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研究成果の概要（和文）：本研究は、魚類の卵母細胞中に卵黄物質として貯蔵される中性脂質（油球）と卵黄タ
ンパク質（卵黄球）の蓄積機構を分子レベルで解明することを目的とした。メダカを研究モデルとし、それぞれ
の蓄積に関与する分子群について、種々の発現解析やゲノム編集技術を用いた機能解析を行った。その結果、油
球蓄積については、中性脂質のキャリアーである超低密度リポタンパク質の代謝酵素であるリポタンパクリパー
ゼが、卵濾胞細胞において重要な役割を担っていることが示唆された。また、卵黄球蓄積については、複数のリ
ポタンパク質受容体が、複数の卵黄タンパク前駆物質の卵母細胞内への取り込みにおいて異なる役割を担ってい
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify the molecular mechanisms underlying 
accumulation of neutral lipids (lipid droplets) and yolk proteins (yolk granules) into teleost 
oocytes as yolk materials. Japanese medaka was selected as the research model, and the functions of 
several factors which are expected to involved in the accumulation of yolk materials, was examined 
through the analyses of their expression patterns in ovarian follicles and the gene-editing 
technology. As the results, it was shown that lipoprotein lipase expressed in the ovarian follicle 
cells, a key enzyme of very low density lipoprotein which is the major carrier of neutral lipids to 
oocyte lipid droplets, plays an important role on the formation of lipid droplets in oocytes. In 
addition, for the accumulation of yolk proteins, it was suggested that multiple types of lipoprotein
 receptors have each different and specific role on the uptake of the multiple types of yolk protein
 precursors.

研究分野：魚類繁殖生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、魚類の卵成長や胚発生、仔稚魚の成長に必要不可欠な魚類の卵黄形成機構について、中性脂質と卵黄
タンパク質の双方の蓄積機構を解析し、種々の重要な知見を得た。それらの中でも、ゲノム編集技術を用いて、
種々の卵黄形成関連因子の機能を直接的に解析する基盤を確立し、特にリポタンパク質受容体の1種について、
卵黄タンパク質の取り込みにおける機能を脊椎動物で初めて明らかにできた点は、学術的意義が極めて高い。本
研究で得られた成果は、脂質やタンパク質の卵内への蓄積を人為的に制御できる技術の開発に繋がるものであ
り、これまでにない画期的な卵質改善法の開発を可能とする点で、その社会的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年の水産増養殖を支える基礎研究の重要なテーマの一つに「卵質」が挙げられる。種苗生産
を行っている水産増養殖の現場においては、良い卵質を有する卵を得ることが第一義的な課題
である。卵質には、タンパク質や脂質などの卵内に蓄えられる様々な物質が影響するものと考え
られている。しかし、卵質に影響を及ぼす決定的な要因は未だ明らかにされておらず、これらの
物質が卵内に蓄積される機構についても不明な点が多く残されている。 
 魚類の卵成長過程は、第一次成長期と第二次成長期に分けられ、特に第二次成長期は、後の胚
や仔稚魚の発達に必要な脂質やタンパク質を母体から卵内に多量に取り込み、「卵黄」として蓄
積しながら急速に成長する重要な過程である。卵黄は、生み出された卵の細胞質の容量の殆どを
占め、胚や仔稚魚に吸収され利用されることから、卵黄の質が卵質を決定付けるとも言え、その
形成過程を正しく知ることは、卵質を理解する上で極めて重要である。 
 魚類の卵母細胞における第二次成長期は、
前卵黄形成期と卵黄形成期に大別される。サ
ケ科魚類やウナギ類、マダイ（Pagrus major）、
ヒラメ（Paralichthys olivaceus）、メダカなどの
多くの魚種においては、前卵黄形成期の卵母
細胞内で中性脂質が「油球」として蓄積され
始める。油球は卵母細胞の成長と共に増加し、
卵黄形成期間を通してその蓄積は継続され
る。油球の元となる中性脂質の主要な供給源
は、主に肝臓で産生される超低密度リポタン
パク質（Vldl）である。Vldlは卵母細胞外、特
に卵濾胞細胞の顆粒膜細胞でリポタンパクリ
パーゼ（Lpl）の作用により代謝され、それに
よって生じた遊離脂肪酸が卵原形質膜上に存
在する脂肪酸交換輸送体や脂肪酸輸送タンパ
クによって卵内に取り込まれた後に、中性脂
質に再構成され油球として蓄積されると考え
られている（図 1）。しかし、この油球形成機
構はまだ仮説の域を出ておらず、油球形成に関わると予想される各因子の働きは実証されてい
ない。 
 一方で、全ての魚種において、卵黄形成期の開始とともに卵内には主要な卵黄成分である「卵
黄球」が蓄積され始める。卵黄球の蓄積とともに卵母細胞は大きく成長し、最終的に卵黄球は卵
母細胞質の大部分を占めるようになる。卵黄球の主成分はリン脂質や糖を含む卵黄タンパク質
であり、このタンパク質は雌性ホルモン（エストロジェン）の作用により肝臓で産生される卵黄
タンパク前駆物質（ビテロジェニン：Vtg）に由来する。Vtg は血流を介して卵濾胞に到達した
後、卵原形質膜上に存在する特異的な Vtg 受容体を介したエンドサイトーシスにより卵内に取
り込まれ、酵素の働きによって限定的な分解を受け、リポビテリンやホスビチンなどの卵黄タン
パク質として蓄積される（図 1）。近年、魚類の Vtgには 2〜3種類のサブタイプ分子が存在する
ことが明らかとなり、これら Vtgサブタイプ間では、構造や卵内の蓄積量が異なることが示され
ており、さらにはそれぞれに由来する卵黄タンパク質の機能も異なっていることが示唆されて
いる。また、Vtg受容体は当初、リポタンパク質受容体ファミリーに属する Vldl受容体（Lr8）
ホモログのみであると考えられていたが、最近の研究から魚類の卵膜中には Lr8 以外にも低密
度リポタンパク質受容体（Lr7）や魚類で新規のリポタンパク質受容体として発見された Lr13も
存在することが明らかとなり、これら 3種の Lrが Vtgrとして機能しているものと考えられてい
る。さらには、Vtg サブタイプ間で 3 種 Lr に対する結合性が異なることも示唆されている。し
かし、3種リポタンパク質受容体の Vtg受容体としての機能は未だに実証されておらず、解決す
べき重要な課題として残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、魚類の卵母細胞における広義の卵黄物質である、中性脂質（油球）と卵黄タンパ
ク質（卵黄球）の蓄積機構について、それらに関わる重要な分子群の機能を明らかにすることを
目的とした。ミナミメダカ（Oryzias latipes, 以下メダカ）を研究モデルとし、「課題 1：油球形成
機構の解析」と「課題 2：卵黄球形成機構の解析」の 2課題を設定して、各遺伝子の発現解析を



行うと共に、ゲノム編集技術により各遺伝子欠損（KO）メダカを作出し、それらの表現型解析
により、各遺伝子の機能の検証を目指すべく、以下の項目について解析した。 
 
課題 1：油球形成機構の解析 
（1）2種 lpl（lpl1および lpl2）の cDNAクローニングと発現解析。 
 
（2）lpl1-KO魚の作出と表現型解析。 
 
課題 2：卵黄球形成機構の解析 
（3）4種リポタンパク質受容体（lr7a、lr7b、lr8、lr13）の cDNAクローニングと発現解析。 
 
（4）2種リポタンパク質受容体（lr8および lr13）-KO魚の作出と表現型解析。 
 
３．研究の方法 
（1）2種 lpl（lpl1および lpl2）の cDNAクローニングと発現解析 
 メダカ卵巣から PCR 法により 2 種 lpl（lpl1 および lpl2）cDNA をクローニングし、それぞれ
についてリアルタイム定量 PCR法（qPCR）を確立した。メダカの各組織（脳、鰓、肝臓、卵巣、
肝臓、脂肪組織、腸など）における 2種 lpl mRNA発現量を qPCRにより測定した。また、メダ
カ卵巣から、卵濾胞を分離し、前卵黄形成期・卵黄形成初期・卵黄形成中期・卵黄形成後期・成
熟期に分け、卵濾胞の発達段階に伴う 2種 lpl mRNA発現量の変化を qPCRにより調べた。 
 
（2）lpl1-KO魚の作出と表現型解析 
 （1）の結果から、Lpl1 が主要な Lplとして機能している可能性が示されたことから、lpl1 に
ついて KO魚の作出を進めた。ゲノム編集による KO魚の作出は CRISPER/Cas9システムを用い
た。lpl1 の機能性の高い部分に、変異とともに終始コドンが含まれるようガイド RNA（gRNA）
を設計した。1細胞期のメダカ胚に、gRNAをマイクロインジェクション法により注入した。変
異導入 F0魚の確認は、仔魚や成魚の鰭の一部からゲノム DNAを抽出し、PCR法とヘテロ 2本
鎖移動度分析（HMA）により行った。変異が認められたものについては、シーケンス解析によ
り変異配列を明らかにした。変異導入が確認された F0 と野生型（+/+）を交配し、F1 世代を得
た。次ぎに、ヘテロ型変異 F1（+/-）同士を交配して、F2世代を作出・育成し、それらの中から
ホモ型変異 F2（-/-）を HMAとシーケンス解析により選定した。 
 
（3）4種リポタンパク質受容体（lr7a、lr7b、lr8、lr13）の cDNAクローニングと発現解析 
 メダカ卵巣から PCR法により 3種リポタンパク質受容体（lr7、lr8、lr13）の cDNAをクロー
ニングし、それぞれについてリアルタイム qPCRを確立した。（1）と同様に、メダカ各組織にお
ける各 mRNAの発現分布および卵濾胞の発達段階に伴う mRNA発現量変化を、3種リポタンパ
ク質受容体のそれぞれについて調べた。 
 
（4）2種リポタンパク質受容体（lr8および lr13）-KO魚の作出と表現型解析 
 （3）の結果から、lr8 と lr13 が主要な Vtg 受容体として機能している可能性が示されたこと
から、この 2 つについて KO 魚の作出を進めた。KO 魚の作出と選抜は（2）と同様の方法で行
った。このうち lr8 については、KO 系統（lr8-KO）の作出に成功したため、種々の表現型解析
を実施した。先ず、lr8-KO魚と野生型から得られた卵から卵黄タンパク質を抽出し、LC-MS/MS
を用いたラベルフリー・ショットガン解析に供して、4種 Vtg（VtgAa1、VtgAa2、VtgAb、VtgC）
に由来する卵黄タンパク成分の量比を比較した。また、lr8-KO魚と野生型の間で、孵化仔魚の生
残率を比較した。 
 
４．研究成果 
（1）2種 lpl（lpl1および lpl2）の cDNAクローニングと発現解析 
 メダカ各組織における 2 種 lpl mRNA の発現量を調べた結果、2 種とも脂肪組織においてのみ
他の組織に比べて有意に高い発現が認められた。また、調べた全ての組織において、lpl2 mRNA
発現量は lpl1 のそれに比べて非常に低かったことから、Lpl1 が主要な Lpl として機能している
ことが示された。 
 卵濾胞の発達段階に伴う 2種 lpl mRNA発現量の変化を解析した結果、2種ともに卵黄形成の
進行に伴って発現量が増加し、卵黄形成後期においては発現量の有意な増加が見られた一方、成
熟期では有意に減少した。 
 



（2）lpl1-KO魚の作出と表現型解析 
 lpl1遺伝子に対する複数の gRNA候補を設計して検討した結果、フレームシフトを伴う変異導
入に有効な gRNA の組み合わせが見出された。それらの gRNA を用いた CRISPER/Cas9 システ
ムにより、メダカゲノム上の lpl1遺伝子への変異導入 F0を作出した。これらと野生型の交配で
得られた F1から、lpl1遺伝子のフレームシフトを伴うヘテロ接合型変異導入個体（-/+）を選抜
し、さらにそれらを交配することにより、ホモ接合型変異導入個体（-/-）を含む F2の作出およ
び遺伝子型の決定までを完了した。しかし、それらの表現型解析までには至らなかった。 
 
（3）4種リポタンパク質受容体（lr7a、lr7b、lr8、lr13）の cDNAクローニングと発現解析 
 メダカ各組織における 4種リポタンパク質受容体 mRNAの発現分布を調べた。2種 lr7につい
て、lr7a においては肝臓において有意な高発現が見られた。一方、lr7bは腸や鰓で他の組織に比
べ高い発現が認められたが、その発現量は lr7a に比べて非常に低く、Lr7a が主要な Lr7 として
機能していることが示唆された。また両 lr7 mRNAともに卵巣における特異的な高発現は見られ
なかった。lr8 mRNAと lr13 mRNAにおいては、卵巣に特異的な高発現が認められ、これら 2種
が Vtg受容体として主に機能していることが示唆された。 
卵濾胞の発達段階に伴う lr8 mRNAおよび lr13 mRNAの発現量の変化を解析した結果、2種と
もに前卵黄形成期に発現のピークが見られ、卵黄形成の進行とともに発現量が減少する傾向が
認められた。 
 
（4）2種リポタンパク質受容体（lr8および lr13）-KO魚の作出と表現型解析 
 lr8および lr13遺伝子のそれぞれに対する複数の gRNA候補を設計して検討した結果、変異導
入に有効な gRNA の組み合わせが見出された。それらの gRNA を用いた CRISPER/Cas9 システ
ムにより、メダカゲノム上の両遺伝子への変異導入 F0をそれぞれ作出した。lr13遺伝子につい
ては、フレームシフトを伴う変異導入個体の作出には至らなかった。lr8 については、フレーム
シフトを伴う lr8遺伝子のホモ接合型変異導入系統（-/-）である lr8-KOの作出に成功し、種々の
表現型解析を実施した。その結果、lr8-KO 系統メダカの孵化仔魚の生残率が野生型のそれより
も低下することが示された。さらに lr8-KO系統メダカにおいては、4種の Vtg（VtgAa1、VtgAa2、
VtgAb、VtgC）のうち、VtgAb由来の卵黄タンパク成分が野生型と比べて相対的に低下していた。
このことから、Lr8が VtgAbタイプの主要な受容体として機能していることが明らかとなった。 
 
 以上、本研究は、魚類の卵成長や胚発生、仔稚魚の成長に必要不可欠な魚類の卵黄形成機構に
ついて、中性脂質（油球）と卵黄タンパク質（卵黄球）の双方の蓄積機構を解析し、種々の重要
な知見を得た。それらの中でも、ゲノム編集技術を用いて、種々の卵黄形成関連因子の機能を直
接的に解析する基盤を確立し、特にリポタンパク質受容体の 1種（Lr8）について、卵黄タンパ
ク質の取り込みにおける機能を脊椎動物で初めて明らかにできた点は、学術的意義が極めて高
く、特筆すべき成果である。本研究で得られた成果は、脂質やタンパク質の卵内への蓄積を人為
的に制御できる技術の開発に繋がるものであり、これまでにない画期的な卵質改善法の開発が
可能となることが期待される。 
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