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研究成果の概要（和文）：食肉処理場では優れた形質の雌家畜の卵母細胞が無為に廃棄され続けている。本研究によっ
て卵子の品質を評価し、それを調節している細胞死阻害因子を人的に制御することで卵胞とその中の卵子を救命する手
法の開発がすすめられ、無為に廃棄されている卵子（卵巣内潜在的卵子）の有効利用の路が開かれてきて、雌家畜側か
らの高効率的育種改良が期待される。加えて家畜のみならず担癌患者の卵母細胞を救命できる基盤的技術が整ってきて
おり、この成果は農学や医学等の広領域で社会に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Many primordial follicles in livestock ovaries are discarded without being 
effectively used in the slaughterhouse. The aim of my study is to save the oocytes with excellent genetic 
traits in the ovaries, which are discarded without being effectively used. Less than 1% of primordial 
follicles are ovulated, and the remainders are eliminated via atresia. The precise mechanisms involved in 
the regulation of follicule selection remain unknown. Recent my studies suggest that apoptosis in 
follicular granulosa cells plays a crucial role in the oocyte selection. Cell death ligand and receptor 
systems are the key mechanisms regulating granulosa cell apoptosis. I revealed the roles of intracellular 
apoptosis inhibitory factors (cFLIP, XIAP, DcR3 etc.), which are useful to assess the damaged and/or 
healthy oocytes and save the oocyte including the follicle. Then, I have developed a method to save the 
oocyte with the help of these inhibitors.
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１．研究開始当初の背景 
 ２０世紀前半に体細胞核移植によるクロ
ーン動物の作出が両棲類で成功したが、哺乳
類では長い間成功しなかった。それが２１世
紀になってから成功し、様々な哺乳類の様々
な体細胞やＥＳ細胞の核に由来する体細胞
核クローン動物が作出されるようになって
きている。しかしながら、このように体細胞
核クローン動物の作出が可能となってきた
とはいえ、雌の形質は核内の遺伝子のみなら
ずミトコンドリアＤＮＡにも大きく支配さ
れており、優れた雌の遺伝形質の保全のため
には卵母細胞（卵子）の保存は未だに避けて
はとおれない大きな研究課題である。 
 
２．研究の目的 
家畜の卵子は、胎児期に体細胞分裂によっ

て増殖した後、卵胞上皮細胞（顆粒層細胞）
に包まれた卵胞内で減数分裂を開始して副
糸期で休眠し、出産した後性成熟を迎えると
減数分裂を再開して発育・成熟する。この発
育・成熟の過程で９９％以上が選択的に死滅
されてしまうことで不都合な卵子が取り除
かれる。申請者は、２０年以上にわたってこ
れを調節している分子機構を解明するため
の研究を遂行してきた。その結果、排卵に至
る健常な卵胞と閉鎖消滅する卵胞との判別
の指標となる可能性が高い分子をいくつか
挙げることができるまでになってきた。 
これまでの卵胞とそれに内包される卵子

を選択して死滅させる分子制御機構を解明
する研究の成果を活用して、卵胞に内包され
る高品質の卵子を積極的に救命して動物発
生工学や生殖医療に供する技術システムを
開発することが本研究の目的である。このこ
とは学術的に独創的でありかつ社会に貢献
する意義深いものである。 
 
３．研究の方法 
（１）卵胞の閉鎖に支配的に関与している顆
粒層細胞における重要なアポトーシス阻害
因子である cellular FLICE-like inhibitory 
protein（cFLIP）発現の調節因子探索とその
分子制御機構の解明研究を進めた。健常に発
育している卵胞の顆粒層細胞に高発現して
いる cFLIPが急速に消滅して卵胞閉鎖が誘導
される。この cFLIP の mRNA を up-あるいは
down regulate する因子の探索を、様々な顆
粒層細胞の特性を保持しながら不死化した
ブタ顆粒層細胞 JC-410 を用いてすすめた。
この細胞と卵胞に対して成長因子・生存因子
としてはたらくサイトカイン、性腺刺激ホル
モン、ステロイドホルモンおよびアクチビン、
インヒビン、フォリスタチン、増殖因子、プ
ロスタグランディン類、血管新生因子類、一
酸化窒素などを添加して培養し、これらのな
かからの候補の絞込を進めた。 
 
（２）細胞内のアポトーシス・シグナル阻害
因子 cFLIPの発現を支配的に制御しているマ

スター因子の同定を目指して探索をすすめ
た。cFLIP にはスプライシングバリアントと
して cFLIP-lと cFLIP-sが存在するが、スプ
ライシングの過程がどのように調節を受け
てこれらのバリアントが産生されているの
か不明であるので、ブタゲノムの cFLIP遺伝
子の 5’-側の転写開始コドンから上流にむか
って順次核酸配列を読み進め、転写制御ドメ
インの解析を進めた。 
 
（３）食肉処理場で採取した家畜卵巣のうち
で１次卵胞を豊富に含む皮質部を細切して
ガラス化凍結した。この凍結保存した卵巣組
織を融解後、重症複合免疫不全（ＳＣＩＤ）
マウス腎漿膜下に異種移植し、このマウスの
血管内に cFLIP-l遺伝子をアデノウイルス由
来遺伝子導入ベクターのβ-actin enhancer
と CMV promoter の下流に cFLIP-l 遺伝子と
EGFP 遺伝子を組み込んだものを投与するこ
とで遺伝子導入を行い、cFLIP-l を強制発現
させた。この処置の後、２週間バイオハザー
ドベンチ内でマウスを飼育して異種移植し
た家畜卵巣における卵胞の発育を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）ブタやウシなどの完全性周期動物であ
る家畜の卵胞顆粒層細胞では、多くの基盤的
研究に供されている不完全性周期動物のマ
ウスなどとは異なって、腫瘍壊死因子（TNF）
αが細胞死滅因子としてではなくて増殖生
存因子として働いていることを見いだした。
その理由は、家畜の顆粒層細胞においては、
アポトーシスを誘導する TNF1 型受容体と異
なり、細胞増殖を誘導する TNF２型受容体の
みが発現していることに起因することにあ
ることも分かった。さらに JC-410 細胞を用
いた実験では、TNFαが cFLIP の発現を up 
regulate することも分かった。興味深いこと
に、TNFαの発現は、JC-410 細胞でも食肉処
理場で採材した経産豚卵巣から調製した初
代培養顆粒層細胞でも重要なサイトカイン
のひとつであるインターロイキン（IL）6 に
よって up regulate されていること等を見出
した。 
 
（２）予備的ではあるが、転写因子である
FOXO3a などが制御していると思われる成績
を得た。さらに、上述のように IL6-TNFα軸
が cFLIP の転写を up-regulateする場合、あ
るいは未探索な因子が down-regulateする場
合にどのような転写制御因子およびその複
合体が働いているのか探索をすすめている。 
 
（３）凍結融解した卵巣細片をＳＣＩＤ）マ
ウス腎漿膜下に移植して２週間生体内で培
養することで卵胞腔をもつ３次卵胞にまで
発育させることができたことを確認した。 
２週間生体内で培養した後、腎臓から卵巣

組織を回収して卵胞発育ステージを判定し
た。引き続いて、３次卵胞から卵子を取り出



して体外成熟培養に供した。卵核胞崩壊、第
一極体の放出を指標として成熟した卵子に
体外受精を施した。このようにして卵子の発
生能と受精能を評価した。受精した初期胚を
体外で培養して２細胞、８細胞、桑実胚、胚
盤胞までの発生と各ステージの胚の形態異
常の判別およびハッチング能の有無を確認
することで、発生能が正常か否か評価してい
る。 
 
このように、アポトーシス・シグナル阻害

因子 cFLIPの発現を人為的に調節することで
卵子の救命が可能か否かを確認することで、
阻害因子の生理作用の確認を行った。阻害因
子 cFLIP は、卵子の品質を評価するマーカー
として役立つのみならず、cFLIP の発現を人
為的に up-regulateすることで食肉処理場に
おいて日々廃棄され続けている卵巣内卵子
（潜在的卵巣内卵子）の救命に役立つと考え
られた。 

 
申請者のこれまでの研究から、顆粒層細胞

の生死を支配しているアポトーシス・シグナ
ル阻害因子には、活性化した細胞死受容体の
直下で FADD と結合してカスパーゼ８前駆体
との結合することを阻害している cFLIPの他
に、カスパーゼ９とカスパーゼ３前駆体間の
シグナル伝達を妨げる X-linked inhibitor 
of apoptosis protein（XIAP）が発現してい
ることを見いだしている。本研究では主に
cFLIP についての見識を深めたが、XIAPにつ
いては不十分なままで終わってしまった。今
後は XIAP などの他のアポトーシス・シグナ
ル阻害因子の制御機構の理解を深めて、卵母
細胞救命に一層有効に活用できるようにし
ていくことが肝要である。 
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