造を認識する抗体である可能性や、抗原に複数の派生分 子 、 ま

たは前駆分 子 が あ る 可 能 性 を意味している。次に、認識分 子 を特 定

でき な かったモノクローナル抗体については、①タンパク試料中の

認識分子の量が少ないため検出 されなかった、②ウエスタン・プロ

y テイン グ の 過 程で行われたタンパク変性により抗原性が失われて

しまった、 などの可能性が考えられた O ①については、 タン パ ク 試

料を換えることで 解 決 で き る場合もあると考え、卵巣 S 1 0 0 分画

をタ ン パ ク試料としたウエスタン・プロッテイングを全ての抗体 に
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対して 行った。 この結果、認識 分子 を特定できるモノクローナル抗

体の数が増した。②の可能性は、 タンパク質の高次構造を認識する

抗体の場合に 該 当する。 しか し 、 解 像 度 の よ い 電 気 泳 動 を 行 う た め

には 、 S D S 変性は不可避で あっ たため、 回避策は行わなかった。

最後にスメアなノ 可、 ン ド パ タ ー ン を 示した抗体は 7 個あった。 これら

は糖を認識する抗 体 で あ る 可能 性が 非常に高い。 そこで、 これらの

抗体は本研 究 の 目 的に沿う抗体ではないと考え、以降の解析 には用

いな い こ とにした。結局、 はっ きり と 認 識 分 子 を特定できたモノ ク

ローナル抗体と認識分子を特定できなかったモノクローナル抗体を

残すことにし た(表 3 )。

ウエスタン・ ブロッテイングの結果、選別された各抗体の認識分

子の分子量は 、表 2 に 示 し た 。 な お、上述した選択の結果、認識分

子の分子量は 4 5 -- 7 0 k D の範 囲に集中した。抗原として用いた

前卵黄 形 成期 卵母細胞、未受 精卵 S 1 0 0 分画、卵巣 S 1 0 0 分画

に含まれるタンパク質の構成 には こうした偏りがない(図 4 参 照 )

ことから、 この認識分子量の偏りは、次の様な可能性が考えられた O

① 4 5 -.. 7 0 k D には免疫さ れ や すい分子が多い O ② 4 5 -- 7 0 

k D にはタ ンパ ク変性 処理 によっても抗原性を失わないものが多い 。

③ 4 5 -.. 7 0 k D には分布特異性抗原が多い o これらの可能性につ

いてはそれぞれ興味深く思われた。
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3 . 3 分布特異性抗原の極性について

く材料 と 方法>

成熟卵母 細 胞の 2 分 断片に対するウ エスタン ・ ブロッテイング

充分に成熟した成体(体長 約 7 c m )から卵巣を摘出し、 2 . 2 節

の「卵 母細胞の調製」で述べた方法で、 コラゲナーゼ処理を行い卵

母細胞を解離した。脱ろ胞化 した卵母細胞は、即座にドライアイス

アセトン中 で凍結し(1 5 - 3 0 秒 間 ) 、 その後、 - 2 0 ocのメ

タノー ルに移して固定した( 1 0 - 2 0 分) 0 

実体顕微 鏡 下 で 、 固定された卵母細胞のうち成熟卵母細胞を 選別

し、剃万で動物側半球と植物 半球 側に 2 分した。各半球の断片は 5

個 1組と し て エ ッ ペンドルフチューブに集め、 1 0 分間の 真空遠心

に より メタノールを除去した。 これに O.l%SDS溶液 100μ1

を添 加 して 1 0分間、 O.1% SDS - 5%NP40溶液 100μl

を添 加 して 1 0 分間 の 懸 濁 を行った O こ の 後 、 卵 黄 成 分 沈 澱 の た め 、

1 0 ， 0 0 0 )<阜、 5分間の遠心を行い、上清(-- 2 0 0μ1  )を タ

ンパク質試料とした (Smith， 1986) 

動 物半球側、 または植物半球側の断片から抽出したタンパク質 試

料は、それ ぞれ S D S - P A G Eの 2倍濃度サンプル緩衝液と 等

混和して泳動 試料 と し た o SD S - PAGEは 1 0 %または 12%

ゲル濃度の ミニゲルを用い、 Laemmli (1970) の方法で行 った。 ゲル

上面の井戸は 7 c m 幅に作製し、 2 枚のゲルに泳動試料をそれぞれ

200μ 各半球の断片 2. 5個分)ずつ泳動した o 泳動後は、 セ

ド ライエレクトロプロッター〈非 SM 1 7 5 -5 6， S a r t 0 r i u s )を用いて 、
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ゲルから P V D F膜 (Polyvinylidene difluoride; 非IPVH-304-FO，

'Immobilon"; Millipore) へとタンパク質を転移した (Gultekin

and Heermann， 1988) 0 P V D F 膜 は 必ず 2枚重ねて転移を行い、

予 備の P V D F 膜と転 移後 の ポリアクリルアミドゲルは 3 . 2 節 の

「ウエスタン・プロ ッ テイ ン グ 」 で述 べ た 方法で転移の確認を行う

のに用 い た O 試 料用の P V D F 膜は、 0.01 --0 .02 % アジ 化 ナ

トリウム / トリス緩衝溶液(T 8 S )中で、 4 ocで 保 存 し た。

P V D F 膜 は縦方向に短冊状に切断し、各短冊ごとに 違う 抗体 を

用い るこ と が で きるようにした o O . 0 5 %ツイ ー ン 2 0 / T 8 S 溶

液(T T 8 S )で洗浄し、 同 溶 液中で 1 5 分間静置した後、 1 % ブ

ロッキング 溶液で 1 晩のブロッキングを行った。翌日、 T T 8 S で

2 時間以上の洗浄を行った後、 1次抗体としてハイブリド ー マ 上清

を滴 下 し て 2 時 間静置、 2 次抗体としてアルカリフォス フ ァ タ ー ゼ

標識抗マウス 1 g G + A + M 抗体 F (ab')z分画(非 61 -6 322; Z y m e d ) 

を滴下し て 1 時間静 置 、 増 感系としてアルカリフォスフ ァ タ ー ゼ標

識抗アルカリフ ォスファターゼ抗体(非 80-6 5 22; Z y m e d )を滴 下 し て

1時 間 おいた (Cordell et al.， 1984)。各操作の間には、 T T B 

S による充 分 な 洗 浄を行った。最後に、 アルカリフォスフ ァ タ ー ゼ

緩 衝 液 (A P緩衝液 0.1 M Tris-buffered saline， pll 9.4， 50 

mM MgClz) でよく洗浄の後、 100μg  / m 1の A M P P D [3-

(2' - Spiroadamantane)-4-methoxy-4-(3"-phosphoryloxy)-phenyl-

1，2- dioxetane; Tropix， Inc. ] / A P緩衝液で 3 0分間ソーキン

グを行い、各短冊をナイロン袋に封入して、 X 線フィルムと密着し

て感光 させ た (Bronstein et al.， 1989)。 陰 性 対 照 に は 、 本 研 究

室 の小原と河原が作製したマ ウス抗 アフリカツメガエル血清 ア ル ブ

円，tq
d
 



、ン モ ノクローナル抗体を用いた 。

脱ろ胞化 した卵母細胞に対する免疫 組織 化学 的染 色

卵母細胞は 、 2 . 2 節の「卵 母 細 胞 の 調 製 」 で 述 べ た コ ラ ゲ ナ ー ゼ

処 理 により、卵巣から解離して集めた。卵母細胞の段階別選別は、

3 回の ナイロン網を用いたサイズ別選別により行 った(図 9 )。最

初は、 K a w a h a r a ・s CMF 中で自のサイズが 200μmのナイロ ン網

(・ Ny t a 1 ' ，非 7X X -2 00; S w i s s S i 1 k B 0 1 t i n g C 1 0 t h )を用いて選別し

た O 小ビーカーの底面に抜けたのは、直径が最大で 300μmの卵

母細胞で前卵黄形成期(s t. 1) の卵母細胞であった O 一方 、 200  

μm網 を抜 け ら れ ずに円筒内部に残った卵母細胞は、 さらに 300

μm網 C'Nytal'，非 58 G G -3 00; S w i s s S i 1 k B 0 1 t i n g C 1 0 t h )で 2 度

目 の 選別を行った。 300μm網 を 抜けられた卵母細胞は、 直径が

約 300--450μmの st . 1 1 の卵母細胞であった。 3 0 0μm  

網 を抜けられ ずに円筒内部に残った卵母細胞は、 さらに 400μm

網 C'Nytal'，非 45 G G -4 0 0; S w i s s S i 1 k B 0 1 t i n g C 1 0 t h )で 3 度同の

選別を行った040 0μm網を抜けられたのは、直径が約 450

600μmの st . 1 1 1 の卵母細胞 であり、網を抜けられずに円筒内

に残ったの は 、 直 径 が 600 μm以 上 の 卵 黄 形 成 期 後 半 (st. IV -

V 1 )の卵母 細胞であった。

サイズ別に集められた卵母細胞 は、 それぞれ P B S中 で 洗 浄 の 後 、

2 . 4 節の「免疫組織化学的染色」で 述べた方法で、 固 定 、 包 埋 、薄

切し、 スライドガラス上に伸展した後、免疫組織化学的染色を施し

fこO
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卵巣切片の作製と免疫組織化学的染色

充分に成熟した成体(体長約 7 c m )から卵巣を摘出し、 2 . 4 節

の「免疫組織化学的染色」で述 べた方 法で、 固定、包埋、薄切して、

スライドガラス上に伸展した後、免疫組織化学的染色を施した O

く結果>

タン パク質 性 抗 原を認識すると期待できるモノクローナル抗体の

うち 、卵 の細胞質 に特異的な分布を示す抗体 1 2 個(type A. type 

V. type P) を用いて、 その抗原についての解析をさらに行った。 ま

ず、特異的分布が固定のアーティファクトでないことを確認するた

め、 2 . 2節で用いた卵巣を違う固定 j夜、違う条件で固定して免疫組

織化学的染色を行った。 その結果、 エタノール固定の時には、 固定

時 間の長短 に 関 わ らず、特異的分布状態が確認しにくくなる結果と

なっ たが、冷メタノール固定、 5 %グルタルアルデヒド固定では、

同様の分布状態が 得 ら れ た O 従って、 これらモノクローナル抗体の

示した抗原の分布特性について は、 固定時のアーティファクトであ

る 可能性はないものと考えられた。

次に、 これらモ ノ ク ロ ー ナル抗体の示す分布特性が、果して抗原

分布を示すのかどうかを確認するために、成熟卵母細胞を 2分割し

てそれぞれ から抽 出したタンパク試料を用いてウエスタン・プロッ

テイングによる解 析 を 行 っ た(図 1 0、表 4 )。 その結果、 ほとん

どの抗体で 、部域性が検出され、 それが 2 . 4 節で求められた部域性

の結果と矛盾し なかった O 従って、 モノクローナル抗体が切片上で

示 した分布特性は、抗原の分布そのものの偏りを示すものであるこ
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とが強く示唆された O これによ り 、抗原が部域特異的に周囲の別な

高分子により抗体との接触を 封 じ ら れている可能性を除外すること

ができ た。

3 番目に各段階の卵母細胞 に 対する 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 に よ る 解

析を行なった O こ の解析は、卵巣を用いて行った免疫組織化学的染

色の解析で得られた結果の確認のために行われたもので、卵母細胞

の発生段階を形態的特徴ではなく、大きさで分けて行った。卵母細

胞はコラ ゲ ナー ゼ処理により脱ろ胞化して、 ナイロン網でサイズ j差

別をし、 st .、 st. 1 1、 st . 1 1 1、 st. IV - VI、の 4 群にわけ で 集

め(図 9 )、 それ ぞれを個別に固定 し 、 包 埋 、 薄 切 の の ち 、 免疫組

織化学的染 色 に用いた。 この解 析の 結果、卵巣を用いて免疫組織化

学的染 色を行って得られた結果と同様の結果がいずれの抗体を用い

ても得られることが判明した。 なお、 tY P e A 抗体と t Y P e V 抗体は

卵黄形成期後半 Cst. IV - VI) の卵母細胞においてのみ分布特性を

示し、 st . 1 V 以降に抗原の極性 分布が始まることを 示した。 St 

1 V 以降は卵母細胞にはっきりとした動植物極性が卵黄、色素頼粒、

卵核胞の極 性分布によって現れてくる時期であり、従来知られてい

た卵の軸性形成と関 係 が あ ること を思わせた。 また、脱ろ胞化した

卵母細胞を用いたことで、卵母細胞細胞質の周縁部の観察が容易で、

t Y P e P抗体が卵母細胞膜直下の 部分、すなわち、色素頼粒が存在し、

卵黄頼粒が存 在しない細胞質部分を染めていることがわかった(図

1 1 )。 この細胞質部分は卵母細胞の全面にわたって存在するが、

動物半球側にやや厚く、植物半 球 側にやや薄く存在しており、 t Y P e 

P 抗体の 染色部位もそれにしたがっ て 、 動 物 半 球 側 に や や 厚 め に 存

在していることがわかった O
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なお 、 脱ろ胞化した卵母細 胞に 対 する免疫組織化学的染色の結果

と、卵巣中の卵母細胞に対す る 免疫組織化学的染色の結果を比較す

るこ とによ り、 ろ 胞 を 染色す る 傾 向 を 示した抗 体、 PY-83， ES-78， 

PY-41， ES-5， ES-41， ES-61， ES-82 の い ずれもが 、 前卵黄形成期の

卵母 細 胞 を取 り 囲むろ胞細胞 のみ を認 識 していることがわかった

(表 4 )。

最後に充分成熟した成体(経 産個 体)から摘出した卵巣を 用 い て

連続切 片を作 製して、免疫染色を行い、各モノクローナル抗体の成

熟卵母細胞における抗原認識部位を詳細に調べた。成熟個体の卵巣

は st. IY - YI の 卵 母 細 胞 が 多く、成熟卵母細胞における抗 原の 分

布 状 態を観察するのに都合がよか った 。 この解析の結果、 t Y P e A 抗

体と t Y P e Y 抗体の認識部位 を 立 体 的に理解することが で き、 それ

ぞれの認識 部位の特異性から、 t y p e A 抗体が type Aぃ A2 の 二つ

に、 ty p e Y 抗体が type Y1， YZ の 二 つにさらに分類できることが

わかった( 図 1 2、 表 4) 0 type A1 は抗体 PY-21， PY-83， ES-78 

から構成され た。 これらは赤 道面よりも上側の動物 半 球細胞質のほ

ぼ全域に存在する抗原を認識しており、抗原分布は植物 半 球側に向

け て徐々に減少する傾向が認めら れた。 type A2 は抗体 PY-41， ES 

-5 から構 成 され、動物半球の卵細胞膜付近の狭い範囲の細胞質に存

在す る抗原を認識していた o type Y1 は抗体 PY -1 3， E S -2 4 か ら 構

成され、赤道面よりも下側の 植物 半球細胞質のほぼ 全 域に存在する

抗原を認識していた。 ty p e Y 7. は抗体 PY-46， PY-88 から構成され、

植物 半 球から卵 核胞の周囲にかけての細胞質に円筒状に存在する抗

原 を 認識していた O これらの分布の境 界 は 、 はっきりとしており、

卵 黄 の分布な どとは、明らかに異なる状態を示した。
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く考察>

本節では、 まず、抗原の極性 分 布が固定の アーテ ィ ファ クト でな

いこ と、 脱ろ 胞化した卵母細胞でも同様の分布特性が 認 め ら れ るこ

と を確認し た O そして卵母細胞の 2 分断片か ら 抽出したタ ンパク試

料を用いてウエスタン・プロッテイングを行い、 や は り 動 植 物 軸 性

を示すことを証明した。 また、動植物軸に沿って特異的な分布を 示

す type A 抗 原 と t y p e V 抗原は、 そ の 分 布 領 域 の 違 い か ら、 それ

ぞれ Aぃ A2. V 1， V 3 とさらに分 ける こ と が で き た 。

これ らの結果は卵母細胞の細胞質中にはっきりとした極性分布を

もっタン パ ク質 が存在することを 明らかにした。 この極性分布は、

2 . 4 節でも 述べ た とおり、卵黄頼粒や色素頼粒、 リボゾーム集合体、

さ まざ まな細胞内骨格分子の分 布 と は 一 致せず、 これらとの直接の

関係は無いも のと考えられた O それでは、 どの様な機構がタン パ ク

質の 極性分布を 形成するのであろう か。可能性としては次のふた つ

を考え ることができる。①タンパク質の合成と代謝のバランスが 局

所的に変化するこ とで、 こう し た 極 性 分 布 が 生 じ る 。 ② m R N A が

あらか じめ極性分布をしているとその翻訳物であるタンパク質も極

性分布されやす い。 これらの可能性の是非については Smith (1986) 

が卵母細胞の 動物半球と植物半球から m R N A をそれぞれ抽出し、

L旦 vi t r O の翻訳系を用いて実験を行 い 、 動 植 物 軸 に 沿 っ た タ ン パ ク

合成量の 勾配は、 m R N A の極性 分布を反映していると結論し、 上

の② の可能性を支持している。事実、いくつかの m R N A (Melton. 

1 9 8 7 の An-1" An-2， An-3， Vg-1; Kloc et al.. 1989 の x1 g v -7 ) 
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は極性 分布をしており、 poly(A)-+R N A の分布自体も植物、ド球の表

層近くに限られている (Capco and Jeffery， 1982) 0 従って、 タン

パク質の極性分布は、 こうした m R N A の極性分布を 反映したもの

とみなすことが可能である。一方、卵母細胞の細胞質に極性分布し

ている細胞内骨格 分 子 は m R N A と結合することができることか ら

(Jeffery， 1984， 1989; Fey et al.， 1986; Lawrence and Singer， 

1 9 8 6 )、 こうした m R N A の極性 分布に関与している可能性が 高い。

す なわち 、細胞内骨格分子の極 性分布が基となって m R N A が極性

分布を形成し、 これが翻訳されることでタンパク質の極性分布を生

じて いるのかも知れない O 但し、 m R N A の分布パターンには、本

研究で明らかになったタンパク質の分布パターン(type Aぃ A2・

V1， V2， P) ほ、どのバリエーションが無いことから、制訳後のタン パ

ク質の移動 や配置については 、細 胞 内骨格分子や細胞内小器官の直

接または間接的な 関与が有り得 る も のと考えられる O
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3 . 4 初期 発生における分布特 性

く 材 料と 方法>

アフ リカツメガエル成体雌 lこ性腺刺激ホルモン投与して得た未受

精卵に、雄精巣を P B S中で細切して作製した精 子 液 を 滴 下 し 、 人

工受精を行った O 桑実匹期後半 (st.- 6 1/2 -.. 7) に 2 . 5 %チオグ

リコール酸ナ ト リ ウム溶液で脱ゼリー処理を行い、胞臨期中期(s t . 

8 )の匹を 1 0 %中性緩衝ホルマリン で 6 時間以上固定した。切片 作

製と免疫組織 化学的染色は、 2 . 4 節で述べた方法でおこな った O

く結果と考察>

卵母細胞の細胞質中に分布 特性を示す抗体群のうち、 type Al 抗

体の p V - 2 1、 type A2 抗体の p V - 4 1、 type V1 抗体の P V 

- 1 3 の 3 つの 抗体をつかって、初期脹における分布を調べた 。 初

期目 玉は 人工受精に より発生させた胞匹を用いた O この結果、 いずれ

の抗体も卵母細胞において示したのと同様、動植物軸性に沿 った部

域性を維持していた O それぞれの特 徴 は 、 次 の 通 り で あ る 。 ① P V 

- 2 1抗体 : 動 物半 球 側 割 球への偏った部域性を示すとともに各割

球 の 周 縁の細胞質を強く染めた(図 1 3 A )。② p V - 4 1 抗体

動物半球側割球への 偏 っ た 部 域 性を 示したが、 同時に植物半球側割

球の核 、及び 核周辺にも認識す る抗原があることを示した(図 1 3 

B )。③ p V - 1 3 抗体:植物 半球側 割 球 へ の 偏 っ た 部 域 性 を 示 し、

特に植物極付近 の細胞質を濃く染めた(図 1 3 C ) 0 

-44 -



アフリカツメガエルの受精卵は第 1 卵割までに、 表層下細胞質

(subcort i cal cytoplasm) が t= 0 . 3 に 精 子 陥 入 点 周 辺 へ 収 縮 運 動

を行い、 t=O.45 に植物半球側の大規模な回転運動を、 t=O.75 に動

物半球側の小規模な回転運動 をする (Vincent et al.. 1986) 0 ま

た、 この問、細 胞質 が 部 分 的に 再配列すること (Neff et al.. 

1984; Danilchik and Denegre. 1991) が知られており、未受精卵お

よび受精卵の 倒置実験の結果 (Neff et al.. 1983; Gerhart et al.. 

1981) と併せ て、 この受精期 の細胞 質運動が背腹軸を定めると考え

られている O 従って、 p V - 2 1、 p V - 4 1、 p V - 1 3 抗体が

背腹軸形成に関わっているとするならば、将来の背腹軸方向を反映

するような部域性を示すことが期待されたが、現時点では確認でき

ていない。 むしろ、卵母細胞でみられた動植物軸性に沿った部域性

がその まま維持されており、 こうした受精期にみられる細胞質運動

の時期を経てもそ の部域性を維持し続けるタンパク質性因子である

ことを示唆し た O また、 そ の部域性から、頭尾軸形成に関わる可能

性が高いものと 思われた O
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第 4 章総括

本研究は、初 期発生過程の理解のための研究の 一 環として計画さ

れ、卵母細胞の細胞質抗原に対するモノクローナル抗体を作製する

ことから始まった O 免疫に用いる 抗原には、 バルクではあるが卵黄

の含まれていない状態の抗原 が 適 し ているとの考えから、前卵黄形

成期の卵母細胞と、 未受精卵の S 1 0 0 分 画 を 用 い た 。 これらの抗

原を用いての免疫と細胞融合の 操 作の結 果 、 モノクローナル抗体は、

前者から 1 2 3 個(p vシリ ー ズ ) 、後者から 3 4 2 個(E S シリ

ーズ〉を得る ことが で き た 。 これら抗体の選別は、 まず、免疫抗原

に 対する EL 1 SA  (2.3 節)、 そして卵巣切片に対する免疫組織

化 学 的染色(2 . 4 節 ) の 順 で行い、 時期特異性を示す抗原認識抗体

を 2 群 1 0 個(表 1、 図 6 ) 、分布特異性を示す抗原認識抗体を 4

群 2 2 個(表 2、図 7 )得た O

時期特異性抗体は、卵形成期の st. 1 - 1 1 1 に多く合成される抗

原も あれ ば (type E) 、 st. IV - VI に 多 く 合 成 さ れ る 抗 原 も あ る

こと (type L) を示した。 タンパ ク質合成活性は卵形成期を通して

一様であり (Tayler and Smith. 1985) 、選択的なタンパク質代謝

が無いならば、鋳型の m R N A の 構成が st . 1 1 1 / 1 V を境に変わ

ることを意味した O 一方、分布特異性抗体は、 st. 1 V 以降、特定の

部位に蓄積する ようになる抗原があることを示した(type A. V) 0 

分布特異抗原の 極性分布は、 3 . 3 節で考察したとおり m R N A の極

性分布に依存してい る 可 能 性 が 高 い O 従って、 s t. 1 1 I または 1V 

以降、鋳型で あ る m R N A が 極 性 分布を示すようになったことを意

味する ものと考えられた O 卵形成期を通して分布の明らかになって
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いる m R N A で ある Vg -1 は、初期卵母細胞では 一 様に分布してい

る が 、 st. 1 1 1 以降、植物極付 近に 極 性 分 布 を す る よ う に な る ( 図

14  A Melton. 1987) 。 これらのことから、卵母細胞の内部にお

い て st. 1 1 1 / 1 V を境に m R N A の構成や配置が変わり、 これを

反映し てタンパク質の消長や分布特性が現れると いうスキームを描

くことができる。 こ の ス キ ームの 是非は、抗体をもとにその c D N 

A を得て、上 旦三it旦ハイブリダ イゼ ーションによる卵母細胞内の m

R N A 分布を解析す るこ とで 判定できるはずである o

分布特異性抗原を認識する抗体は、動物半球の細胞質を 認識する

抗体群(type A) 、 植物半球の細胞質を認識する抗体群(type V) 、

周 縁の細 胞 質 を 認識する抗体群 (type P) 、核質を認識する抗体群

(type N) の 4 群に分けられた O このうち、前者 3 群につい ては、

さらにウエスタン・プロッテイン グの解析をして、糖鎖認識の疑い

がある抗体を 除 外し、最終的に 1 2 個の抗体を選別した(3 . 2 節、

表 3 ) 0 これらは、抗原認識 において、細胞質中で分布特 異性を示

す抗体であり、成 熟した卵母細 胞 の 細 胞質における分布特性から、

type Al. A 2 • V 1 • V 2 • Pとに分けることができた(3 . 3 節、図 1 2、

表 4 )。 しかも、 興味深いことに、 これらの分布領域は、 A1 と V1、

A ::: と V2 が、 それぞれ相補的であり、 あたかも境界線が 二つ存在す

る かのよ うであった(図 1 5 ) 0 これら境界は、 あくまでも抗原分

布 の上 であらわれるものであり、構造として確認できるわけ ではな

い O 従って、卵母細胞中での細胞質流動の境界を見ている可能性や 、

細胞質中での 物質輸 送 の 境 界を 見ている可能性などもありえるが、

初期発生過程にお いて発生調節因子 が局在することの重要性から考

えると、 こうした境界を形成する未知の構造があることも考えうる 。
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いずれ にせ よ、分布特性が復数あり、 それらの聞にはっきりとした

境界があ る と い う ことは 、 新しい知見であり、大きな成果であった。

以 上の 成果は 、 本研究 の 「卵形成期に お け る 細 胞 質 性 の タ ン パ ク 質

の蓄積パ ター ン を 明らかにす る 」と い う第 1 の目的を達成出来たこ

とに な り、 「動 植物軸 に そ っ た 分布 を しめす抗原の探求 j という第

2 の 目 的も 達成 し 得たと考え ら れ る。 ま た、 3 . 4 節で述べたとおり、

これらの動植物軸に沿 っ た 分 布を 示 す抗 原 の 一 部は 胞区、期において

もその 分布状態が維持されていた O これは、 これ ら の抗 原が頭尾 軸

形 成に関わ っ ている可能性を 示 したことのみな らず 、 本 研 究で得た

抗体 が初期発生過程での研究にも利用できることを 示 し た。

今後の課題は、本研究で明らかになった抗原の同 定 を 進めること

で ある O なによりも、初期発生におい てどの械な機能を 担って い る

か を解明することが第 ー であり、 次に 抗 原 の 分 子 とし て の 同定が必

要になるであろう O 未知の因子であれ、既知の因 子 であれ、分 子と

しての同定が行 われ る こ と で、研究は大きな展開を迎える ことがで

きるはずである O

体軸形成 につ い て最も解明されている実験動物は、現 在 の処、 キ

イロショウジョウパエ(D r 0 S 0 P h i 1 a m e 1 a n 0 g a S t e r )であろ うo ショ

ウジョウパ エで は、卵形成期は 3つに分けられ、 11聞に形成細胞巣期 、

前卵黄形 成期、卵黄形成期と呼ぶ( 丸尾 ， 1989) 。 このうち、最初

の形成細胞巣期は卵室形成の時 期であり、 ショウジョウ パエ固有で

あ るが、後者の 二 つは、 アフリカツメガエルの前卵黄形成期、卵 黄

形 成期に相当する ものである O 体制の軸性は、 まず、卵黄形成期 前

半で 頭尾軸が遺伝 子 dic， bic， f s(1)K10 の発現により決 定 される 。
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つぎに卵黄形成期後半に遺伝子 d1 -1 i k e， ud-lik e， t o r -1 i k e の発

現によって背腹軸が決定される(黒岩， 1987) 0 すなわち、 ショウ

ジョウ バエの卵 は成熟卵母細胞の段階ですでに軸性の 二 っともが決

まってお り、完全なモザイク卵 で ある。軸性に関わる遺伝子や突然、

変異体 は、 すでに 4 0 以 上も報告されているが(岡田， 1989) 、 な

かで も発生開始前に発現する b c生二.旦旦三この m R N A の濃度勾配と、

発 生開始まもなく形成される両遺伝 子 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 勾 配 が 、

頭尾軸形成に最も重要であるらしし 、 。 また、 背腹車由形成については、

T 0 1 1 + 遺伝 子の局在性が、最も 重要 であるらしいこともわか ってい

る(黒岩 1989; Pankratz and Jackle， 1990) 。

アフリカ ツメカエルにおいて も 、 こうした体軸形成遺伝 子をショ

ウジョウパ エ の 遺 伝子をプローブにして探る試みが行われ ているが、

まだ軸形成を促す 決定的な遺伝子の解明はなされていない O アフリ

カツメ ガエルがショウジョウバエと異なる大きな点は、調節卵であ

るとい う点であり、背腹軸が発生開始後に定まる点である。すなわ

ち 、 卵 母細胞では、頭尾軸のみが 決定しており、受精後、背腹軸が

形成されるのである o Render と Elinson (1986) による巧妙な 受精

卵分離実験によると、 この背腹軸形成は t=0.5 (受精後 5 0 分) ま

でになされる らしい 。 一 方 、 頭尾軸(動植物軸)については、 どの

段階で形成 さ れ る かまだ判明していないが、本研究で得られた結果

をもとに類推 する なら ば、 卵黄形成期後半、 st. IV - VI の時期 で

あろう。

本研究で得ら れたタンパク質の分布状態(図 1 2 )と、す でに知

られている m R N A の分布状態(図 1 4 )を比較すると m R N A の

方が極端な局在性 、 または急な勾配を示しているのがわかる 。 タン
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パク 質 の 極 性分布 についてはそ の仕組み が 不 明 で あ る が 、 m R N A 

の極 端 な 局在性 iこ 依存している可能性が極めて高いと考えられる。

上述 した ショ ウ ジョ ウ パエの 立王 立二 遺伝子の発現ノマターンにおいて

は、 極端な m R N A の 勾 配 が もと に なって 、 や や 緩 や か で 広 い 範 囲

に及ぶ 翻 訳物 の勾配 ができるこ と が 指摘 さ れ ており、 それが頭尾軸

形 成に重要 である ら しい(S t. J 0 h n s t 0 n e t a 1 .• 198 9 )。 アフリカ

ツ メガエル でも頭 尾 軸形成遺 伝子 は bcd+ と 問 機 、 m R N A におい

ては細胞内 骨 格 分 子 などと結合して極端な濃 度 勾配を 作り、 タンバ

ク 質 と なっては自由拡散により緩やかな勾配を作 って 細胞 質に広 く

分 布し ているのかも知れない。

本研究 は、初期発生の研究の ために卵母細胞からスタ ー ト したと

いう 点で例の無い研究である。 ほと ん ど 分 画 し て い な い 抗 原を用い

て、 抗 体を大量に作り、 それ を 多 段階のスクリー ニ ング によ って選

別していくとい う点で、 モノクローナル抗体作製の常道を外れ るも

のであった O 卵黄と い う 免 疫染色 の際にすぐに非特異的吸 着をおこ

してしまう物質と正面からつきあわねばならない研究 で もあ っ た。

こうして得た成果は、他の方 法か らは得ることのできない価値の あ

るものである O しかし、 その 成 果 から確定的にいえることはま だ少

ない O その理由のひとつは、検 出感 度 の 問 題 で あ り 、 検 出 し よ うす

る分 子 が有 る の か 、 無 い の か 、 どのような状態でそこにあるのかを

はっきりと させ る ことが困難であるという、 いわば免疫 学 的な 手法

を用 い るかぎ り、避け得ない技術的な限界である。 も う ひ と つ は、

個々の抗原 に つ い て 、 詳 細 が未検定のまま残されていることにある O

前者 については、 今後、別なアプ ロー チ 、 例 え ば 分 子 遺伝 学 的な 手
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法を試 みることでかなり解決 さ れるであろう O また、後者について

は前述したように、 初期発生過 程 に重きをおいて今後の研究を進め

ることで、展 望で き る よ う に なるはずである O

金谷(1975) は、 卵細胞についての総説のおわりに次のように述

べて い る o r正 常発生において卵が受精 後発 生し 、個 体と して 種特

有の 形態 形成 を行うときに、 ま ずはじ め に も っ と も 根 本 的 な 原 因 と

してはたら くのは 卵の極性も し く は 卵構成成分の局在性(部域的差

異)であろう 。形態的にその内容物の分布などからもたしかに極性

(もしくは 部域的 差異)は存在し、 また卵表層にはウニなどで明ら

か なよ うに動物極から植物極にか けて 、 その生理的能力において極

性が存在しているが、 いったいこれはどの様にして構成されてくる

のか ? あ る意味 では形態形成機構の理解にとってもっとも重要な

この問題に関しては残念なが ら何もはっきりしたことはわかってい

な いといってよい。 J

本研究は、初 期発生過程の理解のためのほんの一里塚である O し

かし、 この金谷の言葉と同じ問いかけ を 抱 き 、 研 究 を 遂 行 し た 結 果 、

卵の中の極性分布物質の形成過程を判明できた。 そして、今後の課

題と展望などがはっきりとしてきたことは、本研究をさらに進める

上 で 、 大き な成 果である O この実 感をもって総括とする。
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1ntensity of immunostaining in 

Antigen oocyte 
I 

oocyte 
11-111 

oocyte follicular 
1V-V1 cells 

type E (early stage specific) 

PV-7 + + 

PV-l1 + 

PV-34 + + 

PV-53 ++ + 

ES-23 + + 

ES-37 ++ + 

ES-72 + ++ 

ES-83 + + 

type L (late stage specific) 

PV-39 + ++ 

PV-89 + + 

表1 時期特異的な認識を示す抗体

Molecular 
Weight 

46， 45， 42， 
45， 36， 35 

51 
47 

36， 

各抗体の前卵黄蓄積期 (st. 1)の卵母細胞、卵黄蓄積期前半 (st.日 一 111 )の卵母細胞、卵黄蓄

積期後半 (st. IV -VI)の卵母細胞に対する染色の強さを示す。 +は弱い、 ++は中問、 ++-fは強

い染色を示し 、空欄は染色されなかったことを示す。なお、これらの抗体はいずれもろ胞細胞を染色

することはなかった。 一一番右の列は、ウエスタン・ブロッテイングによ って同定 された認識分子の分

子量を示す。単位は kD 0 方法は 3.2節の「ウエスタン・プロッテイング」の項を参照 。
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1ntensity of immunostaining in 
一一一 一一一一一 一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Antigen oocyte oocyte oocyte follicular 問olecular
I 11-111 1V-VI cells Weight 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

type A (animal side cytoplasm-specific) 

PV-21 ++ ++ A + 62， 46 

PV-41 ++ ++ A 

PV-83 + ++ +A 45 

ES-5 + + A 59 

ES-51 +N +N +A 

ES-54 +N +N +A 

ES-78 + ++ +A 59， 58， 52 

ES-426 + + NA 

ES-455 + + A 52 

type V (vegetal side cytoplasm-specific) 

PV-12 + + V +一 47， 44， 36， 35 
PV-13 ++ + V 50， 43， 31 
PV-46 + + V 48， 45 
PV-68 + + V + 44 
PV-88 + + V + 42 

ES-24 + ++ VP 75 
ES-458 + + NV 

type P (peripheral cytoplasm-specific) 

ES-41 P +P P 64 
ES-61 P +P +P 
ES-82 +P +P +P 70 

type N (nucleoplasm-specific) 

ES-I07 +N +N +N 54， 49 
ES-113 +N +N +N 54 
ES-179 +N +N +N 54 

表2 分布特異的な認識を示す抗体

細胞質に極性分布する抗原を認識する 3タイプの抗体 (lypeA. lype V. type P) と核質を認識する

抗体 (typeN)をそれぞれ列挙した O 各抗体の前卵黄蓄積期 (st. I)の卵母細胞、卵黄蓄積期前半

(st. II -III) の卵母細胞、卵黄蓄積期後半 (st. IV -VI)の卵母細胞に対する染色の強さを示す。

+は弱い、 ++は中問、 +十+は強い染色を示し、空欄は染色されなかったことを示す O なお、これ

らの抗体若干がろ胞細胞を染色した O 表中のアルファベットは、動物半球側に偏る (A) 、植物半球

に偏る (V) 、周縁の細胞質に偏る(p )、核質も染める (N) とい った分布状態を示す。一番右の

列は、ウエスタン ・ブロ y テイングによって同定された認識分子の分子量を示す。単位は kD 。方法

は3. 2節の 「ウエスタン・ブロ y テイング」の項を参照。
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type A 

PV-21 
PV-41 
PV-83 
ES-5 
ES-78 

type V 

PV-13 
PV-46 
PV-88 
ES-24 

type P 

ES-41 
ES-61 
ES-82 

表3 ウエスタン・ブロッテイングの解析によって選別されたモノクローナル抗体内

表2の 19穫のモノクローナル抗体 (typeN抗体をのぞく)が、ウエスタン・フ o''J'::; 

によって 12種までに選別された。 アイングの解析
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Antibody 

type AJ... 

PV-21 
PV-83 
ES-78 

type Az 

PV-41 
ES-5 

type VJ... 

PV-13 
ES-24 

type Vz 

PV-46 
PV-88 

type P 

ES-41 
ES-61 
ES-82 

1mmunostaining in situ Western blotting (kD) 

oocyte 
I 

oocyte 
11-111 

oocyte oocyte 
animal half vegetal half 

oocyte 
1V-V1 

+ ++ ++ 、‘.，
Jno 

A
守

，、‘，
J

、‘，J

ρ
0
ρ
O
Q
U
 

6
6
4
 

，，t
‘、
，，st
、，
t
t
、

、1z
f

Q
U
 

Q
U
 

ハU4
 '

d
 

A
守

-
Q
U

4

n

4

 

，，.‘、

+(F) 

+(F) 

++ 

++ 

+ 

++(N) 

+(F) 

+(F) 
n.d. 
38 

n.d. 
n.d. 

++ 

+ 

++ 

++ 

++ 

++ 

+ 

++ 

n.d. 
n.d. 

>200 
>200 

+++ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+++ 

+++ 

(94) 

n.d. 
64 - 65 
>200 

+(F) 

+(F) 

+(F) 

n.d. 
47 

n.d. 
75， 47 
ca. 200， ca. 150 
77， 47 

+

+

+

 

+

+

+

 

+

+

+

 

表4 分布特異性抗原の消長と分子量

細胞質に極性分布する抗原を認識する抗体を各タイプ別にわけで抗原認識の消長と分子墳を示す o ~íj 

卵黄形成期 (st. I)の卵母細胞、卵黄形成期前半 (st. 1 1一日 1)の卵母細胞、卵黄形成期後半 (s

t. IV -VI)の卵母細胞に対する染色の強さで示す o +は弱い、++は中問、+++は強い染色を示

し、空欄は染色されなかったことを示す。なお、 typeAl・A'2.. V1 • Vzは、 st. IV -VI の時期には

特異分布を示すが、それ以前は均一分布である。ウエスタン・ブロッテイングの結果は、動物半球側

と植物半球側とに切り分けた断片からの S0 S抽出による試料を抗原として用いて得たものである。
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(After Dumont 1972) 

図l 卵形成期の各発生段階と形態的な極性。図で示した卵母細胞は、 左から)1慣に前卵黄蓄積期、卵

黄蓄積期前半、卵黄蓄積期後半(成熟卵母細胞)の形態を示したもので、図の左に外部の形態的特徴

右に内部の形態的特徴を示す。成熟卵母細胞は、さらに産卵されるまでの過程で、卵核胞崩壊が起こ

り、動物極周辺に白斑を 卵核胞の周辺に透明な細胞質領域(clearcytoplasm)を生じる O
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Nylon net-cloth 

、

A 

B 

図2.ナイロン網による卵母細胞の分別

Kawahara's 

CMF 

A)ナイロン網をセットする容器。ポリスチレン製の遠心管と 35mmフィルムの半透明ケースを材

料に外筒と内筒をっくり、この聞に網を挟み込むようにして任意のサイズのナイロン網をセットする 。

セットされた円筒は 50 m 1の小ビーカーの中で、卵母細胞の分別に用いられる 。

B)若い成体雌の卵巣からコラゲナーゼ、処理とナイロン網による分別により得た卵母細胞。卵黄形成

期以前の卵母細胞 (st. 1) なので、細胞質が透明であり、核内には多くの核小体があり、ミトコンド

リア ・マス が見られる。パーは 300μm
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図3 試料の薄切片から抽出したタンパク質の電気泳動パターン O

A)包埋試料は 16μmずつ薄切し 、これを 5枚 1組(但し、植物極部

位は 7枚 1組 、動物極部位は 6枚 1組〉として、タン パク質試料 とした O

試料番号は動物極から植物極方向へ順に与えた O

B) 1 2の薄切片から抽出した タンパク質の SD S電気泳動パター ン。

ゲル濃度は 15 % 0 銀染色で染色 O 各レーンの番号は試料番号 を示す O

両端の 2レーン は分子量マーカー。左縦軸に分子量をkDで示す。 ゲル

上の印は 、・ :動物極にのみ特異的に存在するタン パク質 A :動物半

球に偏 りがみられる タンパク質 ム:植物半球に偏りがみ られるタン パ

ク質をそれぞれ示す。

C) タンパク質の泳動パターンをoD 6(1(1で汲IJ定した結果 O 各 グラフの右

肩に試料番号 、上横軸に分子量、下横軸に泳動距離を示す O 図中の印は

女 :各試料に共通にみられたもの ・ :動物極にのみ特異的に存在する

もの 企 :動物半球に偏りがあるもの ム :植物半球に偏 りがあるもの

p フ ォスビチン L 1 :リポピテリン L1 L z :リポ ピテリン L::. を

示す 0 ・印及び分子量 21，500以下のAムの印の位齢、 B)と対応。
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図4.抗原の電気泳動ノマターン。ゲル濃度は 10 %でクマシーブリリアントブルー染色を行 った。左

縦軸に分子量(単位は D) 、右縦軸に卵黄頼粒構成タンパク質の泳動位置を示す 。試料は左か ら、分

子量マーカ一、 Dumontのステージ Iの卵母細胞、未受精卵の S 1 0 0分画、卵巣の S 1 0 0分画、 未

処理の未受精卵であり、 SD Sによりタンパク抽出を行った。
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図5.アフリカツメガ‘エルの卵巣の構造。
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A)免疫染色の抗原として用いた若い成体雌から摘出した卵巣のへ マトキシリン ーエオシン染色像。

卵巣壁(爽壁)にそっ て様々な段階の卵母細胞が並ぶ。右図に各卵母細胞の発生段階を示す。パーは

5 0 0μm 

B)卵巣組織の模式図 o (Dumont and Brumett 1978) 
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図6.時期特異性を示す抗体の卵巣切片染色像 O 各切片は連続切片であり、図中の記号 Pは前卵黄蓄

積期の卵母細胞、 Eは卵黄蓄積期前半の卵母細胞、 Lは卵黄蓄積期後半の卵母細胞を示す。パーは

5 0 0μmo 

A)卵形成期の初期~中期特異的な抗体 (PV-34)0 

B)卵形成期の中期~後期特異的な抗体 (PV-39)。

C)卵形成期の全時期で抗原認識する抗体 (PV-20)。
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図7.分布特異性を示す抗体の卵巣切片染色像。パーは 500μffio 

A) 分布特性の無い抗体(PY-20)0 B) type A抗体(PY-41)。

C) type Y抗体 (PY-12)0 D) typeP抗体 (ES-41)。

E) type N抗体(ES-I07)。
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図 8.卵母細胞の細胞質に分布特性を示す抗体の認識部位。卵母細胞形成過程を大きく 3つに時期を

分けて模式図にした O 前卵黄形成期 (st. 1)、卵黄形成期の前半 (st. 11 -111)、卵黄形成期の後半

(st. IV -VI)である。
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stage II 
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[400μm 川町網]

+ 一一一一一一一一

|通過

o 450--600μm  

stage III 

卵母細胞

o 600μm--

stage IV -VI 

卵母細胞

図9.卵母細胞をサイズ別選別する過程。写真は左から、直径 300μm以下 (st. 1)、直径 30 0 -

450 μm(st. 11)、直径 450-600μm(st. 111)、直径 600μm以上 (st. IV -VI)の卵母

細胞。
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図 10 .抗原の極性分布を調べるためのウエスタン・プロッテイング。

A)成熟卯母細胞の 2分割する部位 O 破線部が切断面で、それよりも上を動物半球側断片、 下を拍.物

半球側断片として扱った O

B) ウエスタンブロッテイングの結果。図の左に分子量を kDで、右に卵黄タン パク質の泳動位置を

示す。各レーンは 2本 1組で、上端に抗原として泳動したタンパク試料が動物半球側断片からの抽出

液であるか (A)、植物半球側断片からの抽出液であるか (V)を示す。レーン Oはコントロ ールの抗体と

して、マウス抗アフリカツメヵーエル血清アルブミンモノクローナル抗体を用いた。レーン 1は、 type

Al抗体 (ES-78)の結果。レーン 2は、 typeVz抗体 (PV-88)の結果。レーン 3は、 typeP抗体 (ES-61)

の結果。図中ム印は、それぞれの抗体が認識している抗原のバンド位置を指す。レーン 0、2、3に

分子量 12 0 I{ D付近のバンドが見られるが、リポビテリン L1と抗体の非特異的吸着と思われる。
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図 11 . ES-41抗体 (typeP)の認識部位。

A)脱ろ胞化した卵母細胞 (st. VI)の染色像。

B)写真 Aの囲み部分の拡大。
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図 12 .卵母細胞の細胞質に部域性を持って分布する抗原。写真は左から、 st. r (前卵黄形成期)

の卵細胞、 st. r r 1 (卵黄形成期の前半)の卵母細胞、 st. V -VI (卵黄形成期の後半)の卵母細胞 0

1ずれの写真も、卵母細胞の動植物軸が図面の上下方向にできるだけ一致するように並べた。パーは

500 μm。
A) type Al抗体 (PV-83)o B) type A2 抗体 (PV-41)。

C) type V 1 抗体 (PV-13)o D) type V2 抗体 (PV-88)0 

- 7 8 -



A 

B 

C 
s
t
a--μ.4E高
崎

図 13 .胞)庄野!における抗原分布 O パーは 500μm。
A) PV-21抗原 (typeA1)o B)PV-41抗原(typeA.J 0 C) PV-13抗原 (typeV1)。
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Fig.3 Translocation of Vgl RNA during oogenesis. In s;/u 
hybridizations were performed with an antisense Vgl RNA probe 
as described in Fig. 1 legend. Albino oocytes at various stages of 
growth are shown目 Theblack hole present in the centre of most 
sections is the nuc¥eus or germinal vesic¥e (GV). The stages accord-
ing to Dumont21 are 1， 11， 111， 111 and IV for Q-f， respectively. 
The scale bar in Q is 200μm and applies to Q-f. A stage-ll and 
two stelge-IV oocytes from a wild-type female are shown inJ. where 
the scale bar is 200μm. Note that the white ring around the 
pigmented oocytes is due to the pigment granules in the cortex. 

図 14. mRNAの局在性。
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A)植物半球から作製された cDNAライブラリから選別されたVg-1R N Aの分布。(Melton1987) 

B) [3 H] po 1 y (U)を用いた並並旦 hybridizationによって明らかにされた po1 y (A)" R N Aの極↑ι
分布。卵母細胞の各段階に応じて存在する領域が変化する o (Capco & Jeffery 1982) 
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図 15 .成熟卵母細胞の動植物軸性に沿った抗原の分布域を示す模式図 o type A
J 抗原 と lype V

J 抗
原の分布域を図の左側に 、typeAz抗原と type V2 抗原は図の右側に示 した 。
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