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研究成果の概要（和文）：哺乳類の未成熟卵における核外輸送レセプターの機能を解析した。核外輸送レセプターとし
てエクスポーチン１（XPO1）、XPO6およびCSE1Lを、またそれぞれのカーゴとしてSnurportin-1とWee1B、βアクチン(A
CTB)およびimpotinα-1の遺伝子をクローニングした。ブタ未成熟卵にXPO1のmRNAおよびアンチセンスRNA注入により人
為的に発現量を変化させたところ、過剰発現による核外輸送の増加が確認され、減数分裂の再開が有意に早まった。逆
にXPO1発現抑制により以上より減数分裂の再開が遅れた。以上より、核輸送が哺乳類卵の減数分裂の正常進行に重要な
役割をはたすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Functions of nuclear-transport-factors on mammalian immature oocytes have been 
analyzed with special focuses on nuclear-export-receptors. Complementary DNAs of three 
nuclear-export-receptors, exportin 1 (XPO1), XPO6 and CSE1L, and their cargos, Snurportin-1and Wee1B for 
XPO1, beta-actin for XPO6 and impotin aipha-1 for CSE1L, were cloned. In vitro synthesized mRNA or 
antisense RNA of XPO1 were injected into the cytoplasm of immature porcine oocytes for upregulation or 
downregulation of XPO1, respectively. The upregulation of XPO1 increased the nuclear export of its cargos 
and significantly accelerated the meiotic resumption. In contrast, the downregulation of XPO1 delayed the 
start of oocyte maturation. These results indicate that the nuclear transport plays important roles for 
the meiotic resumption of mammalian immature oocytes in the normal time course.

研究分野：生殖遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（1）哺乳類の卵母細胞は、卵巣の卵胞内で
は cAMP依存性キナーゼ(PKA)活性が高く維
持され減数分裂を第一分裂前期（GV 期）で
停止しているが、ホルモン刺激や卵胞から単
離して体外培養をすると PKA 活性が低下す
ることによって減数分裂が開始し第 2減数分
裂中期（MII期）まで成熟することが良く知
られている。一方、減数分裂再開の直前に、
それまで細胞質に局在していた PKA が核内
に移行することは、あまり知られていない。
しかし、この局在の変化は非常に重要であり、
たとえ PKA 活性が変化せずとも局在が変化
するだけで減数分裂が再開することを申請
者は明らかにした[①]。この結果は、卵母細
胞におけるタンパク質の核輸送制御機構が、
減数分裂の進行を含む細胞機能に大きく影
響していることを示唆している。 
（2）真核生物の細胞では、DNAの複製や転
写関連因子など核内で作用するタンパク質
や、逆に mRNA の輸送やその翻訳関連因子
など細胞質で作用するタンパク質が存在し、
これらのタンパク質の機能発現には核内外
への移行が必要不可欠である。細胞にとって
これらの局在の制御は、発現量制御と同等、
あるいはそれ以上の意味を持つ重要な生理
機構と考えられる。一般的に分子量 40kDa
を超えるタンパク質は単純拡散によって核
膜孔を通過できず、この核/細胞質移行にはタ
ンパク質自身や結合する他のタンパク質が
持つ核内移行シグナル(NLS)や核外移行シグ
ナル(NES)といった核輸送シグナルに依存す
る。このカーゴが持つシグナルを核移行レセ
プター（各種インポーチン/エクスポーチン）
が認識して結合し、巨大な核膜孔複合体
(NPC)と相互作用することによって核膜孔を
通過することが知られている[②]。 
 
２．研究の目的 
（1）哺乳類の卵巣内に存在する未成熟卵は、
誤って時期尚早な減数分裂を開始しないよ
う厳密に抑制されていると考えられるが、そ
の抑制機構の中心はタンパク質の翻訳・分解
といった発現制御機構、および各種キナーゼ
など酵素活性の制御機構が中心であり、核移
行レセプターやそのカーゴタンパク質の
NLS、NES に対する反応性など、核輸送制
御機構に注目した研究は殆ど存在しないの
が現状である。しかし、この点を解析するこ
とは哺乳類卵の新しい生理機構を示唆する
生物学的な価値に加え、現在多量に廃棄され
ている成長途上卵の利用性向上にも貢献す
ると期待される。そこで、本研究ではブタ未
成熟卵を用い、特に核外移行レセプターに注
目し、減数分裂の再開に対する機能解析を行
うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）今回、核外移行レセプターとしてエク
スポーチン１（XPO1）、XPO6および CSE1L

の 3種類に着目し、これらの核外移行レセプ
ター発現を制御することにより機能を解析
することとした。機能確認のため、それぞれ
のレセプターが運ぶカーゴとして XPO1 に
は Snurportin-1(SNUPN)、XPO6 にはβア
クチン (ACTB)、CSE1L には impotin-1
（IMP1）を設定した。先ずこれらの cDNA
をブタ未成熟卵より回収した Total RNA よ
り PT-PCRによりクローニングを行った。な
お、XPO1のカーゴとして、以前、申請者が
クローニングしたWEE1Bも用いた。 
（2）得られた配列に、核外移行レセプター
には発現確認のための FLAGタグを、カーゴ
タンパク質には卵内の局在を確認するため
の緑色蛍光タンパク質（EGFP）配列を付加
したコンストラクトを作成した。発現促進の
ためには mRNA を、発現抑制のためにはア
ンチセンス RNA (asRNA)をブタ未成熟卵質
に顕微注入することとし、これらの RNA を
in vitro合成した。 
（3）先ずブタ卵の成熟過程における内因性
レセプターの存在と変動を、特異的な抗体を
用いた免疫ブロットにより調査した。なお、
抗体の特異性は、ブタ未成熟卵にそれぞれの
レセプターに対する asRNA を注入した後に
免疫ブロットを行いバンドが低下すること
により確認した。 
（4）次に、卵巣から採取直後のブタ未成熟
卵の細胞質に RNA を顕微注入した後、発現
確認を免疫ブロットにより、また機能確認を
核外移行レセプターと EGFP タグ付のカー
ゴmRNAを共注入し EGFPの局在変化で確
認した。 
（5）ブタ卵の減数分裂の再開に対する核外
移行レセプターの影響は、RNA 注入により
各レセプターの発現量を変化させたブタ卵
を最大 48 時間まで培養し、卵のホールマウ
ント標本を作成して核相観察すること、およ
び減数分裂関連因子の発現やリン酸化状態
を免疫ブロットにより調べることにより解
析した。なお、今回は特に XPO1の機能に焦
点を当て、XPO1特異的阻害剤のレプトマイ
シン B（200 nM）による機能阻害実験も行
った。 
 
４．研究成果 
（1）核外移行レセプターの XPO1、XPO6
および CSE1L、また、それらのカーゴであ
る SNUPN、ACTBおよび IMPα1の cDNA
をブタ未成熟卵の Total RNA よりクローニ
ングに成功した。アミノ酸配列を調べたとこ
ろ、ヒトおよびマウスの配列と 88％以上の高
い相同性であった（表 1）。WEE1Bについて
は既に報告済みである[③]。 
 
 
 
 
 
 

H: pig vs human,  M: pig vs mouse

Exportin アミノ酸数 相同性(%) Cargo アミノ酸数 相同性(%)

XPO1 1071 ⇒ SNUPN 362

XPO6 1125 ⇒ ACTB 375

CSE1L 971 ⇒ IMP 1    529

H:99
M:99
H:99

M:99
H:99

M:99

H:92
M:88
H:100

M:100
H:97

M:95

表 ブタの核外移行レセプターおよびそのCargoの相同性



（2）In vitro合成した核外移行レセプターの
mRNA をブタ未成熟卵の細胞質に顕微注入
し、タンパク質の発現を FLAGタグに対する
抗体を用いた免疫ブロットで確認した（図 1）。
また asRNA の発現抑制効果は mRNA と
asRNAを共注入し、mRNAの発現が抑制さ
れることで確認した（図 1）。なお、時期の卵
内に常に一定量存在することが知られてい
る CDC2 をローディングコントロールとし
て用いた。XPO1、XPO6 および CSE1L の
いずれも mRNA 注入で予想される分子量に
明確なバンドが検出され、asRNA の共注入
でこのバンドが消失した。この結果から、
mRNAによるタンク質発現と asRNAによる
発現抑制効果が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）ブタ卵母細胞の減数分裂過程における
内因性核外移行レセプターの発現動態を免
疫ブロットにより調べるにあたり、まず抗体
の特異性を確認した（図 2）。その結果、XPO1、
XPO6 および CSE1L のいずれの抗体も予想
される分子量の位置にバンドが確認され、こ
のバンドは asRNA 顕微注入により低下した。
したがって特異的なタンパク質を認識して
いると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
そこでこれらの抗体を用いて、ブタ卵母細胞
の核外移行レセプターの減数分裂過程にお
ける内因性タンパク質の変動を調べた所い
ずれもほぼ一定量が存在しており、有意に変
動しないことが明らかとなった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）カーゴについては外因性カーゴタンパ
ク質の発現と局在を EGFP 蛍光により調べ
た。その結果、、XPO1 のカーゴである
SNUPNとWEE1Bは核内明瞭な蛍光が発現
し、局在することが明らかとなった。これに
XPO1を過剰発現したところ核内の局在が低
下する様子が確認された（図 4A）。そこで、

XPO1の核外移行レセプターとしての機能を
定量的に示すことを目的とし、核内発現量：
細胞質発現量の比率を計測したところ（図
4B）、SNUPN では約 3/4、WEE1B では約
1/2へと減少していた（図 4C）。また、WEE1B
より NES に相当する配列を削除した
ΔNES-WEE1Bを作成しXPO1と共に発現さ
せたところ、この核外輸送の機能はみられな
くなった（図 4D）。この結果は、XPO1がブ
タ未成熟卵においてもカーゴの NES を認識
し、核外へ輸送する機能を果たしていること
を明確に示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
XPO6のカーゴであるACTB、およびCSE1L
のカーゴである IMP1 は卵内全体に発現が
確認されたが核内に若干強い発現がみられ
た（図 5）。なお、XPO6や CSE1Lの発現に
よる核外輸送の機能確認には未だ至ってい
ない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）XPO1アンチセンス RNA注入により発
現を抑制すると、XPO1抑制卵は最終的な成
熟率には変化が無いが、減数分裂の再開の指
標である卵核胞崩壊（GVBD）の率の上昇が
有意に遅れる傾向が見られた（図 6）。 
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図4 カーゴタンパク質の発現局在によるXPO1の機能確認  
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この現象は XPO1 特異的阻害剤であるレプ
トマイシン B（LMB）を処理した場合も同様
であり（図 7）、NES を認識する核外移行レ
セプターの関与が支持された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
逆に XPO1 を過剰発現すると減数分裂の再
開が有意に早まることが明らかになった（図
8A）。この結果は成熟促進因子の制御サブユ
ニットである Cyclin B1の培養 18時間後に
おける発現上昇によっても裏付けられた（図
8B）。なお、XPO6 および CSE1L の効果に
ついては現在検討中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまで核輸送の変化により減数分裂に影
響が出ることを示した報告は無く、本研究は
核輸送が哺乳類卵の減数分裂の正常な進行
に重要な役割を果たすことを示す初めての
実験結果となった。 
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図6 減数分裂に対するXPO1発現抑制の影響
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図7 減数分裂に対するレプトマイシンBの影響  
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