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研究成果の概要（和文）：これまでに「2ステップ再構成卵巣法」により、第一減数分裂期初期のカニクイザル
卵母細胞様細胞(OC(I)LC)を試験管内で誘導すること成功した。本研究ではまず、シングルセルRNA-seqによる性
状解析を実施したところ、誘導されたOC(I)LCはサル胎児の卵母細胞と類似の性質を持つことが明らかになっ
た。次に、全ゲノムDNAメチル化解析により、霊長類の卵母細胞発生過程でのゲノムワイドなDNA脱メチル化を示
唆するデータが得られた。第一減数分裂期を試験管内で完遂するため、培養条件検討を試みたが、いずれも効果
が得られなかった。今後さらなる培養方法改善が必要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In previous study, I have established “2-step xenogenic reconstituted ovary
 (xrOvary) culture system” which enabled to induce cynomolgus monkey oocyte-like cells at meiosis I
 (OC(I)LCs) in vitro. According to single cell RNA-seq analysis, it was revealed that OC(I)LCs 
showed the similar gene expression patterns to cynomolgus oocytes in vivo. Also, from genome-wide 
DNA methylome analysis, it was indicated that genomic DNA was demethylated in fetal oocyte 
development in primate species. To complete meiosis I in vitro, xrOvary was cultured in several, 
modified conditions. However, any of them did not lead to further progression of meiosis I. In the 
future study, the completion of meiosis I will be accompanied by finding optimal culture conditions 
referring to transcriptome data of OC(I)LC.

研究分野：分子生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サル成熟卵子発生過程を忠実に再現することができれば、ヒトの雌性生殖細胞の発生過程を再現できると期待さ
れる。また、これまで困難であった減数分裂時のエピゲノムリプログラミングの様相が解析可能になり、ヒトの
発生過程のより深い理解につながる。そして、各段階の生殖細胞を用いた分子生物学的、生化学的解析によりヒ
ト生殖細胞発生機構が完全に理解された暁には、新たな不妊治療技術の開発にも寄与すると期待される。

※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 
 生殖細胞系譜は、発生初期に形成される始原生殖細胞（Primordial germ cell, PGC)に由
来する。PGC はその後増殖しながら将来卵巣、または精巣となる生殖巣へと移行する。この
間、ゲノムを次世代に継承する準備としてエピゲノムリプログラミングが起きる。PGC が雌
性生殖巣に到達すると卵原細胞（Ooginia, OG)を経て卵母細胞（Oocyte, OC)となり、ゲノ
ムの多様性をもたらすために重要とされる、第一減数分裂期へ移行する（図 1）。そして、
出生直前までに染色体の凝集・対合を起こし、一度目の分裂直前の状態で休止する。性成熟
後、生理周期に合わせて OC の成熟と共に第二減数分裂期に移行し、成熟卵子となる。この
ように卵子の発生過程は非常にダイナミックかつ綿密な制御機構が存在するにも拘わらず、
哺乳類では該当時期が胎児期であるため、ヒトでほぼ未解明である。 

 これを解決するには、ヒトもしくは非ヒト霊長類における生殖細胞発生過程を試験管内に
て再構築することが必須である。申請者所属研究室では、これまでにヒト iPS 細胞から PGC
様細胞(PGC-like cell, PGCLC)、さらに PGCLC から OG 様細胞(OG-like cell, OGLC)を誘導
することに成功している（図１，Sasaki et al, 2015, Cell Stem Cell, Yamashiro et al, 2018, Science）。
またこれまでに、ヒトと進化的に最も近縁である非ヒト霊長類モデルのカニクイザル
（Macaca fascicularis, 以下サル）PGCLC を OGLC へ、さらに一段階進んだ第一減数分裂期
初期の OC 様細胞（OC(I)-like cell, OC(I)LC）まで誘導できている（図 1）。しかし、マウ
スでは in vitro において全ての発生過程を再現できているが、霊長類においては第一減数
分裂特有の染色体の凝集や対合が再現されていない。以上から、試験管内で霊長類生殖細
胞発生過程を再構築するには、まず、第一減数分裂の完遂が当面の課題である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、サル ES 細胞を起点とした雌性生殖細胞の出生直前の第一減数分裂状態を再
現することを目標とした。 

 これまでに、段階的にサル OC(I)LC を誘導する培養法「2ステップ再構成卵巣法」を樹立し
ている。しかし、OC(I)LC の卵母細胞としての妥当性は確認できていない。 

 そこで、2022 年度は、OC(I)LC の性状解析により、生体のサル OC と類似した性質を持つ細
胞であることを確認した。 

 2023 年度は、得られた OC(I)LC の減数分裂期を推し進めるための培養条件検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 2 ステップ再構成卵巣法の概要は以下のとおりである。第一段階では、サル PGCLC と Embryonic 
day 12.5(E12.5)マウス胎児卵巣体細胞を凝集させ（以下、再構成卵巣）、気相液相培養すること
でサル OGLC を誘導する。第二段階で、サル OGLC をより発生段階が進んだマウス胎児卵巣体細胞
（E13.5-E15.5）と凝集させた再構成卵巣を気相液相培養すると、OC(I)LC が得られる。この 2ス
テップ再構成卵巣法と得られた細胞を用いて、下記のとおりに研究を実施した。 
 
2022 年度 
（１）トランスクリプトーム解析：２ステップ再構成卵巣法で培養後約 100 日の再構成卵巣から
サル ES 細胞由来生殖細胞を単離し、シングルセル RNA-seq 解析を行った。各細胞種のトランス
クリプトームを生体サル胎児 OC と比較した。 
（２）全ゲノムメチローム解析：サル ES 細胞、PGCLC、OGLC、OC(I)LC の細胞のゲノム DNA を用
いて、EM-seq 法により DNA のメチル化パターンを網羅的に解析した。 
 
2023 年度 



（１）3 ステップ目の再構成卵巣培養の導入：OC(I)LC を単離し、E15.5 または E16.5 のマウス
胎児卵巣体細胞と再凝集させた。気相液相培養もしくはアルギン酸ゲルに包埋後三次元培養し
て 28 日後、免疫染色法により減数分裂マーカー（SYCP3, SYCP1, γH2AX, DMC1）の発現パター
ンおよび染色パターンを観察した。 
（２）2 ステップ目の再構成卵巣培養条件の最適化：①培地に含まれるウシ血清（FBS）の濃度
を 10%から 1%に変更し気相液相培養、②レチノイン酸含有培地に変更し、気相液相培養、の 2条
件を試みた。①に関しては、さらに 3ステップ目の再構成卵巣培養でも検討した。気相液相培養
28 日後、免疫染色法により減数分裂マーカー（SYCP3, SYCP1, γH2AX, DMC1）の発現パターン
および染色パターンを観察した。 
 
４．研究成果 
（1）2 ステップ再構成卵巣法由来生殖細胞の性状解析：シングルセル RNA-seq 
 サル胎児卵巣では、有糸分裂期(M1-3)にある OG が OC へと分化すると、減数分裂期へ移行し、
前細糸期(PL1-4)→細糸期(L2)→合糸期(Z)→太糸期(P)→複糸期(D)の順に分化する（図2A, B）。
再構成卵巣由来の OC(I)LC においても、OGLC が有糸分裂期を脱却し、一部の細胞は合糸期まで
移行していることが確認できた（図 2A, B）。主要な減数分裂マーカー遺伝子の発現パターンを
比較したところ、再構成卵巣由来 OGLC, OC(I)LC は、生体サル胎児卵巣由来 OG, 各減数分裂段
階の OC と類似のパターンを示した（図 2C）。従来のヒト再構成卵巣法では、初期の卵母細胞が
誘導されたが減数分裂期への移行は確認できなかった（Yamashiro et al, 2018, Science）。本研究に
より、試験管内で減数分裂期の霊長類卵母細胞を誘導できたことは、本研究分野の大きな前進で
ある。 
 一方、2ステップ再構成卵巣法の課題も見つかった。再構成卵巣では大半の OC(I)LC が前細糸
期で停滞している（図 2B）。また、再構成卵巣の細糸期 OC(I)LC は、生体サル胎児の細糸期 OC(L1)
と異なる細胞集団(L2)として UMAP 図上でプロットされる傾向にあった（図 2A, B）。L1 と L2 細
胞の発現変動遺伝子を比較したところ、L2 細胞では減数分裂マーカー遺伝子の発現が弱く、上
皮細胞分化や Bone morphogenetic protein (BMP)シグナル関連遺伝子の発現が顕著であった。
さらに、再構成卵巣では、有糸分裂期、減数分裂期とは異なるトランスクリプトームを持つその
他（U1-2）の細胞も出現している（図 2A）。減数分裂期の卵母細胞をより効率よく誘導には、こ
れらの問題を解決することが必要不可欠であると結論付けた。 

 
 
（2）2 ステップ再構成卵巣法由来生殖細胞の性状解析：EM-seq 法による全ゲノムメチル化解析 
 生体内において、多能性幹細胞から PGC, OG へと分化する過程で、DNA のシトシンがゲノム全
体で脱メチル化される（Yamashiro et al, 2020, Nat Protocol）。OC では脱メチル化状態が維持される。
2ステップ再構成卵巣法でも、同様の傾向が見られるのか検証するために、EM-seq 法による全ゲ
ノムメチル化解析を実施した。 
 まず、常染色体の DNA メチル化傾向を確認した。ES 細胞、PGCLC では 75%以上のシトシンがメ
チル化されているが、PGCLC の常染色体メチル化率は再構成卵巣培養開始後、速やかに減少した
（図 3A 左）。脱メチル化は OGLC、OC(I)LC においてなお進行し、6%程度まで減少した（図 3A 左）。
少なくとも、OGLC のメチル化率は生体サル OG と同等であった。これらのことから、2ステップ
再構成卵巣法により、生殖細胞のゲノムワイドな DNA 脱メチル化が誘導されることが確認でき
た。 
女性の場合、2 本の X 染色体のうち片方を不活化することで、遺伝子発現量を調節している。
しかし、生殖細胞発生過程において、一次的に不活化された X染色体が再活性化し、遺伝子発現
量が増加する。そこで、X染色体の再活性化と脱メチル化の関連を検証するため、X染色体のメ
チル化傾向を解析した。まず、本研究で用いた ES 細胞について DNA メチル化パターンを確認し
た。母方 X染色体が不活化されることがわかっているが、不活化傾向と相関するように、母方 X
染色体では父方に比してメチル化率が高いことが確認された（図 3B）。常染色体については父方、
母方のメチル化率に差がなかった（図 3A 中、右）。 



次に、生殖細胞分化に伴う脱メチル化の進行を検証した。PGCLC, OGLC, OC(I)LC への分化に
伴い、父方母方双方で X染色体の脱メチル化が進行し、メチル化率は 10％以下まで減少した（図
3B）。さらに、OC(I)LC における、一部の X 染色体上の遺伝子発現量を定量したところ、父方母
方 X染色体からの発現量が共に増加傾向にあることが確認できた。以上から、X染色体の再活性
化には脱メチル化が関連していることが示唆された。なお、脱メチル化に抵抗性を持つ領域も存
在しており、これらの生殖細胞発生における意義は非常に興味深い。 

 
 

2022 年度までの成果を、2024 年 2 月に EMBO Journal 誌に発表した（Gyobu-Motani et al, 2024, 
EMBO J）。 
 
(3) 3 ステップ再構成卵巣法の導入 
 4.-(1)で述べたとおり、卵母細胞をより効率よく誘導し、第一減数分裂期を完遂するには、2
ステップ再構成卵巣法を改善する必要がある。2ステップ目でより発生が進んだマウス胎児卵巣
体細胞を使うことで、OGLC を OC(I)LC に誘導することができた。したがって、減数分裂がさら
に進行したマウス胎児卵巣体細胞とさらに再凝集させれば、OC(I)LC の分化を進めることができ
るのではないかと考えた。 
 まず、2ステップ目の再構成卵巣培養後 28 日時点で、OC(I)LC を単離し、減数分裂期の卵母細
胞が多くみられる E15.5 または E16.5 のマウス胎児卵巣体細胞と再凝集した。再構成卵巣を気
相液相培養して 28 日後、免疫染色法により減数分裂マーカーの発現パターンを確認したが、
OC(I)LC の数は減少し、より減数分裂が進行している様子は確認できなかった。次に、アルギン
酸ゲルに 3ステップ目の再構成卵巣を包埋して、三次元培養を試みたが効果はなかった。 
 
(4) 2 ステップ再構成卵巣培養条件の最適化 
 卵母細胞は周囲の体細胞に囲まれた「卵胞」と呼ばれる構造を取ることで、卵巣内で安定的に
生存、分化する。4-(3)で OC(I)LC を単離するため、酵素処理したことで構造を崩したため、生
存率・分化能が低下した可能性がある。そこで、次に 2ステップ再構成卵巣のまま、培養条件を
改善することを試みた。検討した条件は以下のとおりである。 
① 培地に含まれるウシ血清（FBS）の濃度を 10%から 1%に変更し気相液相培養、 
② レチノイン酸含有培地に変更し、気相液相培養、 
28 日培養後、4-(3)と同様、組織切片を免疫染色したが、いずれも減数分裂促進効果は認められ
なかった。 
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