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研究成果の概要（和文）：マウスにおける顕微授精技術はほぼ完成した技術といえるが、一次精母細胞の顕微授精は実
用レベルに達していない。本研究では産仔効率がきわめて低率である一次精母細胞を用いた顕微授精の異常メカニズム
を明らかにした。ライブセルイメージング技術を用いて、一次精母細胞顕微注入直後から卵子内の雌雄染色体の挙動に
ついて解析したところ、雌雄両染色体の分裂スピードが一致していないことが明らかとなった。さらに通常の受精卵で
は精子侵入後に卵子のヒストンアセチル化レベルが低下するところ、一次精母細胞顕微注入胚では高アセチルを維持し
ている胚が多く観察され、ヒストンアセチル化の異常が卵子の発生を阻害している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Microinsemination is a technique to deliver male germ cells directly into oocytes,
 and is a very effective technique to fertilize oocytes consistently, even male germ cells that are unable
 to fertilize oocytes under conventional in vovo and in vitro conditions. Although offspring can be obtain
ed by primary spermatocyte injection in mice, its efficiency is still low (2-4%) compared with that by spe
rmatid (30%) or by spermatozoa (40-50%). To know whether the poor full-term development, primary spermatoc
yte injected oocytes were monitored by live-cell imaging techniques. The gap of the chromosome division ti
ming was observed between male and female chromosomes. And a histone, which are globally deacetylated in m
ammalian oocytes during meiosis, was remained acetylated in primary spermatocyte injected oocytes. Thus, i
nadequate histone deacetylation may be caused chromosome abnormalities and low oocyte developments.
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(1) 研究開始当初の背景 
マウスにおける顕微授精技術は近年多く

の研究が行われており、安定した技術といえ

る。現在のところ、実用的に顕微授精に利用

できるのは、減数分裂を完了した半数体以降

のステージにある精細胞（円形精子細胞、伸

長精子細胞、精子）に限られているが、技術

的には減数分裂前の段階である、一次精母細

胞を用いても産仔獲得が可能である。この特

殊な顕微授精では、注入した一次精母細胞の

染色体は、減数分裂途上の未成熟卵子の中で

雌の染色体と同期化し、同時に減数分裂を完

了することで最終的に二倍体胚の構築に寄

与する。しかし得られた二倍体胚は着床後に

多くが死滅し、最終的な産仔率は 2-4%以下と

極めて低率である。以前の報告では、顕微授

精胚の染色体標本において、第一減数分裂中

に姉妹染色体が早期分離を起こしている胚

が多数見られることが挙げられている。この

ことが着床後の胚死滅の主な原因であると

想定されるが、具体的にどのようなメカニズ

ムで染色体の早期分離・分配異常が起きてい

るのかは明らかでない。一般に細胞の分裂過

程で染色体が正常に姉妹細胞に分配される

ためには、ヒストンがメチル化やアセチル化

といった化学的な修飾による調整を受ける

ことが重要である。最近、減数分裂期の卵子

におけるヒストンの化学修飾状態が明らか

にされ、減数分裂において正常に染色体が分

離されるためには、ヒストンが脱アセチル化

されることが重要であると指摘されている。

また、精巣での雄性生殖細胞の減数分裂過程

でも、ヒストンは一時的に脱アセチル化され

ることが知られる。申請者は予備実験から、

一次精母細胞を用いた顕微授精胚では、父性

染色体においてヒストンアセチル化が亢進

していることを示唆する結果を得ている（未

発表）。このような父性染色体特異的なヒス

トンアセチル化の亢進は自然な受精過程で

も起こるが、この場合、卵子が受け入れる精

子は既に減数分裂を完了している。これに対

し、精母細胞を用いた顕微授精の場合、雄性

染色体の減数分裂が卵子内で行われるとい

う特殊性がある。おそらく、精母細胞由来染

色体のヒストンが卵子内の因子によってア

セチル化を受けるため、染色体の分配異常が

引き起こされると考えられるが、アセチル化

の程度やタイミング、さらに関連する酵素な

どの詳細なメカニズムは明らかでなく、その

ため対策を講じることもできない段階にあ

った。 

 

２．研究の目的 
以上のような背景から、本研究では一次精

母細胞を用いた顕微授精の異常メカニズム

を明らかにし、その効率を実用レベルまで引

き上げることを目的に設定した。そこで着目

したのが、近年開発されたライブイメージン

グ技術である(Yamagata et al., 2009)。こ

のシステムでは、mRNA や抗体フラグメントを

注入して、着床前胚の様々なタンパク質や細

胞内小器官、さらに染色体の化学修飾状態な

どをリアルタイムに観察することが可能で

ある。しかも、この観察を行った後の胚は蛍

光観察によるダメージをほとんど受けてお

らず、子宮内へ移植することで正常に産仔に

至ることが示されている。すなわち、このシ

ステムを用いることで、染色体の動態や化学

修飾状態と、その胚の発生能との関係を遡及

的に直接比較解析することが可能になる。 

 
３．研究の方法 
本研究では、このライブセルイメージング

技術を用いて一次精母細胞顕微授精胚の、   

(1)染色体動態を観察し、染色体の分配異

常と産仔能との関連性を明らかにする。 

(2)ヒストンの化学修飾状態と染色体分配

異常の関連性を明らかにする。 

これらの解析から一次精母細胞顕微授精胚

の染色体分配異常のメカニズムを明らかに

する。 



（3） （1）および（2）の結果を踏まえて、

卵子あるいは一次精母細胞の化学修飾

状態や顕微注入の時期を人為的に操作

することで産仔率の改善を目指す。 

 

４．研究成果 

ライブセルイメージング技術を用いて、一

次精母細胞顕微注入直後から卵子内の雌雄

染色体の挙動について解析したところ、雌雄

両染色体の分裂スピードが一致していない

ことが明らかとなった。また、通常の受精卵

では精子侵入後に卵子のヒストンアセチル

化レベルが低下するところ、一次精母細胞顕

微注入胚では、高アセチルを維持している胚

が多く観察された。すなわち、一次精母細胞

顕微注入胚のヒストンアセチル化の異常が、

卵子の発生を阻害している可能性が考えら

れた。 

その結果を踏まえて、人工的操作を加えて

いない、自然の状態で卵子の染色体異常が高

率に起こり、また、低産仔率の傾向が報告さ

れている、老齢マウス由来の卵子を実験モデ

ルとして、卵子の染色体異常とヒストンアセ

チル化の関係について解析を行った。老齢マ

ウス卵子（12-15 ヶ月齢）では、第二減数分

裂中期において染色体の正常整列が見られ

ないものが多く観察された。また、多くの卵

子においてヒストンアセチル化が高い状態

で維持されていることが明らかになった。こ

の結果より、一次精母細胞顕微注入胚は老齢

マウス卵子おける減数分裂パターンと非常

に近い状態であることが明らかになった。 

この結果を受けて、現在、老齢マウス卵子

のヒストン化学修飾状態を人為的に操作し、

染色体改善にともなう卵子全体の質的改善

を図る研究を開始した。将来的にヒト加齢卵

子の非侵襲的治療の技術的基礎の確立を目

指すとともに、一次精母細胞顕微授精の受精

率向上の応用に繋がるものと考えている。 
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