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【序論】 

 

 雌性配偶子である卵は、減数分裂を経て母性の遺伝的形質を次代に伝達する

役割を持つ極めて重要な細胞である。また卵は遺伝学、生殖学分野の研究のみ

ならず、発生工学分野においても受精卵から発生胚に至るまで広く研究に用い

られている。近年では特に、受精卵を用いたゲノム編集が注目を集め、ゲノム

改変個体の作出を介した遺伝子の機能解析などの目的で盛んに研究が行われて

いる [Gaj et al., 2013]。しかし、卵の生理機能については不明の部分も多く、

材料である卵側の要因が検討自体に影響を及ぼすことも少なくないことが問題

となっている。 

 

 哺乳類の卵母細胞は、胎仔期の卵巣内において、第一減数分裂前期で減数分

裂を停止した状態で性成熟期まで維持されている。このとき卵母細胞内には巨

大な核である卵核胞 (Germinal vesicle: GV) が形成され、一般に卵核胞期 (GV

期) と呼ばれる。GV は体細胞核とは異なる卵母細胞独自の「核」であり、核内

には DNA複製を終了した 4倍体の染色体が存在する。さらに相同染色体が特殊

なタンパク質と共にシナプトネマ複合体を形成して対合し、組み換えを起こし

た後のキアズマを形成した状態で停止しているとされる。また、その体積は最

大では通常の体細胞核の 100倍を越え、球状の核膜を持つため核膜/核質比が極

めて小さい [Lénárt & Ellenberg, 2003]。GVはこの状態のままで動物種によっ

ては数十年にわたり維持され続ける。しかし、GVの形状や核膜の状態、および

その機能の詳細や、長期間に及ぶ GV 期維持の機構には未だ不明な部分が多く

存在する。 

 卵巣内で GV 期に維持されている卵母細胞は、出生後まもなくから一定数が

卵自体の体積を増加させ、その後の成熟、受精、胚発生に必要なmRNAなどを
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蓄積させる [Tyler, 1967]。この過程は卵成長と呼ばれ、減数分裂再開能を獲得

するために重要な過程である。性成熟期になると卵成長を完了した卵は、ブタ

では直径 120 µm程度の大きさとなり、ホルモン刺激や体外培養により減数分裂

を再開する。減数分裂再開に伴い引き起こされる卵核胞崩壊 (Germinal vesicle 

breakdown : GVBD) により核膜は消失し、その後染色体の分離が起き、第二減

数分裂中期 (MII期) まで進行し受精能を獲得した段階で、卵母細胞は再び減数

分裂を停止させる。この GVBDからMII期に至る減数分裂の過程は卵成熟と呼

ばれる。 

 同じ GV 期の状態であっても、卵成長の段階により卵成熟進行制御に関与す

る因子の発現量や活性が異なることが報告されており、成長を完了した卵 (成長

卵) と未成長な卵 (成長途上卵) ではGV期維持の制御機構に相違があることが

示唆されている [西村, 2013]。実際、卵成長の途中である直径 100 µm程度のブ

タ卵母細胞は、卵胞外に取り出して培養を行っても減数分裂を再開できないこ

とが確認されている [Motlik et al., 1984; Hirao et al., 1995; Miyano & Hirao, 

2003; Nishimura et al., 2012]。 

 現在のところ、GV 期の維持や、GVBD の誘起に対する制御機構については

細胞周期の観点から多くの研究がなされてはいるものの、卵母細胞の生理機能

の解明にはさらなる検証が必要とされている。これらの検証は、遺伝学、生殖

学的分野の有用性はもちろん、発生工学分野の発展にとっても有益である。ゲ

ノム改変など発生工学技術の向上のためには材料である卵母細胞の生理機能の

理解が不可欠であり、卵の生理機能の解明はその基盤をなす研究と位置づけら

れ、ここで得られた知見を技術手法に生かすことにより、発生工学分野のさら

なる発展に寄与することが期待できる。 

  

 哺乳類の卵母細胞において機能が明らかにされていない機構の一つに、核移
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行システムが挙げられる。核移行システムは、核が存在する間期細胞では核膜

孔に存在する核膜孔複合体（NPC）を介した物質の輸送を制御する機構である 

[Görlich & Kutay, 1999]。一般的に 50 kDa以下の小分子は NPCを単独で通り

抜け、拡散により核内外へ移行することができる (能動輸送)。一方、それ以上

の大きさのタンパク質や核酸の核移行には核移行レセプターの関与が必要であ

り、一般的に核内移行のレセプターとしてインポーチン、核外移行のレセプタ

ーとしてエクスポーチンが働くことが知られている。インポーチンは輸送対象

物質 (カーゴ) に存在する核内移行シグナル (NLS)、エクスポーチンは核外移

行シグナル (NES) と呼ばれる一定のアミノ酸あるいは塩基配列を認識してカ

ーゴと結合、複合体を形成する。複合体は NPCとの相互作用を介して核膜孔を

通過し、カーゴを核内外へ移行する。核移行レセプターは、現在酵母で 14種類、

哺乳類で 20種類のサブタイプが報告されており、それぞれのサブタイプにより

輸送するカーゴや認識する NLS、NESが異なるため、それらの多様性によって

核移行システムは複雑に制御されている  [Pemberton & Paschal, 2005; 

Kimura & Imamoto, 2014]。また、能動輸送が可能な小分子を含め多くの物質

に NLS、NESは存在するため [Görlich & Kutay, 1999]、核移行レセプターの

発現や認識配列との結合親和性などにより、核内への移行と細胞質への移行の

バランスを調節することで物質の局在制御に機能している。 

 核移行システムの機能は、これまでに主に体細胞を用いた研究によって明ら

かにされてきた。また、電子顕微鏡による NPCの構造解析にはクシイモリやア

フリカツメガエルなどの両生類卵が用いられ、核移行システムに関する研究の

初期の知見として役立てられた [Goldberg & Allen, 1992; Pante & Aebi, 1996]。

しかしそれ以後に卵を用いた検討は十分に行われず、特に哺乳類の卵母細胞に

おける検討は現在でも非常に限られており、核移行システムを制御する因子自

体が GV期卵に存在し機能しているかについても明確には示されていない。 
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 さらに、核移行システムによる因子の局在制御は、因子の活性や機能発現に

大きく影響を及ぼす要因となる。人為的因子を外部から導入し作用させること

を目的とする発生工学手法の効率向上のためには核移行機能の理解が重要であ

り、発生工学的観点からも核移行システムについての検討は有意義だといえる。 

 

以上の背景から本研究では、哺乳類の GV 期卵において核移行システムが機

能しているか、さらにその機能が核内因子の活性や GV 期維持、減数分裂再開

の制御機構に対して影響を与えるか、について解明することを目的とした。本

研究には哺乳類卵としてブタ卵母細胞を用いた。ブタは一定の品種、月齢の個

体が定期的に食肉処理場に出荷されるため、その卵母細胞は均一な状態のもの

を多量に得ることが可能という実験材料として優れた特徴を持つ。さらに、安

定した卵の体外培養手法が確立されており [Naito et al., 1988]、顕微注入など

の人為的操作に比較的強いことが知られている [Ohashi et al., 2001]。また、

GV 期および減数分裂過程の卵母細胞に関しては多くの分子機構が明らかとな

っており、この分野においては実験動物として広く用いられている [Kuroda & 

Naito, 2003; Naito et al., 2010]。特にマウスなどの実験動物に比べ卵成熟の進

行にかかる時間が長いため [Edwards, 1965]、GV期や成熟過程において詳細な

検討を行いやすいという利点もある。 

 

まず、第一章では核内で機能する因子の活性制御に対して核移行システムが

関与するかについて発生工学的観点から確認することを目的とし、人工ヌクレ

アーゼ Cas9の GV期卵における局在と変異導入効率について、核外移行の阻害

による影響を解析した。ここで用いた Cas9は近年着目されているゲノム編集技

術である CRISPR/Cas システムで用いられる人工ヌクレアーゼであり、ゲノム

上の変異導入配列を認識するガイド RNA (gRNA) と共に細胞質内に導入する
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ことにより、極めて効率よく簡便にゲノムに変異導入することができる [Cong 

et al., 2013; Mali et al., 2013]。そのため発生胚や体細胞においてゲノム改変個

体の作出などに広く用いられているが [Shen et al., 2013; Wang et al., 2013; 

Fujii et al., 2013b; 2014a; 2014b]、特殊な状態の核を持つ GV期の卵、および

減数分裂過程の卵では十分な検討が行われておらず、CRISPR/Cas システムの

効果は不明である。CRISPR/Cas システムが機能するためには Cas9 が核内へ

移行することが必須であるが、Cas9 は分子量 150 kDa 以上の大分子であり 

[Jinek et al., 2012; Fujii et al., 2013b]、核内外への移行には核移行レセプター

の関与が必要であるため、GV期に核移行システムが機能しているか、その関与

を調べるための良いモデルになると考えられる。第二章では卵内における核外

移行レセプターの機能について検証するため、エクスポーチン-1 (XPO1) およ

びエクスポーチン-6 (XPO6) を GV期卵全 RNAよりクローニングし、過剰発現

によりカーゴの局在に対する影響を観察しその作用を解析することとした。卵

の時期によりエクスポーチンの活性が異なるかについて検討するため、成長途

上卵、成長卵、さらに単為発生処理後の 1細胞期卵 (前核期胚) それぞれにおい

てカーゴの局在変化に対する効果や内在性エクスポーチンの発現などについて

解析を行い、それらの生理機能への関与について考察した。最後に、第二章で

の結果に基づき、核外移行レセプターの働きが GV 期維持や減数分裂再開の制

御機構に与える影響について検証することを目指し、XPO1 の機能阻害や過剰

発現、XPO6 の過剰発現が減数分裂の再開時期を変化させ得るかについて検討

し第三章とした。以下、これらについて順を追って記述する。 
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第一章 

 

Cas9ヌクレアーゼの活性制御に対する 

核移行システムの働き 

  



7 

 

【緒言】 

 

本章では、GV期に核移行システムが機能しているか、発生工学的観点から調

べるためのモデルとして、核内で働くことが知られている人工ヌクレアーゼ

Cas9の GV期卵における局在と機能について解析した。細胞工学技術の発展に

伴い、人為的に因子を細胞内に導入しその機能を解析することは一般的な手法

となり、現在は様々な方法で広く研究に利用されている。導入された因子が機

能するためには、因子が機能可能な活性型状態であることのみならず、その因

子が“機能を発揮できる場所に存在する”こと、つまり正しい細胞内局在をし

ていること、が重要であり、因子の局在制御は活性を調節する重要な要因であ

ると考えられている。 

発生工学分野の研究においては、材料として用いる卵の核移行システム自体

の知見が乏しく、その機能を実験技術に利用できるような段階ではない。大分

子である Cas9は単独では核膜孔を通過できないため、GV期に Cas9が核 DNA

と接触し作用するためには核移行レセプターによる核移行が必須である [Cong 

et al., 2013]。現在広く用いられている Cas9には SV40 T抗原由来 NLS (SV40 

NLS) が ORF配列の片端もしくは両端に付加されており、効率的に核内へ移行

されることが想定されている [Cong et al., 2013; Fujii et al., 2013b]。しかし、

GV期卵において実際にCas9が核内移行し作用するかについては明らかにされ

ていない。この点に関して知見を得ることは、卵内での核移行システム機能の

理解と共に、今後の CRISPR/Cas システムを用いたゲノム編集技術の汎用性の

向上にも役立つと考えられる。 

 

以上の背景より本検討では、ブタ GV 期卵に Cas9 mRNA をブタ      

α1,3-galactosyltransferase (GGTA1) 遺伝子配列上に設計した gRNA と共に
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顕微注入した。まず RNA注入による成熟率や、その後単為発生処理した胚の初

期卵割率への影響を確認した後、GV期で維持もしくは卵成熟を進行させた卵母

細胞での変異導入効率を検討した。GV期維持卵においては核膜が存在し続ける

ため、CRISPR/Cas システムが働くためには Cas9 が核内に移行する必要があ

る。したがって、変異導入効率には Cas9の核内移行量が大きく影響することが

予想されるため、卵あたりの変異導入効率を算出すると共に、変異の入るアレ

ル数、さらに変異の特徴についても調べることとした。また実際に Cas9の局在

を調べるために改良緑色蛍光タンパク質 (EGFP) 付加 Cas9 を GV 期卵に発現

させ、蛍光強度の分布から GV期卵での Cas9の GV内局在について解析を行っ

た。さらに核外移行レセプター、XPO1 の阻害剤である leptomycin B (LMB) 

[Nishi et al., 1994; Fornerod et al., 1997; Kudo et al., 1999] を用いて Cas9の

核内移行量を変化させられるか検討し、この結果に基づき、GV期維持卵におい

て核外移行阻害時の変異導入効率を解析した。この結果から Cas9の活性と核移

行システムの関与について検討すると共に、GV期卵の核移行システムの存在と

作用について考察した。 
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【材料と方法】 

 

(1) ブタ卵母細胞の採取および体外培養 

A. ブタ卵母細胞の採取 

ブタ卵母細胞の採取は、既報 [Naito et al., 1988] に若干の修正を加えて行った。食肉処

理場にて未経産豚の卵巣を採取し、37-39℃の 0.85% (w/v) 生理食塩水に保持し研究室に搬

送した。これを 37℃の生理食塩水で数回洗浄後、卵を採取する間 37℃の生理食塩水内で保

持した。直径 2-5 mmの胞状卵胞を 18ゲージの注射針と 2.5 mLの注射筒を用いて、卵胞

より卵母細胞‐卵丘細胞複合体 (COC) を吸引採取した。回収した COCは、37℃に温めた

modified Tyrode’s lactate-HEPES-polyvinyl alcohol (TL-HEPES-PVA) medium 

[Funahashi et al., 1997] 内で洗浄し、卵丘細胞に十分囲まれている卵母細胞のみを選別し

た。 

 

B. 体外成熟培養 

体外成熟培地は、体外発生を行う実験で用いられる培地である 10% ブタ卵胞液添加

modified North Carolina State University medium 37 (mNCSU37-pFF) を用いた。ブタ

卵胞液は直径 2-5 mmの胞状卵胞より吸引採取し、3000 rpm (約 1300×g) で 25分遠心分

離し、その上清を用いた。採取した卵胞液は使用するまで -80℃で保存した。調製した培地

は濾過滅菌後、37℃、5% CO2、湿度飽和気相下で一晩静置し平衡化した。 

 選別した COCをmNCSU37-pFFで 4回洗浄し、10 IU/mL 妊馬血清性性腺刺激ホルモ

ン (PMSG; あすか製薬) 、10 IU/mL ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン (あすか製薬)、1 mM 

dibutyryl cyclic adenosine 3´,5´-monophosphate (dbcAMP; Sigma-Aldrich) を添加した

mNCSU37-pFF で 20 時間培養した。その後、ホルモンおよび dbcAMP 無添加の

mNCSU37-pFF で十分に洗浄し、無添加 mNCSU37-pFF にて 24 時間培養した 

[Funahashi et al., 1997]。GV期の維持を行うときは、M期／成熟促進因子 (MPF) の特異

的阻害剤である 100 µM roscovitine (Ros; Cell Signaling Technology) を dbcAMPの代わ

りに添加したmNCSU37-pFFを用い、44時間培養した。核外移行阻害を行うときは、200 

nM leptomycin B (LMB; Merck Millipore) を培地に添加した。なお体外成熟培養には

24-well マイクロプレート (表面無処理; Iwaki) を用い、分注した培地 500 µL中に 50-60

個の COC を入れ、37℃、5% CO2、湿度飽和気相下の条件で行った。GV 期卵、MII 期卵

サンプルは、培養 44時間後に GV、第一極体の存在がそれぞれ確認された卵を回収した。 
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C. 電気刺激による単為発生処理 

 体外成熟培養後、培地中に 0.1% ヒアルロニダーゼ (TypeIV-S; Sigma-Aldrich) を適当

量添加し、卵母細胞から卵丘細胞をピペッティングによって完全に除去した (裸化)。裸化

卵は 37℃に温めた TL-HEPES-PVA 内で洗浄した後、37℃のマンニトール溶液 (280 mM 

mannitol、0.05 mM CaCl2、0.1 mM MgSO4、0.01% (w/v) PVA) [Matsunari et al., 2012] 内

に移し、溶液とともに電気刺激用シャーレ上の電極間に整列させた。細胞融合装置 (LF101; 

ネッパジーン) を用い、卵に電気刺激 (150 V/mm DC pulse、100 マイクロ秒間) を 1回か

け、単為発生活性化を行った。処理後の卵は TL-HEPES-PVAで十分に洗浄した。 

 

D. 体外発生培養 

 体外発生培地は、0.4% ウシ血清アルブミン (BSA, fraction V; Sigma-Aldrich) 添加

mNCSU37 (mNCSU37-BSA) を用いた。調製した培地は濾過滅菌後、37℃、5% CO2、湿

度飽和気相下で一晩静置し平衡化した。培地はシャーレ (Iwaki) に分注し、流動パラフィ

ン (ナカライテスク) を重層した状態で培養に用いた。 

 単為発生処理を行った卵は、二倍体発生を誘起させるために、2.2 µg/mL cytochalasin B 

(Sigma-Aldrich) を添加したmNCSU37-BSAで 3時間処理し、第二極体の放出阻害を行っ

た。処理後、阻害剤無添加のmNCSU37-BSAで十分に洗浄し、mNCSU37-BSAにて 2日

間体外発生培養を行った。単為発生処理から 2日後に卵の発生段階を観察し、2細胞期以降

まで発生した卵の割合から卵割率を算出した。 

 

(2) gRNA合成用ベクターの構築 

A. gRNA鋳型配列の精製 

 変異導入を行う標的配列をα1,3-galactosyltransferase の触媒部位をコードするブタ

GGTA1の exon 8上に既報 [Hauschild et al., 2011] を参考に設計し (図 1-1A)、gRNA発

現ベクターを既報 [Fujii et al., 2013b] に従って作成した。具体的には以下の通りである。

T3プロモーター配列を5’末端に付加した標的塩基配列のプライマー (付録：表1) を、gRNA

の 3’側の塩基配列のプライマーと共に 1 µMずつPCR反応液 (1×Ex Taq buffer (TaKaRa)、

0.2 mM dNTP、1.5U Ex Taq (TaKaRa)) に添加し、オーバーラップ PCRを行った。PCR

条件は、[1] 熱変性：95℃で 30 秒、[2] 熱変性：95℃で 20 秒、アニーリング：52℃で 30

秒、伸長反応：72℃で 20秒、[3] 伸長反応：72℃で 1分、[4] 冷却：4℃で維持、とし [2]

は 30サイクル繰り返した。得られた PCR産物は、FastGeneTM Gel /PCR Extraction kit (日

本ジェネティクス) を用いてプロトコールに従って精製を行い、全長 gRNA の配列の DNA
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断片を得た。 

 

B. DNA断片のベクターへのライゲーション 

 ベクターへのライゲーションは、pGEM-T Easy Vector System (Promega) を用いて行っ

た。挿入する DNA断片をライゲーション反応液 (1×Ligation buffer、25 ng pGEM-T Easy 

Vector、1.5 Weiss U T4 DNA Ligase) に加え、16℃で 3時間または 4℃で一晩静置しラ

イゲーションを行った。その溶液をコンピテントセルに加え、トランスフォーメーション

後 LBプレートに播種し、37℃で一晩培養した。その後コロニーのスクリーニングを行い、

DNA断片が挿入されたベクターを選別し、塩基配列の確認を行った。 

 

C. 塩基配列の解析 

 塩基配列の解析は、ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems; ABI) を

用いて行った。使用したプライマー配列は付録：表 1 に示した。約 0.5 µg の鋳型 DNA を

シーケンス反応液 (1 µL 解析用プライマー (2.5 µM)、2 µL BigDye® Terminator Ready 

Reaction Mix (ABI)) に加え、全量が 5 µLとなるように超純水で調整し、PCR を行った。

PCR条件は、[1] 熱変性：96℃で 2分、[2] 熱変性：96℃で 30秒、アニーリング：54-56℃

で 15 秒、伸長反応：60℃で 4 分、[3] 冷却：4℃で維持、とし [2]は 28 サイクル繰り返し

た。この反応液 5 µLに 125 mM EDTAを 1.25 µL加え、エタノール沈殿を行った後、15 µL 

Hi-Di Formanide (ABI) を加え十分に混和し、95℃で 2分間処理した。その後直ちに氷上

に移し、5分以上冷却した。この反応液をMicroAmp® 96-well Reaction Plate (ABI) に移

し、上記の DNAシーケンサーにセットし、1×Genetic Analyzer Buffer with EDTA (ABI) 

をバッファーとして用いて泳動を行い、得た塩基配列により目的の配列がベクターに挿入

されていることを確認した。 

 

(3) Cas9、Cas9-EGFP、EGFP mRNA、gRNA の in vitro合成 

 Cas9、EGFP付加 Cas9 (Cas9-EGFP) mRNAの in vitro合成には、既報 [Fujii et al., 

2013b] で作製された Cas9/pCAGGS、Cas9-EGFP/pCAGGS ベクターを用いた。EGFP 

mRNAの合成には、当研究室で保有しているEGFP-poly(A)/pCMV [永島, 2014] を用いた。

大腸菌から精製したプラスミドベクターを適した制限酵素を用いて 37℃で一晩処理するこ

とにより直鎖化し、フェノール／クロロホルム法でタンパク質を除去し、エタノール沈殿

法によって DNAを精製した。DNAを風乾後 RNase-free waterに溶解し、RNA合成用の

鋳型 DNA溶液とした (-20℃で保存)。 



12 

 

 得られた鋳型 DNA (5-10 µg) を、RNA合成反応液 (1×Buffer、全量の 4/25量の NTP 

mixture、10 mM DTT、2 U/µL RNase inhibitor (TaKaRa)、1 U/µL RNA polymerase 

(Promega)) に添加し、全量を鋳型 DNA 量に応じて 30-50 µL に調製し、37℃で 2 時間反

応させ RNAを合成した。mRNAの合成には、cap 構造を形成するようにNTP mixtureは

ATP: UTP: CTP: GTP: GTP capping analog = 4:4:4:1:3 (全て 10 mM; Invitrogen) となる

ように混合したものを用いた。gRNA合成時に用いたNTP mixtureはGTP capping analog

を除いた 4種の NTPを等量混合し調整した。RNA polymeraseは、合成する RNAに応じ

て T3、T7、SP6 (全て Promega) のいずれかを選択し用いた。 

RNA合成反応後、鋳型 DNAを除去するために、0.5 U/µg (鋳型 DNA) TURBOTM DNase 

(Thermo Fisher Scientific) を加えて 37℃で 30分間処理した。フェノール／クロロホルム

法でタンパク質を除去し、エタノール沈殿法によって RNA を精製した。RNA を風乾後

RNase-free waterで RNA 濃度が約 0.5 µg/µLとなるように溶解させ、使用まで -80℃で保

存した。濃度測定に供した RNA溶液を 1% TAEアガロースゲルを用いて 1×TAE (40 mM 

Tris-acetate、2 mM EDTA) buffer中で電気泳動し、目的の RNAが合成されていることを

確認した。 

 

(4) 卵母細胞への RNA の顕微注入 

 RNAの顕微注入に用いるピペットは、表面をシリコンコートしたものを 250℃で 120分

間乾熱滅菌処理し、RNase-free の状態にしたものを使用した。上記で作成した RNA 溶液

を以下の濃度に希釈、混合し、注入用ピペットに約 2 µL充填し、マイクロマニピュレータ

ー (IM-5B; Narishige) にセットした後、注入用ピペットの先端をホールディングピペット

に軽く当てて鋭利に折り、RNA溶液が適当量出るように調節した。 

卵巣から採取直後の卵母細胞の細胞質中に、20 ng/µL gRNA、50 ng/µL Cas9 mRNA、

50 ng/µL EGFP mRNAを含む RNA溶液を約 50 pL注入した。その後、培養用プレートに

移し一定時間培養した。 

 

(5) 蛍光卵の選別 

導入したmRNAの発現が起きたことの指標とするために EGFP mRNAを共注入した卵

は、一定時間培養後、蛍光実体顕微鏡 (MZFLIII; Leica) 下で励起光を照射し GFP2フィル

ターを用いて蛍光を観察した。EGFP の緑色蛍光を発した卵のみを選別し、その後の実験

に用いた。 
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(6) 酢酸オルセイン染色 

体外成熟培養後、回収したCOCを0.1% polyvinyl pyrrolidon (PVP、Av. Mol. Wt.: 10,000; 

Sigma-Aldrich) 添加生理食塩水の液滴中に移し、0.1% ヒアルロニダーゼを適当量添加し、

卵丘細胞を除去した。裸化卵をスライドガラス上に乗せ、白色ワセリンと固形パラフィン

の 9:1混合物で支持されたカバーガラスで上から圧平し、固定液 (エタノール : 酢酸 = 3:1) 

で一晩以上固定した。0.75% 酢酸オルセイン染色液 (酢酸 : 水 = 9:11) で約 1時間染色し

た後、脱色液  (Glycerol : 酢酸  : 水  = 2:1:2) で脱色を行い、封入剤  (EUKITT; 

Sigma-Aldrich) を用いてカバーガラスの四辺を封入した。 

作成したホールマウント標本を微分干渉顕微鏡下で観察し、核相によって卵核胞期 (GV

期)、第一減数分裂前中期 (PMI期)、第一減数分裂中期 (MI期)、第一減数分裂後期から終

期 (ATI期) および第二減数分裂中期 (MII期) の各ステージに分類した。PMI期以降の卵

の割合から GVBD率を、MII期に到達した卵の割合からMII期到達率を算出した。 

 

(7) ゲノム PCRおよび標的遺伝子配列解析 

 gRNA/Cas9 を導入した卵母細胞の標的部分の塩基配列を解析するため、既報 [Fujii et 

al., 2013a] に修正を加えた方法でゲノム PCRを行った。0.1% PVP添加生理食塩水 0.5 µL

で卵母細胞を 1つずつ回収し PCRチューブに入れ、5.5 µL RNase-free water、7.5 µL 2×

PCR buffer for KOD FX Neo (TOYOBO)、1.5 µL Proteinase K (≧600 U/mL; Roche 

Diagnostics) を添加し、65℃で 60分反応させ、その後 98℃で 10分処理することで酵素を

失活させ、DNAを抽出した。これに PCR反応液 (7.5 µL 2×PCR buffer for KOD FX Neo 

(TOYOBO)、6 µL dNTP (2 mM)、0.6 µL Forward/Reverse primer (10 µM)、0.6 µL KOD 

FX Neo Taq (TOYOBO)) を添加し、変異導入部位付近の配列を PCRで増幅した。PCR条

件は、[1] 熱変性：95℃で 4分、[2] 熱変性：98℃で 10秒、アニーリング：57℃で 30秒、

伸長反応：72℃で 1分、[3] 伸長反応：72℃で 5 分、[4] 冷却：4℃で維持、とし [2]は 40

サイクル繰り返した。得られた PCR産物は、1.5% TAEアガロースゲルを用いて電気泳動

し、long wave UV下で目的のバンドのみを切り出し、FastGeneTM Gel /PCR Extraction kit 

(日本ジェネティクス) を用いてプロトコールに従って精製を行った。増幅した DNA配列の

標的変異導入部位の塩基配列を前述の (2)-C と同様に解析し、得た配列データからそれぞ

れの卵のゲノム配列パターンを解析した。 

 

(8) Cas9卵内局在の観察 

 採取直後の卵母細胞に、20 ng/µL gRNA、400 ng/µL Cas9-EGFP mRNAを含む RNA溶
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液を前述の (4) と同様に注入後、100 µM Ros添加培地にて 44時間 GV期で維持した。培

養後、裸化した卵を 0.1% PVP添加 PBS (137 mM NaCl、8.1 mM Na2HPO4・12H2O、2.68 

mM KCl、1.47 mM KH2PO4、pH 7.4; PVP-PBS) で洗浄した後、3.5% パラホルムアルデ

ヒド (PFA) 添加 PVP-PBSで 1時間固定した。PVP-PBSで洗浄、0.1% Triton X-100添加

PVP-PBS で 20 分間膜透過処理を行い、PVP-PBS で洗浄後、10 ng/µL RNase (Nippon 

Gene) 添加 PVP-PBSで 15分処理し、100 µg/mL propidium iodide (PI) 添加 PVP-PBS

と 30分間反応させDNAを染色した。PVP-PBSで洗浄した卵をスライドガラスに封入し、

共焦点レーザー顕微鏡 (LSM 700; Carl Zeiss) を用いて EGFP蛍光を観察した。得られた

画像から、細胞質に対する核内の蛍光強度をその程度により 3 段階にスコア化し、それぞ

れの局在スコアに分類し Cas9局在について解析を行った。 

 

(9) 統計学的有意差の判定 

 検討はそれぞれ独立した 3 回以上の実験により行った。MII 期到達率、卵割率の結果に

ついてはχ二乗検定、局在スコアの平均値の結果については t検定を用いて評価した。危険

率 P<0.05を統計的に有意だとみなした。 
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【結果】 

 

(1) GV期卵への gRNA/Cas9 mRNA注入による影響の確認 

本検討で用いる gRNA はブタ GGTA1 の触媒部位をコードするエクソン配列

上に設計した (図 1-1A)。卵巣から吸引採取した直後の GV 期卵に gRNA/Cas9 

mRNAを顕微注入し、まずは CRISPR/Casシステムの導入によりその後の卵成

熟、初期胚発生が正常に進行するか確認を行った。RNA注入した卵を体外成熟

培養したところ、gRNA/Cas9 mRNA注入区では 78.0%の卵がMII期に到達し

ており、無注入区 (83.5%) との間に差はみられなかった (図 1-1B)。さらに、

体外成熟培養後、電気刺激により単為発生を誘導したところ、単為発生処理 2

日後までに卵割を起こした胚は RNA注入区で 42.2%であり、無注入区 (50.0%) 

と同程度であった (図 1-1C)。卵成熟率、初期卵割率のどちらにも gRNA/Cas9 

mRNA 注入による影響はみられず、GV 期卵への CRISPR/Cas9 システムの導

入は少なくともその後の卵成熟や初期卵割過程に大きな影響は及ぼさないこと

が確認された。 

 

(2) 卵成熟過程における CRISPR/Cas9システムの変異導入活性の検討 

卵成熟過程における Cas9ヌクレアーゼの変異導入活性を調べるため、採取直

後の GV期卵に gRNA/Cas9 mRNAを顕微注入し、44時間培養した後に卵の 1

つずつから抽出した標的配列付近の変異導入効率を解析した。GVBD を起こし

MII 期まで到達した成熟卵では 81%で塩基配列の変異導入が確認され、そのう

ち多くの卵で 1 本または 2 本の変異アレルが検出された (表 1)。また、導入さ

れた変異配列は最大 44 塩基長であった (表 2)。一方、M 期／成熟促進因子 

(MPF) の活性阻害剤である roscovitine (Ros) を添加して GV 期のまま維持し

た卵においては全く変異が導入されなかった (表 1)。よって、核膜の存在によ
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り GV期卵では Cas9が十分に機能できない可能性が示唆された。 

 

(3) EGFP付加 Cas9発現による卵内局在解析 

GV 期卵における Cas9 の局在を調べるため、mRNA の注入により EGFP 付

加 Cas9 (Cas9-EGFP) を GV期卵で発現させ、その蛍光を観察した。注入卵で

は、核内の蛍光が細胞質より明らかに低いもの、多少低いもの、同等かそれ以

上であるものが観察されたため、それらを核内蛍光が低い方から 3 段階の局在

スコアとして設定することとした (図 1-2A)。すると、多くの卵で局在スコアは

1 (37%) または 2 (48%) となり、Cas9蛍光は細胞質よりも GV内の方が低かっ

た (図 1-2B)。GV 期卵において、導入した Cas9 は核外移行機能により GV 内

存在量が低く調節されている可能性が考えられたため、XPO1 阻害剤である

LMB の添加培養により核外移行を阻害することで Cas9 の核内存在量が変化す

るか確認した。その結果、LMB添加区では局在スコアが 3と判断される卵の割

合が増加し (52%、図 1-2B)、無添加区と比べ局在スコアの平均値も有意に上昇

した (図 1-2C)。核外移行阻害により GV 内 Cas9 存在量が増加したことから、

核内移行した Cas9は核外移行機能により再び核外へ排出されてしまい、通常状

態では核内存在量が低くなっていることが示唆された。 

 

(4) 核外移行阻害時の GV期維持卵における Cas9変異導入活性の検討 

ここまでの結果より、GV期卵において Cas9の核内存在量が低い状態である

ことが、Cas9による変異導入が起きない要因であることが考えられたため、核

外移行阻害により核内のCas9量を増加させた状態であればGV期維持卵であっ

ても変異導入が可能ではないかと推測した。この可能性を検証するため、核外

移行を阻害した GV期維持卵における変異導入効率を解析した。gRNA/Cas9 導

入後、LMB 添加培養により核外移行を阻害した GV 期維持卵において、16.7%
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で標的配列付近に変異の導入が確認された (表 3)。変異は 1 本または 2 本のア

レルに導入され、最大 170塩基長の変異が検出された (表 4)。以上の結果より、

GV期卵では核移行システムの機能によりCas9の活性が制御されていることが

示唆された。 
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【考察】 

 

本章では、核内因子である Cas9の活性制御に対する核移行システムの働きに

ついての解析を介し、GV期卵における核移行システムの機能について検証を行

った。 

 

結果よりGV期維持卵ではゲノムに変異が導入されないことが明らかとなり、

その要因として GV 期卵では核膜の存在ならびに核移行システムの働きによっ

て、Cas9 の核 DNA への接触が制限されている可能性が示唆された。実際 GV

期維持卵では、Cas9は核内より細胞質に多く存在することが確認された。Cas9

は分子量 150 kDa 以上の巨大な分子であり [Jinek et al., 2012; Fujii et al., 

2013b]、核内への移行にはインポーチンの関与が必要である。本検討に用いた

Cas9は哺乳類細胞で効率的に核移行し作用させるために SV40 NLSがORFの

両端に付加されており、過去に導入されたマウス前核期胚やヒト培養細胞では

核、特に核小体への Cas9局在が確認されている [Cong et al., 2013; Fujii et al., 

2013b]。GV期卵では細胞質より核内の Cas9量が低かったため、体細胞や胚よ

りも核内移行活性が低い、または核外移行活性が高い状態である可能性がある。

Cas9に対する核外移行活性がブタ卵あるいはGV期卵に特異的なことなのかに

ついて現段階では議論できないが、GVは胎仔期に形成されたまま長期間維持さ

れる特殊な核であるため、GV期卵ではその維持のために、核移行システムの機

能が胚や他の細胞とは異なった状態で制御されていることが考えられる。 

さらに、XPO1 阻害剤の LMB 添加により核内 Cas9 量は増加したことから、

Cas9 には XPO1 が認識する NES が存在することが示唆された。NetNES 1.1 

server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) [la Cour et al., 2004] を用い

て探索したところ、Cas9 アミノ酸配列上に 2 か所の NES 予測配列、
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LFGNLIALSL (237-246aa) と LEDIVLTLTL (616-625aa) が存在した。実際に

この配列が NES として機能するかについては NES 変異型 Cas9 などを用いて

解析を行う必要はあるが、Cas9は XPO1の標的タンパク質であり、核移行シス

テムによる局在制御を介して活性調節を受けることが示唆された。 

 

LMB 添加により核内に Cas9 が蓄積することが確認されたことから、GV 期

卵では核外移行機能が働いていることが示された。したがって、通常の GV 期

卵では発現した Cas9はインポーチンにより核内移行されるものの、XPO1によ

り核外に排出され、結果としてその多くが細胞質に存在していると考えられる。

この状態では CRISPR/Cas システムが作用するために十分な量の Cas9 が核内

に蓄積されず、その結果変異導入は確認されなかったと考えられる。さらに、

これまで未成熟卵での CRISPR/Cas システムの効果はいかなる種においても検

討されていなかったが、本章において XPO1 阻害により Cas9 が核内に蓄積す

ることで GV 期維持卵でも変異の導入が可能となることが初めて明らかにされ

た。今後この知見を足掛かりとして、未成熟卵での効率的な CRISPR/Cas シス

テムの利用法の検討が進むことが期待される。また、Cas9に限らず GV期卵で

は人為的に導入しても活性を制限される因子が存在する可能性が考えられる。

その場合に核移行機能の制御を同時に行うことで機能発現あるいは効率向上が

可能となるという一つの例を提示できたことは、発生工学技術の発展の一助と

なるだろう。 

 

本実験では、核膜の存在しない減数分裂過程における変異導入効率も調べた。

その結果、核移行システムを要しない場合の効率が 80%以上という高率であり、

本実験で用いた CRISPR/Cas システムの能力の高さが示された。本章の核外移

行システムのみの阻害による局在制御で得られた GV 期卵の変異導入効率はこ
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れと比較し低かったが、今後核内移行レセプターの機能の向上も合わせて行う

ことができればさらに効率を高められる可能性があり、核移行システムの発生

工学分野への応用が期待される。なお、変異の入るアレル数が少なく、変異の

大きさは過去の報告 [Fujii et al., 2013b; Hai et al., 2014] と比較し小さい傾向

があったが、これは核移行システムを要しない減数分裂過程でも同様であり、4

倍体の染色体を持つ卵母細胞に特異的な現象である可能性が考えられる。 

 

本章において、GV期卵では核移行システムが機能しており、その働きにより

Cas9の変異導入活性が制御されていることが示唆された。核移行システムによ

る活性調節は細胞内の他の因子においても作用していることが大いに考えられ

るため、発生工学分野において因子の活性を検討する場合に、核移行機能につ

いて考慮することの重要性が本検討により改めて示された。 

一方、GV期において核移行システムのうち、特に核外移行側の機能の存在が

示されたが、卵内で核外移行レセプターであるエクスポーチンが実際に作用し

ているかについては明らかにできていない。過去の報告においても、体細胞を

用いたエクスポーチンの発現制御による機能確認は多く行われているが、哺乳

類卵での検討は存在しない。そこで次章の検討では、エクスポーチンの発現確

認や人為的な発現制御を行うことにより、卵内においてエクスポーチンが存在

し核外移行レセプターとして機能しているかについて解析を行った。 
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図 1-1 本検討に用いた gRNA配列および gRNA/Cas9導入後の卵成熟率と卵割率 

(A) gRNA はブタ GGTA1 の 8 番エクソン配列上に設計した。下線部は gRNA 結合部位、

黒枠は PAMドメイン (NGG) を示す。 

(B) 採取直後の卵に gRNA および Cas9 mRNA を顕微注入し、成熟培養 44 時間後に MII

期まで到達した卵の割合を卵成熟率として示した。 

(C) 採取直後の卵に gRNA および Cas9 mRNA を顕微注入し、成熟培養 44 時間後に電気

刺激により単為発生処理を行い、その後 2日間体外発生培養を行った。2細胞期胚かそれ以

降まで発生した卵の割合を卵割率として示した。 

  



 

2
2
 

  

表 1  ブタ卵における変異導入効率と変異導入アレル数の割合 

解析卵の 

核相ステージ 
解析卵数 

変異導入卵数 

(%) 

各卵の変異導入アレル検出数 

(%、／変異導入卵) 

1 2 3 4 

MII 42 34 21 12 0 1 

  
(81.0) (61.8) (35.3) (0) (2.9) 

GV 15 0 0 0 0 0 

  
(0) (0) (0) (0) (0) 
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表 2  MII期卵で検出された変異導入アレルの配列   

標的配列付近で検出された配列* 
挿入欠失 

塩基数 

検出 

アレル数 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCCTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA WT 
 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGC-TGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1 7 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCC-GGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGtCTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1,+1 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGG--TGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -2 3 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCtgaTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1,+3 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCtgaGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -2,+3 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCtgaGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -3,+3 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGC-tgaTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -4,+3 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGG-----TGGTACAAGGCACATCCTGACGA -5 6 

CAGTCGGTGGCTCAGCTAC-----TGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -5 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCacatccTGGTGGTACAAGGCACATCCTGA -1,+6 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCCaccgacTGGTACAAGGCACATCCTGACG -3,+6 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCCaccgtagTGGTGGTACAAGGCACATCCT +7 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCCTGtactgggGTGGTACAAGGCACATCCT +7 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGG--------TACAAGGCACATCCTGACGA -8 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCT--------GGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -8 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTA-------tgTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -9,+2 1 

CAGTCGGTGGCTCAG—----gatgTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -9,+4 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTA----tcgatTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -9,+5 1 

CAGT-------ggAGCTACAGGCCaccgacTGGTGGTACAAGGCACATCCTG (-9,+2),+6 1 

-----GGTGGCTCAGCTACAGGCacatcctgTGGTGGTACAAGGCACATCCT -10,(-1,+8) 1 

CAGTCGGTGGCTC------------GGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -12 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGC---------------ACATCCTGACGA -15 2 

CAGTCGGTGG-----------------TGGTACAAGGCACATCCTGACGA -17 2 

CAGTCGGTGG--------------------TACAAGGCACATCCTGACGA -20 6 

CAG-------------------gCTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -20,+1 1 

---------------------------TGGTACAAGGCACATCCTGACGA -43 1 

-------------------------------ACAAGGCACATCCTGACGA -44 1 

CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCgaccaacaaggtacagggggta undefined 1 

* 野生型(WT)配列の下線部は PAM ドメインを示す。小文字は挿入塩基を、棒線は欠失塩基をそれぞれ示す。 
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図 1-2 GV期卵における EGFP付加 Cas9局在と核外移行阻害による効果 

採取直後の卵に Cas9-EGFP mRNAを顕微注入し、44時間発現させた後に PFA固定、PI

染色を行い、共焦点顕微鏡で EGFP蛍光を観察した。 

(A) 細胞質に対する核内蛍光の強度の比較により、3段階の局在スコアを設定した。それぞ

れ代表的な例を示した (スケールバー：50 µm)。 

(B) 無添加または LMB 添加で Cas9-EGFP を発現させた卵の局在スコアの割合を示した。

解析には各区 25個以上の卵を用いた。 

(C) (B)で示した局在スコアの平均値を算出した (mean±SEM, *: P<0.05)。 

  



 

2
5
 

 

 

 

表 3  LMB処理卵における変異導入効率と変異導入アレル数の割合 

解析卵の 

核相ステージ 
解析卵数 

変異導入卵数 

(%) 

各卵の変異導入アレル検出数 

(%、／変異導入卵) 

1 2 3 4 

MII 15 12 9 3 0 0 

  
(80.0) (75.0) (25.0) (0) (0) 

GV (+LMB) 30 5 4 1 0 0 

  
(16.7) (80.0) (20.0) (0) (0) 
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表 4  MII期卵および LMB処理 GV期維持卵で検出された変異導入アレルの配列 

解析卵の 

核相ステージ 
標的配列付近で検出された配列* 

挿入欠失 

塩基数 

検出 

アレル数 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCCTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA WT 

 

    
MII CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGC-TGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1 2 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAG-CCTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGC--GGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -2 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCtgagTGGTGGTACAAGGCACATCCTGACG -1,+4 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGG-----TGGTACAAGGCACATCCTGACGA -5 3 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTAC-----TGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -5 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGC--------TGGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -8 2 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGctcagctacagCTGGTGGTACAAGGCACATC -2,+11 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGC---------------ggAAGGCACATCCTGACGAGT -17,+2 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGC---------------------TGACGA -21 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGG---------------------------- -39 1 

    
GV (+LMB) CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCC-GGTGGTACAAGGCACATCCTGACGA -1 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGG-----TGGTACAAGGCACATCCTGACGA -5 1 

 
CAGTCGGTGGCTCAGCTACAGGCC---------AAGGCACATCCTGACGA -9 2 

  ------------------------------------cCACATCCTGACGA  -170,+1 2 

* 野生型(WT)配列の下線部は PAM ドメインを示す。小文字は挿入塩基を、棒線は欠失塩基をそれぞれ示す。 
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第二章 

 

ブタ卵母細胞における 

核外移行レセプターの機能解析 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 
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第三章 

 

ブタ卵の減数分裂再開に対する 

核外移行レセプターの機能 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 
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【総合考察】 

 

本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 
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本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。 

5年以内に出版予定。 
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