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研究成果の概要（和文）：卵子のインテグリティにとって最も重要な要素の一つとして、染色体数の正常性が挙
げられる。in vitro gametogenesisで作られた卵子や、高齢の生体における卵子には高い頻度で染色体数に異常
が見られ、そのインテグリティの低さを反映している。卵子の染色体数異常は流産やダウン症に代表される先天
性疾患の主要な原因である。本研究では、卵子のインテグリティについて染色体イメージングを中心とした細胞
生物学的な研究を行った。卵子のインテグリティに重要な要素として紡錘体の安定性を見出し、それに必要な分
子機構の一端を解明した。また、高齢になるとともに減少する染色体因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：One of the most important factors for oocyte integrity is the normality of 
chromosome number. Ocytes produced by in vitro gametogenesis and oocytes from older organisms have a
 high frequency of chromosome number abnormalities, reflecting their low integrity. Chromosome 
number abnormalities in oocytes are a major cause of miscarriages and congenital diseases such as 
Down syndrome. In this study, we conducted cell biological study of oocyte integrity with techniques
 of chromosome imaging. We found spindle stability as an important factor for oocyte integrity and 
elucidated molecular mechanisms required for the integrity. We also identified chromosomal factors 
that decrease with age.

研究分野： 細胞分子生物学

キーワード： 卵子　イメージング　染色体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵子のインテグリティに必要な染色体の正常性を担う細胞生物学的および分子的機構を解明した。これにより、
不妊や流産、および先天性疾患の主要な原因である卵子の染色体数異常の原因解明に近づいた。原因を分子的に
解明することは、将来において卵子の染色体数異常を抑制する技術を開発する基盤となりえる。

※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 

卵子のインテグリティにとって最も重要な要素の一つとして、染色体数の正常性が挙げられ

る。in vitro gametogenesis で作られた卵子には高い頻度で染色体数に異常が見られ、そのインテ

グリティの低さを反映している。卵子の染色体数の異常は、減数分裂における染色体分配エラー

によってもたらされることから、in vitro gametogenesis の減数分裂には染色体分配エラーの原因

となる何らかの欠損があると考えられる。しかしながら、その欠損の実体は分かっていなかった。 

興味深いことに、染色体数異常は、生体内の卵子においても一定の頻度で見られる異常であり、

その頻度は他の細胞に比べて高いことが知られている。その頻度は母体年齢とともに上昇する

ことでも知られ、流産やダウン症に代表される先天性疾患の主要な原因である。卵子が in vitro 

gametogenesis と生体内の両方で染色体数異常に至りやすいことは、卵子が有する染色体分配機

構が内在的に脆弱であり、インテグリティ構築のボトルネックになっている可能性を示唆して

いる。脆弱性の程度を決定あるいは予見する分子群を体系的に同定しようという試みはなかっ

た。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者は研究開始前より、独自に確立した卵子の高解像度かつハイスループットの染色

体ライブイメージング技術を駆使しながら、生体内の卵子における染色体分配エラーの原因を

研究してきた。この技術を領域内の技術と組み合わせ、染色体イメージングを中心的に用いた卵

子染色体インテグリティの細胞生物学的研究を行うとともに、染色体分配機構のインテグリテ

ィを規定する分子を同定することで、in vitro gametogenesis で作られた卵子および生体内の卵子

のインテグリティを予見する技術の開発につなげることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス卵子の染色体ライブイメージング 

in vitro gametogenesis で作られた卵子が見せる異常な動態や特徴をライブイメージングから網

羅的に同定し、その中で染色体分配エラーの原因となりうるものをリストアップすることを目

的とした。卵子ライブイメージングは、常法では RNA マイクロインジェクションにより蛍光マ

ーカータンパク質を発現させることで行われるが、既存培養技術で作製された in vitro 卵子はマ

イクロインジェクションのダメージに弱いことが分かったため、培地添加型の蛍光プローブに

よるイメージング技術を確立した。蛍光プローブとして当研究室で実績(Courtois et al., “Triple-

color live imaging of mouse oocytes.” Springer, 2018)のある siR-DNA と siR700-Tubulin を採用し、最

適な条件を検討した。 

得られたライブイメージング画像について定量的な解析を行い、染色体分配機構の要素（例え

ば紡錘体形成、紡錘体の二極化、染色体凝縮、動原体形成、染色体接着など）のいずれが欠損し

ているかを検討した。欠損していると考えられた要素について、細胞生物学的な解析を行い、原

因の理解を目指した。 

 さらに、これまでにない解像度での染色体ライブイメージングの確立を目指し、個別染色体の

ラベリング技術の開発を行った。 

 



(2) 染色体分配のインテグリティに関わる分子群の網羅的同定 

自然老化マウスの卵子では染色体分配エラーの頻度が高い。染色体分配装置である紡錘体を

老化卵子から顕微操作によりちぎり取り、LC-MS/MS 解析に供することで、コントロール卵と半

定量的に比較して量が異常なタンパク質の同定を試みた。有意な異常が検出されたタンパク質

について、定量的な抗体染色により検証を行った。 

 並行して、一細胞トランスクリプトーム解析から、老化依存的に変化する分子群の同定を試み

た。異なる月齢のマウスから卵子とその周辺の顆粒膜細胞群をそれぞれ単離し、一細胞 RamDA-

seq 解析に供した。 

 これらの方法から同定された分子について、細胞生物学的な解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）マウス卵子の染色体ライブイメージング 

まず、siR-DNA と siR700-Tubulin による染色体・紡錘体イメージングを条件検討し、

解像度とスループットの向上を行った。これにより、マイクロインジェクションを用い

ずとも染色体および染色体を三次元追跡しながらその動態及び形状変化を定量的に解

析することが可能となった。この技術は以降の各実験に活用した。 

並行して、林（克）班より新たに開発された手法で作製された in vitro 卵子の提供を

受けた。これらはマイクロインジェクション耐

性であったことから、常法でのイメージングを

先行して行った。これらの in vitro 卵子におい

ては、減数第一分裂 M 期進行後に紡錘体形成

は見られたもののそのサイズはコントロール

卵子と比較して小さかった。正常卵子で前中期

に特徴的な染色体個別化が見られず、染色体の整列速度は遅延していた。染色体分配へ

進行する頻度は低く、進行したものはラギング染色体を見せた(Hamazaki et al, 2021 
Nature)。これらの結果は、in vitro 卵子は精巧に染色体を分配するための機構がシステム

として十分に備わっていない可能性を示唆している。プライマリーな欠損としては紡錘

体形成の不安定さが挙げられた。 

紡錘体形成の不安定性は、老化卵子において知られる異常と似ている。そこで、卵

子の紡錘体安定性に関わる分子に着目した解析を行った。その結果、動原体 Ndc80 複

合体がアンチパラレル微小管架橋因子 Prc1 を動原体に濃縮させることで安定な紡錘体

形成を促進することを見出した(Yoshida et al, Nat Commun, 2020)。 

さらに、個別染色体のラベリングによるライブイメージング技

術の開発を行った。染色体特異的な内在性 DNA リピート配列を

CRISPR-Sirius により蛍光ラベリングする手法が有効であることを

見出した。これを用い、マウス卵母細胞内で全ての染色体（19 の

常染色体および X 染色体）のそれぞれを個別ラベリングすること

に成功した。 
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（２）染色体分配のインテグリティに関わる分子群の網羅的同定 

染色体分配装置である紡錘体を老化卵子から顕微操作によりちぎり取り、LC-MS/MS 解

析に供した。若い卵子を用いたコントロール実験におい

て、紡錘体ちぎり取りにより有意に濃縮された 71 のタ

ンパク質のうち 45（63.4%）が紡錘体因子だった。老化

卵子の紡錘体との比較においては 28 のタンパク質が有

意に減少していた。これらの中にはコンデンシン複合体

の構成因子が含まれており、他の構成因子も老化卵子で

減少する傾向が見られた。そこで、コンデンシンを抗体

染色法により定量して検証したところ、期待とは異な

り、老化卵子における染色体上の量の変化が検出されな

かった。このことは、今回研究に用いたプロテオミクスのアプローチが、現状では目的

の分子群同定に不適であることを示唆していた。 

そこで代替のアプローチとして、トランスクリプトーム解析からの同定を試みた。老

化卵子を一細胞 RamDA-seq で解析することで、老化依存的なトランスクリプトーム変

化を見出した(Mishina et al, Aging Cell, 2021)。この解析から、老化卵子における遺伝子

発現の特徴を見出し、老化依存的に減少するタンパク質の候補因子をあげた。この候補

因子の量を抗体染色法により定量したところ、老化依存的な減少を見出した。 

 なお、紡錘体ちぎり取り技術は、卵母細胞に父性染色体を導入して機能的な卵子を作

出する手法の確立に活用した(Ogonuki et al, EMBO Rep 2022)。 
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