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研究成果の概要：雌雄産み分けは、家畜動物の効率的生産という意味で非常に重要な技術であ

り、特に胚移植前の段階で雌雄胚選別することが望まれる。本研究では細胞にダメージを与え

ないライブセルイメージング技術を応用し、性染色体を認識する蛍光プローブを開発すること

で新規雌雄初期胚選別技術の開発を目指した。期間中、雌胚特異的に見られる X染色体不活性

化現象をリポートする蛍光プローブを開発し、実際に雌雄胚選別を試みたところ、マウス胚に

おいて雌雄の 100%の産み分けに成功した。なお、本技術は産仔に対して無害であり、かつ遺伝

子組み換え動物にはならないことから、現場への応用が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
 家畜動物や愛玩動物ではその産業性質上、
雌雄どちらかの個体が必要とされることが
多い。しかし、産仔の段階で雌雄の選別を行
うことはコスト的にも倫理的にも不適切で
あるため、発生のごく初期、特に胚移植可能
な着床前初期胚以前の段階での雌雄選別が
望まれる。現在行われている代表的な雌雄選

別法として、精子や初期胚の段階での選別が
知られている。前者では FACS 装置や遠心分
離法を用いて Y 精子・X 精子を選別し、それ
を受精させる方法である。しかし、選別後の
精子の運動性が低いなど多くの問題を抱え
ている。後者は受精卵割球を一部切除（バイ
オプシー）し、そのゲノムから PCR を用いて
Y 染色体特異領域を増幅する性判別方法であ



る。その正確性は９０％以上であるが、高度
なインジェクション技術を必要とし、かつ検
定胚の凍結保存が困難である。つまり、以上
のような問題点をクリアできる着床前初期
胚の雌雄選別技術は、畜産分野において非常
に有効となる。 
 
 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに卵子や初期胚を用い

た蛍光ライブセルイメージング技術の構築
を行ってきた（下図、Yamagata et al. Genesis 
2005）。具体的には特定タンパク質と蛍光タ
ンパク質との融合タンパク質をコードした
mRNA を in vitro で合成し、これを卵子内に
顕微注入することによって分子動態を追跡
するという手法である。その最大の特徴はサ
ンプルへの侵襲性の低さである。つまり、本
システムでは初期胚の蛍光観察を行った後
もその胚を培養し続ければ個体にまで発生
する。そこで、申請者はこのシステムを発展
させ、性染色体を認識する蛍光プローブを開
発することで新規雌雄初期胚選別技術に応
用できるのではないかと着想した。 

 
具体的には、雌特異的に見られる X染色体

不活性化現象（後述）を利用して、不活性化
型の X染色体特異的に結合する蛍光プローブ
を開発し、それを受精卵に導入する。検体に
対して低侵襲の顕微鏡システムで胚の核を
観察する。核内にシグナルがあれば雌、なけ
れば雄という判断基準で雌雄選別を行う（下
図）。最終的には家畜動物において雌雄胚の
選別を可能にすることを最終目標として、年
度ごとに以下の目標を設定する。 
 

平成１９年度 
十分な蛍光観察を行った後も問題なく胚が
発生するようなライブセルイメージング技
術の開発を行う。蛍光プローブの開発を行う。

本年度は基礎研究としてまずはマウス、ウサ
物を利用する。 

の効率的
性選別モデル系の確立を行う。 

．研究の方法 
 

雄胚の選別を行おうと考えている。 

ギなどの実験動
平成２０年度 
１９年度で得られた成果を応用し、ウシ・ブ
タなどの家畜胚を用いた着床前で
な
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性染色体として X染色体を２本持つ雌の細
胞では、１本しか持たない雄とのバランスを
保つためいずれか一方がヘテロクロマチン
化によって不活性化される。これは X染色体
不活性化と呼ばれる遺伝子量補償のメカニ
ズムであり、ヒトやマウスなどをはじめ、多
くの哺乳動物において広く保存されている。
この破綻は X染色体上遺伝子の過剰発現に起
因するさまざまな異常を引き起こす。近年、
この X染色体不活性化のメカニズムについて、
マウス初期胚を用いた精力的な研究が成さ
れている。その結果不活性化 X染色体（Xi）
特異的に、①Xist と呼ばれる non-coding RNA
の集積、②Histone H3K27 のトリメチル化の
亢進とそれを認識して結合するポリコーム
タンパク質 Ezh2 や Eed の集積、③macro-H2A
と呼ばれるヒストンバリアントの取り込み
が見られ、この３つの時空間的制御が初期胚
における不活性化 X染色体の成立と維持に重
要であることが示された。本申請では不活性
化 X 染色体に見られるこれら特徴を利用し、
雌
 
平成１９年度 
不活性化X染色体を可視化する分子プローブ
の開発 
具体的には上で述べた、不活性化 X染色体

に集積する分子について GFP や RFP など蛍光
タンパク質との融合コンストラクトを作製
し、それらを in vitro で転写後、その mRNA
を受精卵や２細胞期胚、４細胞期胚にマイク
ロインジェクションすることにより、不活性



化 X 染色体の可視化を試みる。 Ezh2 
(Enhancer of Zeste 2)や Eed (Embryonic 
Ectoderm Development)の全長、またはメチ
ル化ヒストンに結合するドメインをクロー
ニングし、蛍光タンパク質との融合コンスト
ラクトを作製する。また、不活性 X染色体に
存 在 す る ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト で あ る
macro-H2A についても同様の発現コンストラ
クトを作製する。細胞毒性を最小限に抑えな
がらも確実に不活性化 X染色体をリポートで
きるプローブ開発を行う。申請者は、これま
でに数多くの GFP融合タンパク質を作製し初
期胚でのイメージングを成功させてきたた
め、リンカー配列の選択などのプローブの設
計、条件検討は円滑に進められると考えてい

。 

X染色体を可視化する実験システム

る
 
 
不活性化
の構築 
マウス初期胚発生において、不活性化 X染

色体は２細胞期の早期から着床前の胚盤胞
期にかけて父性ゲノム特異的に生じること
が Xist RNA の集積によって示された。Xist 
RNA が 2 細胞期に検出されるのに対し、
Ezh2/Eed 複合体、macro-H2A の不活性化 X染
色体への集積はもっと遅く、８細胞期以降か
ら観察される。このように不活性化 X染色体
のマーカーによっても違いがあることから、
より内在性のものを反映させる意味でそれ
ぞれの蛍光プローブについて発現させる量
やタイミングの調整が必要である。過剰発現
による異所的な局在化や胚への毒性へ十分
考慮しながら適切なアッセイ系の確立を試
る。 

いた胚の性別確認及び個体発生

み
 
性選別に用
への検討 

まずはマウスをモデルに、イメージング後
の胚を胚盤胞期まで培養し、PCR で検定する
ことによりイメージングによる性判別の正
確性を確認する。また、イメージング胚を仮
親に胚移植することによって、胚へのプロー
ブの導入→性のイメージング→選別→培養
→産仔作出というプロセスから成る性選別
ステムの構築を試みる。 シ

 
平成２０年度 
家畜胚におけるX染色体不活性化の基礎的解
析 
マウスで得られた知見を応用し、家畜胚を

用いて不活性化 X染色体を検出することによ
る性選別のアプリケーションが可能かどう
かを検討していく。具体的にはウシ・ブタ・
ウサギ等の胚を用いることを現段階として
検討しているが、X 染色体の不活性化が生じ
る時期や細胞系譜は、種ごとに異なる可能性

がある。そこでこれら家畜胚における Xist 
RNA による RNA-FISH や免疫染色など、従来確
立された手法を用い、着床前初期胚において
「いつ」「どの細胞で」X染色体の不活性化が
生じているかを検討する。また、同時に不活
性化 X染色体を検出するマーカー分子の検討

行う。 

家

も
 

畜における性選別技術の応用 
上記の実験で得られた基礎的データを用

い、家畜胚を用いた性選別に挑戦する。マウ
ス胚と同様、胚へのプローブの導入→性のイ
メージング→選別→培養→産仔作出という
プロセスで、性選別を行い、最終的にはＰＣ
Ｒによる検定によって正確性の評価を行う。 

．研究成果 
 

本件については現在特許出願中

 

 
 
 
４

平成１９年度は、発生に全く影響のないイ
メージング技術を確立するため、蛍光観察後
に胚を移植し、問題なく産仔が得られるよう
な蛍光観察の条件を詳細に検討した。その結
果、１細胞期から胚盤胞期にかけての約７０
時間にわたり、計６万枚の蛍光画像を取得し
た後も問題なく胚を個体にまで発生させる
ことができた。その他、胚選別を行うには同
時に多くの胚を詳細に観察する必要が生じ
るため、１００個以上の胚を同時にイメージ
ングできるような機器の改良を行った（下
図）。なお、
である。 

平成２０年度は、雌胚特異的に見られる X
染色体不活性化現象をリポートする蛍光プ
ローブを開発し、実際に雌雄胚選別を試みた。
実験計画に既述したように様々なプローブ
を試みたところ、目的に合ったものを開発す
ることに成功した。特許未出願のため、ここ

Tubulin

H2B

lin
H2B
Tubu

a

IVF mRNA injection 6D imaging Embryo transfer Pups?

b

c 個体発生に影響しないライブセルイメージングシステム
a 実験の流れ。体外受精卵にmRNAをマイクロインジェク

ションした後、ライブセルイメージングを行った。胚盤胞期ま
での約７０時間のイメージング後、仮親に移植した。
b  ムービーの代表的な例。ここでは紡錘体を緑に（EGFP-
tubulin）核を赤に（H2B-mRFP1）にラベルしてある。実際は

７．５分おきに撮影しているが、ここでは７時間間隔のもの
を示しいている。
c  計５万枚以上の蛍光画像を取得した胚を移植して生ま

れた仔とその仮親。これら産仔は、この後全く問題なく大人
になり、生殖能力も有していた。



では不活性化 X 染色体結合タンパク質
（Inactive X binding protein）とする。こ
のプローブ（Inactive X probe）をコードす
る mRNA を１細胞期胚にμインジェクション
後、受精後 4日目の胚盤胞期胚で蛍光観察し
たところ、約半数の胚において核内に明確な
不活性化 X 染色体のシグナルが観察された。
実際にこれらの胚を仮親に移植してみると、
100%の確率で雌が生まれ、残りの胚からは雄
胚のみが生まれた（下図）。この実験系にお
ける産仔作出効率は無操作のコントロール
と遜色ないことから、マウス胚において雌雄
の 00%の産み分けに成功したと言える。 

 

用性を証明していきたいと考
ている。 

者、研究分担者及び連携研究者に
下線） 

雑誌論文〕（計７件） 

① 

1
 

残念ながら、イメージングシステムの構築
や、胚を活かしたまま X染色体を長時間観察
しうる蛍光プローブの開発に多くの時間を
要したため、本研究期間中において当初の目
標であった家畜胚でのイメージング、選別に
は至らなかった。しかし、マウス胚において
も遺伝子組み換え技術を使わずに 100%の確
率で雌雄産み分けに成功した例はこれまで
なく、畜産分野だけでなく、生殖医療分野か
らみても十分画期的だと考えている。今後は、
ウシ胚を用いて実際に雌雄胚の選別を行い、
その農学的有
え
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Total No. of 
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No. (%) of 

embryos 

screened

Type
No. embryos 

screened

No. (%) of pups

Female Male
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a
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0

(0)
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0
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ライブセルイメージング技術により、胚盤
胞期の段階で１００％雌雄を特定すること
に成功
（左図） 不活性化X染色体に結合するタン
パク質（Inactive X binding protein）とEGFP
融合タンパク質をコードするmRNAを体外

受精胚にインジェクションした。２細胞期ま
でのイメージングを行なった。Type aでは多
くの細胞の核内に濃いドット状のシグナル
が検出された（黄色矢印）。Type bでは比
較的小さいドットが分散しており、aで見ら
れるようなシグナルは見られなかった。
（表） 計２５８個の胚のうち、カテゴライズ
できなかった３３個（１２．８％）の胚を除い
た２２５個の胚において、Type aあるいはb
に選別し、それぞれについて仮親に移植し
た。その結果、１００％の確率でaからは雌
が、bからは雄が生まれた。
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