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ホヤ卵形成過程における付属細胞と卵母細胞との関わり
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�甲南大学大学院 自然科学研究科
�甲南大学大学院 フロンティアサイエンス研究科

(受理日 ����年��月��日)

��緒言
典型的なモザイク卵として知られるホヤの卵では, 未受精卵で母性因子が局在し, その

局在が初期発生において極めて重要な役割を担っていることが知られている｡ それらの母

性因子がいつ, どのように準備されていくのかを明確にすることは, ホヤ卵形成過程を知

る上でも, 初期発生過程のメカニズムを理解する上でも重要である｡

��� 卵形成

卵形成とは, 生殖巣に入った卵原細胞から成熟卵が形成される過程である｡ 卵原細胞は

卵巣内で有糸分裂を重ねて増殖するが, やがて減数分裂を開始し, 卵母細胞と呼ばれるよ

うになる｡ 多くの脊椎動物において, この卵母細胞のステージは比較的長期間となる｡ そ

の間, 卵母細胞は減数分裂前期で停止し, その核は大きく膨潤し, 特徴的な卵核胞

(���	
��
���
�
�, ��) を形成する｡ 卵核胞内では, キアズマが形成されて遺伝子の組

み換えが起こり, ランプブラシ染色体が形成されて���が盛んに合成され, 卵という特

殊な細胞を作り上げる過程が進行している｡ その一方で, 卵母細胞の周囲に存在するいく

つかの体細胞 (付属細胞) でも	���やタンパク質の合成が盛んに行われており, 卵母

細胞の成長に寄与していると考えられている｡ 初期の卵母細胞は生殖上皮内に存在するが,

ろ胞細胞に囲まれた卵胞として卵巣のストロマ内に膨出してくる｡ その卵胞内で, 卵母細

胞は著しく体積を増加させて成長し, 十分に成長した卵母細胞 (��

�����������)と

呼ばれるようになる｡ 卵母細胞はその後, ホルモンによって減数分裂が再開され, ２個あ

るいは３個の極体を生じ, 成熟卵となる｡ この過程を卵成熟という｡ 成熟卵は, 排卵によ

り卵巣から放出され, 未受精卵として受精を待つこととなる｡

��� ホヤにおける卵形成過程

ホヤの卵形成も, 基本的に上述の脊椎動物と同様の過程を経る｡ ただしホヤ卵は, 卵殻

の内側にテスト細胞 (������

���) を含む ｢複合卵｣ と呼ばれる特徴的な構成をして

いる｡ つまり, 未受精卵は, 卵殻 (����
��) の内側に ��, 卵殻の外側にろ胞細胞

(
������


��
����

� !�) が並ぶ, ２種類の付属細胞を持つ卵である｡

これら２種の細胞は, ともに体細胞由来であり, 初期卵胞内に存在する未分化な付属細

胞である"�
	�����


��
����

(#!�) から分化してくると考えられている｡ #!�か

ら��と !�への分化の方向付けがなされた細胞の間に卵殻が形成され, ��がその内側
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に, ���がその外側に並ぶようになる｡ ���は, 細胞内に大きな液胞を持ち, 透明で大き

な細胞であり, 卵巣内では明確に区別できる｡ また卵巣内においては, ���のさらに外側

に�����	�

���

���

(���) が存在する｡ ���は比較的初期から分化する付属細胞

で, 卵母細胞と��, ���全体を囲むように扁平に広がり, 卵胞を形成している｡

��� これまでのステージング

これまでのホヤ卵形成過程に関わる報告のなかで, 卵母細胞のステージングの方法は大

きく２つある｡ １つめは, 大きさや卵黄の蓄積, 細胞質の色合いなどを主な指標として行

う方法で, 透明で小さな前卵黄形期 (��������

���������������
���), 不透明で中間

的サイズの卵黄形成期 (����

���������������
����), 細胞質の着色が見られ十分な大

きさに成長した後卵黄形成期 (���������

���������������
�����) の３つに分類される

(������������ ����
���!"���



����#������$���������#�%&&�)｡

もう一つの方法は, 電子顕微鏡による超微細構造の観察によるものである｡ ������ら

(��!') は, ユウレイボヤ�����	�
�����の卵形成過程における付属細胞の形態変化を

もとに, 卵母細胞を５つのステージに分類した｡ また(
���ら (���)) は�イタボヤ


�������		����		���の卵形成過程を細胞小器官やエンドサイトーシスの有無などをもと

に５つのステージに分類した｡

前者の指標では, 変化が連続的であり, 色合いの変化は個体差も大きい｡ また, 後者の

手法では, 抗体染色や��	���ハイブリダイゼーションなどの今後の解析との整合性が取

りにくい｡ そこで今回我々は, ������らによる�����	�
�����での報告を参考に, カ

タユウレイボヤ���������	������	卵巣における卵母細胞のステージングを光学顕微鏡レ

ベルで簡便かつ明確に行うことを目的に, 付属細胞の形態変化を詳細に記載し, 新しいス

テージングの基準を提案する｡

��材料と方法
��� 動物

カタユウレイボヤ (���������	������	) の成体は, 神戸大学海事科学部で採取された

ものおよび京都大学付属舞鶴水産実験所において養殖されたものを使用した｡ 採集したカ

タユウレイボヤは�!℃恒明条件下で飼育された｡

��� ����染色

卵巣を摘出後, ４％ホルマリン海水を用いて固定した｡ �&&％エタノールで脱水を行っ

た後, *&％キシレン１回, �&&％キシレン２回, *&％キシレン・パラフィン, �&&％パラフィ

ン２回の操作を経てパラフィンに置換し, 包埋した｡ 切片の厚みは８�+｡ 卵白アルブミ

ンを用いてスライドグラスに接着した｡ 脱パラフィンの後, $,��に置き換え, %#&���+


-.$�を用いて核染色を行った｡

��� 抗体染色

卵巣を摘出後, 約５++角の小片にはさみで切断, �&&％メタノールを用いて固定した｡

�&&％エタノールに置換後, ポリエステルワックス (,-/, 0��

��������+
����*')
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に包埋し, ８��の厚さで切片を作製した｡ 一次抗体は�������	
��(�
�
�
��������

�������
�
�) で�����に希釈した
����α����������������� (!"�#��$%!�&��"


��, 
��
���) を用いた｡ 二次抗体は同じく �������	
��で�����に希釈した '(�!�

)�
�
���������(	)*� (+*") ( ���,'-% �����
�.�
��/, -
�!�������) を

用いて, 上記と同様の手順で� 0(によって, 二重染色を行った｡

��� 写真撮影

� 0(染色および抗体染色の観察には�(
123
�4�#���(�������, 
�
�
) を用い

た｡ 細胞数, 面積は�(
123
付属の解析ソフト (�4�+��, �������, 
�
�
) によっ

て測定した｡

��結果
��� 付属細胞の形態による卵形成過程のステージング

今回我々は, 卵胞における付属細胞の形態を主な指標として, 光学顕微鏡下で観察可能

な範囲内で卵巣内の卵形成過程を以下の５つのステージに分類した ('�	5�)｡

ステージ１：付属細胞が卵母細胞表面に散在する

卵母細胞の直径では, ��～6���｡ このステージの卵母細胞の周囲には, 0'!と
'!

の２種類の付属細胞が見分けられる｡ 0'!は卵母細胞の周りに点在し, 卵表層に埋まり

込んでいるものもあれば, 表面に付着しているようにみられるものもある｡ 
'!は, 既

に扁平になり, 卵母細胞と0'!の周囲を取り囲んでいる様子が観察できる｡ 卵巣上皮か

ら連続的に連なっている柱状の小さな卵母細胞 (直径��～7���) の周囲にも同様の付属

細胞が観察されることから, 明確な卵胞が形成されるかどうかにかかわらず, ステージ１

と分類した｡ この時の卵母細胞はすでに明確な)3を持ち, 小さな卵母細胞内で)3の

占める割合が高く, 光学顕微鏡下でも他の小さな細胞から容易に区別できる｡

一方, このステージの卵母細胞の比較的大きなもの (直径7�～6���) では, 卵巣スト

ロマ内で
'!に囲まれた明確な卵胞を形成している｡ 0'!は卵母細胞の成長に伴い, そ

の数を増しているようで, 卵母細胞の全周にわたってほぼ一層に並んでいるものも観察さ

れる｡ さらに, ２つのほぼ同様の形態をした0'!が隣接して観察される場合も多く,

0'!の分裂直後の様子とも考えられる｡ また, このステージの卵母細胞は, 丸みをおび

た不規則な多角形をしており, 周囲の卵胞に圧迫されているように見える｡

ステージ２：多数の付属細胞が卵母細胞表層に積み重なる

卵母細胞の直径では, 6�～89��｡ このステージの卵母細胞の周りでは, 多くの0'!が

積み重なって卵母細胞の表層を取り囲んでいる｡ � 0(染色によって多くの核が見られる

ものの, 位相差観察では0'!の細胞質が薄茶色に着色し, 密に重なり合い, 卵母細胞表

面にも埋まり込んでおり, 0'!の細胞境界や卵母細胞の細胞膜を明確に確認することは

できない｡ しかし, その外側を取り囲む
'!は, ステージ１と形態的に変化は見られず,

卵胞として確認できる｡
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ステージ３：���が明確に分化する

卵母細胞の直径では, ��～����｡ 卵胞内で明確な卵殻が観察され, その内側に	�が,

外側に���が一層に並んでいるのが観察される｡ 	�では, ステージ２で見られた
��

と明確な形態的変化はみられない｡ しかし, ステージ�で積み重なっていた	�は, 卵母

細胞表面に再びほぼ一層にきれいに並ぶ傾向にある｡ その際, 	�は卵母細胞表面に埋ま

り込むように位置している｡ また, 位相差観察において, 	�の細胞質が徐々に薄茶色か

ら黒っぽい色調に変化してくる｡ 一方, 卵母細胞膜外において, ���の細胞質内に大きな

液胞が作られ, 細胞の体積が著しく増大する｡ またそのため細胞質が透明になり, 細胞境

界等は透過光で観察しにくくなるものの, 細胞１つにつき１つ, 細胞内にくっきりとした

輪郭を持つ直径３��程度の小さな球形の小胞を持つようになり, 体積の増大と合わせて,

他の付属細胞と明確に識別できる (��
���)｡ この小胞は, ��励起光 (��������) に

よって��
�より弱い淡青色の蛍光を発することから, ��
�染色での観察には注意を

要するが, 位相差観察では, 核よりも明確な輪郭を示すことから容易に区別できる｡

ステージ４：ポケット構造を持つ

卵母細胞の直径では, ��～�����｡ このステージの卵母細胞の細胞膜には, 内側に落ち

くぼんだ特徴的な構造が存在する (��
���)｡ 今回, 我々はこの構造を ｢ポケット構造｣

と呼ぶ｡ このポケット構造は, このステージの卵母細胞のどの切片においても全周にわたっ

て見られるため, 卵母細胞の細胞膜全体を覆い包むように存在すると考えられる｡ また,

いくつかの連続切片からそのポケット構造を再構成してみたところ, それぞれは不定形で

あり, 湿地に様々な形の湖沼が広がっているような外観であろうと考えている｡ ポケット

構造の深さは約����で, その形態にもよるが, 一枚の切片では数個から十数個程度	�

が一つのポケットに入り込んでいる｡ これらの	�の核の付近には, 位相差観察で顆粒状

の構造がみとめられ, 	�の細胞質はより暗い色調に見える｡ ���や���の構造には,

おおきな変化は見られない｡

ステージ５：卵成熟

卵母細胞の直径では, ���～�����｡ 卵母細胞では, ��が観察されなくなり卵成熟が

進行したものと考えられる｡ また卵細胞質の質感もなめらかなものとなり, 卵成熟後の細

胞質の変化 (
���������������) を示していると考えられる｡ その際, 卵母細胞表層

の構造も大きく変化し, 明確な輪郭を示すようになる｡ それに伴い, ポケット構造も含め

て卵母細胞の表層に埋まり込むように存在した	�は, 卵表面に接するように存在し, 所

により卵表面から離れ, 卵殻の内側に貼り付いて見える場合もある｡ 卵殻と卵母細胞表面

との間の空間は明確には確認できないが, 囲卵腔の形成と位置づけられる｡

また, このステージの���は切片作製の際に剥がれ落ちるものが多いせいか, なかな

か観察できない｡ コリオンの外側に���の一部と思われる細胞が一層に並んでいること

も多く, さらに体積を増した���がコリオンの外側に大きく広がっているものと考えら

れる｡

卵成熟に伴い, 卵は卵胞より輸卵管に向けて放出され, それに伴い, 卵母細胞の周囲に

���は観察されない｡
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このステージの卵は, 卵巣切片での観察ではあまり見られない｡ 今回の計測では, 約６

％ (������) であった｡ 卵成熟後, 順次輸卵管へと移動しているためと考えられる｡

��� 付属細胞形態と細胞サイズの関係

付属細胞の形態からステージ分けした卵胞について, その卵母細胞の最大の面積を与え

る切片上での面積を求め, その値をもとに卵を球形と仮定した際の直径を算出した (�＝

���)｡ それぞれのステージについてその直径をプロットし, その散らばりを見るとともに

(�	
��), それぞれのステージでの卵母細胞の直径の平均を求めた｡ それぞれのステージ

での直径の平均は；ステージ１＝�����
, ステージ２＝�����
, ステージ３＝�����
,

ステージ４＝�����
, ステージ５＝������
であった｡ これら直径の平均がステージを

追うに従って大きくなることから, ステージングの時間的な並びに齟齬の無いことが確認

できた｡ また, �	
��の散らばりの様子も参考にしながら, それぞれのステージにおけ

る卵母細胞の直径の範囲を大まかな数字で区切り, 解析の際のステージングとした｡ ステー

ジ１からステージ３にかけて卵母細胞のサイズ増加が比較的顕著に起きているのに対し,

ステージ４, ５では比較的緩やかに増加する傾向にあることが分かる｡

��� 付属細胞数の計測

それぞれのステージの卵胞にある���以外の付属細胞, つまり���あるいは��や

���の核の数を数え, その卵胞での卵母細胞の直径を横軸に取りプロットした (�	
��)｡

ステージ１では十数個から���個程度の���に囲まれている｡ この時期は, ���の卵表

層での配置からも分かるとおり, 卵母細胞の表面積の増加にともない, ���の数も次第

に増加している｡ それに対し, ステージ２では, ���の細胞数の急速な増加が見られ,

それが卵母細胞の表面積の増加をしのぐため, 卵表層に積み重なった���が観察される

ものと考えられる｡ ステージ３では��と���が分化してくるが, その際, ��の約����

の細胞が���として分化してくることが分かった｡ これまで, ���が分裂する際に��

と���が分化し, その後��と���で分裂回数が異なるとの考えもあったが, 今回の結

果はそれを否定し, ��と ���の分化が卵胞内部の何らかの細胞間のシグナルにより

���の段階で調節されていることを示しており, そのメカニズムは興味深い｡ また, ス

テージ３から４にかけて��も���もさらにもう一度細胞分裂を行っていると考えられ

た｡

��� 卵形成過程における付属細胞内での������	
�の局在

付属細胞の分化や増殖にしたがって細胞骨格のさまざまな形態変化が見られるものと期

待して, 抗�������	�抗体による卵巣切片の染色を行った｡ 卵母細胞では細胞質全体が

弱く染色されるものの, 目立った局在性は見られなかった｡ ���や��では, 特徴的な

染色は見られなかった｡ 一方, ステージ３で液胞が大きく広がった���では, 液胞の外

側を取り囲むように明るい染色が見られた｡ さらに, ステージ２で積み重なった���の

中で, 最外層に位置するいくつかの細胞において細胞が長円形になり, 内部に液胞が形成

され始め, その液胞を取り囲むように分裂装置にも似た形態を示す特徴的な染色が観察さ

れた (�	
��)｡
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��考察
��� �����	らのステージングとの比較

������ら (��	
) は, 今回観察した��������������	��と同じ属の�������
�����

において, 卵母細胞を以下のステージに分類している｡ ステージ０：卵母細胞の直径が��

～
���であり, 生殖上皮内に存在する｡ このステージの卵母細胞の近くには��������

および���������と呼ばれる付属細胞が存在する｡ ステージ１：卵母細胞の直径が
�～	�

��で, 生殖上皮から卵巣ストロマに膨出され, その周囲に���と���が存在する｡ ス

テージ２：卵母細胞の直径が	�～����であり, ���の形状が丸くなり, 細胞数が増加す

る｡ ステージ３：卵母細胞の直径が約�����で, 卵殻原基が２つの���を分けるように

入り込み, その内側の���は��へ, 外側は���に分化する｡ ステージ４：卵母細胞の

直径���～�����で, 卵母細胞表層は��で占められる｡ ��の中にある電子密度の高い

顆粒はサイズが増し, ���は泡状の液胞ならびに特徴的な小胞が明瞭となる｡

我々のステージングと������らによるステージングの大きな違いは, ������らが付

属細胞と卵母細胞の細胞内超微細構造を主な指標としているのに対し, われわれが付属細

胞の形態や数, さらにそれらの配置に注目し, 卵胞全体の形態を総合的に指標としている

点である｡

������らによるステージ０とステージ１の大きな違いは, 卵母細胞の卵巣内での場所

と付属細胞の分化段階だが, われわれのステージングでは核の染色を指標としているため,

少数の���をもつ卵母細胞として１つにまとめている｡ ������らによるステージ２の

細胞数の増加は, 我々のステージ２に相当する｡ 双方のステージ３において, ��と���

の分化を指標とできる点は一致しているようであるが, 超微細構造上の変化と光学顕微鏡

レベルでの変化との一致には疑問が残る｡ その意味で, ������らによるステージ４が,

我々のステージ３に相当すると考えられる｡

��
 新しいステージングの意義

ゲノム情報も整い, ヒトを理解するためのモデル生物として確立された �����

���������	��において, 卵形成過程に関しては, 未解決な問題が多い｡ さらに, その解析

のための基本となる卵形成過程の明確なステージングもいまだ確立されているとは言い難

い｡ このような状況の中, 卵形成過程全般にわたり, 光学顕微鏡下での観察により, 簡便

かつ明確にステージングできた今回の結果は, 今後の解析を行うためにも意義深いと考え

る｡

また今回の付属細胞の記載により, その細胞数の増加や細胞分化の様子が明確に記述で

きた｡ 特に, ステージ２および３での細胞増加, ステージ２から３にかけての���の分

化は, その調節メカニズムを考える上で重要な情報となった｡ さらに, それら付属細胞の

挙動と卵母細胞の体積増加との関わり, ポケット構造という特徴的な形態で卵母細胞と相

互作用する��の役割など, 卵母細胞と付属細胞との関わりを考える上で貴重な知見が得

られた｡

��結語
今回我々は, カタユウレイボヤ卵巣内での卵形成過程を明らかにする第一歩として, 卵
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母細胞のステージングをおこなった｡ これまでの電子顕微鏡での観察結果をもとにしたス

テージングなども参考にしながら, 光学顕微鏡下での観察から簡便かつ容易にステージの

区別ができるよう, 付属細胞に着目した｡ そこで, 一つの卵胞を形成する卵母細胞とその

付属細胞に関して, 付属細胞の形態的特徴や細胞数などを詳細に記載するとともに, その

卵母細胞の直径を計測し, 卵母細胞の成長の指標とした｡ その結果, 卵形成過程を明確な

５つのステージに分けることができた｡ また, ステージ２および３における, ���の急

速な分裂・増殖, ステージ２から３にかけての��および���の分化を明確に示すこと

ができた｡ これらのステージでは, 卵母細胞の体積の急激な増加も見られ, 卵母細胞の成

長とこれら付属細胞との関係が示唆された｡
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������付属細胞の形態による卵形成過程のステージング｡ 卵巣切片の観察で見られる卵母
細胞を付属細胞の形態により５つのステージに分類した｡ (�) 付属細胞が卵母細胞
表層に散在しているステージ１｡ (	) 多数の付属細胞が細胞表層に積み重なるステー
ジ２｡ (
) ��
が明瞭に分化するステージ３｡ (�) 特徴的なポケット構造 (矢じり)
が見られるステージ４｡ (
) 卵成熟の進行したステージ５｡ 	��, ����｡

������カタユウレイボヤ卵巣内の付属細胞｡ (�) ステージ１の付属細胞｡ ��の枠内を拡大
した｡ ステージ１からステージ２の卵母細胞周辺には, 未分化な��
と, その外
側を取り囲むように存在する扁平な��
とが区別できる｡ (	) ステージ４の付属
細胞｡ 	�の枠内を拡大した｡ ステージ３以降では, 卵表層に埋まり込むように存在
する�
と細胞質の肥大化した��
とが区別できるようになる｡ 特にステージ４で
は, ポケット構造 (	, 点線) が見られ, �
がその中で集塊を形成する｡ �
, 卵
母細胞｡ 
�, 卵殻｡ 矢印, ��
の細胞核｡ 矢じり, ��
に存在する特徴的な小胞｡
	��, ���� (�および	), ���� (��および	�)｡
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������各ステージにおける卵母細胞の直径｡ 付属細胞の形態により分類した各ステージに
おける卵母細胞の直径を計測した｡ 卵母細胞の直径は単調増加するものと考えられ
ることから, これらのステージングの時間的な並びに齟齬はないものと考えられる｡
また, 直径の散らばりも考慮に入れながら, 各ステージにおける卵母細胞の標準的
な直径の範囲を横軸の下に太線で示した｡

������付属細胞数の計測｡ さまざまな大きさの卵胞に見られる��	 ( ) と
	 (◇),
��	 (◆) を数え, それを卵母細胞の直径を横軸にとり, グラフ化した｡ ステージ
３以降では, 
	と��	をたした細胞数 (●) もプロットした｡
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��������	内での�
��
����の局在｡ (�) ステージ２における��	の分化｡ 積み重なっ
た��	のうちで, 最外層に位置するいくつかの細胞において (��) 細胞が長円形
になり, 内部に液胞が形成され始めている (��, ���矢印) ｡ その液胞を取り囲む
ように分裂装置にも似た形態を示す特徴的な染色が観察された｡ (�) ステージ３に
おける��	｡ 液胞が大きく広がり, �	の外側に並ぶ��	では (��) その外側を取
り囲むように明るい染色が見られた (��, ���矢印) ｡ ��および��, 位相差観察像｡
��および��, �
��
����抗体染色｡ ��および��, ����染色｡ �	, 卵母細胞｡ �	,
テスト細胞｡ 矢じりは, それぞれ注目する��	の核を示す｡ ���, ����｡
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