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緒 言

　ギンブナC醐αss嬬α田猟∫伽gs40吻は一般に性比が雌に傾くことが知られており，

関東地方のようにほとんど雄個体が認められない地域もある（NAKAMuRA，1969）。この

ように異常な性比をもつギンブナは染色体数がキンギョやギンブナと同じ2n＝100ではな

く，156あるいは206の倍数性を示すことが明らかとなり（KoBAYAsHI，認α∠，1970），受精

過程の細胞学的観察から雌性発生によって繁殖することが報告されている（KOBAYASHI，

1971，0JIMA　and　AsANo，1977）。3倍性ギンブナの雌性発生は卵形成過程の減数分裂過程

において第一分裂を省略し，同型核分裂を一度だけ行うため卵はすべてその母親と同一の

ゲノム構成からなる3倍性卵となるという　（KoBAYAsHI，1976）。さらにその卵が近縁種

の精子によって付活された後序細胞質に侵入した精子が凝縮したままで膨潤せず，雄性前

核も形成しないうえに雌性前核と融合することがないと報告されている（KOBAYASHI，

1971）。したがって3倍性ギンブナにおいては，一個体の雌から生じる子孫はすべてその

母親と同一のゲノム構成をもつクローンであると考えられている。

　しかし3倍性ギンブナ雌と両性生殖によって繁殖する2倍性フナ雄，あるいはシュブン

キン雄との間で人工媒精実験を行い，受精後の卵の組織学的観察を行った結果，卵を用い

た3倍性ギンブナ雌の個体によっては卵細胞質に侵入した精子核が膨潤する場合があるこ

とが観察された（NAKAKuKI，召’αn983，1984）。用いた精子が2倍性フナ雄の精子であっ

た場合においても，シュブンキン雄であった場合においても卵を媒精実験に使用した3倍

性ギンブナ雌個体の相違によって，精子核の膨潤活性に相違が認められるため，このよう

な相違は卵細胞質側の何らかの要因により生じるものと思われる。したがって3倍性ギン

ブナには受精過程において精子核が膨潤し前核化する活性をもつ卵を形成する個体と，そ

の活性をもたない卵を形成する個体が存在すると思われる。さらに3倍性ギンブナ雌を用

いた人工媒精，あるいは自然交配によって得たF1個体に4倍性個体が認められ
（NAKAKuKI，6’認，1983，1984），このことからも3倍性ギンブナ卵の精子核膨潤活性は，

通常の両性生殖を行う2倍性フナの卵のもつ精子二二潤活性と本質的に同一のものである

可能性が高いと思われる。

　受精過程における卵細胞質内の侵入精子核の膨潤，前核化の過程に関する研究は，ウニ

、47∂α6ガαρ槻。伽編α（LoNGo，1978），S〃。η8ylo6θη〃。伽s勿ノψπzα嬬（KuNKLE，θ’α乙，1978

b），L夕’6碗勿粥θαγ’θ8認πs（ENG　and　METz，1980）やヒトデ、4s‘θ磁sルγわ召sゴ（ScHuETz
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and　LoNGo，1981）といった無脊椎動物の他に，メダカ0胆忽s嬬zφ6s（lwAMATsu　alld

OHTA，1978，1980）やカエルβ蜘ろゆ（KATAGIRI　and　MoRIYA，1976），そして種々のホ

ニュウ類，例えばマウス（lwAMATsu　and　CHANG，1972）やラット（THADANI，1979）な

どで受精時の電子顕微鏡観察，精子の卵へのマイクロインジェクション実験，あるいは

珈碗70における卵ホモジェネート中で脱細胞膜精子をインキュベートする実験が行なわ

れており，それらの結果から，卵に侵入した精子核の膨潤，前核化は卵細胞質の環境によ

って支配されると考えられている。ウニS’70ηgyloo6％’70嬬ρ卿％解嬬の精子核を未受精

卵のホモジェネートや，他の細胞の細胞質そして種々の塩類溶液中でインキュベートする

と卵ホモジェネートにおいてのみ，精子核の斜脚活性が観察され卵細胞質に精子核のクロ

マチンを拡散，膨潤させる因子が存在することが指摘されている（KUNKLE，θ’磁，1978

b）。ENG　and　METz（1980）のウニ卵のホモジェネートを用いた生化学的な実験結果から，

ウニ卵の場合侵入精子核の膨潤，前核形成能は熱に不安定であることから，これら精子核

膨潤，前核形成能には何らかのタンパク質性因子が関与する可能性が高いと思われる。

　ENG　and　METz（1980）の卵ホモジェネート中で精子核をインキュベートする方法をフ

ナ卵に応用した実験では，2倍性フナの産卵期における充分に成長した卵母細胞ホモジェ

ネートには精子核膨潤活性が存在したが，3倍性ギンブナ卵には，どの段階の卵にもこの

ような活性は存在しなかった（MATsuMuRA　and　KAJIsHIMA　1984）。このことから3倍性

ギンブナ卵と2倍性フナ卵の卵細胞質環境は明らかに異なることが予想される。そこで本

研究では，特にフナ卵の受精過程における精子核膨潤機構を明らかにし，3倍性ギンブナ

の雌性発生の機構を解析する目的でそれぞれ精子門門潤能の異なる3倍性ギンブナ卵，お

よび2倍性フナ卵のホモジェネートを2次元電気泳動法を用いそのタンパク質構成を分析

し比較を行った。また同時に卵の発生過程における卵のタンパク質構成の変化も観察し

た。

材料と方法

、

　材料は，諏訪湖産のギンブナCα燃s勿s甜勉嬬　伽gs励疹ゴとナガブナCα燃s嬬

α獺α嬬罐㎎屍を用いた。種の糊別はNAKAMuRA（1969）の方法により，また倍数性は

各材料魚から採血した赤血球核をフォイルゲン染色し（RASCH，6’認，1970），オリンパス

社製顕微分光光度計MMSPによりDNAの相対量を求め判別した。2倍性と判定した材

料魚は，外部形態的にギンブナとナガブナの判別が困難なためここでは一括して2倍性フ

ナとした。

　材料魚は水槽で飼育した後MS222により麻酔し採卵を行った。冬の成長期卵母細胞

（growing　oocyte）は直接卵巣から採取した。摘出後の卵巣塊を3倍量のPBS《NaCI　8．

00g，　KCI　O．20g，　NaHPO、一2H201．44g，　KIH2PO40．20g／1000ml　D．D．W．）中で充分に切断

した後ステンレスメッシュ120番で濾過し，濾液を1，000r．p．m．で10分間遠心して得た沈殿

をPBS一で10回洗浄し，最終的に得られた沈殿を卵形成過程初期の三下細胞（卵径

300μm以下）試料とした。産卵期における成長した卵母細胞（full－grown　oocyte）も卵

巣から直接採取した。成熟未受精卵は産卵期に材料魚の腹部を圧迫し放出させて採取し

た。受精卵（fertilized　egg）は成熟未受精卵を2画面フナ雄，あるいはシュブンキン雄の
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精子を岩松塩類溶液（lwAMATsu　and　OHTA，1978）で希釈したもので人工媒精し，約10

分後の卵を用いた。それぞれの試料卵は直ちに一30℃で冷凍保存した。

　各試料卵は冷凍保存後室温で解凍し，試料溶液（8．5M　Urea，2％Nonidet　P－40，2％

Ampholine　pH　3．5－10，5％β一mercaptoethanol）中で軽く洗浄した後，卵形成過程初期慈

母細胞および成長期酵母細胞は0．1g，成長した卵癌細胞と成熟未受精卵と受精卵はそれぞ

れ50個の卵を用い，0．5mlの上記試料溶液と共にテフロンホモゲナイザーによりホモゲナ

イズした。得られたホモジェネイトは60℃の湯浴中で沁分霊インキャベートした後

（MILLER　and　ELGIN，1974），あるいは室温で2時間放置した後に1。5000　rp，m．，200C　30

分間遠心し，その上清を電気泳動用試料とした。

　受精卵は保存試料とは別に受精後15分から5分毎に35分後までbouin氏液により固定

し，通常のパラフィン切片法によって精子核の動態を組織学的に観察し試料卵の精子直孫

潤活性の有無を判別した。

　2次元電気泳動は0’FARRELL（1975）の方法をマイクロ化したMIKAwA，θ’α∠，

（1981）のマイクロ2次元電気泳動法を一部変更して用いた。1次元目の電気泳動は等電

点電気泳動（IEF）を行った。内径0．85mm長さ35mmのヘマトクリット管中に作製した

長さ30mmの4．5％ポリアクリルアミドゲル上に試料を添加し，陽極液に0．01　H3PO、，陰

極液に0．1M　NaOHを用いて電気泳動を行った。通電は50Vで15分間次に100Vで120分間

次に200Vで30分間定電圧で行った。等電点電気泳動終了後1次元目のゲルを直ちにヘマ

トクリット管から押し出し，ゲル平衡化溶液（2％SDS，5％β・mercaptoethanolを含む

0．125M　Tris－HCI　pH6．8溶液）中で10分間インキュベートして平衡化を行った。

　2次元目は，LAEMMLI（1970）の不連続緩衝液法を用いたSDS電気泳動を行った。平

衡化した1次元目のゲルはSDSを含む平：板ポリアクリルアミドゲル（分離ゲル：09×

88×53mm・濃縮ゲル：0．9×88×7mm，4，5％アクリルアミド）上にのせ，アガロースゲ

ル（1％Agalose，2％SDS，5％β・mercaptoethanol，0．0625　Tris－HCI　pH　6，8）で固定

した。泳動用緩衝液は0．25MTris，1．92　M　GIysin　1％SDS（qH　8．4）をDD．W．で10倍に

希釈して使用した。電気泳動は陰極緩衝液槽に1％B．P．B．を数滴滴下した後ゲルプレート

当り101nAの定電流で通電を開始し，マーカー色素であるB，PB．が分離ゲルに達した時

点からゲルプレート当り20mAの定電流で行った。　BPB．が分離ゲル上端から35mm移

動した時点をもって電気泳動を終了した。

　2次元電気泳動法によってポリアクリルアミドゲル中に分離したポリペプチドは，

OAKLEY，♂磁，（1980）の方法により銀染色を行い検出した。染色後ゲルを写真撮影しト

レーナーのDD．W．中に保存した。なお1次元目の等電点電気泳動における泳動ゲル内の

pl勾配は，オリエンタル酵母社製plマーカープロテイン（pI値：10．6，9．7，8．3，6．4，

4．9，4．1）を用い推定した。2次元目のSDS電気泳動における泳動ゲル内の各スポット

の分子量は，シグマ社製SDS分子量マーカー（MW－SDS　70　Kit）を標準試料として用い

決定した。

結 果

それぞれの卵試料の2次元電気泳動の結果をFig．1～5に示した。同一の材料魚から得
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た試料卵は2～4回の電気泳動実験を行ったが再現性は良好であった。それぞれのゲルにお

いて1次元方向（横軸方向）はほぼpH4，5～8．0の範囲でポリペプチドが分離しており，

2次元方向（縦軸方向）は分子量15，000～70，000の範囲において直線的な分離をしている

ことを標準試料により確認した。ゲル上部（高分子量領域）でスポットの乱れが認められ

るが，これは2次元目のSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動で分子量約20，000～130，

000までを効果的に分離できるとされる10％ポリアクリルアミドゲルを用いたため，それ

以上の高分子量領域で分離能が低下したのが原因と思われる。以下総総試料の2次元電気

泳動パターンにおいて卵形成の段階によって変化のあったスポット，および3倍性ギンブ

ナ卵と2倍性フナ卵の間で差異のあったスポットを総スポット数が最も多くなった成長し

た卵母細胞（full－grown　oocyte），もしくは成熟未受精卵（matured　egg）の2次元電気

泳動パターンを標準として，Sl，　S2，　S3…のように命名した。

1．　卵形成過程初期卵母細胞

　Fig．！は3倍性ギンブナの卵形成過程初期卵母細胞の2次元電気泳動パターンで，ゲル

内に約200前後のスポットが確認できた。しかし個々のスポッとの染色濃度は低く，各々

lEF　一一一一

σ

－
の
O
の

躍蕪
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のポリペプチドが量的に少ないと思われる。また低分子量領域に量的に豊富なスポットが

存在するため，2次元方向にストリークが生じ，この部域のスポットが確認できなかっ

た。

2．　成長期卵母細胞

　3倍性ギンブナ（A）および2倍性フナ（B）の成長期卵母細胞（growing　oocyte）の2次元電

気泳動パターンをFig．2に示した。ゲル内に約400前後のスポットが確認できた。　Fig．1

の卵形成過程初期卵母細胞の電気泳動パターンと比較すると，スポット数が約2倍に増加

し，各スポットの染色濃度が高く各ポリペプチドが量的にも増加していることがわかっ

た。3倍性ギンブナ卵と2倍性フナ卵を比較すると，スポットS3，およびS6は3倍性ギ

ンブナにのみ存在し，スポットS5およびS8は，2倍性フナにのみ存在した。しかしス

ポットS6は用いた3倍性ギンブナの個体の相違によって，存在する場合と存在しない場

合があった。2倍性フナ卵の2次元電気泳動パターンには用いた個体による相違は認めら

れなかった。

3．　成長した二二細胞

　3倍性ギンブナ㈲および2倍性フナ（B）の成長した卵母細胞（full－grown　oocyte）の2次

元電気泳動パターンをFig．3に示した。　Fig．2の成長期卵酒細胞の2次元電気泳動パター

ンと比較すると，3倍性ギンブナ卵の場合スポットS7，　S9，　S10が出現し，スポット

S3，　S4の染色濃度が相対的に増加した。またスポットS5の存在する個体もあった。スポ

ットS6，　S7は3倍性ギンブナ卵にのみ存在するが，用いた3倍性ギンブナ個体によって

相方が存在する場合とどちらか一方だけが存在する場合があった。2倍性フナの場合スポ

ットB3，　S9，　S10が出現し，スポットS4の染色濃度が相対的に増加した。スポットS8

は2倍性フナにのみ存在した。

4．　成熟未受精卵

　3倍性ギンブナ（A）（B）および2倍性フナ（C）の成熟未受精卵（matured　egg）の2次元電気

泳動パターンをFig．4に示した。（A）は試料卵の媒精実験において，組織学的観察から精子

核膨潤活性を示さなかった個体（Sperm　Condensing　type：SCタイプ）であり，（B）は同様

の観察から精子核膨潤活性を示した個体（Sperm　Decondensing　type：SDCタイプ）であ

る。Fig．．3の成長した卵母細胞の2次元電気泳動パターンと比較すると，3倍性ギンブナ

卵の場合SCタイプ，　SDCタイプともにスポットS1，　S6，　S7が消失し，スポットS2，

S4の染色濃度が低下した。スポットS3はSCタイプではわずかながら存在する個体と存

在しない個体があり，SDCタイプではわずかながら存在した。またSDCタイプでは新た

にSllが出現した。2倍性フナの場合スポットS1，　S3，　S4，　S8が消失し，他には変化は

認められなかった。3倍性ギンブナ卵SCタイプおよびSDCタイプと2倍性フナ卵を比

較するとし2倍性フナ卵で消失したスポットS3，　S4が3倍性ギンブナ卵ではわずかに存

在する場合があり，2倍半フナ卵で変化の少なかったスポットS2が3倍性ギンブナ卵で

は染色濃度が低下した。スポットS5は2倍性フナに依然として存在するが，スポット

S11は存在しなかった。3倍性ギンブナ卵SCタイプとSDCタイプを比較するとSDCタ

イプにはSCタイプに存在しないスポットS5およびSllが認められた。

5．受精卵
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Fig 4 The two dimensional polypeptide pattern of matured eggs of tnploid gmbuna

    (A), (B) and dipliod funa (C) (B) is the pattern of exceptional tiiploid gmbtma

    eggs which have the ability to decondense the penetrated sperm chromatm as

    diploid funa ones The areas of (a>, <b) and <c> are delmeated by squares in (A),

    (B) and (C), respectively A full discription of notations is discussed under

    results
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　　　　　（A），（B）and　dlplold　fu：｝a（C）The　detalls　of　th王s　figure　are　the　same　as　m　Flg
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Fig．6　The　developmental　alterations　of　eleven　characteristic　polypeptides（S1－S11）

　　which　are　detected　on　two－dimensional　polypeptides　pattern　of　oocytes　and

　　eggs　ill　triploid　ginbulla（311）and．diploid　funa（2n）・S6　and　S7　are　detectable　only

　　in　triploid　ginbdna．　S8　is　detect6d　only　ill　diploid　funa，　SC　type　and　SDC　type

　　・ep・e・g・t　th・penet・at・d・p・・m・h・・1n・ti…nd・n・i・g　type　and中・p・n・t・at・d

　　spenn　chromatin　decolldensing　type，　respectively．

　　　　　；Di呂tillctly　detectable　in　whole　sample　indivisuals．

　　　………；Slightly　detectable　in　whole　sample　indivisuals，

　　一一一一…；Detectable　in　some　sample　indivibuals　and　not　ill　others，

　3倍性ギンブナ（A）（B）と2倍性フナ（C）の受精卵（fertilized　eggs）の2次元電気泳動パタ

ーンをFig，5に示した。　Fig．4同様（A）はscタイプ，（B）はsDcタイプを示した。3倍性

ギンブナ卵SCタイプおよびSDCタイプ，2倍性フナ卵いずれも成熟未受精卵と同様の

2次元電気泳動パターンを示し，変化は認められなかった。

　成長期卵母細胞から受精卵までの2次元電気泳動パターンに変化のあったスポット，お

よび3倍性ギンブナ卵と2倍性フナ卵で相違のあったスポットは，S1～S11の11スポット

であった。それぞれのスポットの分子量はS1およびS2が約70，000，　S3およびS4が約

6Q，000，　S5が約55，000，　S6およびS7が約45，000，　S8が約20，000，　S9およびS10が約

53，000，S！1が約75，000であった。各スポットの成長期卵母細胞から受精卵までの変化は
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Fig．6に示した。

考 察

　今回卵細胞質に侵入した精子核が雄性前核化し一般的な両性生殖を行う2倍性フナ，精

子核が凝縮したままで膨潤・雄性前核化しない雌性発生3倍性ギンブナ，および組織学的

に精子核の膨潤が観察された3倍性ギンブナの成熟未受精卵，そして受精卵のホモジェネ

ートを2次元電気泳動法によって分離，解析した結果，2倍性フナ卵と精子核の豊潤が観

察できた3倍性ギンブナ卵には存在するが，精子核が膨潤しない3倍性ギンブナ卵には存

在しないスポットS5が確認できた。

　魚類の受精過程において卵細胞質内に侵入した精子核が雄性前核化する過程は，

IwAMATsu　and　OHTA・（1978）によってメダカ卵を用いた電子顕微鏡観察が行なわれてい

る。それによると卵細胞質内に侵入した精子核はまずその核膜が消失し，次にクロマチン

が膨潤拡散する。その拡散したクロマチンにそって胞状構造がのび互いに融合して核模を

再構成し雄性前核が構成されるとしている。精子核は精子形成過程でその核タンパク質を

体細胞型のピストンからプロタミンあるいはクルペインに代表されるアルギニン含量の多

い塩基性タンパク質（鈴木，岩井1967）に置換した後凝縮して形成されるが，おそらく

卵細胞質に侵入した精子核の雄性前核化はこの逆の反応を含むものと考えられる。事実ウ

ニでは精子核，雄性前核，雌性前核，接合核の各々のタンパク質をSDSポリアクリルア

ミドゲル電気泳動により分析した結果，雄性前核と雌性前核と接合核の核タンパク質はほ

とんど相違がなく，精子核の核タンパク質のみが他と異っていると報告されている

（KUNKLE，6’認，1978a）。したがって精子核の膨潤・雄性前核化には形態的変化ととも

に分子レベルでの変化が存在し一連の複雑な反応系によって構成されるものと思われる。

　当研究室において3倍性ギンブナ雌と2倍性フナ雄およびシュブンキン雄との交配実験

を行い，その受精過程の組織学的観察を行った結果，精子核の膨潤の有無は精子側の要因

ではなく，用いた3倍性ギンブナ個体の相違によることが確かめられた（NAKAKUKI　6’

認，1983，NAKAKuKI　and　KAJIsHIMA，1984）。また2倍性フナの充分に成長した卵母細胞

のホモジェネート中で脱細胞膜精子をインキュベートする実験において精子核の膨潤が観

察された（松村，田島，1984）ことからも，フナ属においても精子核を膨潤させる因子が

卵細胞畑中に存在するものと思われる。したがってスポットS5は精子核を膨潤させる因

子のうちの1つであるか，または1つの因子を構成するポリペプチドの1つである可能性

が考えられる。しかし，ENG　and　METz（1980）の実験のように活性物質としての分子量

を測定したものではないので，ウニとフナという種の相違もあり，単純に比較することは

できない。

　雌性発生3倍性ギンブナの受精過程において卵細胞車中に侵入した精子核が膨潤しない

原因には，3倍性ギンブナの卵細胞質に1）精子核弓懸に関する因子が欠食しているか，あ

るいは微量しか存在しない。2）精子二三潤に関する因子は存在するがこれに阻害的に働く

活性が存在する。という2つの場合が考えられる。もしスポットS5を精子核の膨潤に関

係する因子の1つ，またはそれを構成するポリペプチドの1つと仮定するならば，雌性発

生3倍性ギンブナの受精過程において精子核の膨潤が行なわれないことは，このスポット
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S5が欠除しているか，あるいは量的に微量しか存在しないために生じると考えられる。

3倍性ギンブナにおいて冬の成長期卵母細胞や春の充分に成長した卵母細胞の2次元電気

泳動パターンに，スポットS5が存在する個体と存在しない個体があったことは，3倍性

ギンブナの中に精子核の膨潤活性を示す個体と示さない個体が存在する（NAKAKUKI　8’

α∠，1983，NAKAKuKI　and　KAJIsHIMA，1984）ことに関係しているように思われる。

　精子核の膨潤活性を示す3倍性ギンブナの成熟未受精卵および受精卵には，スポット11

が特徴的に存在している。GVBD（卵核胞崩懐）後に出現したのはただ1つこのスポット

S！1だけであった。スポットSllが精子核の膨潤に関係するかどうかは不明であるが，こ

のスポットの存在は3倍性ギンブナの卵成熟に2倍性フナの場合とは質的な相異が存在す

ることを示しているように思われる。またスポットS3，　S4は2倍性フナにおいては成熟

未受精卵以降消失するが，3倍性ギンブナにおいては成熟未受精卵以降も存在していた。

3倍性ギンブナではその卵の精子町回潤活性の有無を問わずこのスポットは存在するた

め，精子核膨潤活性には直接関係ないものと思われる。しかしながら2倍性フナにおいて

GVBD以降卵成熟の完了している成熟未受精卵で，これらのスポットが消失しているに

もかかわらず，3倍性ギンブナにおいては卵成熟を完了した成熟未受精卵で存在している

ことも，2倍性フナと3倍性ギンブナの卵成熟に質的な相異が存在することを示している

ものと思われる。3倍性ギンブナの卵成熟以前の卵母細胞に3倍性ギンブナに特徴的なス

ポットS9，　S10が存在することも，このことと何らかの関係があるかもしれない。

　卵の精子核膨潤および雄性前核形成能の獲得に関する研究は，種々の動物によって行な

われており，一般に卵内に侵入した精子核が膨潤し雄性前核形成を行うためにはGVBD

を含む正常な卵成熟が必要であると考えられている（HIRAI，1976，　MoRIYA　and

KATAGIRI　l976，　KATAGIRI　1980，　HIRAI，θ’認，1981）。2倍性フナの卵の場合精子核膨

潤・前核形成能の獲得にGVBDを含む卵成熟が必要であるかどうかは不明であるが，メ

ダカの卵の場合GV内容物は直接精子核膨潤・前核形成には関与せず，卵割時におけるク

ロマチンの染色体形成にGV内容物と卵細胞質の混合が必要であると報告されている

（IwAMATsu　and　OHTA，1980）。このように正常な卵成熟は精子核の膨潤・前核形成の

みならず雌雄両前核の融合，卵割などその後の発生に関係すると思われる。前述したよう

に精子核の膨潤能をもつ3倍性ギンブナ雌と2倍性フナ雄，あるいはシュブンキン雄との

交配により生じた子孫の倍数性が3倍性の場合と4倍性の場合があり必らずしも卵細胞質

内で膨潤した精子核が，雄性前核化し，雌性前核と融合して接合核を形成するわけではな

いと思われる。このことも2倍性フナと3倍性ギンブナの卵成熟に質的な相異が存在する

ことを示すものと思われる。以上のように雌性発生を行う3倍性ギンブナの特徴的な受精

過程は，卵細胞質に侵入した精子核が膨潤しないという形態的な問題だけでなく，何らか

の生理学的な問題を含むものと考えられる。

　今回2倍性フナと3倍性ギンブナの卵の2次元電気泳動パターンを各々の発生段階を追

って比較したところ，卵母細胞の成長過程およびGVBD前後に変化がみられ，受精前後

には変化がなかった。昏昏細胞の成長過程における変化は，スポット数の増加および既存

のスポットの染色濃度の上昇であった。一般に卵母細胞の成長過程は卵黄蓄積期に相当

し，種々のRNA，およびタンパク質の合成，蓄積そしてろ胞細胞からの生産物移動が行
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なわれていると考えられており，今回の結果もこのことを示しているものと思われる。

GVBD前後における変化は先に述べたSll以外，2倍性フナの場合も3倍性ギンブナの

場合も既存のスポットの消失あるいは相対濃度の低下であった。このような変化が生じる

原因にはこれらのスポットが（1）卵以外の要素，例えばろ胞細胞に関係するポリペプチドで

あったこと，（2）GVBDに直接必要であった要素に関するポリペプチドであったこと，（3＞

GVBD以降何らかの生理学的な変化を受けたことが考えられる。スポットS3，　S4につい

ては，3倍性ギンブナの成熟未受精卵に存在するため，（1）の可能性は考えられない。しか

し他のスポットに関しては今回の実験では不明である。（3）の場合成熟未受精卵の2次元電

気泳動パターンに新しいスポットが出現する可能性があるが，今回新たに出現したスポッ

トはS11だけであった。

　マウス（ScHuLTz　and　WAssARMAN，1977　a，　b，　RlcHTER　and　McGAuGHEY，1981）や

ブタ（McGAuGHEY　and　VAN　BLEKoM，1977）やウサギ（VAN　BLEKoM　and
McGAuGHEY，1978）などのホニュウ類においては，　GVBD以降タンパク質合成に変化が

生じ，新たに合成が開始されるポリペプチドの存在が報告されている。しかしカエル

X醐。餌s伽廊ではGVBD以降新たに合成されるポリペプチドはなく，むしろGVBD以

降合成されるポリペプチド数は減少すると報告されており（BALLANTINE，θ’磁，1979），

今回の2倍性フナおよび精子核膨潤活性をもたない3倍性ギンブナと同様の傾向を示して

いる。したがってスポットS！1の場合も新生されたポリペプチドというよりは，既存のポ

リペプチドが何らかの修飾を受け生じたスポットである可能性が高いかもしれない。

　受精前後において変化が認められなかったことは，受精卵試料が受精後戸10分に凍結保

存したものであり，たとえ新しいポリペプチドが合成され始めたとしても量的な蓄積が不

十分であったためとも考えられる。しかしウニの卵割細胞（BRANDHoRsT，1976）やマウ

スの卵母細胞（CAsclo　and　WAssARMAN，1982）の受精前後におけるポリペプチド合成の

比較を行った研究によれば，ポリペプチド合成に大きな変化が認められず今回の結果とほ

ぼ一致している。一方，HAMANo（1957）やOHI（1962）は魚類の卵タンパク質に関する

生化学的研究を行い，受精時に卵タンパク質に変化が生じると報告している。今回の実験

では受精前後に変化が認められなかったが，それは卵タンパク質を変性剤を用いて可溶化

した試料を用いポリペプチド単位の比較を行ったためで，上記の研究結果を否定するもの

ではない。

　今回の実験では試料作製時に試料をホモゲナイズした後，通常60℃10分間のインキュベ

ートを行ったが，室温で2時間放置した試料ホモジェネイトを用いた場合においても，2

次元電気泳動パターンには変化はなく，卵細胞質に含まれるプロテアーゼやジペプチダー

ゼ（HAMANO　1957），及びリン酸化酵素の2次元電気泳動パターンへの影響はないものと

思われる。2次元電気泳動法においては分子量200，000以上の高分子量：領域および分子量

10，000以下の低分子：量領域，あるいは極酸性域および極塩基性域に存在するポリペプチド

の比較はできないため，これらの領域においてポリペプチドに何らかの相異あるいは変化

が存在することは否定できない。しかしそのことは今回の結果を否定するものではない。

雌性発生における受精の機構についてはいまだに不明な点が多いが，これらを解明してい

くことは一般の受精現象の解明に大きな役割を果すものと思われる。
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Analysis of Egg Cytosol Proteins in the Polyploid
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      by Two-Dimensional Electrophoresis.

MAKOTO HIJIKATA and TAKAO KAJISHIMA

  Department of Biology, Faculty of Science,

     Shinshu University, Matsumoto 390

        (Received 21 March, 1984)

                                Abstract･

   To investjgate the mechanisms of gynogenetjc development of ginbuna, C]Zzmssizrs

auvatus langsdbi;Xii, the protein constitution of growing oocytes, full-grown oocytes,

matured eggs and fertilized eggs obtained from triploid ginbuna and diploid funa were

analyzed by two-dimensional gel electrophoresis. The results are as follows ; (1) the one

polypeptide which exists in bisexual diploid funa and exceptional tripioid ginbuna is

lacked in gynogenetic triploid ginbuna which does not decondense the penetrated sperm

chromatin to male pronucleus; (2) the alteration of protein constitution following

germinal vesicle breakdown in triploid ginbuna is different form that in diploid funa in

quality; (3) number of polypeptides, distinctly detected in the polyacrylamide gel,

slightly decreases after oocyte maturation in the diploid funa; (4) the protein

constitution does not alter following fertilization. These results seem to suggest the

hypothesis that the factor(s) of sperm chromatin decondensation is lacked in egg

cytosol of gynogenetic triploid ginbuna and oocyte maturation in gynogenetic tripioid

ginbuna differ qualitatively from that in diploid funa.


