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研究成果の概要（和文）：本課題では、多精受精動物であるウズラの卵賦活化（卵の発生開始）に関わるシグナ
リングの解析を中心に行った。ウズラの卵賦活化に必須である2つのCa2+増加反応（一過性型と反復振動型）を
仲介する3つの母性Ca2+受容体を同定することに成功を収めるとともに、卵の減数分裂再開シグナリングの活性
化には一過性型のCa2+波のみが関与することを突き止めた。また雌性核との融合に与らない精子核の分解に、卵
由来の核分解酵素は関与しないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the analysis of molecular signaling related to 
egg activation (initiation of egg development) in Japanese quail, a polyspermy animal. We 
successfully identified three maternal Ca2+ receptors that mediate two Ca2+-increasing responses 
(transient and spiral-like oscillation) essential for quail egg activation and found that only 
transient Ca2+ signaling activates meiotic resumption signaling in the eggs. It was also found that 
egg‐derived deoxyribonucleases are not involved in the degradation of sperm nuclei that are not 
fused with female nucleus.

研究分野： 鳥類生殖工学

キーワード： ウズラ　受精　卵賦活化　ゲノム編集　卵の保存

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1細胞期受精卵を材料とした哺乳類生命工学技術を鳥類へ外挿するという点で、鳥類に特異な多精受精シグナル
ングの解析は必要不可欠な研究課題である。特に「受精直後に起こる卵由来DNA分解酵素の消失」という発見
は、ゲノム編集ウズラを作出する上で、重要な知見として働いた。また本課題では、これまでに成功例を見てい
ない「受精能を保持した未受精卵」の保存法の確立にも成功を収め、これらの応用は新規鳥類生命工学技術の発
展・構築に貢献すると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）動物における受精の仕組みは無脊椎動物から哺乳類に至るまで種を超えて保存されてい
るが、脊椎動物では受精成立のために２つの異なる戦略をとっている。１つは単精受精で、１個
の精子のみが卵内に侵入する（魚類、無尾目両生類、真獣類哺乳類）。これらの動物卵では、最
初の精子が卵内に侵入すると、卵細胞外での多精拒否反応が機能し、第２以降の精子の侵入が阻
止される。もう１つは生理的多精受精で、多精拒否機構が備わってないため、１個の卵内に複数
の精子が連続的に侵入する（板鰓類魚類、有尾目両生類、爬虫類、単孔類哺乳類、鳥類）。鳥類
の場合、卵内に侵入した複数の精子のほとんどが雄性前核へと変化するが、実際に雌性核と融合
できる雄性前核は 1個のみ（主雄性前核）であるため、２倍体での発生が保障されている。その
他の余剰雄性前核は、生殖盤の辺縁部に押し出された後、初期の卵割時に分解される運命にあり、
これは多精受精動物の中でも鳥類に特異な現象として知られている。しかしながら、何故複数の
精子が卵内に侵入する必要があるのか、卵内においてどのようにして主雄性前核が選択されて
いるのか、またどのようにして余剰雄性前核のみが分解されるのか、それらの卵内分子機構につ
いてはまったく理解されていなかった（引用文献１）。 
 
（２）これまでに我々は、ウズラの受精時に卵細胞質内に放出される精子由来の卵賦活化因子と
して、ホスフォリパーゼ Cゼータ（phospholipase C zeta1：PLCZ1）、クエン酸合成酵素（citrate 
synthase：CS）およびアコニット酸ヒドラターゼ（aconitate hydratase2：ACO2）を同定するこ
とに成功し、卵の減数分裂の再開にはそれぞれのタンパク質が精子 100 個分含有量以上必要で
あることを明らかにしてきた。また PLCZ1 が生み出す卵細胞質内における Ca2+ウェーブや CS と
ACO2 が生み出すスパイラル様 Ca2+オシレーションが、それぞれ卵減数分裂の再開と受精胚の第
一卵割細胞周期の進行に重要な役割を果たしていることも突き止めてきた（引用文献２）。しか
し、Ca2+ウェーブやスパイラル様 Ca2+オシレーションの惹起に関わる母性因子等を含めた卵内受
精シグナリングの詳細は未だ十分に分かっていない。特に鳥類卵に特異に発現する核分解酵素
（deoxyribonuclease：DNase）の精子・卵核に与える影響やその回避（引用文献３）における詳
細な解析は、主雄性前核の選択や余剰雄性前核の分解機構の解明の一助となるだけでなく、
clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas9（ CRISPR/Cas9）や
transcription activator-like effector nucleases といった外来人工制限酵素核酸を 1細胞期
卵への導入する上で重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、本研究代表者の注目した“鳥類における多精受精成立機構”の全貌を明らかにす
ることを目的に、①精子由来卵賦活化因子である PLCZ1、CS、ACO2 による卵細胞質 Ca2+濃度増加
反応を仲介する母性 Ca2+受容体の同定およびその後の Ca2+シグナルカスケード解析、②配偶子
DNase の発現動態解析をウズラ卵を用いて行った。さらに③卵細胞質内精子注入法
（intracytoplasmic sperm injection：ICSI）によって作出した 1細胞期ウズラ卵にcyclin D1
（CCND1）遺伝子座をターゲットする CRISPR/Cas9 システムの導入解析を行うとともに、④これ
まで不可能であった鳥類未受精卵の長期間保存を可能にする新技術の開発に着手することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）母性 Ca2+受容体の同定および Ca2+シグナルカスケード解析：排卵直後のウズラ卵の胚盤か
ら total RNA を抽出し、発現する Ca2+受容体を RT-PCR 法によって同定した。また発現の見られ
た受容体のタンパク質発現を特異的抗体を用いて検出するとともに、PLCZ1、CS、ACO2 cRNA 投
与後におけるタンパク質発現の変動を調査した。さらにその後の減数分裂の再開を司る母性因
子群の解析を実施した。 
 
（２）DNase 発現動態解析：DNase に対する特異的抗体を用いて射出精子および排卵直後の卵胚
盤における発現解析を行うとともに、受精に伴うそれらの発現変化等を制御する分子群の同定
を目指してプロテオーム解析を実施した。 
 
（３）CRISPR/Cas9 による CCND1 遺伝子座ゲノム編集ウズラ胚の解析：CCND1 タンパク質をコー
ドする領域をターゲットとするsgRNA を作製し、それを Cas9 cRNAとともに ICSI によって作成
した 1 細胞期受精卵に投与した。またその後における発生および胚ゲノム解析を分子生物学的
手法を駆使して実施した。 
 
（４）未受精卵の長期保存法の開発：排卵直後の卵を採取し、その採取卵を各種プロテアーゼ阻
害剤の存在下で（15℃）数日間暴露した。処理卵の受精能を確認するため、PBS で洗浄後、ICSI



 

 

処理・24時間の体外培養を行った。 
 
４．研究成果 
（１）母性 Ca2+受容体の同定と Ca2+シグナルカスケード解析：排卵されたウズラ卵における Ca2+

受容体、イノシトール三リン酸受容体（ITPR）とリアノジン受容体（RYR）のアイソフォームの
発現を RT-PCR法を用いて解析した結果、ITPR タイプ 1（ITPR1）とタイプ 3（ITPR3）および RYR
タイプ 3（RYR3）の発現が認められ、また抗体を用いたウェスンブロット解析からそれらのタン
パク質発現も認められた。また母性 ITPR1 と ITPR3 の分解は PLCZ1 cRNA の単独投与によって惹
起され、重要にもその完全分解は一過性のCa2+増加が終了する時刻と一致していた。さらにITPR1
および ITPR3 によって増加した一過性の Ca2+シグナルは、c-MOS や cyclin B（CCNB）の分解を介
して、卵の第二減数分裂の再開を誘起していることがわかった。対照的に RYR 3 の分解は、PLCZ1 
cRNA の注入では惹起されず、CSおよび ACO2 cRNA 注入後 3時間（第一卵割の開始時）において
のみ誘発された。また RYR3 によるスパイラル様 Ca2+オシレーションシグナルは、c-MOS や CCNB
の分解に寄与しないこともわかった。 
 
（２）DNase 発現動態解析： DNase 抗体を用いた免疫化学解析を実施した結果、射出精子では頭
部の核領域に、排卵直後の卵胚盤の細胞質に局在していることがわかった。この特徴に加え、母
性 DNase はユビキチン化されているのに対して（U-DNase）、精子由来の産物にそのような化学修
飾は確認されなかった。しかしながら、精子由来 DNase、U-DNase 共に精子 DNA に対する分解能
は保持されていた。また自然交配に得られた受精卵の U-DNase は受精直後に分解されることが
判明し、この分解は精子由来 CS および ACO2 の投与によって人為的に再現できることがわかっ
た。さらに卵細胞質には複数のプロテアソームタンパク質が発現しており、これらによる DNase
の分解は、精子由来 CS、ACO2 が母性プロテアソーム関連タンパク質との結合を介して惹起され
ることがわかった。一方、精子由来のDNase は精子頭部と共に卵細胞質に取り込まれることがわ
かったが、その後の動態については現在調査中である。 
 
（３）CCND1 遺伝子座ゲノム編集ウズラ胚の解析：ウズラ卵割ステージの初期胚において、ステ
ージ V 以降に CCND1 mRNA およびそのタンパク質発現が認められた一方で、CCND1 のリン酸化タ
ーゲットタンパク質である母性retinoblastoma（Rb）の分解がステージVIから誘起されていた。
また CRISPR/Cas9 システムにより CCND1 遺伝子座がゲノム編集されたウズラ胚の全てが、ステ
ージ Vでの発生停止を示すとともに、Rbの分解も起こっていなかった。さらに Rb抗体を用いた
免疫沈降解析から、CCND1 の存在下で、Rb構成アミノ酸であるセリン・スレオニンがリン酸化さ
れることがわかり、それが起点と
なって母性Rbは分解されることが
わかった。Rbは転写因子であるE2F
の抑制因子として作用することが
知られており、Rb の分解が亢進さ
れているステージ V 以降において
は E2F による胚ゲノムの転写が活
性化されていることが予想される
（図）。ステージ Vから発現が見ら
れるmRNAの存在やステージVのみ
で観察されるRbやCCND1の核局在
移行もこの仮説をサポートする。 
 
（４）未受精卵の長期保存法：Protein kinase A および protein kinase C の阻害剤を排卵直後
の卵に混合暴露することで、最低でも 2 日間保存した未受精卵に、ICSI による受精・発生能が
保持されていることを突き止めた。対照的に、阻害剤を暴露していない無添加培地で保存した卵
に、受精・発生能は認められなかった。 
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