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研究成果の概要（和文）：卵子は受精を経て、体を作る全ての細胞を生み出す力を持っており、生命を繋いでき
た世代継承の要である。本研究では、アクセスが困難な胎児期にて起こる生殖細胞形成プロセスを培養ディッシ
ュ上で再現し、雌性性決定因子であるZGLP1の制御機構を明らかにすることを目指した。胎児期から出生にかけ
ての卵母細胞の詳細な遺伝子発現解析と遺伝子改変細胞を用いた機能検証から、ZGLP1により制御される遺伝子
群は胎児期から成人期にかけて幅広く卵形成に関与し、減数分裂進行や細胞内恒常性維持などの制御を介して卵
母細胞の生存を保証することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oocytes possess the ability to create all cell types in the body and thus 
are the keystone for assuring species’ continuation. In this research project, we aimed to 
elucidate the mechanisms by which ZGLP1, an evolutionarily conserved transcription factor, induces 
female sex differentiation in developing germ cells. With the use of in vitro germ cell derivation 
technology, we conducted detailed transcriptome analyses during fetal and neonatal oogenesis. We 
identified new factors that play pivotal roles in the assurance of oocyte survival through, for 
example, the regulations of meiotic progression and cellular homeostasis. Our findings advanced the 
understanding of how ovarian reserve is established and maintained. Additionally, our work provides 
clues on how to establish human in vitro gametogenesis in the future. 

研究分野： 発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
女性の生涯における生殖能力は卵母細胞の「数」と「質」が胎児期に正しく作られることによって保証される
が、胎児期の卵母細胞形成を制御するプログラムの多くは不明瞭である。本研究により胎児期卵母細胞の生存を
保証する転写プログラムの理解を向上することができ、女性の妊孕性を規定する卵巣予備能成立の根底プロセス
の理解が進んだ。この成果は、不妊症の機序の理解に貢献し、また、将来的なヒト卵母細胞の試験管内誘導の創
出にも寄与すると期待できる。

※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 
卵母細胞は次世代個体を形成しうる能力を有する生命

継承の担い手であり、始原生殖細胞を起源として胎生

期に生殖巣体細胞からのシグナルによって運命決定さ

れる。近年、研究代表者を含む研究グループによって、

卵巣体細胞からの BMP とレチノイン酸によって卵母

細胞への分化が進行することが明らかになったが

（Miyauchi H, et al, EMBO, 2017）、これら二つのシグナル

の下流で働く転写制御因子は見つかっておらず、卵母

細胞誘導過程において液性シグナルと遺伝子発現制御

の間はブラックボックスであった。代表者は BMP シグ

ナルに応答して始原生殖細胞にて発現上昇のある転写因子 ZGLP１に着目し、その分子作用を

解き明かすことで、卵母細胞への運命決定の機序を理解できると着想し、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、代表者が独自に開発した卵母細胞分化誘導遺伝子のスクリーニング系を用いて同

定した転写因子 ZGLP1 の作用機序の検証及び ZGLP1 の下流遺伝子の機能検証を可能とする新

たな in vitro 実験基盤を開発し、卵母細胞の運命決定機構（雌性性決定機構）の理解を飛躍的に

進展させることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の項目を実施した。 

（１）多能性幹細胞からの始原生殖細胞の試験管内誘導系を用いて BMP 下流因子 ZGLP1 を同

定し、始原生殖細胞における ZGLP1 の強制発現、欠損、ChIP-seq を行い ZGLP1 により制御さ

れる下流遺伝子を同定した。また、ZGLP1 により制御される遺伝子の発現動態の胎児期卵母細

胞から出生にかけての卵形成における発現を調べた。 

（２）新規同定遺伝子の欠損 ES 細胞を作成し、試験管内卵母細胞誘導法を用いて、卵形成にお

ける機能の検証を行なった。 

 

４．研究成果 

（１）卵形成始動因子 ZGLP1 の同定と下流遺伝子の卵形成過程における発現動態 
マウス PGC は胎生６日〜７日頃にエピブラスト後

方部に出現し、胎生１０日頃に性腺原基へと移動す

る。胎生１１日ごろから起こる生殖巣体細胞におけ

る性決定を経て、体細胞からのシグナルに応答して

生殖細胞は性特異的な遺伝プログラムを開始する。

すなわち、卵巣においては卵母細胞へと分化し、精

巣においては精子幹細胞への分化プログラムを開始

する。我々は卵母細胞への運命決定には卵巣体細胞

か ら 産 生 さ れ る 骨 形 成 タ ン パ ク質  (Bone 
Morphogenetic Proteins: BMPs)とレチノイン酸 
(Retinoic Acid: RA)が協調して働くことにより起こ

ることを明らかにした。そして、in vitro 生殖細胞誘

導系を用いて BMP の下流因子の探索を行うべく、BMP2 添加２４時間後にて発現上昇のある

遺伝子群を RNA-seq を用いて同定した。転写因子に絞り検索し、生体胎仔マウス生殖細胞にお

けるトランスクリプトームデータも活用し、８つの因子を雌性性決定候補遺伝子として選出し

た。８つの候補遺伝子すべてを doxycycline 依存的に強制発現させられる ES 細胞株を作製し、



 

 

それらを PGC まで分化させた細胞におい

て、候補遺伝子の強制発現を行った。する

と、遺伝子の強制発現により卵母細胞へと

分化誘導でき、分化誘導能を有する因子が

含まれていることが明らかになった。次

に、誘導に用いる遺伝子発現ベクターを一

つずつ減らし各ベクターの卵母細胞誘導

能への寄与を検証したところ、Zglp1 発現

ベクターを除いた時だけ誘導能がなくな

り、そして Zglp1 発現ベクター単独でも卵

母細胞への分化誘導ができることが明ら

かになった。一方で、レチノイン酸の添加

のみでは減数分裂を伴う卵母細胞への分

化は起こらないが、レチノイン酸は

ZGLP1 による分化誘導を促進させる効果

をもち、レチノイン酸存在化では、90%以

上の ZGLP1 発現細胞が卵母細胞へと分化

することが明らかになった（図２）。

ZGLP1 強制発現細胞および Zglp1 欠損細

胞の遺伝子発現解析から、ZGLP1 は減数

分裂、RNA 制御、クロマチン・転写制御、

トランスポゾン抑制、卵胞形成、という、

卵形成プログラムの基盤を構成する遺伝

子群を活性化させることが明らかになっ

た。一方で、レチノイン酸は ZGLP1 によ

る遺伝子発現の活性化を成熟させる作用、そして、多能性因子の発現抑制を含む PGC プログラ

ムの抑制化に寄与することが明らかになった（図３）。また、これらの ZGLP1 下流遺伝子の生

体マウスにおける発現動態を検証したところ、（i）胎生期の卵母細胞のみで一過的に発現のある

因子群、（ii）生後、成体においても発現が維持または発現が上昇される因子群の２群に大別する

ことができた（図４）。これらの結果は ZGLP1 による雌性性決定直後から、卵形成を構成する

複数の機能モジュールが連動して活性化されていることを示唆している。 

 

（２）In vitro 卵母細胞誘導系を用いた新規転写因子群の機能検証 
新規に同定してきた遺伝子の機能を検証するために、卵巣体細胞との共培養系を用いた卵母細

胞誘導系を用いてノックアウト ES 細胞由来生殖細胞の卵形成動態を解析した。まず、下流遺伝

子の中から転写因子に注力し（図２）、その中でも卵形成における機能が不明な１４遺伝子に着

目して、ノックアウト ES 細胞株を樹立した。着目した遺伝子の中には欠損マウスにおいては生

殖系列以外の器官発生異常による胚性致死または生後致死をきたす遺伝子も含まれているが、

それら遺伝子のノックアウト ES 細胞株は正常に樹立でき、PGC への誘導にも異常は観察され

なかった。これは遺伝子欠損による胚性致死により表現型解析が難しかった遺伝子群の生殖系

列における機能検証を行うために in vitro 誘導系が有用であることを示す結果である。PGC 形

成以降の分化過程を卵母細胞試験管内誘導系にて解析したところ、表現型は大別して、（i）性決

定後の生殖細胞の早期喪失、(ii) 減数分裂進行の異常、(iii) 原始卵胞形成の阻害、(iv) 卵母細胞

数の増加、という様々な異常を観察することができ、解析対象の遺伝子群には卵形成の様々な過

程を制御する遺伝子が含まれていることが明らかになった。これは ZGLP1 による雌性性決定直

後から卵形成を構成する複数の機能モジュール（減数分裂期相同組換え形成、細胞周期、品質管

理チェックポイント、レトロトランスポゾン制御、卵胞形成・成長、母型エピゲノム構築）が連

動して活性化されていることを示唆している。また、二次卵胞の形成までには顕著な表現型を示

さない遺伝子もあり、in vitro 誘導系を用いた卵形成必須遺伝子のスクリーニングの有用性も確



 

 

認できた。 
本研究では、多能性幹細胞を用いた卵母

細胞の試験管内誘導系を用いて卵母細胞

への運命決定を担う転写因子 ZGLP1 を同

定した。また、その下流遺伝子は生殖細胞

形成に関わる様々なプロセス（減数分裂期

相同組換え、レトロトランスポゾン抑制、

転写・クロマチン制御、RNA 構造制御、卵

胞形成、DNA メチル化）に関与している

可能性が明らかになった。ZGLP1 の下流

遺伝子は（１）胎生期で一過的に発現のあ

る遺伝子群と（２）生後にまで発現が維持

または上昇する遺伝子群に大別すること

ができた。卵母細胞への運命決定直後か

ら、胎生期で行われる減数分裂期相同組換

えに関わるプログラム以外にも生後の卵

母細胞成長に関わるプログラムも活性化

されることは、核内・細胞質・細胞外で起こる各々の卵形成モジュールが連動して活性化され、

一つの統一されたプログラムとして動いていると考えられる。同定してきた新規の遺伝子群の

中から、卵形成初期に発現される転写因子に着目し、それらの遺伝子を欠損させ試験管内誘導系

を用いて機能検証を行ったところ、（i）性決定後の生殖細胞の早期喪失、(ii) 減数分裂進行の異

常、(iii) 原始卵胞形成の阻害、(iv) 卵母細胞数の増加、などの様々な異常を誘発させることがで

きた。これは、上述の「核内・細胞質・細胞外で起こる各々の卵形成モジュールが連動して活性

化される」ことが正常な卵形成プロセスに非常に重要であることを示しており、ZGLP1 下流因

子の統一的な制御が重要であることを示している。今後、遺伝子変異 ES 細胞を起点とした in 
vitro 卵母細胞誘導系を活用してゲノムワイドな遺伝子発現解析、また、ヒストン修飾の変遷を

ChIP-seq により解析し、胎生期から構築される卵特異的な転写ネットワークの構築機序のさら

なる解明を目指す。本研究にて着目した転写因子の中には、二次卵胞の形成までには顕著な表現

型を示さない遺伝子もあるが、母型エピゲノムの構築など、卵形成自体には必須でなくとも次世

代個体の正常な発生に必須のプロセスに関わっている可能性もあるため、それら遺伝子群に関

しては、母型インプリントの獲得、卵子成熟、胚盤胞発生、個体発生、胎盤形成、などに着目し

て今後は解析を進める。 
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