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要約　cAMPの分解酵素であるホスホジエステラーゼの活性を阻害する作用を有する3-イソブチル-1-メチルキ
サンチン(IBMX)で処置したマウス卵母細胞について, 核の成熟状態を観察するとともに, 20α-ヒドロキシステロ
イド脱水素酵素(20α-HSD)の活性を調べ, 卵母細胞の核の成熟と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝
との関係の有無を検討した。

成熟分裂を再開した卵母細胞の割合は, 50uMの濃度のIBMXで処置したものでは3.0%であり, IBMX処置して
いない対照の卵母細胞の100%(こ比べ, 有意に低かった。
一方, 20α-HSD活性は, IBMX処置した卵母細胞と対照の無処置卵母細胞のすべてに認められ, 両者の間で活

性に相違はみられなかった。

以上の結果から, マウス卵母細胞の核の成熟と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝との間には関係
のないことが確認された。

キーワ-ド : マウス卵母細胞, 20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝, 3-イソプチル-1-メチルキサンチ
ン, 組織化学

緒　　　言

噛乳動物において.卵母細胞の成熟二はステロイドが関与していることが知られている。すなわち.ウシ')

とヒト2)ではエストラジオール1171とプロゲステロンが,ヒツジ3)ではエストラジオールー171が.アカゲザ

ル4)ではプロゲステロンが.それぞれ卵母細胞の成熟を誘起する物質であることが調べられている0

一方.卵母細胞の核の成熟に伴って.細胞質でのステロイド代謝に変化のみられることが報告されている。

すなわち. PMSGとhCGを注射したラットから採取した卵母細胞において.プロゲステロン合成に関与してい

る△5-3 β-ヒドロキシステロイド脱水素酵素(△5-3 l-HSD)の活性は.排卵に向けて有意に上昇し.排卵直後

にピークに達することが生化学的に確かめられている5)o　また.培養したブタ卵母細胞において. △5-3β一

HSD (基質としてDHA使用). 17l-IISD (テストステロン)および20かHSD (20β-ヒドロキシプロゲステロ

ン)の活性は.培養時間の経過に伴う変化を示さなかったが. △5-3 l-HSD (プレグネノロン. 17α-ヒドロキ

シプレグネノロン). 17l-HSD (ェストラジオールー171). 20α-HSD (20α-ヒドロキシプロゲステロン)およ

び20l-HSD (17α-ヒドロキシプロゲステロン)の活性は.培巷時間の経過に伴って低下し.培襲後44時間では

ほとんどの卵母細胞でみられなくなることが組織化学的に確かめられている6)O　また.培巷時間の経過に伴っ

て低下したHSDの活性は,卵母細胞をオロモウシンで処置して核の成熟分裂再開を抑制すると.変化しなかっ

たことから.ブタ卵母細胞では核の成熟と細胞質でのプロゲステロン. 17α-ヒドロキシプロゲステロン. 17α.

20β-ジヒドロキシプロゲステロン. 20α-ヒドロキシプロゲステロンおよびエストロゲンの代謝とは密接な関

係のあることが示唆されている6)。さらに.マウス卵母細胞では. △5-3 β-HSD(DHA,プレグネノロン. 17α-

ヒドロキシプレグネノロン). 17β-HSD (ェストラジオールー17l.テストステロン). 20l-HSD (17α-ヒドロ

キシプロゲステロン. 20かヒドロキシプロゲステロン)の活性は.成熟に伴う変化を示さなかったが. 20α-

HSD (20α-ヒドロキシプロゲステロン)の活性は.成熟に伴って出現するとともに.高くなることが調べられ

ている7)。なお.マウス卵母細胞の20α-HSD活性は.オロモウシンで処置して核の成熟分裂を抑制しても.対

照のオロモウシン処置していない卵母細胞のものと同様に認められることから.マウス卵母細胞では核の成熟

と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝との間には関係のないことが推察されている7)0
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上述のように.卵母細胞の核成熟と細胞質成熟との関係を調べるためにオロモウシンが使用されている。オ

ロモウシンは.卵母細胞の成熟促進因子(MPF:Maturation-promoting factor)のサイクリン依存キナ-ゼである

p34cdc2/cyclinB kinaseの活性を抑制して核の成熟分裂再開を阻害する作用を有するサイトカイニンの頬緑物質

であることが知られているa9)。一方. 3-イソプチルー1-メチルキサンチン(IBMX)は. cAMPを5--AMPに分

解する酵素であるホスホジェステラ-ゼの活性を阻害する物質T.卵母細胞内のcAMPレベルを高く保つこと

で卵核胞の崩壊を抑制すると考えられているl…)。既述のように.マウス卵母細胞の核の成熟と細胞質での

20α一ヒドロキシプロゲステロン代謝との関係を確かめるために.核の成熟分裂を阻害する物質としてオロモ

ウシンが使用されているが　IBMXを用いて核の成熟分裂再間を抑制した場合の20α-ヒドロキシプロゲステ

ロン代謝は調べられていない。

本研究は.核の成熟と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲ云テロン代謝との関係をより明確にするために.成

熟分裂の再開を阻止する作用を有することが知られているIBMXl…で処置したマウス卵母細胞について.核の

成熟状態と細胞質における20α-HSD活性を観察し.無処置卵母細胞のそれらと比較したものである。

材料および方法・

¥mwj
供試動物として. PMSG(セロトロピン.帝国巌器) 5単位を腹腔内注射したICR系の成熟雌マウスを用いた。

マウスの飼育は24℃に調節した室内で行い.点灯は午前4時から午後6時までの14時間とした。

2.卵母細胞の核の成熟に及ぼす旧MXの影響

核の成熟に及ぼすIBMXの影響を調べるために. PMSG注射後48時間に胞状卵胞から採取した卵母細胞を.

5. 10. 50あるいはl抑LJMのIBMX (SigmaChemicalCo.,USA)を含むTYH液13'で　37℃でC02 5%,空気

95%の気相下で8時間培賛した.なお, IBMXを含まないTYI-I液で8時間培巷した卵母細胞を対照として用い

たIBMXは. lOOmMの濃度になるようにDMSO (和光純薬株式会社)で溶解し.培茸液でさらに希釈して上

述の濃度に調整した。なお,培巷液中のDMSOの濃度は0.1%とした。

核の成熟状態を観察するために.各種濃度のIBMXで処置した卵母細胞および対照の無処股卵母細胞を.酢

酸・エタノール(1 :3)に. 4℃で24時間固定した。固定後.卵母細胞を1.0%アセトラクモイド液で染色し.

光学顕微鏡下せ観察した。なお.卵母細胞の固定および染色の操作は.スライドグラス上でカバーグラスをか

ぶせた状態で行った。

3.旧MX処置した卵母細胞の生存性

50j^Mの濃度のIBMXを含む培養液で培饗した卵母細胞の生存性を確認するために. IBMX処置した卵母細

胞を. IBMXを添加していないTYH液に移し. 37-CでC02 5%.空気95%の気相下で培養した。培巷後7お

よび14時間後に.これらの卵母細胞を上述の方法に従って処匿し.核の状態を光学顕微鏡下で観察した。

4. 20α-HSD活性の検出

IBMX処置した卵母細胞および対照の無処置卵母細胞における20α-HSD活性を観察するために.これらの

卵母細胞をNIIMURAとIsHIDAが使用した処方14'に準じて作成した基質液に, 37Tで20分間浸渡したo基質液の

組成は. 20α-ヒドロキシプロゲステロン(Sigma Chemical Co.) 1.8mg, NADP (Sigma Chemical Co.) 4.0nlg.

ニトロブルーテトラゾリウム(SigmaChemicalCo.) 2.0mgおよび0.1Mリン酸緩衝液(pH7.5) 10mlであるo　な

お.基質を含まない液に浸潰した卵母細胞を陰性対照として用いた。

また. 20α-HSDの組織化学的反応は. NADPH2-脱水棄酵素(NADPH2-DH)に依存しているのでIS)この酵

素の検出をBARKAとAndersonの方法15)に従って行った。

5.統計処理

得られた数値の統計処理にはxz検定法を用いた。

結　　　果

1.核の成熟

1BMX処置したマウス卵母細胞の核の状態について得られた成練は表1に示した通りである。すなわち.
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Table 1. Nuclear maturation of mouse oocytes cultured with IBMX

Concentrations No. of No. and (%) ofoocytes at the stage of
of oocytes

IBMX (uM) examined Germinal vesicle Diakinesis Metaphase I Anaphase I Telophase I Metaphase II

0

5

10

50

100

53　　　　　0( 0)　　　0(0)　　36(68)　　5( 9)　　12(23)

56　　　　1( 2)　　　0(0)　　42(75)　　6(ll)　　　7(13)

54　　　　　6(ll)　　　0(0)　　47(87)　　0( 0)　　1( 2)

33　　　　32(97)　　　1(3)　　　0( 0)　　0( 0)　　　0( 0)

39　　　　38(97)　　　0(0)　　1( 3)　　0( 0)　　　0( 0)

0(0)

0 (0)

0(0)

0(0)

0(0)

The oocytes were observed after 8 hrs of culture.

Fig. 1. A mouse oocyte cultured for8 hrs Fig. 2. A mouse oocyte cultured for 8 hrs

without IBMX and stained with with IBMX and stained with aceto-

aceto-lacmoid. The nucleus shows lacmoid. The nucleus shows the

the metaphase I stage.　　　　　　　　　germinal vesicle stage. Scale

indicates 50 〟m.

IBMXを含まない培養液で培養した対照の卵母細胞では.卵核胞期のものはみられず.すべてが成熟分裂を再

開していた。なお.多くの卵母細胞で　核は第-成熟分裂中期に達していた(68%,図1).一方. IBMX処置

したマウス卵母細胞では.成熟分裂を再開しているものの割合は. 5〃Mの濃度では対照の無処置卵母細胞のも

のと相違なかったが. 10, 50および100〃Mの濃度では対照の卵母細胞のものに比べ,いずれも有意に低かっ

た。なお, IBMX処置した卵母細胞において,成熟分裂を再開したものの割合は. 10〟Mの濃度では89%であっ

たが. 50および1∞〃Mの濃度では有意に低く.いずれも3%であり.残りはすべて卵核胞期(図2)にあった。

このことから.ほとんどの卵母細胞の成熟分裂の再開を抑制するIBMXの最低の濃度は. 50〃Mであることが

確かめられた。

2.卵母細胞の生存性

50〃Mの濃度のIBMXで処置したマウス卵母細胞を. IBMXを含まない培巷液で培養したところ.培養7時

間後では54%の卵母細胞で14時間後では94%の卵母細胞で　核はそれぞれ第二成熟分裂中期に達していた。

従って. IBMX処置した卵母細胞の生存性は損なわれていないことが確認された0

3. 20α-HSD活性

20α-HSD活性検出のために, 50xiMの濃度のIBMXで処置した卵母細胞および対照の無処置卵母細胞を,

NIIMURAとISHIDAの方法14)に従って作成した基質液に浸演すると.細胞質に青色のジホルマザン額粒の沈着が
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Fig. 3. Mouse oocytes cultured for 8 hrs with IBMX and treated by the method of

NIIMURA and ISHIDA. Scale indicates 50 」/m.

Diformazan granules showing the presence of the activity of 20α-HSD are

deposited in the cytoplasm of an oocyte (a), but not in the cytoplasm of a

negative control oocyte, which was incubated in a substrateイree solution (b).

Table 2. 20ォーHSD activity in mouse oocytes cultured with IBMX

Concentrations No. of　　　　　　　　　　　　　20 α -HSD

of oocytes　　　　　　　　　　　20 α -Hydroxyprogesterone

IBMX (uM)　　　　　　examined　　　　　　　　　+

0

50

30

38

30(100)"　　　　　　　　0(0)I

38(100)'　　　　　　　　0(0)'

The oocytes were observed after 8 hrs of culture.

" Substrate for enzyme-histochemistry.

2> + Positive. - negative.

Values with different superscripts in the same column are significantly different (PO.05).

みられた(図3a)。この頬粒は,基質を含まない液に浸潰した卵母細胞には出現しなかったので(図3b).ジホ

ルマザン額粒が20α HSD活性を示していることが確かめられたIBMX処置したマウス卵母細胞の20α-HSD

活性について得られた成績は表2に示した通りであるoすなわち. 20α-HSD活性は. IBMX処置した卵母細胞

とIBMX処置していない対照の卵母細胞のすべてに認められ.両者の間で活性に相違はみられなかった。

4. NADPHrDH活性

BarkaとAndersonの方法16)に従って作成した基質液にマウス卵母細胞を浸溌すると.すべての卵母細胞に

NADPH2-DHの活性を示すジホルマザン額粒の沈着が認められた(図4 a).なお.基質を含まない液に浸潰し

た卵母細胞にはジホルマザン頼粒の沈着は認められなかった(図4 b),

考　　　察

既述のように.マウス卵母細胞では.成熟に伴ってプロゲステロン. 17α-ヒドロキシプロゲステロン. 17α.

20かジヒドロキシプロゲステロン. 20l-ヒドロキシプロゲステロン.エストロゲンおよびアンドロゲンの代

謝は変化しないが. 20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝は出現して高まることが確かめられている7)。なお.

成熟に伴って変化した20α-HSD活性は,オロモウシン処置して核の成熟分裂再開を抑制した卵母細胞におい

ても.対照のオロモウシン処置していない卵母細胞のものと同様に認められたことから.マウス卵母細胞の核
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叫

Fig. 4. Mouse oocytes cultured for 8 hrs with IBMX and treated by the method of BARKA

and ANDERSON. Scale indicates 50 〃m.

Diformazan granules showing the presence of the activity of NADPH2-DH are

deposited in the cytoplasnl of an oocyte (a), but not in the cytoplasm of a

negative control oocyte, which was incubated in a substrate-free solution (b).

の成熟と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝との間には関係のないことが推察されている7)。一

方.ブタ卵母細胞では.成熟に伴って20l-ヒドロキシプロゲステロンとアンドロゲンの代謝は変化しないが.

プロゲステロン. 17α-ヒドロキシプロゲステロン. 17α.20β-ジヒドロキシプロゲステロン. 20α-ヒドロキシ

プロゲステロンおよびエストロゲンの代謝は低下することが考えられている6)。なお.ブタ卵母細胞では,成

熟に伴って低下した各種ステロイドの代謝は,オロモウシン処置して核の成熟分裂再開を抑制すると,変化し

なかったので　ブタ卵母細胞の核の成熟とプロゲスチンのいくつかおよびエストロゲンの代謝との間には密接

な陶係のあることが示唆されている6㌔　このように.卵母細胞の成熟に伴うステロイド代謝は,動物種によっ

て異なっているとともに.核の成熟とステロイド代謝との間に関係のある動物種と関係のない動物種のあるこ

とが明らかにされている。

MPFは.細胞周期調節因子として, 1971年にMasuiとMarkertl"によって発見されたもので, MPFの卵

母細胞の成熟分裂再開に及ぼす作用は動物種に限定されない普遍的なものであるとともに. MPFはあらゆる其

核細胞生物におけるM期促進因子であると考えられている18)また. MPFは,触媒サブユニットであるサイク

リン依存性キナ-ゼI (cdklあるいはp34C*2)と調節サブユニットであるサイクリンBからなるタンパク質複合

体であることが知られている19.20)卵核胞期の卵母細胞において. MPFは,プロテインキナーゼA (PKA)の

はたらきによりリン酸化が抑制されているとともに,アデノシンーリン酸活性型プロテインキナ-ゼ(AMPK)

が活性を持たない状態で保たれているため.不活性型として存在している　LHの分泌刺激によって.卵母細

胞内ではcAMP濃度が低下し, PKAの不活化とAMPKの活性化が起こり.結果として, MPFは. PKAの作

用から解除されるとともに. AMPKの作用によってリン酸化されて活性化する。この活性化したMPFが.卵母

細胞の核に作用して卵核胞崩壊を引き起こすととも.に.第二成熟分裂中期まで核分裂を進行させるといわれて

いる21' IBMXは.細胞質でのPKAの不活化とAMPKの活性化に必要なcAMPレベルの低下を引き起こすホ

スホジエステラーゼの活性を抑制することによって,卵核胞の崩壊を阻止する作用を有するものであることが

知られている101乙2227)一方.サイトカイニンの類縁体であるオロモウシンは. MPFのサイタリン依存キナーゼ

であるp34 /cyclinB kinaseの活性を抑制することによって,卵核胸の崩壊を阻止することが知られているa9)

このように, IBMXとオロモウシンの卵核胞崩壊を阻止する作用は異なっている。

マウス卵母細胞を用いた本研究において.核の成熟と細胞質でのステロイド代謝との関係を確認するため

に,従来用いられているオロモウシンとは異なった作用梯序で成熟分裂の再開を抑制するIBMXで処置した場
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合に.成熟に伴って変化することが報告されている20α-HSDの活性がどのように変化するのかを調べ.核の成

熟と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝との関係の有無を検討したo　その結莱. 20α-HSD活性

は, IBMXで処置して成熟分裂再開を抑制した卵母細胞と成熟分裂を再開している対照の卵母細胞のすべてで

認められた。従って.オロモウシンを用いたNl王MURAとKawakamiの結果7)およびIBMXを用いた本研究の

結果は一致していたので　マウス卵母細胞では.核の成熟と細胞質での20α-ヒドロキシプロゲステロン代謝と

は関係のないことが確認された。
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Summary

Thestateofnuclearmaturationandtheactivityof20α-hydroxysteroiddehydrogenase(20α-HSD)were
observedinmouseoocytestreatedwith3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX),aninhibitorof3',5'-cyclicnucleotide
phosphodiesterase,andtherelationshipbetweennuclearmaturationand20α-hydroxyprogesteronemetabolismin
thecytoplasmwasexamined.
Nucleioftheoocytesculturedwith50〃MIBMXfor8hrswerealmostinthegerminalvesiclestage(97%),
whilethoseofcontroloocytesculturedwithoutIBMXwereinthemetaphaseItotelophaseIstages,mostly
metaphaseIstage(68%).Thepercentageofoocytesinthegerminalvesiclestagewassignificantlyhigherinthe
IBMX-treatedgroupthanincontrolgroup.Ontheotherhand,theactivityof20α-HSDwasdemonstratedinall
oocytesofbothIBMX-treatedandnon-treatedgroups.
Fromthepresentfindings,itwasconfirmedinmouseoocytesthatthe20α-hydroxyprogesteronemetabolismin
thecytoplasmisnotrelatedtonuclearmaturation.

Keywords:mouseoocyte,meioticmaturation,20α-hydroxyprogesteronemetabolism,3-isobutyl-1-methylxan-

thine,histochemistry
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